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“Cultivemos la ciencia por si misma, sin considerar por el momento las
aplicaciones. Estas llegan siempre, a veces tardan afos, a veces, siglos. Poco
importa que una verdad cientifica sea aprovechada por nuestros hijos o por
nuestros nietos. Medrada andaria la causa del progreso si Galvani, si Vilta, si
Faraday, si Hertz, descubridores de los hechos fundamentales de la ciencia de
la electricidad, hubieran menospreciado sus hallazgos por carecer entonces de
aplicacién industrial.

Dejamos consignado que lo indtil, aun aceptando el punto de vista humano
(con las necesarias restricciones de tiempo y lugar), no existe en la Naturaleza.
Y, en ultimo extremo, aun cuando no fuera posible poner al servicio de nuestra
comodidad y provecho ciertas conquistas cientificas, siempre quedaria una
utilidad positiva: la noble satisfaccion de nuestra curiosidad satisfecha y la
fruicion incomparable causada en el animo por el sentimiento de nuestro poder
ante la dificultad.”

Reglas y consejos sobre la investigacion cientifica,
Santiago F. Ramon y Cajal
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Resumen

La glicina es uno de los principales neurotransmisores que median la inhibicion
neuronal rapida. Este aminoacido regula la actividad de neuronas de circuitos motores
y sensoriales ubicados fundamentalmente en el tronco encefélico y médula espinal
participando de importantes funciones fisiolégicas como el control del tono muscular, la

respiracion, el procesamiento sensorial y del dolor, entre otras.

Es bien conocido que las motoneuronas del tronco encefalico (trigémino e hipogloso)
reciben entradas glicinérgicas y que la glicina es uno de los principales
neurotransmisores en regular su excitabilidad.
Para comprender las acciones glicinérgicas tanto en circunstancias fisiolégicas como
patologicas es importante el conocimiento acerca de los receptores para este
neurotransmisor. En este sentido se destacan dos factores relevantes: por un lado, la
existencia de diferentes subtipos de receptores glicinérgicos, los cuales presentan
diferente sensibilidad a agonistas y moduladores, por otro, el hecho de que la

expresion de los receptores de glicina varia significativamente durante el desarrollo.

En el presente trabajo fue de interés estudiar la composicion del receptor de glicina en
neuronas del nucleo motor del trigémino en ratas neonatales y evaluar una posible
modulacion de los mismos por fosforilacién dependiente de protein quinasas A y C.
Identificamos la expresion de las subunidades al y B del receptor de glicina en estas
motoneuronas utilizando técnicas inmunochistoquimicas y de inmunofluorescencia.
Caracterizamos mediante técnicas electrofisiologicas la respuesta a la glicina de estas
células y observamos un efecto de potenciacion sobre la sinapsis glicinérgica en

presencia de un activador de la PKC.

Este trabajo es el primero en realizar un estudio de la expresion del receptor de glicina
en motoneuronas trigeminales utilizando ensayos inmunohistoquimicos y de
inmunofluorescencia, y en establecer una relacion entre las subunidades expresadas y
su modulacion por protein quinasas en este nucleo del tronco encefalico. Los
resultados obtenidos contribuyen al conocimiento general sobre los receptores
glicinérgicos en el sistema nervioso central e implican un avance en la comprension de

los mecanismos que podrian modular la transmision sinaptica inhibitoria glicinérgica.

Palabras claves: Nucleo Motor del Trigémino, Inhibicion, Receptor de glicina, PKA, PKC



Introduccién

La glicina es uno de los principales neurotransmisores que median inhibicion rapida
neuronal. A través de la activacion de sus receptores especificos esta involucrada en
la regulacion de circuitos ubicados fundamentalmente en el tronco encefalico y médula
espinal vinculados con el control de la actividad motora y sensorial. De esta forma
participa de importantes funciones fisiologicas tales como el control del tono muscular,
la respiracion, el procesamiento sensorial y del dolor, entre otras. Mas recientemente
ha adquirido relevancia el reconocimiento de la transmision glicinérgica en otros
sectores del sistema nervioso central (SNC) y asi su participacién incluso en procesos
de indole cognitiva o afectiva (Xu & Gong, 2010; Molander & Soderpalm, 2005).

Dos factores en relacién a los receptores de glicina son de relevancia a la hora de
comprender las acciones glicinérgicas en circunstancias fisiologicas. Por un lado, la
existencia de diferentes subtipos de los mismos y las evidencias de que presentan
diferente sensibilidad a agonistas y moduladores. Por otro, el hecho de que la
expresion de diferentes subtipos varia significativamente durante el desarrollo y por
ende sus propiedades funcionales con las correspondientes consecuencias en los
circuitos que integran (Legendre, 2001; Lynch, 2009; Dutertre et al., 2012).

El receptor de glicina

La glicina se une a la proteina transmembrana GlyR, un canal i6bnico mediado por
ligando que pertenece a la superfamilia de los receptores Cys loop (Cys loop - LGICs)
de la que forman parte también los receptores nicotinicos de acetilcolina y los
receptores de GABA tipo Ay C (Lynch, 2004). Los LGICs presentan una organizacion
conservada en la que cinco subunidades proteicas se arreglan de manera simétrica
alrededor de un canal i6nico central. Cada subunidad esta compuesta por un dominio
extracelular N-terminal al que se une el ligando (ECD) y un dominio ionotropico
transmembrana (TMD) (Sauguet et al, 2014).

En el caso del GlyR la unién de la glicina en su ECD produce la apertura del canal
permitiendo el flujo del i6n cloro de acuerdo con su gradiente electroquimico. Se trata
generalmente de un receptor heteropentamérico conformado por dos tipos de
proteinas integrales de membrana de 48 y 56 kDa, que corresponden a la subunidad a
y B respectivamente (Langosch et al., 1988). Estudios moleculares han descubierto

hasta el momento, cuatro isoformas de la subunidad a (a1, a2, a3 y a4) y una (.



Los GlyR en las sinapsis glicinérgicas se encuentran en agregados denominados
clusters cuya formaciéon depende de la proteina gefirina. Se trata de una proteina
citoplasmética de andamiaje que ancla los receptores en la postsinapsis. Esta union
no determina una estructura estética, sino que es relevante en el transporte
intracelular de GlyR y se cree podria regular su movilidad lateral en la membrana
celular (Fritschy et al, 2008).

Expresion de GlyR

Las subunidades que componen al receptor de glicina presentan gran homologia entre
si pero su expresion varia en el sistema nervioso.

La mayoria de los GlyR sinpticos del SNC corresponden a receptores del tipo a1p.
Se trata de una isoforma con gran importancia funcional dado que mutaciones
genéticas que afectan la expresion normal de al generan patologias, como es la
enfermedad del sobresalto o hiperekplexia (Shiang et al., 1993).

Los GlyR del tipo a2 han sido localizados en sinapsis en médula espinal, tronco
encefalico, mescencéfalo, bulbo olfatorio y retina, de animales adultos (Weltzien et al.,
2012). Recientemtente fueron descubiertos receptores de glicina homoméricos
conformados por la proteina a2. Se trata de receptores extrasinpticos involucrados en
la neurotransmision no sinaptica tonica inhibidora (Muller et al., 2008). Los receptores
glicinérgicos conformados por la isoforma a3 se encuentran en la lamina | y Il del asta
dorsal, donde participan en la inhibicién de la propagacién de sefales nociceptivas a
los centros superiores y sirven como sustrato molecular de sensibilizacion al dolor por
el mediador inflamatorio prostaglandina E2 (Harvey et al.,, 2004). Ademéds, estos
receptores se han encontrado en sinapsis inhibidoras en el oido interno (Dlugaiczyk et
al., 2008). Existe poca informacion sobre la expresién funcional de receptores de
glicina conformados por a4, sin embargo se encuentra colocalizada con gefirina en
neuronas de retina de rata (Wassle et al., 2009).

Expresion diferencial de acuerdo con el desarrollo

Se demostr6 que en médula espinal y en motoneuronas del hipogloso del tronco
encefalico de ratas, ocurre un recambio de las subunidades que componen el receptor
de glicina asociado con el desarrollo (Watanabe et al., 1995; Singer et al., 1998). La
isoforma a2 se expresa en altas concentraciones durante el desarrollo embrionario y
disminuye en la etapa postnatal, manteniendo una baja expresion en el adulto (Racca

et al., 1998). Se considera que los GlyR embrionarios y postnatales formados por esta
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isoforma son homomeéricos y extrasinapticos. A su vez, el ARNm que codifica para la
isoforma al se expresa en pequefias cantidades en el embrion y en los primeros dias
de la rata, pero aumenta a medida que avanza el desarrollo, llegando a un méaximo en
el dia 15. La subunidad a3 se encuentra en bajas concentraciones en médula espinal
(Anderson et al., 2009) y tronco encefalico (Manzke et al., 2010) del animal adulto.

La expresion de la subunidad 8 tiene un comportamiento similar al de la isoforma a1
es baja en el embrion, y aumenta a medida que progresa el desarrollo postnatal del
animal. Si bien durante el desarrollo embrionario se expresa un GlyR homomérico
formado exclusivamente por subunidades del tipo a, luego del nacimiento se estipula

que la estequiometria del receptor es del tipo 2a:3 (Yang et al., 2012).

Propiedades y modulacion

Existen numerosas evidencias de que el receptor glicinérgico puede ser modulado por
diversas sustancias, entre las cuales se encuentran antagonistas del receptor 5-HT3 y
NMDA, neuroesteroides como la progesterona, cocaina, cannabinoides, anestésicos y
por el glutamato, principal neurotransmisor excitador del SNC (Legendre, 2001).

Las distintas isoformas de GlyR difieren en la conductancia y cinética de las corrientes
de cloro, y en la afinidad que presentan por agonistas y antagonistas. A su vez
presentan distintos sitios de modulacion alostérica y fosforilacion. Se acepta que los
tipos de subunidades que componen los receptores de GlyR asi como también su
estequiometria, determinan las propiedades de este canal.

Los GlyR formados por al poseen tiempos de apertura cortos y una cinética rapida de
decaimiento (Singer et al., 1998), los canales formados por a2 tienen una cinética de
decaimiento lenta mientras que los de tipo a3 presentan una cinética medianamente
rapida (Weiss et al., 2008).

Los GlyR son modulados por la activacion de protein quinasas (PK), especificamente
por PKC y PKA. La subunidad al posee una secuencia consenso de fosforilacion para
la PKC y estudios realizados sugieren que la isoforma a2 también podria ser
fosforilada por esta enzima (Nishizaki & lkeuchi 1995). La subunidad 3 posee sitios de
fosforilacion consenso tanto para PKA como para PKC.

Existen varias publicaciones acerca de los efectos de la activacion de estas quinasas
sobre las corrientes glicinérgicas con resultados variables segun la preparacion y la
region estudiada. Hay evidencias de una disminucion de las corrientes glicinérgicas al
activar PKC (Uchiyama et al., 1994; Ye & McArdle, 1996; Lin et al., 1996; Tapia et al.,
1997) asi como también una potenciacion de las mismas (Xu et al., 1996; Min et al.,

1996: Schonrock & Bormann, 1995). Se demostré que la PKA modula la funcion de
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GlyR, sin embargo, los resultados son también contradictorios. La PKA potencia las
respuestas glicinérgicas evocadas en algunas preparaciones (Vaello et al., 1994; Song
& Huang, 1990; Ren et al., 1998) mientras que las disminuye en otras (Agopyan et al.,
1993, Inomata et al., 1993, Min et al., 1996).

Es posible que estos resultados a primera vista contradictorios, puedan ser explicados

por la presencia de isoformas del GlyR diferentes en las distintas regiones estudiadas.

Inhibicién glicinérgica en motoneuronas

Las motoneuronas son blanco de acciones glicinérgicas que resultan esenciales en la
regulacion de su excitabilidad y por lo tanto en el control de la salida motora. La accion
principal de la glicina en las motoneuronas maduras es la inhibicion mediada por la
apertura de los canales de cloro del receptor causando una hiperpolarizacion y una
disminucion de la excitabilidad por un efecto de shunt.

El nucleo motor del trigémino (NVM) es un nlcleo compuesto por motoneuronas que
inervan los musculos que mueven la mandibula. Estas motoneuronas intervienen en
una variedad de actos motores como la masticacion, succién, deglucién y vocalizacion.
A su vez estan involucradas en comportamientos mas complejos como el “grooming” y
las reacciones de ataque. Existe una vasta literatura referente a la identificacién de los
circuitos neurales, las aferencias sindpticas, los neurotransmisores involucrados, las
propiedades intrinsecas de las propias motoneuronas y sus modulaciones (Lushei &
Goldberg, 1981; Lund & Olson, 1983; Rekling et al., 2000; para revision reciente ver
Morquette et al., 2012).

En relacién a las aferencias glicinérgicas, éstas se originan en el conjunto de nucleos
gue rodean al NVM, incluyendo al nlcleo supratrigeminal (Kolta, 1997), y en diversas
porciones de la formacién reticulada del tronco encefalico (Morales et al., 1999 y citas
alli). A través de estudios de hibridacion in situ se ha observado la presencia de ARNm
que codifica para las distintas subunidades del receptor de glicina en motoneuronas
del NVM vy del hipogloso (Fujita et al., 1991; Sato et al., 1991, 1992). Esta técnica no
es determinante de la presencia de una proteina dado que la existencia del ARNm que
la codifica no implica necesariamente su expresion.

Desde el punto de vista funcional las entradas glicinérgicas en motoneuronas sirven a
distintos propésitos segun la edad del animal (Singer y Berger, 2000; Aguayo et al,
2004). En etapas embrionarias y postnatales tempranas las acciones son
despolarizantes debido al alto contenido de cloro intracelular y se acompafian de
entrada de calcio lo cual es necesario para el apropiado desarrollo sinaptico y

localizacion de receptores asi como el crecimiento de neuritas (Kirsch y Betz, 1998;
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Aguayo et al, 2004). En el animal maduro las acciones pasan a ser inhibidoras como
se ha mencionado anteriormente. En cuanto al control motor ejercido por el NMV es
interesante destacar que el patron de movimientos de la mandibula se modifica en las
dos primeras semanas de vida postnatal de tal forma que los animales pasan de
mamar a masticar. Esto seguramente implica diferencias en el control inhibitorio de los
musculos de la mandibula controlados por las motoneuronas del NMV. Es posible que
este pasaje coincida con la evolucion en la expresion de receptores glicinérgicos.

Las motoneuronas reciben una gran variedad de entradas sinpticas conteniendo
sustancias neuroactivas que incluyen aminoacidos excitadores e inhibidores, aminas
bibgenas, acetilcolina, neuropéptidos y oOxido nitrico. Muchos de estos
neurotransmisores/neuromoduladores activan mecanismos de segundos mensajeros
por lo que se puede pensar que podrian modular a los receptores postsinapticos. Son
conocidas y han sido muy estudiadas las acciones de muchas de estas sustancias
sobre las propiedades intrinsecas asi como sobre las entradas sinapticas a
motoneuronas (Rekling et al, 2000, Feldman et al 2005). Sin embargo no existen
muchos estudios que hayan mostrado una modulacién a nivel postsinaptico de
acciones glicinérgicas, es decir de los receptores por agonistas enddgenos. Algunos
ejemplos reportados para motoneuronas del hipogloso son las acciones depresoras de
corrientes glicinérgicas por activacion de receptores muscarinicos (Pagnotta et al,
2005) y la potenciacion de GlyR postsinapticos por aumentos de calcio intracelular
siguiendo a la activacion de receptores de tipo NMDA (Mukhtarov et al, 2005).

En otros sectores del SNC existen evidencias de modulacién de receptores
glicinérgicos por serotonina en circuitos respiratorios (Manzke et al, 2010) y diversos
ejemplos de modulaciéon por manipulacion de PKA, PKC y modificaciones del calcio
intracelular (Legendre, 2001).

PKAYC

En ausencia de AMPc, la PKA es una holoenzima tetramérica inactiva compuesta por
subunidades reguladoras (R) unidas a subunidades cataliticas (C). La unién de AMPc
en las subunidades R permite la actividad fosfotransferasa de C, resultando en la
fosforilacion de residuos de serina y treonina de numerosas proteinas (Gibbs et al.,
1992).

Las PKC son una familia de enzimas sensibles a lipidos que se activan cuando la
fosfolipasa C es estimulada. Esta proteina es responsable de hidrolizar fosfatidilinositol
4,5-bifosfato generando diacilglicerol (DAG), que activa la PKC, e inositol trifosfto, que

moviliza el calcio intracelular. Las isoformas convencionales de PKC son
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farmacologicamente activadas por ésteres de forbol que anclan la PKC en su
conformacion activa a la membrana celular.
Al igual que la PKA poseen dominios cataliticos y dominios regulatorios que mantienen
la enzima en su conformacion inactiva. La PKC se encuentra en el citosol de células,
la union de DAG (o esteres de forbol) y fosfolipidos anidnicos dependientes de calcio
al dominio regulatorio activan la enzima anclandola a la membrana, exponiendo el

dominio de union para el substrato y facilitando su activacion (Steinberg, 2008).
Objetivos

El presente trabajo se enmarca en un plan mas amplio de estudio de receptores
glicinérgicos en motoneuronas del tronco encefalico y esta destinado a determinar los
subtipos de receptores glicinérgicos presentes en las motoneuronas de ratas
neonatales y explorar la sensibilidad de la transmision glicinérgica y la activacion de
esos receptores a la manipulacion de PKA y PKC.

Corresponde con el primer estudio realizado en este nicleo motor donde se apunta a
establecer una relacion entre las subunidades que expresa el receptor y su

modulacion por protein quinasas.

a) Determinar los subtipos de receptores glicinérgicos presentes en las neuronas del
ndcleo motor del trigémino (NVM) de rata a través de técnicas inmunohistoquimicas y
de inmunofluorescencia. Se trata de identificar cuales subunidades del receptor se
expresan en estas neuronas.

b) Caracterizar mediante técnicas electrofisioldgicas la respuesta a la glicina de las
motoneuronas del trigémino.

c) Estudiar las acciones de diferentes moduladores de receptores glicinérgicos,
especificamente activadores de las PK Ay C, sobre las respuestas glicinérgicas. Esta
eleccion se basa en las evidencias acerca de que las respuestas glicinérgicas son

modulables por estas quinasas en otras regiones del SNC.

Materiales y métodos

Para los experimentos electrofisioldgicos se utilizaron 42 ratas Wistar neonatas (P4-
11). Dos ratas neonatales (P7 y P8) fueron utilizadas en los estudios anatémicos.

Todos los ensayos fueron realizados cumpliendo con lo establecido por los protocolos
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aceptados por la Comision de ética en el uso de animales de experimentacion de la
Facultad de Medicina, UdelaR (Exp n° 071140-001422-10).

Experimentos histologicos

Los ensayos histolégicos tuvieron como objetivo estudiar la composicién del receptor
glicinérgico en motoneuronas trigeminales. Para esto se buscé inmunoreactividad para
las diferentes subunidades revelando actividad peroxidasa mediante diaminobencidina
(DAB) o por inmunofluorescencia. Se administré una dosis de pentobarbital
intraperitoneal a ratas neonatales. Los animales se perfundieron inicialmente por via
intracardiaca con 50 ml de suero fisiolégico con heparina y luego con 70 ml de una
solucidn fijadora compuesta por: PFA 4%, acido picrico saturado 15% en buffer fosfato
(BF) 0.1 M a pH 7.4. El tronco encefalico fue extraido y postfijado durante 24 horas en
una solucién conteniendo paraformaldehido 2%, &cido picrico 7.5%, sucrosa 20% en
BF 0.1M a pH 7.4. El tejido fue luego crioprotegido con BF 0.1M pH 7.4 con sucrosa
(hasta 30%), congelado y cortado de forma seriada de a 30 um utilizando un criostato
Leica CM 1900 (Leica Instruments, Nussloch, Germany). Los cortes fueron
depositados en recipientes conteniendo buffer fosfato salino (PBS).

Deteccién de subunidades a1 y 3 por inmunohistoquimica

Los cortes fueron procesados para detectar la presencia de la subunidad a1 y R en
neuronas del ndcleo motor del trigémino. En primera instancia los cortes fueron
incubados con H,OH, 1% en PBS con Triton X-100 0.3% (PBS-T) durante 60 min para
bloquear la actividad peroxidasa enddgena. A continuacion el tejido fue incubado
durante 60 min en PBS-T con normal donkey serum (NDS) 6% y albamina de suero
bovino (BSA) 2%. Los cortes fueron luego expuestos al anticuerpo monoclonal de
raton anti la subunidad a1 del receptor glicinérgico (mAb2b de Synaptic Systems)
1:250 o al anticuerpo monoclonal de ratdén anti la subunidad R (299E7 Synaptic
Systems) 1:100, en PBS-T, NDS 6%, BSA 2%, 18 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente fueron lavados con PBS-T e incubados durante 90 minutos en NDS
con un anticuerpo secundario antimouse biotinilado (Jackson Immunoresearch, West
Grove, PA, 139 USA) en una diluciéon 1:100. Luego de lavar con PBS-T los cortes
fueron tratados con el complejo estandar ABC (Vector Standard Elite kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA), 1:300. A continuacién fueron procesados
mediante el método de diaminobencidina tetrahidrocloruro (DAB) que consiste en

incubar los cortes en DAB 0.02% y peréxido de hidrégeno 0.03% en 50 ml de buffer



Tris 50 mM a pH 7.5, durante 8-10 minutos. Finalmente se realizé un contratefiido con

Pyronina Y.

Deteccion de la subunidad a7 y de Ila colina-acetiltransfera (ChAT) por
inmunofluorescencia

Para detectar la presencia de la subunidad a1 se realizé a su vez un ensayo de doble
tincion en donde se combind la inmunofluorescencia para la misma junto con el
marcado de la colina-acetiltransfera con un anticuerpo goat anti ChAT 1:100
(Chemicon). Esto nos permitio identificar los somas de motoneuronas y visualizar con
claridad sus prolongaciones. Se incubaron los cortes con los anticuerpos primarios
durante 18 horas y se utilizaron como anticuerpos secundarios Alexa Fluor 555
Donkey anti-mouse 1gG 1:1000 y Alexa Fluor 488 Donkey anti-Goat 1:500 (Molecular
Probes).

Los preparados fueron examinados con microscopia confocal (Unidad de Microscopia
Confocal de la Facultad de Medicina) y las imagenes obtenidas fueron procesadas con

el software libre ImageJ.

Experimentos electrofisiolégicos

Se utilizaron dos acercamientos experimentales para obtener respuestas mediadas
por glicina y estudiar su modulacién. En un grupo de experimentos se registraron
corrientes producidas por la aplicacién local de glicina, mientras que en otro se
registraron corrientes sinapticas inhibidoras glicinérgicas provocadas por estimulacion
del nicleo supratrigeminal (elPSCs).

Preparacion de cortes de tronco encefalico

Los experimentos fueron realizados en ratas Wistar de entre 4 a 11 dias de edad, las
cuales fueron decapitadas utilizando una guillotina, su tronco encefalico fue removido y
cortado en secciones transversales de 250 um de espesor utilizado un vibratomo
(Leica VT1000S). Durante el procedimiento, el tejido se mantuvo en un bafio con
liquido cefalorraquideo artificial (ACSF) a 4 °C en el que el NaCl fue substituido por
sacarosa. Se seleccionaron dos o tres rebanadas conteniendo el nucleo motor del
trigémino (NMV) las cuales fueron incubadas en ACSF con NaCl durante 30 minutos a
35 °C. Finalmente se mantuvieron en ACSF a temperatura ambiente. EI ACSF fue

barbotado continuamente con una mezcla gaseosa de composicion 95% O,—-5% CO..



Registro y método de estimulacién

Se realizaron registros utilizando la técnica de patch-clamp en configuracion de célula
entera en motoneuronas trigeminales visualmente seleccionadas.

Las rebanadas fueron colocadas en una camara de inmersion montada sobre una
plataforma Gibraltar y perfundidas con ACSF oxigenado con 95% O,-5% CO, a una
velocidad de 1 ml/min y a temperatura ambiente (22—24 °C). Se utiliz6 un microscopio
Nikon Eclipse E600 FN (Nikon Instrument. Inc. Melville, NY, USA) equipado con éptica
DIC-IR y un objetivo de inmersion en agua X40, para visualizar las neuronas dentro del
NMV y guiar la ubicacién del electrodo. Las imagenes fueron obtenidas a través de
una camara digital (Spot, Diagnostic Instruments, Inc.,Sterling Heights, Ml, USA) y
visualizadas en el monitor de la computadora.

Los electrodos de patch fueron confeccionados a partir de vidrio para patch clamp
(“patch clamp glass”, n° de catdlogo 596800, A-M Systems, Inc., Carlsborg, WA,USA)
con un estirador de pipetas (Modelo P-87, Sutter Instruments Co. Novato, CA, USA) y
poseian resistencias de entre 5 a 8 MQ.

Se aplico presion positiva mientras se avanzaba hacia una neurona con la pipeta
mediante un micromanipulador. La punta de la pipeta fue colocada de forma de hacer
contacto con la superficie de la célula seleccionada, y la presion positiva fue liberada
para obtener un sello de alta resistencia (=2 1 GQ). Se obtuvo acceso a la célula al
aplicar una leve presion negativa. Registros de clampeo de voltaje fueron obtenidos
con un amplificador Axopatch 200B (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) y
digitalizados con un sistema de adquisicion DigiDATA 1322A 16 bit programado con el
software Axograph 4.9 software funcionando en una computadora Macintosh G4.

Las células fueron fijadas a diferentes voltajes y la resistencia en serie fue
monitoreada de modo que fuera siempre menor a 20 MQ a lo largo del experimento.

Las sefiales fueron fitradas a 5 KHz vy digitalizadas a 20 KHz.

Las propiedades de las motoneuronas fueron determinadas a partir de registros en
condicion de fijacion de corriente. Se midio el potencial de membrana (Vm), la amplitud
de la espiga y la Reobase (Rh, determinada como la minima intensidad de corriente de
200 ms de duracién que generan un potencial de accion). La Resistencia de entrada
(Rin) fue medida como la pendiente de la relaciéon voltaje-corriente obtenida por la
aplicacion de pulsos hiperpolarizantes. Por otra parte la Rin fue también estimada de
manera directa como el méximo cambio en el Vm durante un pulso hiperpolarizante de

100pA, dividido por la magnitud de la corriente.



En condiciones de fijacion de voltaje se registraron corrientes postsinapticas
provocadas por la aplicacion local de glicina (500 um-1mM en ACSF) con un electrodo
de patch posicionado a (10-20 um) de la motoneurona registrada (Fig.1. Ay B) a
través de un Picospritzer Il (General Valve, Corporation, NJ, USA). Se obtuvieron
corrientes glicinérgicas a distintos comandos de voltaje, trabajando en presencia de
bloqueantes gabaérgicos y glutamétergicos, y se midieron las corrientes maximas. El
potencial de reversion se obtuvo a partir de la relacidn corriente-voltaje.

Para la estimulacion extracelular de elementos presinapticos se llen6é una pipeta con
ACSF y se coloco dorsal al NMV en la regidn que corresponde con el ndcleo
supratrigeminal (SuV), en la Fig.1.C se muestra un esquema de la disposicion de las
pipetas de estimulacion y registro. Pulsos pareados de 0.3 ms de duracién, separados
por 70 ms y de intensidad variable fueron dados cada 3 segundos utilizando un
estimulador Grass S88 Stimulator y un SIU CCU. La intensidad del estimulo fue
seleccionada de modo de fuera justo supraumbral para obtener una respuesta
sinptica. Una vez obtenida la respuesta se procedia a bloquear posibles

contribuciones gabaérgicas y glutamatérgicas.

Aplicacién local de glicina Estimulacion presinaptica

Fig. 1 Se obtuvieron registros rodajas conteniendo el SuV y el NMV. A, C: esquema de una seccion de
tronco encefalico mostrando la posicion de los electrodos de registro (R) y estimulacion (E), o de
aplicacion de glicina (G). (IC: coliculo inferior; NMV: nlcleo motor del trigémino; scp: pedinculo superior
cerebelar; SuV: nucleo supratrigeminal; sV: raiz espinal del nervio trigémino; VlIn: fibras del nervio facial).
B: Microfotografia de una seccién de tronco encefalico obtenida mediante 6ptica DIC-IR durante un tipico
experimento. En el campo se observa el NMV con la pipeta de registro (derecha) y la pipeta de aplicacion

de glicina (izquierda) (barra de calibracién: 200 um). D: Se observa una motoneurona con la punta del

electrodo de registro (barra de calibracion: 30 pm).
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Analisis

Las sefiales registradas fueron analizadas con el software Axograph 4.9 y Axograph X,
y el anadlisis estadistico fue realizado con el Axograph X y en el Microsoft Office Excel.
Se midié la amplitud de las corrientes inhibitorias postsinapticas provocadas (elPSC) a
partir del promedio de 35 muestras consecutivas. Se utiliz6 un test t de Student
pareado para comparar los cambios en situacién control y durante la droga. Los
valores son expresados como mediastSE y el valor de significancia fue establecido
como p<0.05.

Las corrientes postsinapticas glicinérgicas espontaneas (sIPSCs) fueron detectadas y
analizadas con el software Axograph X a partir de muestras de registros continuos de
corriente de 30 segundos de duracion. Para cada condicion se utilizaron 50 muestras,
se midié la amplitud y la frecuencia instantanea, calculada como 1l/intervalo
interevento. Se realizaron histogramas de probabilidad acumulativa para la amplitud y
frecuencia de los sIPSC y se utilizd el test Kolmogorov-Smirnov para comparar las

distribuciones. El nivel de significancia se establecié para p<0.05.

Drogas y soluciones

La solucion utilizada para el registro y la incubaciéon (ACSF) tenia la siguiente
composicion (en mM): NaCl, 124; KCI, 2.69; KH2PO4, 1.25; MgS04, 2; NaHCO3, 26;
glucose, 10; CaCl2, 2; pH 7.4.

Las drogas fueron disueltas en ACSF a las concentraciones deseadas y se aplicaron
en el bafio cambiando la solucién de perfusién control a la solucién conteniendo la
droga. Luego de obtenida una respuesta estable se aplicé acido Kynurénico (3mM), o
CNQX (10 pM) y APV (50 uM), y Bicuculina methobromide (10 uM) para bloguear
eventos sinapticos glutamatérgicos o mediados por GABA.. Se utilizaron dos
soluciones intracelulares segln el experimento. Los experimentos destinados a
observar los efectos de la glicina en las motoneuronas del NMV fueron realizados con
un medio intracelular que se asemeja al medio intracelular propio de estas
motoneuronas (en mM): Gluconato de K 148 mM, EGTA 0.2 mM, MgCl, 3 mM, HEPES
10 mM, NaGTP 0.3 mM, Na,ATP 4 mM, la osmolaridad fue ajustada a 300 Osm/L. En
los ensayos en los que nos propusimos modular las PKs, los electrodos fueron
llenados con una soluciéon compuesta por (en mM): KCI 34 mM, Gluconato de K 110
mM, EGTA 0.2 mM, MgCl, 3 mM, HEPES 10 mM, NaGTP 0.3 mM, Na,ATP 4 mM, la
osmolaridad fue ajustada a 300 Osm/L. Este medio intracelular junto con la solucion
extracelular, determina un potencial de equilibrio para el i6n cloro calculado por la
ecuacion de Nernst a -27mV. En algunos experimentos se colocé Celeritrina 10uM en

el medio intracelular utilizado para llenar la pipeta de registro.
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Se utilizaron las siguientes drogas: Bicuculina methobromide obtenida de TOCRIS
(Tocris Cookson Inc., Ellisville, MO, USA); la glicina, el CNQX, el APV, el acido
Kynurénico, la estricnina, la celeritrina, el Phorbol 12-13 diacetato y el 8-Br-cAMP
provinieron de SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO, USA).

Resultados

Estudio de la composicion del receptor de glicina

Subunidad a1

La observacién de los preparados estudiados con el anticuerpo para la subunidad a1
revelaron la presencia de esta proteina en motoneuronas trigeminales de rata neonatal
(Fig.2.A). Los cortes revelados con DAB muestran la expresion de al a nivel de las

prolongaciones celulares y una marca difusa citoplasmatica en el soma celular.

Fig. 2 Microfotografias de una seccién de tronco encefdlico conteniendo motoneuronas del NMV
inmunoreactivas para subunidades a1 y B del GlyR. Los tejidos fueron procesados con la técnica de DAB
y un contratefiido con Pyron Y. A: Motoneuronas inmunoreactivas para la subunidad a1, las flechas
indican marcas citoplasmaticas en los somas celulares, la cabeza de flecha sefiala fibras inmunoreactivas
(barra de calibracion: 50 um B: Motoneuronas inmunoreactivas para la subunidad B, las flechas indican
marcas citoplasméticas en los somas celulares. Nétese una ausencia de marca en las prolongaciones

celulares. (Barra de calibracion: 50 pum).

Los ensayos para detector la subunidad a1 por inmunofluorescencia arrojan resultados
un poco distintos (Fig.3 A y C). A diferencia de lo obtenido al revelar actividad
peroxidasa con DAB no se obtuvo una marca citoplasmética en el soma de las células,

se observa en cambio una clara sefial en las prolongaciones celulares y en la

-12 -



membrana de los somas de motoneuronas. La marca obtenida por la deteccion de
ChAT fue la esperada, esta enzima se localiza intracelularmente y su marcado delinea
las células marcando el soma y la extension de sus prolongaciones (Fig.3 By C).

Subunidad 8

Se detectd la expresion de la subunidad (3 del receptor de glicina en motoneuronas
trigeminales de rata neonatal (Fig.2.B). El revelado del anticuerpo con la técnica de
DAB evidencié una marca en el soma de las células y escasa o ninguna sefial en sus

prolongaciones.

alfa 1 + ChAT

Fig. 3. A,B: Microfotografias obtenidas
mediante microscopia confocal de la misma
seccién de tronco encefélico conteniendo
motoneuronas del NMV procesadas por
inmunofluorescencia para a1 (A, rojo) y ChAT
(B, verde). C: Superposicion de AyC, se
observa la marca de a1 en las fibras celulares
y delimitando la membrana de somas
celulares. (Barra de calibracion: 50 um).

Efecto de la glicina en motoneuronas del NMV

En preparaciones de rodajas de tronco encefdlico se realizaron registros en
condiciones de fijacion de voltaje y de corriente en motoneuronas trigeminales. Se

registraron las respuestas frente a la aplicacion local de glicina (de 500uM a 1mM) en
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22 células de 18 ratas P4-P11, de glicina en el bafio (250-1mM) en 7 células de 4 ratas
(P6-P8) y se comparé el efecto de este aminoacido sobre las propiedades de las
motoneuronas en situacion control. Al igual que en Pose et al, 2014 se utilizaron
bloqueantes glutamatérgicos y gabaérgicos en el bafio (CNQX 10uM, APV 50uM y

Bicuculina methobromide 10uM) para aislar las respuestas glicinérgicas.

Las motoneuronas del trigémino registradas tenian un potencial de membrana de -
63.21+1.30 mV (n=29). La aplicacion de glicina en el bafio extracelular produjo un
aumento de la reobase y una pronunciada disminucion en la Rin (control 147.25+9.81
MQ, efecto 54.67+5.29 MQ, n=7, p=0.053), la misma fue marginalmente significativa.
En 5 de 7 células tuvo un efecto despolarizante sobre el potencial de membrana,
control -66.22+0.92 mV, efecto -60.48+1.12 mV. En la figura 4.A y B se muestra un
registro de una célula en situacion control y en presencia de este aminoécido en el
bafio. En 4.C la curva IV muestra el efecto sobre la resistencia luego de aplicada la

glicina para esa misma célula.

Fig. 4, Efectos

inhibitorios sobre
motoneuronas del
NMV durante la
50ms A: Respuesta de una
motoneurona a una

50mV -
familia. de  pulsos

+0.7nA . .
hiperpolarizantes y

+ .
giend despolarizantes en
situacion control. B:
-0.7nA -0.7nA Respuesta de la
C misma motoneurona a
una familia de pulsos

nA -06 -0.3

hiperpolarizantes y despolarizantes durante la aplicacion de

|

glicina (250 uM) en el bafio. La Rh aument6 en presencia de
50 glicina. Los rectangulos abajo ilustran los pulsos de corriente
aplicados. C: Relacién voltaje-corriente en situaciéon control

. (azul) y durante glicina (rojo), note la disminucién en la
-100{ m

pendiente en presencia de glicina respecto al control. La Rin
disminuy6 de 127 a 27 MQ.
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La aplicacion local de glicina provoco una disminucion de la Rin de 74.12+14.54 MQ a
53.43+13.75 MQ (n=14, p<0.05) (Fig.5). En 5 de 8 células registradas la glicina tuvo un
efecto despolarizante, control -63.76+1.30 mV, efecto -55.94+2.53 mV, y en el resto
produjo una hiperpolarizacion del Vm. Los efectos de la glicina fueron reversibles y

blogqueados por estricnina.

_Gﬂq Ma o M Fig 5. Registro de potencial de

membrana durante la aplicacion de
pulsos hiperpolarizantes. La aplicacion

de glicina (flecha) en estas condiciones

—— hiperpolariza el potencial de membrana
ARRRRER VU U U Vs PP Poe oren
en -2.1 mV, y disminuye la resistencia

TUUHTTTTTTTTITITIL s ematacersaarama

En experimentos de fijacion de voltaje, se registraron corrientes glicinérgicas a
diferentes valores de potencial de membrana aplicando glicina yuxtacelular, las
corrientes se midieron en el punto maximo de amplitud para cada valor de voltaje, y se
construyo el grafico IV que permiti6 obtener el valor de potencial para el cual se
invierten las corrientes glicinérgicas. Se obtuvo un valor para el potencial de reversion
de estas corrientes de -62,67+2.32 mV (n=13) (Fig.6.A y B).

A B
+ nA0.21
-50mV #—r—’/\
BOMY o™
TOMV mramrn o gormsr = . g 80 70 60 -50

mV

0.1nA
-0.21

1s

Fig. 6.A: Respuesta de una motoneurona a la aplicacién de glicina registrada a diferentes comandos de
voltaje. La flecha indica el instante en el que se aplicé glicina (500 uM). B: Relacién corriente-voltaje, el

potencial de reversién de esta corriente fue de -64.39 mV.

Modulacién de la sinapsis glicinérgica por PK
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Se registraron células de ratas neonatales (P4-P10) en condiciones de fijacion de
voltaje. Utilizando un medio intracelular con una concentracion alta de cloro de modo
que el potencial de equilibrio para este ion (Ec,) de acuerdo con la ecuacion de Nernst
(EN) sea -27 mV, se procedié a explorar el efecto de la glicina en las motoneuronas
del NMV frente a la aplicacion de drogas que modulan la PKA y la PKC. Este medio
permitié evocar corrientes de glicina de entrada de un tamafio considerable (-50 a -600
pA) y visualizar mejor la modulacion de la misma trabajando a un potencial de
membrana cercano al que presentan normalmente estas motoneuronas.

Fue posible obtener el valor de reversién para la corriente evocada por la aplicacion
local de glicina a partir de la extrapolacion de la relacion lineal corriente-voltaje (Fig.7.
Ay B), tal que la mismafue -23.13+£3.08 mV (n=6).

Realizamos experimentos de estimulacion local mediante aplicacion de glicina en 17
células de 14 ratas neonatas (P4-P10), a su vez en rebanadas que contenian el NMV
y el SuV, se aplicaron estimulos extracelulares en el SuV para provocar una respuesta
sindptica mediada por glicina (elPSC) en 6 células de 6 ratas neonatas P5-P8.}. El
SuV contiene interneuronas premotoras excitatorias e inhibitorias (Nakamura et al,
2008) por lo que obtuvimos respuestas mediadas por glicina trabajando en presencia
de Bicuculina y Kynurénico, o Bicuculina y CNQX y APV, en el bafio durante todo el
experimento.

En aquellos experimentos en que se identificd6 la presencia de corrientes
postsinapticas glicinérgicas espontaneas (sIPSC) se procedio a evaluar los efectos de

las drogas sobre las mismas.
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Fig. 7. Registros en condicion de fijacion de voltaje utilizando un medio intracelular con 40mM de i6n
cloro. A: Respuesta de una motoneurona a la aplicacion de glicina registrada a diferentes comandos de
voltaje. La flecha indica el instante en el que se aplicé glicina (500 uM). B: Relacién corriente-voltaje, el

ajuste lineal da un potencial de reversién de esta corriente a -25.05 mV.

Modulacién por 8-Br-cAMP
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Se utilizé6 como modulador de la PKA el activador 8-Br-cAMP en una concentracion de
1 mM en el bafio. Frente a la aplicacion de esta droga se registrd un aumento en la
resistencia de entrada, control 107.67 + 31.43 MQ, efecto 127.77+32.13 MQ (n=3), una
tendencia a aumentar la excitabilidad celular y a disminuir el potencial de membrana.
En relacion al efecto del 8-Br-cAMP sobre la corriente producida por aplicacion local
de glicina fijando el voltaje a -70 mV, existié una gran variabilidad en las cuatro células
en las que se administro esta droga (tabla 1).

| (pA) Control | (pA) 8-Br-cAMP Efecto porcentual Tabla 1. Valores de amplitud
. L, de corrientes provocadas por

314,19 259 17.5% Disminucion o B
aplicacion de glicina en
4371 5925 35.59% Aumento motoneuronas del NMV en
situacion control 'y en
130,46 100,42 23% Disminucion presencia de 8-Br-cAMP, el
comando de voltaje fue -70

125,44 163,49 30.3% Aumento mV.

Modulacion por PDA

El PDA, activador de la PKC, fue suministrado en el bafio en una concentracién de 3

MM durante 20 minutos, y tuvo notorios efectos sobre la neurotransmision glicinérgica.

Efecto sobre las motoneuronas del NMV

En 4 de 6 células registradas de 5 ratas neonatales, en condiciones de fijacion de
corriente, se observd un aumento del potencial de membrana, control —62.25+3.25
mV, efecto —65.47+3.22 mV (p<0.05) acompafiado de una disminucion discreta de la
resistencia de entrada, control 85.57+16.57 MQ, efecto 82.52+19.14 MQ.

Efecto sobre la corriente provocada por aplicacion local de glicina

El efecto del PDA en la corriente provocada por la aplicacion local de glicina fue
examinada en registros en condiciones de fijacion de voltaje a -70 mV. En esta
situacion la glicina produjo una corriente de entrada de entre -40 y -600pA de amplitud,
segun la célula. El efecto de PDA sobre la amplitud de esta corriente fue dependiente
de la célula. En un 25% de las neuronas (3 de 12) ocurrié un aumento promedio de un

52%+19% (p=0.103) y en las demds no se registraron cambios claros. En la Fig.8 se
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muestran dos graficos normalizados de corrientes provocadas por aplicacion local de
glicina en presencia de PDA para dos células que responden de forma distinta a la
droga: en A el PDA aumenta la corriente producida por la aplicacion yuxtacelular de
glicina y vuelve a valores control luego del lavado, en B el PDA no produce efecto o en
todo caso se observa una disminucién no significativa de la corriente. Al final del

experimento se observa el bloqueo completo de la misma por aplicacion de estricnina.

A B
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PDA 3uM
 »
2_ | 10 2_
: .,: PDA 3uM
e 1T e ] | |
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< | . ! '
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20 40 60 20 40 60
T(min) T(min) -
Estricnina

Fig. 8: Graficos de la amplitud de la corriente provocadas por la aplicacién de glicina en funcién del
tiempo normalizada (relativo a la amplitud control) para dos experimentos en los que se administré PDA (3
UM) en el bafio. Arriba se observan registros de corriente correspondientes a los puntos en rojo del
grafico. A: La aplicacién de glicina (ImM) se realizé a intervalos de 30s, se observa como en presencia
de la droga la corriente aumenta a valores cercanos al doble de los del control. El efecto desaparece
luego del lavado. B: La aplicacion de glicina (ImM) se realizé a intervalos de 15s, se observa una leve
disminucién no significativa en presencia de PDA. La flecha indica la administracién de estricnina (1 uM),

se observa como rapidamente bloquea el efecto de la glicina.

Efecto sobre la corriente sindptica provocada por estimulacion presinaptica

La estimulacion del SuV por pulsos pareados, genero6 corrientes de entrada de entre -
10 y -180 pA de amplitud que fueron bloqueables completamente por estricnina. Las
mismas correspondian con corrientes sinapticas inhibitorias monosinapticas.

En presencia de PDA se registré un aumento en la amplitud de los elPSC en todas las
células registradas (control -16.69+2.11 pA, efecto -41.74+4.68 pA, n=6, p<0.05)
(Fig.9.B). El efecto se acompafié de una disminucion no significativa de un 15.0+£5.6%

de la potenciacién por pulsos pareados (Fig.9.A).
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Fig. 9.A: Registros de corrientes postsinapticas glicinérgicas provocadas (elPSC) por la
estimulacion extracelular de elementos presinapticos en el SuV, el voltaje se mantuvo a
-70 mV. Cada registro corresponde a un promedio de 35 barridos individuales en
situacion control y durante PDA. No6tese un aumento de la corriente en presencia de
PDA, y una disminucion de la potenciacion indicado por la linea punteada en gris. B:
Los registros en A fueron superpuestos, se observa un aumento de la corriente en

presencia de PDA (rojo) en comparacion con la situacién control (negro).

Efecto sobre los eventos glicinérgicos espontaneos

En las sinapsis quimicas se considera que los neurotransmisores se liberan de las
terminales sindpticas en paquetes discretos o cuantos, que corresponden con el
contenido de una vesicula de neurotransmisor. La liberacion de estos cuantos puede
ocurrir de manera espontanea en células nueronales. Las corrientes inhibitorias
postsinapticas esponténeas (sIPSCs) son el resultado de la actividad espontanea en
una neurona presinaptica producto de un potencial de accion o por la liberacion
espontanea y aleatoria de vesiculas de neurotransmisor, los llamados mini IPSCs
(mIPSCs).

En cuanto a los sIPSCs, en 7 de 10 células registradas, se observé un aumento
significativo en su amplitud luego de la aplicacion de PDA (control -17.40+£1.76 pA,
efecto -21.69+2.00 pA, p<0.01), en la Fig 10.A.C y D se muestra un ejemplo. En
relacién a la frecuencia instantanea, hubo una tendencia al aumento, pero este cambio
fue variable y no significativo. No se observaron cambios en el tiempo de ascenso de
los sIPSCs durante PDA, mientras que si hubo cambios en la constante de tiempo de
relajacion (control 8.47+1.09 ms, efecto 9.93+1.37 ms, p<0.05) (Fig.10.D). Este cambio
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en la cinética se observd en 8 de 10 células y no se correlaciono significativamente

con los cambios en la amplitud de los sIPSCs.

Control PDA Lavado Control PDA Lavado

1 qpprromereren T‘HV' AL W W{WW W

0.5s
20pA|_

2 bk W ey 17 'TW‘ i (o J it AL
{ 1s
40pA|_ 9.5
100pA
Fig. 10. A,B: Registros de sIPSC y
C Amplitud sIPSC pA Frecuencia sIPSC Hz ) ) )
corrientes provocadas por aplicacion
1 ST G ot L s 1 . B i R L.
/” Y diih ¥ local de glicina a -70 mV en
‘_’ 1§ condiciones control, durante PDA y
g g
<05 <os luego del lavado para dos células
5 % (1y2). A: Las corrientes de entrada
£ S
* corresponden con sIPSCs, notar un
80" 00 S0l Ti200 260 49, & efecto consistente sobre la amplitud de
D E los eventos espontaneos en 1y 2. B:

. Corrientes provocadas por la

2ms aplicacion local de glicina (1mM) en las
5pA|” “ *Control mismas células que en A, las flechas
60 ::do indican el instante en el que se aplicé

glicina a la célula. Observar un efecto

. variable del PDA sobre estas

Nzﬂs corrientes. C: Distribuciones de
5pA probabilidad acumulada para la
amplitud de los sIPSCs y para la

frecuencia instantanea en control (negro), PDA (rojo) y en el lavado (verde). Note el desplazamiento hacia
amplitudes mayores en PDA sin afectar la distribucién de las frecuencias. D: Corresponde al promedio de
los IPSC (arriba), y los mismos normalizados (abajo). No hay cambios en el tiempo de ascenso durante
PDA pero aumenta la constante de tiempo de relajacion (control 8.47+3.07 ms, efecto. 9.93+3.88 ms,

p<0.05). E: El PDA produjo un aumento en la amplitud de los sIPSC en un 26% respecto al control.

Llamativamente el efecto sobre los sIPSCs se registré independientemente de cual
fuera el efecto del PDA sobre las corrientes inducidas por la aplicacion local de glicina.
En la Fig. 10 se muestran registros de corriente para dos células (1 y 2) en situacion

-20-



control y en presencia de PDA. Se observa como a pesar de producirse un aumento
en la amplitud de los sIPSCs en ambas células (A), las corrientes provocadas de

glicina son afectadas en forma diferente por el PDA (B).

Discusion

En el presente trabajo nos propusimos estudiar la composicion de los receptores de
glicina en motoneuronas del NMV, la respuesta de estas neuronas a este aminoacido
y evaluar una posible modulacion por parte de PKs sobre la neurotransmision. Se trata
del primer estudio de la expresion del receptor de glicina en el NMV utilizando técnicas
inmunohistoquimicas. A su vez hasta el momento no existen estudios
electrofisiologicos donde se evalle el efecto de las PKs sobre la neurotransmision
mediada por glicina en este nucleo motor.

Los resultados presentados corresponden con resultados preliminares que apuntan a
establecer una relacidén entre la expresion de ciertas subunidades y su modulacion

diferencial por PKs.

El receptor de glicina en motoneuronas del NMV

Los ensayos histoldgicos dirigidos a evidenciar la composicion del receptor de glicina
indican que el GlyR en ratas de P7 ya expresan la subunidad a1. Esto fue observado
utilizando el revelado de actividad peroxidasa por DAB y mediante
inmunofluorescencia. La sefial en el citoplasma del soma celular observado en los
tejidos revelados con DAB no se reprodujo en los ensayos de inmunofluorescencia. La
diferencia obtenida en las dos situaciones experimentales puede deberse a que el
ensayo de actividad peroxidasa es una técnica que amplifica enormemente la sefial,
por lo que una baja expresion de a1 en el citoplasma de las moteneuronas podria no
ser detectada mediante inmunofluorescencia.

La presencia de esta proteina transmembrana en el citoplasma de los somas de las
motoneuronas, puede corresponder con que el receptor es en parte traducido en el
soma celular (Dumoulin et al., 2009) y es incorporado posteriormente en la membrana
de distintas regiones de la motoneurona. Seria interesante realizar un ensayo de
colocalizacion de a1 con gefirina para apoyar esta hipotesis ya que el trafico vesicular
del GlyR es dependiente de gefirina en cuanto los clusters de este receptor se
encuentran asociados a esta proteina de andamiaje durante su trayectoria intracelular
(Hanus et al., 2004, Maas et al., 2006). Esperariamos encontrar que la gefirina no sélo

se expresa en la membrana celular de estas motoneuronas sino que también se
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localiza intracelularmente, presentando una distribucién que colocaliza con la

expresion de at.

En ensayos inmunohistoquimicos realizados en rata de P21 deja de observarse esta
marca citoplasmatica (Fig 11), puede que a P7 nos encontremos en un proceso muy
activo de recambio de subunidades por lo que existiria un aumento en la traduccion de
a1 a nivel del soma.

Los experimentos inmunohistoquimicos para la subunidad B requirieron una alta
concentracion de anticuerpo primario y largos tiempos de revelado con DAB. La
ausencia de marca para esta proteina en las prolongaciones celulares fue
sorprendente ya que se acepta que los receptores funcionales poseen la subunidad
y al menos un tipo de subunidad a. La presencia de la subunidad a1 en las
prolongaciones celulares de ratas neonatales en ausencia de marca para la 3 podria
suponer falta de receptores funcionales. Sin embargo, es posible que la falta de marca
para la subunidad B se deba al anticuerpo utilizado. Una concentracion baja de
receptores en las prolongaciones de este grupo etario podria no ser suficiente para ser

detectado por nuestro anticuerpo. Actualmente nos proponemos estudiar la expresion

de esta proteina con un nuevo anticuerpo.

Fig. 11. Microfotografia de una secci6on de
tronco encefélico de rata P21 conteniendo
motoneuronas del NMV inmunoreactivas para la
subunidad a1 del GlyR. El tejido fue procesados
con la técnica de DAB y un contratefiido con
Pyronina Y. Las flechas indican una marca
delimitando los somas celulares. Notar
ausencia de marca en el citoplasma de los

cuerpos neuronales (barra de calibracion: 50
pm).

Efecto de la glicina en motoneuronas del NMV

En relaciobn a los experimentos dirigidos a caracterizar la respuesta de las
motoneuronas del nervio trigémino frente a la aplicacion de glicina, los resultados
fueron consistentes con los de la literatura, tuvo efectos inhibidores. La glicina produjo

una importante disminucion de la resistencia de entrada en las motoneuronas debido a
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la apertura de canales de cloro dependientes de este aminodcido que son sensibles a
la estricnina.

El efecto de la glicina sobre el potencial de membrana depende del potencial de
reversion para el ion cloro, es decir de las concentraciones intra y extracelulares de
este i6n. La aplicacién local de glicina en nuestra preparacion en general despolariza
las motoneuronas. Es sabido que durante los primeros dias del desarrollo postnatal los
transportadores de cloro, que determinan la concentracion intracelular para el i6n
cloro, aun no se expresan como en el animal adulto. En consecuencia, las
motoneuronas neonatales presentan una concentracion intracelular de cloro mayor
gue las maduras y un Ecl- mas despolarizado que el potencial de membrana, por lo
gue la accion de la glicina provoca la salida de cloro despolarizando la célula. Si bien
nuestro acercamiento experimental tiene como intencién fijar la concentracion interna
de cloro utilizando un medio intracelular cuya composicién corresponde al que
presentan las motoneuronas adultas, el potencial de reversion obtenido dist6 del
calculado por la EN y corresponde con valores cercanos al potencial de membrana de
reposo de estas motoneuronas. Es posible que no estemos fijando la concentracién de
cloro en toda la célula por lo que la accidén de la glicina va a depender de la zona
estimulada y del potencial de membrana que presenta la neurona registrada.
Es relevante mencionar que si bien la aplicacion local de glicina produjo una
despolarizacién, no gener6 un aumento en la excitabilidad celular en nuestros
experimentos. La apertura de los canales de cloro disminuyen la Rin de la célula
aumentando la Rh de la motoneuronas, lo que se traduce en una disminucion de la

excitabilidad celular, es decir una inhibicién.

Modulacion por PKs

Los resultados experimentales producto de la aplicacion de PDA sobre las
motoneuronas del NMV fueron complejos. Observamos una modulacion positiva de los
sIPSCs que no se reproduce cuando aplicamos glicina yuxtacelular. Mas
especificamente el activador de la PKC produjo efectos poco consistentes de célula en
célula cuando la glicina fue aplicada de manera local.
Este acercamiento experimental es claro que no corresponde con una situacion
fisiolégica real pero nos permitia evaluar el efecto del PDA solamente sobre la célula
postsinaptica. Los resultados obtenidos sugieren una modulacion del receptor pero la
misma no fue consistente. Es posible que la glicina aplicada de esta manera se una en
ocasiones, a receptores tanto sinapticos como extrasinapticos y que los mismos
respondan de manera diferencial al PDA. Cada vez se conoce mas la importancia de

la neurotransmisioén no sindptica mediada por receptores extrasinpticos, involucrada
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en la modulacion ténica y lenta de la actividad neuronal (Muller et al., 2008). Se
postula que la composiciéon de los receptores extrasinapticos difiere de la composicion
gue poseen los receptores sinapticos por lo que también son distintas sus propiedades
y modulacién. En particular, se considera que los GlyR extrasinapticos son receptores
homoméricos formados por la subunidad a2 ya que poseen una cinética lenta
compatible con una adaptacion para la liberacion no sinaptica de glicina (Mangin et al.,
2003). La fosforilacion de esta proteina por accion de la PKC ha sido sugerida por lo
gue podria explicar la variabilidad en nuestros resultados.

Se acepta en general que el aumento de la amplitud de mIPSCs sin cambios en su
frecuencia esta asociado con un efecto sobre los receptores y no con un aumento en
la cantidad de neurotransmisor liberado. Este aumento corresponderia con una mayor
sensibilidad de los receptores al neurotransmisor o un aumento en la cantidad de
receptores presentes en la sinapsis. A su vez en sinapsis glicinérgicas el cierre de los
receptores es el factor que determina la constante de relajacion de los mIPSCs y no su
desensibilizacion o la re-unién de la glicina al receptor (Singer et al, 1999), asi como
tampoco es influenciada por la recaptacion de este neurotransmisor (Singer et al.,
1998). Nuestros experimentos no fueron realizados en TTX por lo que no podemos
afirmar que los eventos de corriente espontanea registrados correspondan en su
totalidad con mIPSCs. Por lo tanto, el aumento de la amplitud de los sIPSCs podria ser
explicado por una mayor sensibilidad de los GlyR frente al neurotransmisor liberado
espontaneamente por la neurona presinaptica, un aumento en el nimero de GlyR en
la sinapsis o un aumento de la cantidad de glicina liberada en cada evento
espontaneo. Dado que el efecto del PDA sobre la amplitud se acompafia de un
aumento en la constante de relajacion consideramos que existi6 un claro efecto
postinaptico a nivel de los receptores de glicina. Respecto a los cambios en la amplitud
de los sIPSCs, no podemos descartar que el efecto observado se deba en parte o en
su totalidad a una modulacién positiva presinaptica. Existen evidencias de que la PKC

actua sobre la liberacion de neurotransmisor en otras sinapsis (Vaughan et al., 1998).

A su vez, el aumento de la corriente de los elPSCs obtenido en presencia de PDA en
experimentos de estimulacion del NuV es consistente con una modulacién positiva de
la sinapsis glicinérgicas. En estas condiciones observamos ademas una disminucion
de la potenciacion al efectuar pulsos pareados. La misma no fue significativa pero una
tendencia a disminuir la facilitacion durante PDA sugiere un efecto sobre la neurona

presinaptica.
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El conjunto de los datos nos lleva a postular que nos encontramos frente a una
modulacion a ambos niveles. Los GlyR podrian ser mas sensibles a la glicina y/o
permanecerian un mayor tiempo abiertos en presencia de este aminoacido cuando
son expuestos a PDA. Es posible también que la activacion de la PKC tenga
consecuencias en el reclutamiento de receptores en la sinapsis glicinérgica. Se
propone que la gefirina abunda en la sinapsis proveyendo un exceso de sitios de union
para acomodar mas receptores en fendbmenos de plasticidad (Choquet et al., 2013). A
su vez, esta droga favoreceria la liberacion de glicina desde la neurona presinaptica.

Actualmente nos proponemos realizar experimentos de estimulacidon presinaptica en
presencia de PDA en el bafio y simultaneamente utilizar un bloqueante de la PKC en
el medio intracelular. De este modo los efectos observados sobre las elPSCs
corresponderian solamente con un efecto a nivel presinaptico. Los primeros datos
obtenidos utilizando el inhibidor de la PKC celeritrina indican una persistencia del

efecto positivo sobre estas corrientes.

La activacion de PKA por 8-Br-cAMP no produjo resultados consistentes sobre las
corrientes provocadas por glicina aplicada de manera local. Sin embargo, existen
antecedentes de experimentos de estimulacion presinaptica realizados en el
laboratorio, en los que esta droga produce una disminucién consistente pero no
significativa de los elPSC, control 69.30+-28.59 pA, efecto 45.25+-21.41 pA (n=4,
p=0.081). Este fenébmeno se corresponderia con el mismo observado frente a la
aplicacion de PDA. Una fuerte variabilidad del efecto de la droga sobre las corrientes
generadas por la aplicacion yuxtacelular del neurotransmisor, en contraposicién con un
efecto consistente sobre los elPSC. Interesantemente no se encuentran descritos
sitios consenso de fosforilacion para PKA en la subunidad a2 por lo que este efecto no
podria ser explicado por una modulacién a nivel de los receptores extrasinapticos.
Serd necesario profundizar con nuevos experimentos para dar cuenta de estos
resultados.

Finalmente es importante mencionar por cuales mecanismos fisiolégicos podrian ser
activadas estas PKs para que desarrollen su efecto sobre las sinapsis glicinérgicas. En
este sentido se destaca que los nlcleos motores reciben mdltiples aferencias
conteniendo una amplia variedad de neurotransmisores y neuromoduladores, algunos
de los cuales podrian activar estas quinasas (Rekling et al, 2000). Un posible
candidato para la PKC es el receptor de serotonina 5-HT, sobre el cual existen
evidencias de que su activacion modula positivamente receptores glicinérgicos (Xu et

al., 1996). La union de la serotonina a este receptor activa la fosfolipasa C
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aumentando los niveles de diacilglicerol que es un importante activador endégeno de
la PKC (Hoyer et al., 1994). En cuanto a la PKA, la entrada de Ca?* mediada por
receptores NMDA puede provocar la produccion de AMPc por via de la adenilato
ciclasa sensible al complejo Ca®”Calmodulina (Chetkovich et al., 1991).

Conclusiones

Los receptores de glicina en motoneuronas del NMV en ratas neonatales (P7)
expresan las subunidades a1 y (. La presencia de la subunidad a1 en las
prolongaciones celulares de ratas neonatales en ausencia de marca para 3 podria
suponer falta de receptores funcionales. La presencia de a1 en ratas neonatales era
esperado de acuerdo con la literatura que apoya una maduracion del receptor
ocurriendo un recambio de la subunidad a2 por la a1. Seria interesante estudiar la
expresion de a2 y observar si los receptores extrasinipticos estan compuestos por
esta subunidad, ya que ha sido reportada como responsable de la neurotransmision
ténica no singptica.

La neurotransmision glicinérgica en el NVM es sensible a la activacion de PKC.

Las caracteristicas de los efectos sobre los sIPSC en las células registradas indican
una modulacion postsinaptica positiva de los receptores de glicina a pesar de que este
efecto no se reproduce con facilidad al aplicar glicina localmente. Estos resultados
pueden deberse a la activacion y modulacién diferencial de receptores sinapticos y
extrasinapticos. A su vez, la accion del PDA sobre los elPSC sugiere un efecto sobre

la liberacién de neurotransmisor.

En conjunto los datos obtenidos apoyan la hipétesis de que las sinapsis glicinérgicas
son moduladas positivamente por la PKC y en esto participan seguramente fenomenos
pre y postsinapticos. Actualmente nos proponemos desarrollar experimentos que
permitan aislar estas contribuciones y asi poder estudiar el efecto de la activacion de

la PKC especificamente sobre la célula postsinaptica.

Estos resultados forman parte de un estudio mas grande que pretende evidenciar una
relacion entre los tipos de receptores expresados en las motoneuronas del NMV y su
modulacién por PKs. Los datos que componen esta tesina fueron presentados en la

XV Jornada de la Sociedad Uruguaya de Biociencias, en Setiembre del presente afio,
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y corresponden con el primer estudio de la composicion del receptor de glicina en
motoneuronas trigeminales utilizando técnicas imunohistoquimicas y de
inmunofluorescencia; acompafiada de un estudio electrofisiologico que apunta a
evaluar el efecto de PKs sobre las corrientes mediadas por glicina. Hasta el momento
no existen publicaciones de un estudio similar por lo que esperamos que el desarrollo
de este trabajo culmine en un manuscrito que contribuya al conocimiento general de
los receptores de glicina en el sistema nervioso central, y en la comprension de los
mecanismos que modulan la transmision sinaptica inhibitoria mediada por este

aminoacido.
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