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Modulacién por Oxido Nitrico de Receptores lonotrépicos de GABA

Resumen

El NO es una molécula altamente difusible y reacpivoducida en el sistema nervioso
gue actla como mensajero neuronal y participa ecepos fisioldgicos y patolégicos. EI NO
modula la actividad de numerosos receptores deotransmisores y canales ionicos. En
particular, los GABARS pueden ser modulados por agentes rédox y poali@ue los efectos
y mecanismos de este Ultimo no estan claros.

En esta tesis, caracterizamos los efectos del NO sobre GABAp1Rs expresados de forma
heterdloga y estudiamos la actividad de los GAR# fasicos y tonicos de células piramidales
en rebanadas de hipocampo con distintos nivelédie

Los receptores homoméricos GABAp1 se expresaron en ovocitos de Xenopus laevis, y
las respuestas evocadas por GABA se registrarastraisiolégicamente, en presencia y
ausencia de donantes de NO. Las respuestas seipagansignificativamente por el NO de
forma rapida, reversible y dosis-dependiente. Bhbéo quimico de las cisteinas mediante
reactivos selectivos para sulfhidrilos previno latgmciacion por NO, indicando que las
Cisteinas participan de la modulacion. Cada subunidad pl tiene solo tres cisteinas, las dos
extracelulares que forman el cys-loop (C177 y Ch0lipa intracelular (C364). EI reemplazo
por alanina de la C364 no modifico los efectoshi@l sobre el receptor, lo que sugiere que el
NO potencia los GABAp1Rs a través de una interaccion con el cys-loop extracelular.

Por otra parte, en rebanadas de hipocampo, seawuli registros con la técnica de
patch-clamp en configuracion célula entera, y dedemon los efectos del NO sobre los
GABARs. Las corrientes fasicas se registraron aplicgndfs de GABA vy, las corrientes
ténicas se midieron analizando |adntes y después de la aplicacién de bicuculin&)BEI
nivel de NO se incremento por la aplicacion de doemde NO y se disminuy6 bloqueando la
produccién de la NOS. El incremento en los niveledNO no modificd significativamente la
actividad de los GABARs. Sin embargo, el blogueo de la sintesis de ZN{dgeno potencid la
corriente GABAérgica tonica y la evocada por pdésGABA.

Estos resultados indican que los efectos del N@eslols GABARs son dependientes
de la subunidad y sugieren que las acciones dediN€ hipocampo estarian en parte mediadas

por la modulacion de la actividad inhibitoria.

Palabras clave: receptores GABAeceptores GABAp1; éxido nitrico; S-Nitrosilacion;

retina; hipocampo



Nitric oxide Modulation of lonotropic GABA Receptors

Abstract

NO is a highly diffusible and reactive molecule guoed in the nervous system that act
as a neuronal signal mediating both physiological grathological mechanisms. NO can
modulate the activity of neurotransmitter receptansl ion channels. In particular, GARR
can be modulated by several redox agents and bybNCthe effects and mechanisms of this
modulation were not clearly determined.

In the present work, we characterized the effe¢tdN® on the GABA1R and
examined the function of phasic and tonic GAfRAon pyramidal cells of acute hippocampal
slices under different NO levels.

Homomeric GABA1Rs were heterologously expressed in Xenopus o®cgtel
GABA-evoked responses electrophysiologically reedrdn the presence or absence of NO
donors. Responses were significantly enhanceddimsa-dependent, fast and reversible manner
by NO. Chemical protection of cysteines by selecthulfhydryl reagents prevented the NO
effects indicating that cysteines are involved @ Bctions. Thel subunits contain only three
cysteine residues, two extracellular at the cygl¢d61l77 and C191) and one intracellular
(C364). Mutation of C364 by alanine did not chanpe effects of NO on GABALR,
suggesting that GABALR function can be enhanced by NO acting at theaealiular cys-loop.

On the other hand, in hippocampal slices, wholégath clamp technique was used to
study the effects of NO on GABR. Phasic currents were evoked by puff applicatibn
GABA and tonic currents were determined through itecimg |, before and after application of
bicuculine. NO level was increased by applicatibiN®@ donors or decreased by blocking the
NOS. Exogenously applied NO, had no effects on GAB# Meanwhile depletion of
endogenous level of NO enhanced both types of GAGid&urrents.

These results indicate that NO actions on GARA are extremely subunit dependent
and suggest that physiological effects of NO onpbgampus can be in part mediated by

modulation of the inhibitory synaptic activity.

Keywords: GABA, receptor; GABApI receptor; nitric oxide; S-nytrosylation; retina;

hippocampus
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Abreviaturas

ACSF: Solucion de liquido cefalorraquideo artificial. Solucion extracelular dercegist
de patch-clamp.

BD: Solucién buffer de diseccion.

BIM: Metil-yoduro de bicuculina.

CDR: Curva dosis respuesta.

CEsp: Concentracion efectiva 50%.

CPI: Capa plexiforme interna.

CPTIO: 2{4-carboxifenyl)-4,5-dihidro-4,4,5,5-tetrametil-1H-imidazol-lyl-1-oxi-3-
oxido. Scavenger de NO.

DEA: DEA/NONOato; dietilamino NO aducto.

DETA: DETA/NONOato; dietilentriamino NO aducto.

DSI: Supresion de la inhibicion inducida por despolarizacion

DTNB: Acido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico.

DTT: Ditiotreitol.

Ec: Potencial de reversion para el anion cloruro.

EDRF: Factor relajante derivado del endotelio.

En: Potencial de membrana.

GABA: Acido y-amino butirico.

GABAAR: Receptores ionotrépicos de GABA.

GABAplc3s4aR: Receptor de GABA pl com la mutacion Cys 364 reemplazada por Ala.
GABApIR: Receptor de GABA p1 homomérico.

GC: Guanilato ciclasa.

GMP¢: Guanosina monofosfato ciclico.

GSH: Glutation.

GSNO: S-Nitrosoglutation.

HEPES: acido 42-hidroxietil)-1-piperazin-etanosulfonico.

| — V: Curva corriente- voltaje.

In: Corriente de mantenimiento (holdjng



Abreviaturas

lisnica Corriente tonica GABAérgica.

L-NAME: N-nitro-L-argininametil-éster clorhidrato.
LTD: Depresion de largo término.

LTP: Potenciacion de largo término.

mIPSC: Corriente inhibitoria postsinaptica miniatura.
MTSEA: (2-aminoetil)-metanotiosulfonato.
NEM: N-etilmaleimida.

nH: n de Hill.

NMDAR: Receptor de NMDA (glutamatérgico).
NO: Oxido nitrico.

NOS: Oxido nitrico sintasa.

NPV: Nucleo paraventricular.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
PKG: Protein kinasa G.

pO,: Presion parcial de oxigeno.

ROS: Especies reactivas del oxigeno.

SD: desviacion estandar

SEM: Error estandar de la media.

SNC: Sistema nervioso central.

SNOC: S-Nitrosociteina.

SOD: Superéxido dismutasa.

Vamp Potencial al que se fija el voltaje.

Vm: Potencial de membrana.
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Introduccion

A) Receptores de GABA

(i) Clasificacién, estructura, localizaciéon y farmacologia

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransarignhibitorio en el
cerebro. Actia a través de dos grandes grupos aptoges: ionotropicos (GAB&RS) y
metabotrépicos (GABAR). Los GABAR son activados por GABA y por el agonista selectiv
baclofén, pero son insensibles a los ligandos taniaticos de GABARS como el antagonista
bicuculina y el agonista muscimol. Los GABR son receptores acoplados a proteina G y sus
efectores varian de acuerdo al tipo de proteines@iada, como la activacién de canales
rectificadores de potasio {Ko la inhibicién de canales de calcio {Qavoltaje-dependientes
(Marshall et al., 1999).

Los GABARs son los principales receptores inhibitorios gsiglema nervioso central
(SNC). Son canales anionicos que principalmemeetipermeabilidad al cloruro (Tl en
menor medida a bicarbonato (H€OLos GABA\Rs estan ampliamente distribuidos por el
SNC de mamiferos, por lo cual cumplen un rol destacen virtualmente todas las funciones
fisiologicas cerebrales y sirven de blanco a nusasa@lases de drogas, usadas tanto en clinica
como en investigacién basica (Johnston, 2005). @ivaaion produce un aumento de la
permeabilidad al Cllo que habitualmente reduce la excitabilidad oealk, es decir, produce
inhibicion. Sin embargo, si el Ghtracelular fuese mayor al encontrado en una meud® un
animal adulto en condiciones normales, el potemgaleversion para el QE.) podria ser mas
negativo que el potencial de membrang)(EEn estas condiciones, la activacion de GABRA
produciria la despolarizacibn neuronal. Esta siumacocurre en algunas condiciones
fisiologicas, especialmente durante el desarretiaprano (Ben-Ari et al., 2012).

Los GABA,Rs forman parte de la superfamilia de canales adréctivados por ligando
y dentro de ésta, a la familia de receptores comdie cisteina (cys-loop). Esta familia incluye a
receptores nicotinicos, de glicina, serotoninéigiomotropicos y un canal iénico activado por
zinc (Olsen & Sieghart, 2008). Todos ellos se omman como proteinas de membrana
pentaméricas, con un poro central que forma ellganizo. Cada subunidad consta de un gran
dominio amino terminal extracelular que contienesigio de unién al agonista, sitios de
glicosilacion y el caracteristico lazo de 15 resglwerrado por un puente disulfuro que se
propone como un determinante conformacional itapée para la interaccion con el
ligando correspondiente (Lu, 1997), aun cuandoonmd parte del sitio de unién del agonista
(Sedelnikova et al., 2005). Luego del dominio Nwigal siguen 4 segmentos transmembrana
(M1-M4) con estructur de a-hélice y con un loop intracelular entre M3 y M4 quesenta

sitios de fosforilacion para PKA, PKC vy tirosin gasas (Zhang et al., 2001). La estructura se
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Introduccion

completa con un dominio c-terminal extracelulart@oEl segmento M2 de cada subunidad

conforma el canal i6nico central (Baenziger & Quger, 2011)Kigura | - 1).

NHg

Figura | - 1. Esquema de la estructura de los receptores ionotropicosBla. GA

A. Estructura general de una de las cinco subunidades donaddseevan los 4 segmentc
transmembrana (M1-M4B. Arreglo espacial del pentdmero, el segmento M2 forntaral iGnico
central. Tomado de Chebib & Johnston (2000).

Existen 19 genes que codifican para subunidadeSARA Rs en el humano. Estos
incluyen 16 subunidades que conforman la familiaB&A clasica (a1-6, p1-3, y1-3, 8, ¢, 0 y
m), y 3 subunidades p, que forman lo que se denominaba receptores GABAc. De todas las
combinaciones posibles, la mayoria de los GAB# estan formados por dos copias de una
unica subunidad o, dos copias de una tnica subunidad  y una copia de otra subunidad, como v,
d o & Actualmente se considera que solo 11 subtipos de GABAAR estan identificados
concluyentemente y agregando los que muy posiblenmsmexpresen de forma nativa suman
26 subtipos (Olsen & Sieghart, 2008). Aproximadaiméd a 80 % de los GABMRS del CNS
contienen una subunidad y,. La subunidad o; es la mas abundante de las a y mayormente
colocaliza con P, y y», con una estequiometria (o1)2(B2)2(y2)1. La subunidad as tendria una
expresion mas restringida, constituyendo xdpradamente un 20% de la poblacion de
GABAR en el hipocampo. A su vez, la expresion de la subunidad og Se encuentra casi
exclusivamente confinada a las células graeslalel cerebelo, e intimamente relacionada
con la expresion de la subunidad 6. Por su parted se coexpresa con o4 €n giro dentado y
cuerpo estriado (Sieghart & Sperk, 2002)

Los “receptores GABA(” fueron descriptos en base a su particular farmacologia antes
de ser clonados. Sus respaes GABA no encajan en el perfil “GABAA” ya que no son

bloqueadas por bicuculina, ni tampoco “GABAg” ya que no son activados por baclofen (Olsen
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Introduccion

& Sieghart, 2008)Estas respuestas no “A”- no “B” se encontraron en diversas areas del SNC
como retina e hipocampo (Boue-Grabot et al., 1$8&ta & Cherubini, 1994). El ADNcapaz
de expresar este tipo de respuestas evocadas pBA Gde aislado finalmente de retina
(Polenzani et al., 1991Fl clonado de subunidades p y de otras familias GABA, clasicas
demostroque las p estan relacionadas en secuencia, estructura y funcién de forma suficiente
como para determinar que el Comité Nomencladoadénion Internacional de Farmacologia
(IUPHAR) recomendara en 2008 no utilizar la denominacion “GABA(¢” para los receptores
formados por subunidades p, y que se los considere como un subtipo de GARR (Olsen &
Sieghart, 2008), lo que ya esta ampliamente acetollingridge et al., 2009), aunque genera
algunas resistencias (Johnston, 2013).

Las tres subunidades p forman receptores homoméricos (GABApRs) vy
pseudoheteroméns (formados por p;1 y p.) (Johnston, 2005), aunque existe controversia sobre
la posibilidad de que haya receptores nativos formados por subunidades p coensamblados con vy,
(Olsen & Sieghart, 2008].os GABApRs comparten propiedades farmacolégicas con el resto
de los GABA\Rs: son sensibles al bloqueo por picrotoxina wabtes por muscimol (Chebib
& Johnston, 2000). Pero difieren en muchas otrapipdades farmacoldgicas: su afinidad por
GABA (1-4 uM para GABApR vs 10-100 pM para GABARSs clasicos)jos GABApRs son
activables por al analogo de GABA &cido cis-amiotamico (CACA) y se bloquean por el
antagonista especifico acido (1,2,5,6- tetrahididipi-4-il) -metilfosfinico (TPMPA). También
son insensibles a bicuculina y a moduladores coenadxiazepinas (a bajas concentraciones) y
acido barbiturico (Chebib, 2004). Sin embargo, ©8abtipos de GABARs también difieren en
su farmacologia con los a3iB.y> (€j.: la sensibilidad relativa a benzodiazepinasy, lo que la
clasificacion de los GABApRs como un grupo separado de los GABA, en base a su
farmacologia diferente también fue cuestionado.

Las respuestas farmacoldgicamente caracteristicks GABApRs fueron observadas
en retina como se detallard en la proxima secci@n yotras areas del cerebro durante el
desarrollo embrionario y postnatal (Denter et 2010). Los trabajos realizados por Strata,
Martina y Didelon, y sus colaboradores indican qsGABApRs se expresan en neuronas del
hipocampo de rata sélo durante las primeras doarssrdel desarrollo postnatAlakuijala et
al., 2005; Didelon et al., 2002; Martina et al., 499995; Strata & Cherubini, 1994unque
otros trabajos reportaron la existencia de respuestas GABAp en hipocampo maduro y otras
zonas del cerebro (Alakuijala et al., 2006; Rosesl{&no et al., 2011). También se han
encontrado receptores con farmacologia mixta (Seawé& Kullmann, 2002), aunque persisten
dudas sobre si estos hallazgos no son en pafbeibteis a que las drogas disponibles no tienen
la especificidad suficiente para una discriminadifla de receptores débilmente expresados

(Semyanov & Kullmann 2002; Cherubini E. comunicagi@rsonal)
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(ii) Rol del receptor GABA p1 en la retina.

La sinapsis inhibitoria amacrina-bipolar, ubicaddacapa plexiforme interna (CPI) de
la retina Figura | - 2), participa de dos tipos de inhibicién en la fisgia de la vision. Por un
lado la inhibicién reciproca, que ocurre cuanddibaracion de glutamato desde la célula
bipolar produce la retroalimentacion negativa asésade botones presinapticos de células
amacrinas locales (Vigh & von Gersdorff, 2005). eEstecanismo inhibitorio controla la
duracion e intensidad de la liberacién de glutandatxe la célula bipolar. Y en segundo lugar,
la inhibicién lateral, producida cuando una céhilgolar lateral activa la liberacion de GABA
desde una célula amécrina, lo que moldea la adlivdateral frente a un estimulo luminico
(Chavez et al., 2010).
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Figura | - 2. Diagrama de las capas de la retina.

Los GABApRs estan fuertemente expresados en las células bipolares, donde participan en las sinapsis

bipolar-ganglionar y amécrina-bipolar. Tomado y modificddqRamén y Cajal, 1989).

Los GABApRs estan fuertemente expresados en las células bipolares de retina (McCall

et al., 2002) donde participan de ambos tipos Hibicion en el control de la excitabilidad del
terminal bipolar a través de las sinapsis con éigas amacrinas (Dong & Werblin, 1998). Las
corrientes idnicas evocadas por GABA con las caristicas similares a las observadas para
GABApR recombinantes fueron halladas en la retina de distiespecies animales. Por un
lado, en las células bipolares de la retina de yatalamandra tigre se reportaron corrientes
iGbnicas evocadas por GABA insensibles a bicucujinlaclofen (Lukasiewicz & Werblin,

1994). Para éstas células se postulé un rol imhibipresinaptico producto de la activacion de
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los GABApRs (Lukasiewicz & Werblin, 1994). Por otra parte, lantsmision GABAérgica de
las células amacrinas hacia las terminales dedhsas bipolares forma ademés un lazo de
realimentacion negativo ya que una parte de lanmigion que las células bipolares envian a
las células amécrinas vuelve a su terminal (Lukdsie& Werblin, 1994). De esta manera, la
sinapsis amacrina-bipolar funcionaria como un sléocontrol de la ganancia para la sinapsis
bipolar-ganglionar (Lukasiewicz et al., 200Bpr otra parte, la participacion e GABApIRs
en la sinapsis bipolar-ganglionar se estudié egteeste. Se demostré que en ratones en los
que se elimind el gen que codifica para la subunidad pl, las respuestas “tipo GABA:“ estan
completamente ausentes (McCall et al., 2002), yaalgsamiento visual resulta alterado.

Los GABApRs expresados por las células bipolares, también median una corriente
inhibitoria ténica activada por el nivel extracalubasal de GABA, controlado localmente por
el transportador GATL (Hull et al., 2006; Jones & Palmer, 2009). Estaiente, se postula que

previene la liberacién vesicular en ausencia denasis de alta frecuencia (Hull et al., 2006).

(iii) Receptores fasicos y tonicos

Los GABALRs pueden clasificarse de acuerdo angdo de activacion. El primero de
ellos, la activacién fasica, tiene lugar en lasassis GABAérgicas. Con la llegada de un
potencial de accién se produce una entrada deoclalcél que desencadena la fusion de las
vesiculas sinapticas en la membrana presinaptiealiperacion de cientos de moléculas de
GABA al espacio sinaptico, generando un pico decentracion de GABA en el rango
milimolar. Los receptores postsinapticos, localamedn grupos o clusters en la membrana
postsinaptica, son activados por la unién del agarfFarrant & Nusser, 2005).

La actividad fasica es fundamental para la trasigmide informacién en el cerebro.
Esta forma de transmision se caracteriza por le auracion del transitorio de GABA al que
los receptores son expuestos. Su curso temporgiflaglo por el tamafio de las vesiculas
sinapticas, su contenido, la geometria de la sisagsel nUmero y arreglo espacial de los
transportadores de GABA y los receptores postdu@mpt La cinética de las corrientes
egontaneas inhibitorias miniatura (mIPSCs), genesquo la liberacion de una Unica vesicula
de GABA, permite estimar la proximidad de los reoegs al sitio de liberacién § fendmeno
del rapido cierre de los canales conocido comotileadn (Burkat et al., 2001). La expresion
de diferentes subunidades ha sido propuesta camctjmente responsable de las diferencias
en la cinética de los mIPSCs observados en difseijios celulares y durante el desarrollo
(Ramadan et al., 2003yigura | - 3.A).

Luego de su liberacion vesicular, el GABA podriduddir y activar receptores
adyacentes (perisnapticos), otras densidades méystisias o incluso receptores extrasinapticos
més distantes. Sin embargo, las corrientes resuttasiela difusion de GABA del sitio de

liberacién sinaptica (fenomeno llamado spillovedavia conservarian la relacion temporal con
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el evento sinaptico, por lo que puede ser considesatioidad fasica (Farrant & Nusser, 2005)
(Figura | - 3.B).

A B. C.
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Figura | - 3. Modos de activacién de los receptores de GABA.

A. La liberacion de una vesicula Unica de GABA desde unangpsss activa solamente lo
receptores agrupados en la membrana postsinaptica opuestaniitbado indica la difusion de
GABA. La corriente mostrada abajo represente un mip®@edio registrado en presencia
tetrodotoxina. (GAT1 y GAT3) son los transportadores de GABA) a liberacién de multiples
vesiculas por un potencial de accion promueve el spillover ABAG Y activa receptores
sindpticos, peri y extrasinapticos, asi como receptoresindpsis vecinas. La corriente registra
es mucho mayor, asi como el IPSC es més lentoealdel mIPSC esta indicado en gris oscu
C. Una baja concentracion de GABA, que permanece pesaciaad de los transportadore
activa receptores extrasingpticos de alta afinidadrazb inferior muestra la corriente ténic
producida. Se observa el ruido producto de la apertura estacdstestos receptores. Este rui
disminuye al aplicar el antagonista SR-95531 (gabazina), que bl@quesaiente ténica y fasica
El bloqueo de la corriente ténica se observa en el cambita |. Los registros provienen d
células granulares de cerebelo. Tomado y modificad@adark & Nusser (2005

La activacion de los GABAR puede ocurrir también de una forma menos delifaitn
tiempo y espacio. La presencia ubicua de receptwre®ma, dendritas y axones posibilita una
actividad paracrina donde los receptores son alt&/gor el nivel lentamente variable de
GABA presente en el medio extracelular. La actigi@@ABAérgica tonica fue identificada en
primer lugar en células granulares de cerebel@i@eregistradas en modo de fijacion de voltaje
(voltage-clamp), Kaneda y col. mostraron que los antagasisélectivos bicuculina y gabazina,
no solo bloquean los IPSCs espontaneos, sino quéida disminuyen la corriente de
mantenimiento (holding Iy) requerida para fijar el voltaje de la célula a potencial
determinado (Kaneda et al., 199%jigura | - 3.C). Esta disminucion esta asociada a una
reduccion de la varianza de la corriente, condist@on un menor nimero de GABR
abiertos. Mas adelante, se encontraron conducta@@dAérgicas tonicas en giro dentado,

neuronas talamo-corticales, neuronas de la capa Votteza somatosensorial, amigdala y
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células piramidales e interneuronas de la regiot @& hipocampo (Belelli et al., 2009; Bright
& Brickley, 2008; Keros & Hablitz, 2005; Marowsky &t ; Vardya et al., 2008).

Se estima que la concentracion ambiental de GABAaven el rango de decenas de
nanomolar a micromolar. Esta concentracién seriaraftejo de la actividad sinaptica
GABAérgica, de la accion de los transportadore<GA®A neuronales y de la liberacion y
recaptacion de GABA mediada por astrocitos (BrigkeMody, 2012).

La neurotransmision inhibitoria fasica es claveapeal funcionamiento de diversos
procesos neurofisioldgicos, entre ellos se puedemcionar: la generacion de actividad ritmica
en redes neuronales (Somogyi & Klausberger, 208%ggeneracion de la actividad eléctrica en
dendritas (Klausberger, 2009) y la integracion iica (Pouille et al., 2009). Por su parte, la
inhibicion ténica produce un incremento constamdadconductancia celular, lo cual afecta la
magnitud y duracién del cambio de potencial de nram@bante la inyeccion de una corriente, y
aumenta la caida de voltaje con la distancia. ®@tarlto, la ventana temporal y espacial para la
integracidn sinaptica sera mas estrecha, hacieramsnprobable el disparo de potenciales de
accion. En otras palabras, la modulacién de lastnégion tOnica, afecta la excitabilidad
neuronal de una regién y su integracién en un ibrdGlykys & Mody, 2007a)La generacion
de la actividad ritmica también es afectada parH#icion tonica en el hipocampo (Semyanov
et al., 2004)

La deteccidon de bajos y persistentes niveles esltrieces de GABA requieren de
receptores con alta afinidad, nula desensibilizagichaja conductancia unitaria. El receptor
homomeéricopl cumple con todos estos requisitos y se ha deadussu participacion en la
neurotransmisién inhibitoria tonica de las célldgmlares de retina (Hull et al., 2006). Por otra
parte, se han identificado distintos subtipos ddBG&ARS que participan de la inhibicion tdnica
en diferentes poblaciones neuronales en animalésoady durante el desarrollo (Brickley &
Mody, 2012; Caraiscos et al., 2004; Kilb et al.,201u et al., 2013)Tabla I. 1).

Las acciones directas o indirectas de los receptorécos de GABA se han asociado
con diversos trastornos y patologias del CNS. texadion en el suefio que subyace a muchas
patologias neuroldgicas, es atribuida a un trastem la dinamica del ritmo tdlamo-cértico-
estriatal. Se ha postulado la participacion de GABAXxtrasinapticos en este trastorno . En este
sentido, el gaboxodol, un farmaco selectivo par8&AR que contienen la subunidad 8, tiene
efectos hipnoéticos y promueve el suefio (Houst@h e2012)

Los desérdenes asociados con estados hormonaeadakk como el embarazo o la
pubertad, también fueron relacionados con GABAOGNicos, debido a que estos son los blancos
principales de los neuroesteroides derivados dedanonas ovaricas (Brickley & Mody, 2012;
Smith, 2013). Del mismo modo, la accién alteradaedtos neuroesteroides estd asociada a

patologias psiquiatricas.
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En varias formas de epilepsia se han implicadoraglienes en la actividad de
GABARs sinapticos y extrasinapticos incluyendo mutasopuntuales (Brickley & Mody,
2012). Mas aun, diversos farmacos que actualmenigligan como antiepilépticos modulan la
inhibicién ténica modificando el nivel de GABA ehraedio. Por ejemplo la vigabatrina, que
bloquea el catabolismo de GABA,; la tiagabina quegbea el transportador de GABA GAT-1;
la pregabalina y la gabapentina, que aumenta fesssnrde GABA o la ganaxolona, modulador

alostérico con mayor selectividad por receptores que expresan la subunidad o.

Receptor Zona de expresion

a5py2 Células piramidales de hipocampo; célul
piramidales de neocorteza
alPo Interneuronas de hipocampo; interneurol
de neocorteza

a6pd Células granulares de cerebelo

a4pd Neuronas de relevo talamico; neurona:
medium spinydel estriado; células
granulares de giro dentado de hipocamg

células piramidales de neocorteza

Tabla I. 1. Subtipos de receptores GABAérgicos que median corrigftesas. Tomado de Brickley
y col (2012).

Los receptoregjue contienen la subunidad a5 (que se expresan en el area CAl del
hipocampo), y las corrientes tdénicas que mediangti un impacto negativo sobre la memoria y
el aprendizaje de acuerdo a diversos estudioszag@$ con ratones mutantes para los
GABA05Rs o tratados con moduladores alostéricos negasietextivos (Brickley & Mody,
2012; McEown & Treit, 2013).

Por ultimo, en diversos sistemas in vitro, se olisgque la potenciacion de la inhibicion
ténica, tiene un efecto neuroprotector agudo. Rem@o, en el estriado, la citotoxicidad
mediada por acido quinolo es disminuida, potenciando la inhibicién téniéasu vez, en
modelos de stroke cortical, el bloqueo de la coteietdnica aumenta el tamafio del &rea
lesionada (Brickley & Mody, 2012). Estos hallazgobrem la puerta a estrategias
farmacologicas para el tratamiento de la recup@nggost stroke, basadaslamrmodulacion de

los receptores de GABA tdnicos.
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(iv) Moduladores de los receptores de GABA.

Se entiende como moduladores aquellas sustanciasnqdifican la actividad de los
receptores al ser activados por un agonista, pe®on capaces de activar los mismos per se
Existe una gran diversidad de moduladores de ieidad de los GABARS en general, y de los
GABApIR en particular, que incluye a neuroesteroides @ohn2005), flavonoides (Goutman
et al., 2003; Hanrahan et al., 2011), pH (Hugellet2012), cationes como el zinc (Calvo et al.,
1994; Hosie et al., 2003) y lantanidos (Goutmanalet 2005). En todos los casos, las
subunidades participantes determinaron la serddbilipor un grupo de moduladores o una
sustancia en particular dentro de una familia.

La familia mas ampliamente estudiada de moduladdedos GABA\Rs son las
benzodiazepinas, potenciadores alostéricos sedectimra GABARS. Las benzodiazepinas se
unen a la subunidad o de los GABAARS (Boileau et al., 199). Sin embargo la presencia de la
subunidad y2 les confiere a estos receptores una alta sensibilidad a benzgaina=e(Johnston,
2005; Walters et al., 2000). Otros moduladores @tiwsts de importancia farmacolégica, son
los barbituricos (moduladex positivos) y las B-carbolinas (moduladores negativos) (Hanson &
Czajkowski, 2008).

Otro modulador clasico cuya potencia es muy depatglide las subunidades presentes
en el receptor es el etanol, un potenciador relatente inespecifico a altas concentraciones (~
50 mM), mientras que los subtipos tonicos de GARAI4B3d y a6B35 son potenciados por
etanol a muy bajas concentraciones (3 mM), nivdleEmaables con un consumo moderado de
bebidas alcohdlicas (Johnston, 2005).

Un clase de modulacion de especial interés paratmauérabajo es la ejercida por
agentes rédox. La modulaciéon por sustancias redigcto oxidantes ha sido ampliamente
documentada en un gran nimero de canales actiyaaogoltaje y receptores ionotrdpicos,
incluyendo receptores de la familia cys-logpizenman et al., 1989; Annunziato et al., 2002;
Belevych et al., 2009; Bouzat et al., 1991; Campanat al., 2008; Cho & Askwith, 2007;
Coddou et al.,, 2009; Pan et al.,, 1995; Susankoval.e2006). La modulacién rédox fue
extensamente estudiada para receptores neuroreN8BDA y GABA (Amato et al., 1999;
Calero & Calvo, 2008; Calero et al.,, 2011; Panlet2000; Sullivan et al., 1994; Tang &
Aizenman, 1993). Los agentes reductores, comdietréitol (DTT), el cual es capaz de reducir
enlaces disulfuro, potencian la actividad de los NWRDy GABAAR, mientras que agentes
oxidantes, tales como el acido 5,5-ditio-bis-2akignzoico (DTNB), disminuyen la actividad
de estos receptores. Esta modulacion de las rdapuss describié tanto para receptores
endégenos (Calero et al.,, 2011; Tang & Aizenmarf319como también en receptores
expresados en sistemas de expresion heterdlagat@Aet al., 1999; Sullivan et al., 1994)

Para ambos casos, los compuestos reductores yntesdpresentaron efectos reversibles y
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concentracion dependiente. Estudios de mutagésigisdirigida permitieron determinar las
cisteinas participantes de la modulacion rédox BMDAR, que resultaron las mismas que son
modificadas por el NO y que también median la maciah por Zn (Lipton et al., 2002)

La sensibilidad de los GAB&Rs frente a los agentes rédox también es depeadient
la composicion de los mismos. Las respuestas dasqaor GABA en receptores que contienen
la subunidad y2 son menos sensibles a la modulacién por compuestox Figura | - 4. Ay
B) (Pan et al., 2000). Experimentos realizadosGxBApIR expresados en ovocitos de
Xenopus demaostraron que los agentes rédox actlap sbreceptor, al menos parcialmente,
modificando el estado de las cisteiriggra | - 4. C) (Calero & Calvo, 2008).
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Figura | - 4. Modulacién de GABAARs por agentes rédox.

A. Trazo representativo de la inhibicién por un oxidanteNB)l'y la potenciacion por acciéon de un
reductor (DTT) de las respuestas mediadas por receptores faABAexpresados en ovocitos de
XenopusB. Resumen de los experimentos de modulacién por DTT lxbrespuestas evocadas por
GABA en receptores con diferente composicion. Nétese gueteptores que contiene la subunidad
y2s son menos sensibles a la modulacion réddxLos GABApIRs también son sensibles a la
modulacion por DTT. Tomado y modificado de (Calero &6aR008; Pan et al., 2000)

La modificacion de tioles proteicos por agentesoxédNO o especies reactivas del
oxigeno (ROS), lejos de ser simplemente parte dectamsecuencias de estados celulares
patolégicos, son actualmente aceptados como fodmaefializacion celular que participan en
procesos fisioldégicos tales como plasticidad sicdpty memoria, ritmo circadiano y
proliferacién y diferenciacion celular (Biswas ét 2006; Knapp & Klann, 2002; Smythies,
1999; Wang et al., 2012bfEn el mismo sentido, las ROS son consideradas|actnge como
mensajeros celulares fisioldgicas en el CNS, adededparticipar en procesos patoldgicos
(Droge, 2002). En particular, la exposicion g0kl potencia la actividad de los GARRS en
rebanadas de hipocampo (Sah et al.,, 2002) y auntertheracion presinaptica de GABA
(Takahashi et al., 2007a). Estudios recientes @strau laboratorio demostraron que eG4
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también potencia la actividad de IG&BAp1Rs expresados heterélogamente (Beltrdn Gonzéalez

et al.).

(v) Hipocampo.

El hipocampo juega un papel clave en muchos aspdetda memoria y el aprendizaje
(Brown & Zador, 1990). Aunque la naturaleza exagtda funcibn mnemaénica desarrollada por
el circuito hipocampal todavia no esta clara, estdn del I6bulo temporal es esencial para la
memoria declarativa en humanos.

El hipocampo es una estructura cilindrica, cuyol@jgitudinal forma un semicirculo
alrededor del talamo. El hipocampo propiamente alipnede ser dividido en 4 regiones
desganadas CA1-CA4 (del latin cornu Ammon o cudamémon, por su parecido morfolégico
con la representacién del dios egipcio). El giemtddo, el subiculum y la corteza entorrinal
estan incluidos en la mas general Formacion hippeéro Region hipocampal. Tanto el
hipocampo como el giro dentado son cortezas depdsca estratos. Una capa polimorfica
(stratum oriens), una capa piramidal (stratum pidafe) y una capa molecular (stratum
radiatum y lacunosum molecular&igura | - 5).

Las principales aferencias al hipocampo y al giemtddo provienen de la corteza
entorrinal (a través de las fibras de la via perft#), la region septal y el hipocampo
contralateral. También existen aferencias desdershig zonas del cerebro incluido el tallo
encefdlico, el hipotalamo, el tAlamo y la amigdala.

Las principales neuronas del hipocampo son ladastpiramidales. Estas células son
similares a las células piramidales de otras casteaunque ligeramente méas pequefias. Se
ubican en el estrato piramidal y forman una hojaade 2 o 3 células de espesor. Cada cuerpo
celular es conico (piramidal), de 20-um de base y 40-60 um de altura, con una dendrita
apical de 5-10 um de didmetro que pasa a travésstdgtum radiatum hacia el stratum
lacunosum moleculare. Las dendritas basales admf@rmando el stratum oriens (Brown &
Zador, 1990).

El hipocampo tiene diversas vias eferentes. Lacipah se desarrolla a través de la
fimbria, compuesta de axones de las células pi@esdy células del subiculum que se unen
para formar el fornix, que cruza la linea medialogal.

La organizaciéon funcional del hipocampo se desgritvadicionalmente como un
circuito trisinaptico, aunque en la actualidad @haximiento del circuito se ha complejizado
considerablemente, incluyendo loops sinapticosdafter de la Region hipocampal e
interacciones entre cada region de un loop, adeelaontrol neuromodulatorio extrinseco. La
secuencia trisinaptica se describi6 de la siguienamera: las fibras de la via perforante

contactan células granulares del giro dentados esthilas granulares proyectan axones tipo
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fibras musgosdsa la region CA3 donde tienen contactos sinapticoslas células piramidales;

estas células piramidales proyectan a través dedlaserales de Schaffer a la regién CA1l,

donde forman sinapsis con sus células piramidatesfibras de la via perforante provienen de

células piramidales y estrelladas de las capadllide la corteza entorrinal. El circuito se carr
formando un loop, la regibn CALl proyecta principaie a las cortezas entorrinal y el

complejo subicular, que a su vez también proyed @rteza entorrinal (Brown & Zador,

1990).
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Figura | - 5. Elementos de la Formacién hipoacampal.

El dibujo esquematiza las areas que conforman la Formhgoécampal. El hipocampo propiamente
dicho estéa dividido en 4 capas identificadas: 1) stratum oriensgty&@um pyramidale, 3) stratum
radiatum (capa celular), 4) stratum lacunosum-moleculare. Las cgidatdales de CA3 proyectan
a CA1l a través de las colaterales de Schaffer (Schaffirterals). Las células granulares del giro
dentado envia fibras mossy a las células piramidales (& ERrecuadro en el sector superior
derecho de la figura ilustra las conexiones que formainceiito hipocampal (EC: corteza entorrinal,

DG: Giro dentado). Tomado y modificado de (Brown & Zador, 1990).

! Del inglés mossy fibers
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B) Neurotransmision nitrérgica.

(i) Aspectos generales y mecanismos.

El 6xido nitrico (NO) es una molécula pequefia, mifiysible y reactiva, con una vida
media corta, que es generada por la 6xido nitiltasa (NOS) a través de la conversion de L-
arginina a L-citrulina (Boehning & Snyder, 2008)dura | - 6). El sustrato, L-arginina entra en
las células por difusion facilitada a través dengportadores especificos para aminoacidos
catiénicos (Zhou et al., 2010). Se conocen tresants genéticas de la NOS con distintas
propiedades y localizaciones llamadas neuronal @Néndotelial (eNOS) e inducible (iNOS).
La eNOS y la nNOS son dependientes de calcio/cadiinadpara su activacion. La nNOS en
particular, se encuentra acoplada a los recepterééVIDA (NMDAR) que permean cationes,
entre ellos C4. Los NMDAR se localizan en las densidades posttizg® anclados por la
proteina PSIB5 (en el caso de las sinapsis excitatorias) a trde@sinios pdz (Choi et al.,
2000) También se localiza en las densidades postsinépititebitorias como se detallara en
secciones siguientes (Jinno & Kosaka, 2002). Lavagtn de la eNOS y la nNOS produce
concentraciones nanomolares de NO, que por difusiésencadena multiples efectos y
sefalizaciones rio abajo. Dependiendo de la cormadh alcanzada los efectos pueden ser
disimiles y hasta opuestos. Generalizando, baja&etiraciones de NOnedian efectos
fisiologicos (ej. neurotransmision y vasodilatagi@ue son neuroprotectores; mientras que
concentraciones mayores median respuestas inmutiramatorias (principalmente via la

activacion de la iNOS), y resultan neurotoxicosaifias et al., 2008).
L/ VcGMP

° [#] Glutamate | @

&

' NMDA receptor

o0 S-nitrosylation
NO'® & — of multiple targets

Citrulline

&r
Arginine

Figura | - 6. Regulacién de la sintesis de NO.

En la postsinapsis glutamatérgica, la NNOS se encuestidada ad densidad postsinaptica del
NMDAR mediante la proteina adaptadora PSD95. La entradalde eatravés de los NMDAR
activa la nNOS por un mecanismo dependiente de calcio/cadim®. EI NO producido puede
difundir a células cercanas y activar la guanilato s&lsoluble o modificar residuos de cisteinas de
proteinas blanco (S-Nitrosilacién). Tomado y modificad¢Bieehning & Snyder, 2003)
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Dada su movilidad no restringida por las membrasedslares, el NO puede actuar
como un transmisor volumétrico (Steinert et alQ&0 Tanto en el sistema vascular como en el
CNS, la difusién del NO fue estimada en 60-100 piopper & Garthwaite, 2006; Ledo et al.,
2005; Steinert et al., 2008). Sus acciones sortdilas por la propia inactivacion, ya sea por
scavengers celulares como el glutation,por degradacion por reaccion con oxigeno
(Garthwaite, 2008)Se postuld que el NO actia como mensajero retrogeadlas sinapsis
mediando en la sefializacion desde la neurona pagirasinaptica, regulando de esta manera la
plasticidad sindptica (Garthwaite, 2008). Perontégemas propiedades también posibilitan que
el NO alcance cualquier sitio cercano, incluso leélujue no tienen actividad sindptica o
expresion de NOS (Steinert et al., 2011a).

El NO actia a través de dos vias efectoras prilespgor un lado, produce la
activacion de la guanilato ciclasa soluble (GC) mezlia la produccién de GMPc a partir de
GTP (Derbyshire & Marletta, 2012). El GMPc es univactor de la protein kinasa G (PKG),
ademas de activar a canales idnicos activablespdedtidos ciclicos. Por su parte, la PKG
tiene numerosos blancos que incluyen canales i§niaotores de transcripcion y enzimas como
la propia nNOS (Steinert et al., 2011a). A su V&z fosfodiesterasas degradan el GMPc dando
fin a la sefal. 11 genes teefamilia de las fosfodiesterasas se expresan &N€l (Steinert et
al., 2011a)

La segunda via efectora del NO consiste en lad@uidé un radical NO alSH de una
cisteina, en una reaccion llamada S-Nitrosilacid@Mitrosacion segun el autor. En esta tesis
adoptaremos el término S-Nitrosilacion. Dicha migdiion postraduccional se ha encontrado
en gran cantidad de proteinas (Jaffrey et al., R@drante muchos afos, estuvo en debate si la
S-Nitrosilacién ocurria Unicamente en condiciona®ldgicas, donde el NO alcanza niveles de
uno o dos 6rdenes de magnitud superiores a lasatesniGarthwaite, 2008). Sin embargo, las
evidencias que muestran a la S-Nitrosilacibn coma uvia de modulacién de enzimas y
receptores en condiciones celulares fisiolégicasofu en aumento (Hess et al., 2005; Stamler et
al., 2001). Tres mecanismos han sido propuestasl@dormacion de S-nitrosotioles a partir de
estudios in vitro Figura | - 7). El primero (vial dela figura), involucra la formacion de un
intermediario a partir de NO y,(@N,Os) que actuaria como agente nitrosilante. El seg(vido
2), la formacion de un radical tiilo (S-) a partir de una forma oxidada de NO (‘NOp), que
reaccionaria con otra molécula de NO. El tercera 8)i postula la formacién de un radical
(RSNOH) a partir de una reaccioén directa entre@IyNel tiol. Los dos primeros resultarian los
mas frecuentes para algunos autores (Keszler ,e2@l0), mientras que otros sostienen la
relevancia fisiol6gica del tercero (Kolesnik et, &013), pero los 3 involucran un equilibrio
entre el NO, el @ y la reactividad del tiol. A su vez, estos factordependen de la

hidrofobicidad del entorno, el pH local, el estaddox general y el entorno aminoacidico del
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tiol (Smith & Marletta, 2012); estas circunstanctieterminan la enorme especificidad de la
reaccion sobre una cisteina en particular dentrondeproteina con multiples sitios blanco (Eu
et al., 2000; Hess et al., 2005).

Es interesante que estas dos vias no son necesat@aimdependientes, en la activacion
de la GC por ejemplo, funcionan de forma interiiela@da y en equilibrio con el nivel de NO y
el estado rédox celular. La GC es una hemoprotpiraclasicamente se sabe que forma con el
NO un complejo NO-hemo que induce un cambio condmional y la consecuente activacion
de la enzima (Moncada & Bolanos, 2006), sin embargelegante estudio de Fernhoff y col.
(Fernhoff et al., 2009), demostré que la GC a swiesta regulada también por la modificacién
de tioles. La unién del NO al grupo hemo de la GGctiva 10 veces, mientras que la union a
las cisteinas B1C122 y alC243 produce una potenciacion de 200 veces. Ademas, resulta
especialmente interesante destacar que la oxidaedstas cisteinas, impide la modificacion
por NO e inhibe la enzima, y también que la modatagor NO sobre las cisteinas es

reversible en ausencia de reductores (Fernhoff,&Q09).
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Figura | - 7. Mecanismos propuestos para la formaciénde S-Nitrosatioles
Los tres mecanismos (vias) se ejemplifican con la i@aentre el NO, el @y el GSNO (tomado de
Keszler et al., 2010).

La remocion del grupeNO o de-Nitrosilacion, puede ocurrir espontdneameata la
labilidad del enlace formado. También puede salizatla por metales como cobre o mercurio
(Gaston et al., 2003). Por otra parte, diversasrexzcomo la tioredoxina oxidasa, superéxido
dismutasa (SOD) o glutation peroxidasa mostrardividad catalitica frente a moléculas
pequeias S-Nitrosiladas como el GSNO (Benhar,e2@08; Hess et al., 2005). A su vez, Liuy
col., demostraron que la aldehido deshidrogenapandénte de glutation (GS-FDH), una
enzima de expresion ubicua, tiene mayor actividakh @e-Nitrosilacion de GSNO que frente a

cualquier otro sustrato, por lo que esta es pakutmmo una de sus funciones principales, y
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esta conservada desde bacterias hasta humanost(biy 2001). Esta actividad mostrd ser
fundamental para la funcion cardiovascular (Beigi ab, 2012). Otro mecanismo de
importancia, que se acopla al anterior, es la tNitresilacion, en el cual los grupos S-
Nitrosilados pueden transferir el NO a tioles crosade modo que el glutation puede remover
el NO de una proteina y luego ser de-Nitrosilado loGS-FDH. Recientemente, se ha
postulado también que la trans-nitrosilacién epn@einas es un mecanismo de sefializacion
celular conservado y de relevancia fisiologica @makra & Lipton, 2013).

La sefalizacidén por NO en el cerebro modula una grantidad y diversidad de
procesos fisiologicos: varias formas de plasticiffamtenciacién o depresién de largo término:
LTP y LTD), actividad de ritmos (circadiano y resdrio), oscilacioas talamo-corticatsy
desarrollo neuronal (Zhang et al., 2010). El N@ #ws/olucrado en aprendizaje y memoria en el
cerebelo, LTP en hipocampo y neocorteza y en LTRlaerebelo (Garthwaite, 2008; Steinert
et al., 2011a). Los blancos de las vias de seia@izaitrérgica son diversos y en muchos casos
no estan resueltos. Existen evidencias de que elnmi@ula o participa en la liberacién
presinaptica de neurotransmisores excitatoriotibitorios (Li et al., 2002; Wang et al., 2007b;
Yang & Cox, 2007), el clusteringtraficking de receptores postsinapticos de AMPA (htuat
al., 2005; Selvakumar et al., 2009; Wang et al.,2aD1ly la fosforilacion del factor de
transcripcion CREB (Garthwaite, 2008).

(ii) Efectos directos del NO sobre canales y receptores.

En esta seccidon detallaremos un resumen de lostespde efectos del NO sobre la
actividad de canales o receptores por mecanisnepémdientes de la activacion de la
GC/GMP.. Como se menciond en la seccién anterior, la 8#sliacion de una cisteina proteica
esuno de los mecanismos principales para la modulgoay NO, pero no necesariamente el
Unico posible. En muchos estudios, no se demostrahera concluyente la S-Nitrosilacién de
la proteina, sin embargo, se determiné el residasiduos sensibles a la accién del NO, o bien
la independencia de la via de la GC/GMP

La modificacion de residuos de cisteina por NOxtemadamente especifica, y refleja
la accesibilidad, el entorno quimico y la conforidadale la proteina blanco. Incluso, se propuso
la existencia de una secuencia consenso para lar@iMcion (Stamler et al., 1997), sin
embargo, el arreglo espacial de los residuos pebdpsiepara catalizar la reactividad de la
cisteina no siempre es determinable, o bien nopsgente en todos los casos (Hess et al.,
2005)

Por otra parte, bajo condiciones de estrés oxinlajig sea por elevada produccion de
NO o deROS puede desencadenarse la produccidon de peraxiniEsta especie produce

reacciones de nitracion de tirosinas, metioninaseinas y lipidos; de caracter inespecifico y
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citotoxico (Rubbo & Radi, 2008). Sin embargo, Iésctos de estudios bajo estas condiciones
escapan a los objetivos de esta tesis y no logiienotos en este resumen.

El primer reporte concluyente de una interacciéeaia de NO sobre un canal i6nico
capaz de modular su actividakreportdé en musculo liso vascular de ratas, doedensontrg
gue el NO activa un canal de potasio calcio-dependide forma directa e independiente de
GMPg, y por este mecanismo induce la relajacion del colds (Bolotina et al.,, 1994)
Posteriormente, se reportd que en la hipofisisepiostde ratas, el NO inhibe la secrecion
mediante la activacion por S-Nitrosilacion de u@@at de potasio calcio-dependiente (BK)
(Ahern et al., 1999).a modulacion de estos canales también se reportélalas ciliadas de la
via auditiva (Lv et al., 2010). En neuronas seadesidel ganglio de la espina dorsal de ratas, la
aplicacion de donantes de NO activa un canal dasmotactivado por ATP, mediante la S-
Nitrosilacion de una cisteina especifica de la sigdad SUR1 (Kawano et al., 200®)cluso en
plantas, se reportd la S-Nitrosilacion de un caeatificador de potasio, que produce su bloqueo
(Sokolovski & Blatt, 2004).

Probablemente, la inhibicion del NMDAR sea la acai@h NO mas estudiada sobre
unaproteina de membrana (Lipton et al., 2002). Los M¥B estan presentes en asociacion a
la nNOS en la densidad postsinaptica excitatorsa yactivacion produce un influjo de calcio
que, entre otros efectos, activa la produccién @& HEI NO producido tiene un feedback
negativo sobre la propia nNOS y también inhibectavidad del NMDAR (Hess et al., 2005
efecto fue observado aplicando NO exdgeno (Vidwetnal., 1999)o modificando el nivel
producido de forma enddgena (Choi et al., 2000hey reproducido en células corticales en
cultivo (Hoyt et al., 1992; Lipton et al., 1993%lalas granulares del cerebelo (Fagni et al.,
1995) y en sistemas de expresion heteréloga (Aiaengn Potthoff, 1999; Kim et al., 1999)
Los estudios in vitro permitieron identificar ufiaica cisteina (C399) de la subunidad NR2A
responsable del efecto (Choi et al., 2000). Estizicia es S-Nitrosilada y produce una cambio
conformacional que inhibe al receptor, al tiempe glisminuye su afinidad por Zn, otro
modulador del receptor (Choi et al., 2001). Esteanismo fue propuesto como una forma de
neuroproteccion frente a la excitotoxicidad prow@apor una estimulacion masiva de
NMDARs (Klyachko et al., 2002)Posteriormente, se identificd otro par de cistkicapaces
de ser S-Nitrosiladas (C744 - C798 de la subunidiad), la S-Nitrosilacion de estas cisteinas
produce un cambio conformacional que favorece Nitfsilacion de la C399, lo cual produce
la inhibicion del receptor. Pero para que estopsesible, el puente disulfuro C744-C798 debe
estar reducido (Takahashi et al., 2007b). Estoredimicamente en condiciones de baja presion
parcial de oxigeno (p{pcomo los presentes durante un episodio de hip&dalo que el par
C744-C798 funcionaria como un sensor de oxigeno ajumenta considerablemente la

sensibilidad del NO cuando baja la @I mecanismo descripto funcionaria como un siagtem

28



Introduccion

de proteccion del dafio neuronal frente a la hipOkakahashi et al., 2007b). Cabe destacar que
tanto para esta modulacion como para la encongadaros receptores, las cisteinas sensibles
al NO también modulan la funcién del receptor alsédadas o reducidas, por lo que el estado
conformacional de la proteina es determinado, #mallinstancia por el estado rédox del tiol
(Lipton et al., 1996).

Otros receptores y canales idnicos sensibles attulacion directa por NO incluyen:
canales de calcio tipo L, receptores de rianodinaculares RyR1 (Eu et al., 2000; Sun et al.,
2003) canales de sodio de neuronas tipo C del ganglia daiz dorsal (Renganathan et al.,
2002), canales TRP (Yoshida et al., 2006), receptpurinérgicos de la via olfatoria (Broillet,
2000) y transportadores de aminoacidos (Zhou,2@L10).

Evidencias en GABA4R.

Desde hace 15 afios, se realizaron varios estwdlme los efectos del NO sobre
GABA,Rs Sin embargo, la caracterizacion permanece incatanitl primer reporte data tle
afno 1996 (Robello et al., 1996), en microsacosoteza cerebral de rata, dos donantes de NO
produjeron una disminucién de la actividad de GABA (11-26 %) medida como acumulacién
de *CI de forma independiente a la activacion de la ela@MP.. Posteriormente, trabajando
con células amacrinas de retina en cultivo, Wexleoly (1998) encontraron que un donante de
NO modula negativamente las corrientes evocadasGABA a través de 3 mecanismos
aditivos distintos: la activacion de la PKG, lanisucion de la actividad de la PKA (via
activacion de una fosfodiesterasa estimulada por §MRIN tercer mecanismo independiente
de los dos anteriores, presumiblemente un efectxtdi sobre los receptores (Wexler et al.,
1998)

El mismo afio, Fukami y col, publicaron un trabajm aeceptores expresados en
ovocitos de Xenopus. Las corrientes evocadas pBAs&n recetores alB2p2s se redujeron en
presencia del donante de NO NOC-18, mientras qu@osenciaronen receptores alf2,
mostrando una menor sensibilidad por el NEggra | - 8.A.) (Fukami et al., 1998). Los
efectos se previnieron con el scavenger de NO Pfl®inyeccién de un analogo de GMio
reprodujo los efectos, lo cual indicaria una acddiecta del NO sobre los receptores. Sin
embargo, lamentablemente en este trabajo no seagppeaeba la participacion de las cisteinas
por mutagénesis o modificaciébn quimica, ni se démok S-Nitrosilacibn. Tampoco se
mencionan resultados acerca de la reversibilidalbslefectos. Pero al igual que lo visto con
los moduladores rédox, la presencia de la subunidad y es critica para definir la amplitud y hasta
el sentido de la modulacion.

Posteriormente, dos trabajos realizados en met#onstde glandula pituitaria de rana,
demostraron que los GAB#®RSs nativos son potenciados por el NO a través dmesanismo
directo, independiente de la via GMPKG (Castel & Vaudry, 2001; Castel et al., 20@) el
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primer trabajo reportaron que el NO inhibe los ptores a través de la via del GMP los
potencia por un mecanismo direckigura | - 8.B.), siendo este ultimo rapido y reversible, lo
gue produce un efecto global bifasico donde preeala inhibicion. En el trabajo siguiente,
abordaron el mecanismo del efecto directo potencigégncuentraron que diversos donantes de
NO (DEA vy nitroprusiato de sodio) y agentes rédoxdantes de cisteinas {8, y DTNB)
producen un efecto similar, lo que implica la mdpcién de cisteinas sensibles. La
potenciacion producida por el DEA fue répida (1 )minrevirti6 en poco tiempo (2-4 min).
Proponen la S-Nitrosilacion de una cisteina inttdae sin embargo, los experimentos en los
gue sustentan esta afirmacion no son concluyemegeaspecto al lado de la membrana que
media el mecanismo, por lo que los efectos tamipédrian ser mediados por residuos
extracelulares (Castel & Vaudry, 200Mambién se reporté una leve potenciacién de los
GABA,Rs mediada por NO en células amécrinas en cubliivogue los autores no indagaron si
los efectos fueron producto de acciones directaslicectas sobre los receptores (Hoffpauir et
al., 2006).

B alB2r2s alB2

GABA SuM+ GABA 2uM+

GABASuM o oo GABA ZuM  NOC-18 10mM
= —_—
p\/_ 0.1 u.A‘
30s
B. LY 83583
SNP
GABA

100pA[_

10s

Figura | - 8. Efectos directos reportados del NO sobre GABA

A. Efectos del donante de NO NOC-18 sobre receptores exprésgtdasiogamente. EI NO inhibio
las respuestas en los receptores alB2y2s y potencio los receptores alf2. Tomado de (Fukami et al.,
1998) B. Efecto potenciador del donante de NO nitroprusiato de sobie $os GABAARS nativos
de melanotrofos de rana. LY 83583 es un inhibidor de la GE&jdbevidencia que las acciones son
independientes de esta via. Tomado de (Castel & Vaudry, 2001).
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Ya hemos mencionado estudios de los efectos desdbPe los GABARS mediados
por la estimulacién de la sintesis de GMR saber la inhibicibn encontrada en melanotrofos
(Castel et al., 2000) y células amacrinas de rdiexler et al., 1998). Debemos agregar un
reporte realizado en receptores alB2y2L expresados en ovocitos, en el cual se muestra que la
inyeccion de un analogo del GMProduce la potenciacion de las respuestas evoqaatas
GABA (Leidenheimer, 1996). Estos trabajos indicae tp sensibilidad de los receptores a este
mecanismo modulatorio también es muy variable deerdo a la subunidad expresada,
pudiendo resultar en potenciacién o inhibicién.

Como resumen de esta seccion de la introduccide lagpena remarcar que: 1) existen
evidencias de la modulacion de GARRs por la accion directa de NO y por la via de la
GC/GMR/PKG; 2) esta modulacion es fuertemente dependidetdas subunidades que
componen el receptor y, muy probablemente, de lldacdonde estos se expresan (proteinas
accesorias, estado rédox intra y extracelularep@a de enzimas de la via del GMEBtc.); 3)
la participacion de una o0 mas cisteinas particsldeelos GABARS no habia sido estudiada

previamente.

(iii) NO en la retina.

La sefalizacion por NO esta presente en todosgos telulares de la retina (Blom et
al., 2012; Eldred & Blute, 2005). Estudios realiaaen tortuga, raton y salamandra mostraron
gue la produccién de NO en la retina esta medisidaipalmente por la isoforma neuronal de
la NOS activada por el aumento defQatracelular, y en menor medida por la eNOS (B&m
al., 2012) El mecanismo efector principal es la producciéiGiiéPc (Eldred & Blute, 2005)

El NO juega un papel clave en diversos procesds @&l procesamiento visual y del
desarrollo de la retina (Wu et al., 2001), como a®lpgias retinianas (Goldstein et al., 1996)
Por ejemplo, el NO en la retina estd aumentadonemadelo de diabetes en ratones (Blom et
al., 2012) y en un modelo de lesion de retina (Geogt al., 2003)

Como resumen del amplio espectro de trabajos disitdogia de la retina normal,
podemos citar que el NO aumenta la ganancia yngorae voltaje para la exocitosis en conos
(Eldred & Blute, 2005). También modifica la dinamicel calcio en los fotoreceptores,
experimentos con donantes de NO e inhibidores d¢d& mostraron que el NO aumenta la
entrada de calcio al facilitar la activacién deataa de calcio en conos, y disminuye la entrada
de calcio en bastones al reducir la conductancimaa(Kourennyi et al., 2004). También la
plasticidad sinaptica dependiente de actividad edutada, aumenta en conos y disminuye en
bastones (Kourennyi et al., 2004).

En células bipolares, donantes de NO aumentan dductancia de membrana y la
amplitud de la corriente entrante en respuestaim@ss brillantes y oscuros. EI mecanismo

propuesto es el desacople de los receptores gltéegitws metabotropicos de la células ON
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con la cascada de sefializacion subsiguiente, efget@staria mediado por la PKG (Eldred &
Blute, 2005). Por otro lado, en células horizostatie tortuga, la inyeccion de L-arginina
produce un aumento de la respuesta celular a ladumenta la resistencia de entrada,
disminuye las respuestas al entorno y aumentaplaesta a la estimulacién del centro de su
campo receptivo (Eldred & Blute, 2005). Posteriantae se determind que el NO es el
mediador de la adaptacion que sufren las célulaizdmtales ante un incremento en la
intensidad luminica ambiental (reducen el campepto) (Daniels & Baldridge, 2011).

Diversos trabajos mostraron la modulacion de lastrasion GABAérgica (mediada por
GABARs clasicos y GABApRs) por NO. Yu & Eldred (2005) repdaron que los receptores de
GABA y glici na interactan en el control de laakfacion por NO: la activacion de receptores
de glicina inhibe la produccion de NO mientras dog GABAARs actian a nivel de la
produccion de GMPc, aunque a su vez el NO inhibkb&racion de glicina y estimula la
liberacion de GABA (Eldred & Blute, 2005). En césl amacrinas, como ya se ha citado
anteriormente, el NO inhibe la funcion de los GABY a través de la via del GMPc/PKG
(Wexler et al., 1998). Sin embargo, Hoffpauir y o@006), reportaron que concentraciones
moderadas de NO producidas a través de donanté® (M de NO), potencian las respuestas
mediadas por GABARs actuando sobre los receptores (aunque no astuds por un
mecanismo directo o a través de la via del GMPc/RK®ntras que concentraciones mayores
de NO (cientos de nM a algunos uM), producen unaadarpotenciacion de los GABRs
pero a través de un cambio en ef.BPosteriormente determinaron que este cambio en el
potencial de reversion se produce por un aumentoCtieintracelular, que se libera de
reservorios intracelulares que se abren debido @ disminucion del pH del citoko
desencadenado por el NO (McMains & Gleason, 20113.\éa mas, en la retina corroboramos
gue el efecto neto del NO sobre la neurotransmiGidBAérgica es altamente dependiente del
tipo celular y hasta de las condiciones de registro

Por otra parte, la liberacién de GABA también edificada por el nivel de NO. Un
estudio en retina de pollo intacta de Maggesissi.y(2009), mostré que el NO basal producido
de forma enddgena o ligeramente aumentado con MO0d@ L-arginina, disminuye la
liberacion basal de GABA desde las células améerganglionares. Sin embargo, el aumento
del nivel de NO por aplicacion de 1mM de L-arginm&MDA, incrementa la liberacion de
GABA pero solo desde las células ganglionaresld’que en este tipo celular el NO tendria un
efecto bifasico sobre la liberacién de GABA (Maggsisét al., 2009)

También en células ganglionares, se reporté quaplizacion de L-arginina o un
donante de NO reduce las tasa de disparo, siengormabefecto en las células OFF que en las
ON (Wang et al., 2003). En ratones knock out paraN®@$, la falta de esta modulaciéon

produce una menor adaptacion al aumento de la asidiad cuando los animales estan
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adaptados a un ambiente oscuro (Wang et al., 20BVh)ismo resultado se obtuvo inhibiendo
la NOS con L-NAME. Esta pérdida de sensibilidad &utaen condiciones de adaptacion a la
luminosidad ambiental de las células ganglionarsg& enediada principalmente por la
disminucion del estimulo excitatorio (Nemargut & Wag009).

Como era de suponer dada la abundancia de repoeesvidencian el rol del NO en la
fisiologia de la retina, la NOS esta altamente esgula en todas las capas celulares (Eldred &
Blute, 2005). Mediante experimentos de imagenesetdimoréforo especifico de NO DAF, se
observé que la estimulacion con luz produce uremento del NO especialmente en las capas
plexiformes externa e interna (Blom et al., 2012). esta Ultima se encuentran las sinapsis
bipolar-ganglionar y amacrirtsipolar donde la expresion de GABAp1Rs es maxima.

La determinacion de la concentracion de NO es swen@mncompleja, especialmente
con alta resolucion temporal y espacial. En retifea rata, se determind ex vivo una
concentracion de NO mucho mayor que la habitualnegportada en el CNS, llegando a
valores de 15 uM (Groppe et al., 2003). Recientemeet reportd la medicion de NO in vivo en
retina de ratas (Guthrie & Kang-Mieler, 2013). Esurmen el NO en todas las capas de la retina
fluctia entre 1 y 2,5 puM, teniendo zonas con mayonegles de NO en la capa de
fotoreceptores y en las capas ocupadas por latasépanglionares y amacrinas, donde la
concentracion aumenta entre 100 y 400 nM con resetas capas circundantes (Gutt&ie
Kang-Mieler, 2013).

(iv) NO en el hipocampo.

La neurotransmisién nitrérgica esté involucrad@m@tesos fisioldgicos del hipocampo
como la modulacién de la respiracién celular (Ledal., 2012), la formaciéon y morfologia de
las dendritas de las células piramidales durantesarrollo (Morales-Medina et al., 2007); y
procesos fisiopatoldgicos, como la diferencia skgnda predisposicién a desérdenes afectivos
(Hu et al., 2012), los efectos en el comportami@ntalucidos por el estrés cronico (Zhou et al.,
2011) y la generacion de actividad epileptiforme einarea CA3, por un mecanismo
independiente del GMFKovacs et al., 2009).

Sin embargo, el proceso donde la participaciom@zlfue mas extensamente estudiada
es en la generacion de LTP y LTD en células pirate&l (Garthwaite, 2008; Zhang et al.,
2006). Los protocolos de generacién de LTP prodilaeactivacion de los NMDARs con el
consiguiente influjo de calcio que activa la nN@Sopciada a los NMDARs en la densidad
postsinaptica y desencadena un aumento local del @@ NO (Hopper & Garthwaite, 2006)
En este modelo, el NO producido por la nNOS endatginapsis excitatoria, es un gran
candidato para actuar como mensajero retrogradem difunde rapidamente a la presinapsis y
modifica la maquinaria de liberacién del neurotraiser. Las acciones presinapticas, si bien no

estdn completamente identificadas, incluirian lanBién de clusters para la liberacion del
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neurotransmisor (Garthwaite, 2008) y la activadi@ncanales hiperpolarizantes activados por
nucleotidos (Fragata et al., 2006; Neitz et al1,130

Sin embargo, las evidencias muestran un escenastariie mas complejo. Por un lado,
el LTP medado por NO requiere la activacion de la GC de tipo 2 (a2p1) presente en la
presinapsis, como también la activacion de la GC de tipo 1 (alPB1) expresada en la postsinapsis
(Szabadits et al., 2007; Taqgatgeh et al., 2009)lagostsinapsis, el NO tiene efectos sobre el
namero de receptores y el subtipo de canales saqws. La subunidad GLURL1 del receptor de
AMPA aumenta su expresion postsinaptica luego depratocolo de LTP dependiente de
NMDAR. Este aumento requiere la activacion de PK& yeproducible aplicando B-GMP,
(andlogo del GMB, en neuronas hipocampales en cultivo (Garthw&i@€)8). En células
piramidales de CA3, el NO actua de forma homeastagiroduciendo el reemplazo del subtipo
de canales de potasio responsable de la repoliénzaias un potencial de accién (se suprimen
las corrientes mediadas por canales Kv3 y se aamdse mediadas por canales tipo Kv2). Este
reemplazo produce una repolarizacion mas eficidatas células y de esta manera, modula la
excitabilidad neuronal (Steinert et al., 201M0ku vez, para que el LTP persista por un tiempo
mayor a una hora, es necesaria la fosforilacion fdefor de transcripcion CREB en la
postsinapsis (Garthwaite, 2008)

Por otra parte, mas alla del atractivo de dispalemn elegante modelo donde el
mensajero responsable del LTP es el NO produciddapoNOS luego de la activacion de los
NMDARs, esta forma de plasticidad no desaparece atoneés donde la nNOS ha sido
knockeadapero si cuando se muta la forma endotelial de 1&KENOS) (Bon & Garthwaite,
2003). Ademas, la aplicacion de un pulso de NO emdgunto con una estimulacion tetanica
suave produce el LTP de forma independiente detigagion de NMDAR, pero no se produce
en presencia de inhibidores de NOS. Esto sugieeeegunecesario un tono basal de NO y un
pico de NO facilitador, pareado con la actividadapgue se produzca el LTP (Bon &
Garthwaite, 2003). Este tono basal de NO es repibldufarmacoldgicamente y es necesario
antes y después de la estimulacion tetanica pa&rae&desencadena la plasticidad. La fuente de
este tono basal de NO en el hipocampo es la eN@Ppgt & Garthwaite, 2006) presente
Unicamente en los capilares del endotelio vasc{B#éickshaw et al., 2003). Esta enzima,
aunque también es dependiente de calcio, poses difosforilacion que permiten una fuerte
activacion con niveles de calcio intracelular deos®. Un mecanismo de fosforilacion relevante
es através de la quinasa Akt, que se activa en la dasde la quinasa PI3 (Hopper &
Garthwaite, 2006). Como hemos mencionado anteriaienel NO es capaz de difundir en un
radio de 60-100 um. Entre los capilares donde ggesa la eNOs y las células gliales o
neuronales la distancia no supera los 25 pm. Adep®gdpilares forman una red ideal para

aportar un nivel tonico de NO paracrino
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En resumen, existe un nivel basal de NO en ladastlpiramidales producto de la
actividad de la eNOS del sistema vascular, y unf&izo dependiente de actividad, asociado a
los NMDARSs postsinapticos de las dendritas de lagagpiramidales (Burette et al.,@2). La
expresion de nNOS en células piramidales fue deadzsten ratones, ratas y humanos
(Blackshaw et al., 2003), aunque en ratas la ekpres alta durante el desarrollo y disminuye
notablemente en animales adultos, a diferenciaodebservado en ratones. Sin embargo, el
escenario es aun mas complejo. La nNOS se expeega &n al menos 50% de las
interneuronas que proyectan a la células piraesd@inno & Kosaka, 2002), como en las
postsinapsis GABAérgicas de los somas de célulemmpales (tanto parvalbimina como
colecistoquinina positivas) en rata y raton (Szabaat al., 2007). La expresion de nNOS esta
enriquecida en la membrana postsindptica GABAérgicacomparacion con los dominios
adyacentes. Ademas, en la pre y postsinapsis seesexpa GC, aunque tipo 1 en las
interneuronas y tipo 2 en las células principal@smt¢ en sinapsis GABAérgicas como
glutamatérgicas (Garthwaite, 2008; Szabadits e28D7). Recientemente se ha demostrado la
produccién de altos niveles de GMRn neuronales piramidales como respuesta a la
estimulacion con NO end6geno y exdégeno (Bartuk,e2@l3)

El proceso que desencadena la activacion de la n&tOlas sinapsis GABAérgicas
comparte elementos con el analogo en las sinagsiantptérgicas. En las postsinapsis
GABAEérgicas y otras zonas perisomaticas se expfdbDARS extrasinapticos con respecto a
las sinapsis excitatorias (Szabadits et al., 2QLactivacion de estos receptores con NMDA (5
UM) produce la activacion de la nNOS presente ersiaapsis GABAérgicas del soma de
células piramidales de CAl y CA3 (no se observaf@etos en giro dentado), que a su vez
actla de forma retrograda produciendo un aumeht@M@, en las interneuronas (Szabadits et
al., 2011) Experimentos compuffs de NMDA, mostraron que la estimulacion de NMDARs
postsinapticos producen un aumento de la amplitfréguencia de sIPSCs por un mecanismo
gue involucra al NO como mensajero retrégrado (Zual., 2011). Se ha postulado que estos
NMDARs podrian ser activados por glutamato o asmarfiderados desde la presinapsis
GABAérgica a través de vesiculas o transportaddeeglumatato, o bien ser liberados por
astrocitos. La estimulacion repetitiva de las imbeironas perisomaticas produce oleadas de
calcio en los astrocitos cercanos por activacioiGABAgRS, lo que produce la liberacion de
glutamato capaz de modificar los IPSCs (Szabadtlitd.e2011). También se ha postulado la
participacion de receptores muscarinicos)(Mermeables al calcio como desencadenantes de la
activacion de la nNOS. Macara y colaboradores (20@pprtaron que en neuronas CAl
estimuladas con el agonistas colinérgico carbaddl|O participa como mensajero retrogrado
en la supresion de la inhibicion inducida por désjmacion (DSI), una forma de depresion de

la liberaciobn de GABA de corto término que se pomdal despolarizar la postsinapsis y que
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esta mediado por receptores CEn presencia de carbacol, la inhibicion de la N©§ L-
NAME produjo una disminucion del DSI (evocado cotineslacion eléctrica) mientras que la
L-arginina lo prolongd (Makara et al., 2007). Esiesante destacar, que al igual que en las
sinapsis excitatorias, estos mecanismos de adiivade la via del NO en las sinapsis
inhibitorias solo serian eficientes al coincidimfmralmente con la despolarizacién de la
membrana somatica, y/o con la actividad de losiitos de interneuronas.

Existen reportes sobre los efectos del NO sobnelmotransmision GABAérgica en el
hipocampo. Un estudio de la liberacion de GABA atas in vivo mediante microdialisis
mostrd que el NO tanto enddégeno como exdgeno géawos bifasicos sobre la liberacion de
GABA: bajas concentraciones de NO disminuyen el @Alberadg mientras que altas
concentraciones lo aumentan (Getting et al., 19H6) otro estudio, realizado con ratones
durante el desarrollo (P5-P8) en rebanadas de dnmog, donde el GABA es excitatorio, la
aplicacion de un donante de NO redujo la amplitedad corrientes GABAérgicas (aisladas
farmacolégicamente) evocadas por estimulaciénraéacen 7 de 12 células probadas. En las
restantes 5 no se observaron efectos. Las cosighiéamatérgicas también fueron inhibidas
por NO. Ambos efectos fueron mediados, al menosigarente, por la produccion de GMP
(Cserép et al.,, 2011). Estos experimentos, no pemndeterminar si los efectos son pre o
postsinapticos. En estos animales también se m&giat modulacion de la excitabilidad
sincrénica (caracteristica durante el desarroli) imagenes de calcio. La inhibicién de la
NOS, produjo un aumento de la actividad sincrératégual que el blogueo de la GC; mientras
qgue la aplicacién de NO disminuy6 la actividad (€peet al.,, 2011). Estos resultados son
coherentes con los efectos observados de dismimud®d las corrientes GABAEérgicas y
glutamatérgicas e indican la presencia de un rdeeNO basal modulando la excitabilidad
neuronal durante el desarrollo. La expresion de NMRBAasociados a las sinapsis
GABAEérgicas también fue encontrado en ratones ebrifas de desarrollo postnatal (Cserép et
al., 2012)

Por otra parte, un estudio realizado en neuronaschmpales en cultivo, evalu6 los
efectos de concentraciones neurotoxicas de NO (¢asnproducidas en un episodio isquémico
en el orden micromolar (Kojima et al., 2001)) solseneurotransmisién inhibitoria. La
aplicacion de NO produjo un incremento de la frecieeen IPSCs espontaneos y miniatura y
una ligera disminucion en la amplitud de los mIP&Gmelli et al., 2009).

En definitiva, el NO seria un potente moduladotadeeurotransmision inhibitoria. Sin
embargo, la accién del tono basal de NO sobre tigidad de receptores ténicos nunca fue
estudiada en el hipocampo

No existen datos concluyentes sobre la concentrat@btono basal de NO que llega al

soma de las células piramidales de forma efectisia, embargo serian esperables
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concentraciones subnanomolar. Existen controveraizaca de los niveles promedio y
maéaximos de NO producidos por estimulacion de los MRB en condiciones fisiolégicas en el
hipocampo. Sin embargo, los estudios més reciemtesuerdan que la concentracién de NO
nunca alcanza valores superiores a 1 UM como sealperanteriormente y como se ha
reportado en otros areas y tejidos. Los valoresrabdos oscilan entre cientos de pM a cientos
de nM para condiciones basales en condicionesdgiimds, considerando el nivel @&, del
tejido (Ledo et al., 2010; Wood et al., 2011).

(v) Efectos sobre la neurotransmision GABAérgica.

Las acciones presinapticas del NO se estudiaratetie en el nlcleo paraventricular
(NPV) del hipotalamo, importante en la homeostasi®ndémica y enddcrina. Las espinas de
proyeccion del NPV reciben aferencias glutamatésgyiy GABAérgicas. EI NO (tanto
enddgeno como exdégeno) incrementa la frecuenciankRSCs sin modificar la descarga
excitatoria, lo que suprime la actividad de estaggcciones neuronales (Li et al., 2002, 2003)
El NO actia a través de la via del GWMPPKG por un mecanismo que involucra el canal de
potasio Kv1.1 (Li et al., 2004; Yang et al., 200E)aumento en la frecuencia de IPSCs también
se reportd en sinapsis inhibitorias del nicleo gdado dorsal lateral del tAlamo y neuronas de
la sustancia gris periacueductal (Xing et al., 20G8g & Cox, 2007)y en el nucleo del tracto
solitario (Wang et al., 2007b). En el mismo sentsreportaron efectos potenciadores del NO
sobre las sinapsis inhibitorias en células oxi@ciy vasopresina positivas del ndcleo
supradptico del hipotalamo. En este caso los efdairon pre y postsinapticos. Ademas de un
aumento en la frecuencia de mIPSCs, se observaanamento significativo de su amplitud
(Stern & Ludwig, 2001). También, el NO produjo meremento en la frecuencia de liberacién
de GABA en el tallo encefalico (Saransaari & Oja@p®&). Al contrario de lo observado en
hipotalamo, en el ganglio de la raiz dorsal de é&uta espinal, el NO inhibi6 las corrientes
mediadas por GABARS por un mecanismo dependiente de PKG (Bie & Zba01).

La cascada de sefializacion NO-GMWHKG también participa en el LTP de las sinapsis
GABAérgicas sobre las neuronas dopaminérgicas e tegmental ventral por mecanismos
presinapticos. Esta potenciacién es bloqueada pofima, lo que facilitaria el desarrollo de
adiccién a los opiodes (Nugent et al., 2009).

Mediante microiontoforesis se evaluaron los efertogvo del NO sobre las respuestas
evocadas por GABA en el globo pélido y el niclebtaidmico de ratas. En ambos estudios, la
aplicacion de SNOG inhibi6 las respuestas al GAB¥entras que el L-NAME las potencié
(Carletti et al., 2012; Sardo et al., 200€pmo ya detallamos previamente (B)(ii)), el NO
produjo una disminucién de la actividad de los GABA de forma PKG independiente en
microsacos de corteza cerebral (Robello et al.6199PKG dependiente en células granulares

de cerebelo (Robello et al., 1998). Precisamenteélwias granulares de cerebelo, se reportd
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que el NO basal modula una corriente GABAérgicactrEl bloqueo de la NOS produjo un
aumento de layly de la varianza asociada de forma rapida y réalersn un 50% de las células
estudiadas, en el otro 50% no se observaron eféCtosecuentemente, también produjo una
despolarizacion de la membrana de las células gn@su Los efectos estdn mediados por la
potenciacion de los GABAa6Rs tonicos. Llamativamente, en esta preparacion el bloqueo del
tono enddégeno de NO también produjo un aumento ode sIPSCs, posiblemente por
despolarizacion de las células de Golgi (interneasale las granulares en el hipocampo) (Wall,
2003). Este es el unico estudio de efectos diralebblO sobre receptores de GABA tbénicos en

el cerebro del que tengamos conocimiento.

(vi) Introduccién a los donantes? de NO.

Como se ha descripto anteriormente, el NO es prddwn el SNC por la NOS a partir
de arginina y oxigeno. Para evaluar los efectos Nd@l sobre un receptor recombinante
expresado en ovocitos de Xenopus en primer lugdelse elegir la fuente de NO exdgena.

La sintesis de NO gaseoso en el laboratorio edeandltica debido a su alta reactividad
y corta vida media. Para obtener NO con la purdeawmda, es necesario trabajar en ausencia
total de oxigeno (Aga & Hughes, 2008), lo cual farsu utilizacion en un laboratorio biolégico.
Dada la notable relevancia fisiol6gica adquirida @dNO en las Ultimas décadas, se desarrolld
una enorme variedad de compuestos capaces der lild€aen solucién para su provision
comercial. Estos compuestdsmados genéricamente “donantes de NO”, liberan NO al medio
con una cinética conocida una vez solubilizados edaterminado pH. Los mas utilizados para
estudios farmacoldgicos sobre células o tejidostepecen a tres grandes familias: S-
Nitrosotioles, complejos nitrosil metal (ej.: nipraisiato de sodio) y NONOatos.

Los NONOatos son aductos de NO con un nucledfilar (p general una amina)
(Figura | - 9). Su descomposicién en medio acuosos sigue umiticzinde primer orden y es
dependiente del pH, siendo casi instantanea a phhteitras que las soluciones alcalinas (pH
> 11) son estables por horas en hielo y oscuridadlieh, 1998). Existe una enorme variedad
de compuestos comerciales que difieren en la viddiande descomposicion y por ende, en la
velocidad de liberacion de NO, en un rango de sdggiia horas. Tienen como ventaja que la
tasa de liberacion no es afectada por la presérciaactivos bioldgicos (Feelisch, 1998h la
figura se presenta la estructura de dos de ellbsDEA (DEA/NONOato; dietilamino
NONOato) es de vida media corta.E 16 min a pH 7,4 y 22°C) por lo que resulta ideabp
evaluar efectos agudos aplicado directamente sebrposible sitio blanco; y el DETA
(DETA/NONOato; dietilentriamo NONOato) es de vidadia larga (f,= 56 horasa pH 7,4 y

2 Del inglés“NO donors”

38



Introduccion

22°C (Aga & Hughes, 2008) ) por lo cual resulth gara estudios de exposicion crénica o

sostenida de NO sobre células o tejidos.

NO {,0

|
/N\
HsC~ N™ O 'T'

J N
H3C +H3N/\/ \/\NHz

Dietilamino NONOato (DEA) Dietilentriamino NONOato (DETA)

Figura | - 9. Estructura quimica de donantes de NO de la familia de los N©EOa

Por el contrario, la accion de los S-NitrosotiolgSgura | - 10) es atribuida
principalmente a la capacidad de transnitrosilsudexir transferir el grupo NOdirectamente a
un grupo-SH sin pasar el intermediario de NO gaseoso (Férehal., 2009), aunque también
son capaces de liberar el gas en solucion (Hes$,e2005). La descomposicion de los S-
Nitrosotioles en solucién por ruptura homoliticange el NO y el radical RS que luego
dimeriza para formar RSSR (Aga & Hughes, 2008).pbaibilidad de que una reaccién de
transnitrosilacion de como resultado un S-Nitradothds inestable catalizaria ademas la
descomposicion del donante de NO. Los S-Nitrossgi¢junto con la S-Nitrosohemoglobina)
han sido propuestos como buffers endégenos de Ndulando la sefializacién celular en el
tiempo y en el espacio producida por la NOS e #wldeterminando los targets del NO
(Feelisch, 1998; Hess et al., 2001). En particldaiGSNO se encuentra en equilibrio con las
proteinas S-Nitrosiladas, lo que a su vez resultanremecanismo de de-nitrosilacion, ya que el
GSNO es hidrolizado por la formaldehido deshidregedependiente de glutation o GSNO
reductasa y por la SOD (Hess et al., 2005). Eficpéar, el S-Nitrosoglutation (GSNO) es el
principal S-Nitrosotiol presente en células y fhsdperiféricos (Hess et al., 2005), aunque su
concentracion esta fuertemente regulada segupcelcglular. La concentracion de GSNO se
encuentra en el orden de 7 uM en la médula de resandetectable en el talamo (Gaston et al.,
2003). El rol fisiol6gico del GSNO se evidencidpabducir el knock out de la GSNO reductasa
en pulmén (Forrester et al.,, 2009) y en aparatdiceaiscular (Beigi et al., 2012) donde se

encontraron niveles elevados de proteinas S-Nutss.
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Figura | - 10. Estructura quimica de S-Nitrosotioles.

Por su parte, la S-Nitrosocisteina (SNOC) fue pesfai como mediadora del efecto
vasodilatador del NO, identificada como el factelajante derivado del endotelio (EDRF)
(Myers et al., 1990), el SNOC actua sobre diversosptores en el aparato cardiovascular, pero
su efecto no puede ser simplemente atribuibleliadaacion de NO, ya que el estereoisémero
L-SNOC tiene una potencia significativamente mayae el D-SNOC a pesar de compartir la
tasa de liberacién de NO (Davisson et al., 199@jcidnalmente, elegimos testar el efecto de
este donante de NO debido que es facilmente giabd¢i en el laboratorio a bajo costo a partir
de L-cisteina y nitrito de sodio (Lei et al., 1992)
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Objetivos

Determinar la sensibilidad de los GABAp1Rs homoméricos al NO utilizando
donantes de distinta naturaleza quimica.

Caracterizar los efectos y determinar el sitio blanco de accidiQlelobre
los GABApIRs.

Estudiar el efecto de la modificacién del nivel de NO sobre Ipliaut de
las respuestas GABAérgicas tonicas y fasicas en células piramidaléa

region CA1 de hipocampo.
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Materiales y Métodos

A) Expresion de receptores GABAp1 y registro en ovocitos de

Xenopus laevis.

(i) Preparacion de los templados de ADNcy transcripcion in vitro de los ARNc

Para obtener el ARNc que se inyectd en los ovgamsitilizo la secuencia completa de ADNc de
la subunidag1 de los receptores de GABA subclonada en plasmidos aptos para realizar la reaccion de
transcripcion in vitro. Particularmente, la subunidad plutilizada en este trabajo, se subcloné en el sitio
EcoRI del plasmido pBluescript KS+. Para lograr mayores niveles de expresion de esta subunidad se
utilizé el plasmido pGEMHE. Este plasmido fue dis#ifi@specialmente para aumentar la expresion
en ovocitos de Xenopus mediante el aumento dedlamiedia de los ARNc en citoplasma. El ADNc
de pl fue subclonado por la Dra. Mariana del Vas en el pPGEMHE donado por la BraBelén
Elgoyhen.

Para la generacion del ADNc mutante (C364A), séizéean protocolo de mutagénesis sitio-
dirigida. Para ello, se disefiaron oligonucleétidelsadores (primers) especificos (forward y reyerse
gue incorporan la mutacion deseada en la secugad®N.

A continuacion se transcriben los primers utilizadon el sitio de que fue modificado:

Primer Forward:

5’-G CGG GAG AAG CTT CCG5CC ACC AGC GGATTA CC?’

Primer Reverse:

5’- GG TAATCC GCT GGT ®&C GGG AAG CTTCTCCCG &

Las reacciones de mutagénesis se realizaron otlizael kit QuickChange Il Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA),tiimente donado por la Dra. Viviana Dalamon.
Como ADN templado se utiliz6 ADN plasmidico contamdo el cDNA codificante para la subunidad
pl en el plasmido pGEMHE. El protocolo de amplificacion por PCR utilizando un ciclador MJ
Research PTC-200 fue el siguiente: 1° 95°C 30nskyg) 2° 95°C 50 segundos; 3° 55°C 1 min; 4°
68°C 5 min; 5° Ir al paso 2 16 veces; 6° 68°C 7 i 5°C. Los productos de las amplificaciones
fueron digeridos con la enzima de restriccion Dpsta enzima corta especificamente ADNs etilados,
de esta forma, se digieren las cadenas parenwbeservando solamente las portadoras de la
mutacién. El producto de la digestiébn se utilizéraparansformar bacterias SoloPack Gold
Supercompetent Cells (Stratagene) donadas pordaH)goyhen. Se hicieron cultivos a partir de las
colonias obtenidas y se purific6 ADN plasmidicdizaindo el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purifications System (Promega, Madison, WI, USAyaRanfirmar la incorporacion de la mutacién
(y chequear la ausencia de errores de la polimerasa amplificacion) los ADNs plasmidicos fueron
secuenciados (Macrogen).

La obtencion de los ARNc mutantes y nativos de la subunidad pl se sintetizaron usando el kit de

transcripcion T7 mMessage mMachine (Promega). El ARtetizado se purific6 con columnas
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especificas para ARN (Rneasy MiniKit, Qiagen, VaiancCA) y se congeld a -70°C hasta el
momento de su utilizacién. Para chequear la irdadridel ARNc obtenido cada vez se hicieron
corridas en geles de agarosa 1% teflido con bromieretidio durante no mas de 30 min. La
determinacion de la cantidad de ARNc sintetizadoeaéz6 mediante la medicion de la absorbancia
de luz con longitud de onda de 240 nm en espetinofetro y por comparacion de las bandas en las

fotos obtenidas con el transiluminador.

(i) Obtencion de ovocitos de Xenopus e inyeccion de ARNCc.

Los ovocitos fueron obtenidos de ranas de afficanas de la especie Xenopus laevis
(Nasco, Modesto, CA). Las ranas se mantuvieeon un ambiente controlado (18-20°C) con
ciclo de 12hs./12hs. luz/oscuridad, en pecemas agua corriente filtrada y declorinada, Yase
alimentd una vez por semana con pellets de alimtesltonceado para rana toro (GANAVE S.A., Mar
del Plata, Buenos Aires).

Los ovocitos se aislaron quirdrgicamente. Para E®animales se anestesiaron afiadiendo 3-
aminobenzoato etil éster al 1% (Sigma Chemical Sib.l.ouis, MO) al agua de la pecera. A través de
una peguefia incisién en el abdomen (1cm. aproxektsajeron varios pedazos de ovario, con cientos
de ovocitos cada uno. Estos fragmentos se tratiucamte 4 horas con una solucién de colagenasa
tipo 1A (Worthington Biochem Corp. Lakewood, NJ, US£00U./ml.) disuelta en una solucion
salina sin Ca 2+ (NaCl 96 mM, KCI 2 mM, HEPES 5 mM, Mg@ mM; pH 7,4) para disgregar y
defoliculizar los ovocitos. El tratamiento enziinat se detuvo lavando repetidamente las a&glul
con 8 a 10 volumenes de solucidn salina si2€aPosteriormente se seleccionaron los ovocitos
maduros (estadios V y VI) por su mayor tamafioivelat estos fueron separados de a uno y librados
de restos de tejido con la ayuda de pinzas dedidsebajo lupa (12X). Aun a simple vista, se puede
advertir que estas células presentan un patréiigdeeptacion muy particular, como se muestra en la
Figura M - 1. Una mitad (“hemisferio”) es blanca o ligeramente amarillenta, y la otra, oscura.

La integridad en la separacion de los pigowrge utiliz6 como criterio de viabilidad d&s

ovocitos.

Figura M - 1. Ovocitos de Xenopus laeivs.

Finalmente, los ovocitos fueron mantenidos enwukin viales de vidrio a 18°C, en grupos de
20 a 40, en una solucion Barth’s con antibiétié g8V NaCl; 0,33 mM Ca(Ne¢),; 0,41 mM CaGl
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1,0 mM KCI; 0,82 mM MgS@ 2,4 mM NaHCQ; 10 mM HEPES; pH 7,4 ajustado con NaOH, y
gentamicina 1,0 mg/ml).

Al dia siguiente se inyecté el ARNc dentro @e lvocitos corun microinyector manual
(Drummond Scientific Company, Broomall, PA). El muimyector posee un émbolo sobre el cual se
montan jeringas de vidrio. Estas se prepararoncepilares (Drummond) estirados por calor con un
estirador de pipetas PB-7 (Narishige Co. Ltd., Tokyapan). Las jeringas se llenaron con aceite
mineral (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) y segaaon por su punta con la solucion del ARNc.
Este paso se llevd a cabo colocando una gota efgedior de 1,5 pl de la solucién sobre una trozo de
Parafilm, y con la ayuda de un micromanipulader introdujo la punta de la jeringa en la
gota, y se desplazé lentamente el émbolo dacigmicroinyector.

Una vez preparado el microinyector los owxise colocaron dentro de una camara de
inyeccion que constaba de un placa de petri ptagiec35 mm. de diametro y cuyo fondo posee una
membrana de polietileno con pocillos que limitamelvimiento de los ovocitos. La camara se llena
con solucion Barth’s y los ovocitos se disponen con el ecuador hadidaarlLa inyeccion se
realiz6 en el citoplasma celular posicionandb microinyector con micromanipuladores,
observando estas maniobras bajo la lupa (12 a.40&fa ovocito se inyectd con 50 nl. de solucion
de ARNCc de pl nativo o mutante (0,1-1 ng/nL) y luego se mantuvieron en la bexora a 18°C,
reemplazando la solucién Barth’s cada 24 hs. Laximos niveles de expresion de los receptores

homoméricos pl se logran aproximadamente en las 72 hs. después de la inyeccion.

(ii) Registro electrofisioldgico de las corrientes mediadas por GABAp1R por la

técnica de fijacion de voltaje con dos electrodos.

El dispositivo (set up) utilizado para registrarr@mtes ionicas mediadas por receptores
ionotropicos expresados en ovocitos consta de: lupa con aumentos de 15 a 100X para la
observacion de la célula y una camara de registeosg colocan sobre una mesa anti-vibratoria, un
sistema de perfusion de soluciones por gravedaplad® a una bomba de succion con trampa de
vacio, una fuente de luz con lampara hal6genarsg filptica, el conjunto de instrumentos de registro
electrofisiologico compuesto por amplificador, &ledos, filtro de sefial pasabajo y sistema de
adquisicion y digitalizacion de sefales; y finalteenna jaula de Faraday (construida para minimizar
el ruido eléctrico y optimizar la deteccion y adigidn de sefiales) dentro de la cual se coloca la
mesa, parte del sistema de perfusion y el extresria fibra Optica que ilumina la preparacion.

La técnica de fijacion de voltaje con dos electdn ovocitos de Xenopus permite evaluar la
corriente i6nica a través de los receptores exgossan toda la superficie del ovocito. La célda s
coloca en una camara de registro, hecha a partinalaca de acrilico en la que se tallé una etaal
(volumen: 100 ul) con un orificio para la entradsla perfusiéon para la aplicacién de solucionesren

extremo y una aguja de punta roma conectada ehsastle succion en el otro.
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Los microelectrodos de registro se construyeronceqilares de vidrio de borosilicato (World
Precision Instruments, New Haven, CT), estiradoset estirador de capilares de vidrio (puller) PB-
(Narishige), controlando el diametro de la puntieés de la medicion de la resistencia que opahen
paso de una corriente eléctrica (se inyecta med@ramplificador de registro una corriente de BO n
y se obtiene la diferencia de potencial que peroateular la resistencia asociada). La resistetheia
punta debe ser de 0,8 a 1,5 MQ). El interior de los electrodos se llena con una solucion de KC13 M y
ademas se les introduce un alambre de plata (Agpogrviamente se clorurd en lavandina comercial
(NaClO 55% aprox.) durante 10 min. De esta margralambre se constituye en un electrodo de
Ag/AgCl, que permite formar la cupla rédox con tdusion de KCI, habilitando la continuidad
eléctrica entre el amplificador y el microelectraboregistro.

Los dos electrodos de registro se montan sobrezakdse(preamplificadores) con ganancias
de 0,1y 1X, y éstos se conectaron a un amplificAstoclamp 2B (Axon Instruments, Union City,
CA, USA). Cada cabezal de registro esta asociadoraicromanipulador (Newport Co., Irvine, CA)
para el posicionamiento de los electrodos. El @tiwcse cierra con una conexion a tierra compuesta d
otros dos electrodos de Ag/AgCl sumergidos en knmaisolucion salina que los ovocitos, dentro de
unos pocillos conectados a la camara de registdiamie puentes de agar (1,5 %) preparados con KClI
3M. Los ovocitos se colocaron en el interior de dmnara, las puntas de los microelectrodos se
apoyaron sobre la célula y mediante una vibraci@eémica o eléctrica (generada con la funcion
“buzz” del amplificador) se logr6 acceder al interior celular.

Los ovocitos se perfundieron continuamente (7-1/2nim) con solucién Ringer’s de rana (115
mM NaCl; 2 mM KCI; 1,8 mM CaG|] 5 mM HEPES, pH 7). Los valores del potencial dembrana
(Vm) normalmente fueron de -20 a -60 mV, el registe la actividad de los receptores evocada por
neurotransmisor se realizO mediante la técnica i@eidn de voltaje, con el amplificador ya
mencionado, que permite la fijacion del potencalngembrana. El potencial de membrana al que se
fijaron los ovocitos (Mamp fue de-70 mV (con excepcion de los experimentos para ngndas
curvas corriente-voltaje, I-V). Este potencial det@a una fuerza electromotriz para el i6n @
alrededor de'55 mV (en los ovocitos, el potencial de equililppera elCl” (E¢)) es dex -25 mV).

Las sefiales se adquirieron con un conversor acakifigital de 12 bits (Labmaster TL-
DMA, Scientific solutions Inc, Solon, OH, USA) en aicomputadora (486 DX2) mediante el
programa pClamp 5.1 (Axon Instruments, Union CiGA, USA). Todos los experimentos se
realizaron a temperatura ambiente (20-23 °C). Higura M - 2. muestra un resumen de la

metodologia para el registro de la actividad de los GABApI1R.

(iii) Drogas y soluciones
Todas las drogas utilizadas fueron preparadas ases®n el momento previo a cada
experimento en solucion Ringer’s. Cuando la masasagia para realizar un experimento es inferior

fue menor a 1 mg y la droga es estable en solul@érsoluciones de trabajo se prepararon a partir d
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soluciones madres concentradas (0,1 M) en aguagetamos a -20°C. El pH fue siempre verificado y
de ser necesario fue ajustado a 7,0 utilizando Na®+| 1 M segun el caso. El DEA fue preparado
con una variacion del procedimiento anterior dade s estable a pH alcalino y comienza a
descomponerse a pH neutro, la solucion madre (10 fodpreparada en NaOH 0,01 M y conservada
en hielo por no mas de 2 horas. Las soluciones ARBAFueron preparadas en el momento de ser
utilizadas a partir de una solucion madre 10 mMchesnantenida en hielo durante el dia de

experimentos.

Transcripcion
in Vitro

C
ADNc ARNc Q\)Q

Microinyeccion de Fijacion de voltaje con 2
ovocitos con ARN¢ microelectrodos

Obtencion de ovocitos
de Xenopus laevis

Figura M - 2. Registro electrofisiolégico por la técnica de fijacdmvoltaje con dos electrodos.
Los ovocitos son extraidos quirdrgicamente de ranas Xerapuis y microinyectados con ARNc obtenido
por transcripcion in vitro del ADNc. 72 hs después se registiasocorrientes mediadas por los receptores
expresados mediante la técnica de fijacion de voltaj& cuitroelectrodos.
Todas las drogas y sales fueron provistas por Si@itggnma Chemical Co., St. Louis, MO),
excepto las siguientes: MTSEA provista por ToroRtesearch Chemicals (North York, Ontario,

Canada) y GSNO adquirida en Tocris Biosciencedtille, MO, USA).

(iv) Anadlisis de datos

Las curvas dosis respuesta (CDR) se obtuvieronalmamdo las amplitudes de las respuestas
obtenidas en las diferentes concentraciones de GABA respuesta maxima al agonista en cada
ovocito y en cada tratamiento. Se graficaron ladiasey los errores estandar de las medias (S.E.M.)

de todos los ovocitos ensayados. Los datos expatidtes fueron ajustados a la ecuacioén logistica:
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I AnH
Imax (A" + CEZT

donde | es la amplitud de la corriente producida @&BA a una concentracion A; Imax es la
amplitud de la corriente maxima producida por uoacentracién saturante del agonista;s&&s la
concentracion de GABA que produce el 50% de lauesa maxima y nH es el coeficiente de Hill. El
cambio en la Ckg Yy en el nH se evalué mediante test de ANOVA.

La curva dosis- efecto para DEA se ajusté a la misma ecuaciorstiogi pero en este caso |
es el porcentaje de potenciacion obtenido a unaerwracion A del donante de NO; Imax es el
porcentaje maximo de potenciacion alcanzado a anaentracién saturante de DEA y CE50 es la
concentracion de DEA que produce un 50 % de lanp@eion maxima.

El protocolo de estimulacién para obtener las aide corriente en funcion del potencial (I-
V) consistié en una escalera de estimulacion de$s@dé a +40 mV con escalones de 10 mV, una
duracién de 2 segundos y partiendo de un potedeasostén de -70 mV. La correccion de las
corrientes de fuga se realizé mediante la sustraatigital del promedio de dos curvas I-Vs obtegida
mediante la aplicacion de rampas de voltaje reddizantes de la aplicacion de GABA y después que
el ovocito volviera a la linea de base, en la mispiacion del registro.

La evaluacion estadistica de los datos se realiediante el test t de Student a dos colas
comparando los grupos control y tratado por cadgalr Siempre que el protocolo de tratamiento
permitié evaluar la variable en el mismo ovocit@ @licontrol, se realizaron experimentos pareados y
se utilizo el test t para datos pareados a dos.cBlaando experimentalmente no fue posible paosar |
datos en el mismo ovocito con y sin tratamientagrapo tratado se compard con un grupo control
ensayado con los mismos lotes de ovocitos (mism@susas de obtencion) y se realizé un texs
pareado. En todos los casos se informa el erranéat de la media (SEM). En todos los casos los
valores de p < 0.05 fueron considerados signifioativ

El andlisis de las amplitudes de las corrientesstreglas se realiz6 usando el programa
Clampfit 10.1 (Axon Instruments, Union City, CA, B Los ajustes de las curvas y los analisis
estadisticos se realizaron usando el programa 8eapRrism 5.0 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA, EE.UU.).

B) Registro en células piramidales de hipocampo por patch-

clamp.

(i) Animales utilizados. Obtencion de rebanadas de hipocampo.
Se utilizaron ratones de la cepa exocriada BALB#c1® a 20 dias de edad. Todos los
animales fueron provistos por la colonia de la Balén Elgoyhen del bioterio del IByME. Los

ratones fueron anestesiados por inyeccién intitapeal de 100 pL de una solucibn PBS
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conteniendo ketamina 15 mg/mL y xilacina 1,5 mg/mlsacrificados por decapitacion en el
momento de la diseccién. Cada animal tuvotmato humanitario haciendo todo lo posible para
minimizar el stress y el dolor.

Una vez decapitado el ratn, se disecé rapidanetmerebro entero y se colocé en una placa
de Petri con la solucion de diseccion (BD) (en n@i 2,5; CaC} 0,5; MgC}h 7; NaHPO4.HO 2;
NaHCGQG; 25; glucosa 20; ascorbato de sodio 7; piruvatesatbo 3,0; colina 110; acido kinurénico
2,6), a 0°C (en equilibrio sélido-liquido) y equititllo con carb6geno (CO2 5% / O2 95%) que se
burbujea durante todo el procedimiento. Este bufdiferencia delutilizado para los registros tiene
meno r relacion Ca/Mg, la mayor parte del sodiceesnplazado por colina y contiene el bloqueante
glutamatérgico acido kinurénico. Estas caractedstiprevienen la muerte neuronal masiva por
hipoxia - exocitotoxicidad. El procedimiento seli@aen menos de 1 min desde el momento del
sacrificio para minimizar el dafio celular. A con@tion se realiz6 manualmente un corte coronal
anterior del cerebro para remover la zona del bolbaiorio y del cuarto posterior para remover el
cerebelo. Por ultimo se cortd el cerebro por ladimedia, separando los dos hemisferios que fueron
rebanados secuencialmente.

El hemicerebro se adhirié a la platina de inmersiéhvibratomo (Vibratome 1000 plus, St.
Louis, USA) pegandolo por la cara ventral corpegamento a base de cianocrilato (La Gotita Gel,
Poxipol). Inmediatamente se cubrié con BD a 0°Ceyrainicié el burbujeo de carbdgeno. Se
realizaron cortes horizontales de 400 um, desdelajfiermacién hipocampal es distinguible a ojo
desnudo.

Las rebanadas se transfirieron de un redpigue contenia ACSF normal (en mM: NaCl
125; KCI 2,5; NaHPO4.HO 2,3; NaHCQ 25; CaC} 2; MgCl 1,3; glucosa 10; ascorbato de sodio
1,3; piruvato de sodio 3,1) con burbujeo constdetearbdégeno en un bafio de agua termostatizado a
(32-35°C) y se incubaron en este recipiente panetios 90min Kigura M - 3.A.). Durante este
tiempo de recuperacion muchas de las células dafide forma irreversible mueren y no se ven
posteriormente en el microscopio facilitando Ianiifecacion de las neuronas saludables. Luego cada
rebanada se coloca en la camara de registro detosubpio (Axioscope FS, Carl Zeiss, Alemania)
donde quedan sumergidas en ACSF normal que ingoesgravedad desde un recipiente con burbujeo
constante de carbdégeno y recircula por medio debamaba peristaltica (Minipuls 3, Gilson inc.,
Middleton, USA) auna velocidad de 1-2 ml/min hasta el comienzo geéegmento. Para mantener la
rebanada fija, se coloco un “arpa” construida con una herradura de platino y 3 o dshile nylon
transversalesHjgura M - 3.B.y C).
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Gaseado con carthdgeno
Vaso precipitado 100 ml

Red de sosten
Marco actilico C v Pipeta de patch

Objetivo de mmersion
B 5 Hoiderpata la Pipeta de patch
Platina antivibratoria

)

“77* Hemadura de contencin

~——* Rebanada de cerebro
“———e Cubre objetos de vidrio

“T——e Camarita de registros

Figura M - 3. Diagrama del dispositivo de incubacién y la camaradistros.

A. Vaso de incubacion donde las rebanadas se mantuvierotediararcubacion a 37°C y hasta el momento
del registroB. Camara de registros montada en un microscopiotalireen objetivo de inmersion con

la rebanada, arpa y pipeta de patch monta@a®etalle de la rebanada sostenida con una herradura de
platino con hilos de nylon (arpa) y una pipeta de patcmabio y modificado de (Sakmann & Stuart, 1995).

El microscopio directo Axioscope FS, esta provid® un objetivo 10x y uno de 40x de
inmersién en agua, Optica de contraste de interdaealiferencial (DIC) y una camara de video con
deteccion en el espectro infrarrojo (Newvicom, Haratsu PhotonicsJapan). Este sistema de video-
microscopia infrarroja permite tener una buena alizacion de los somas neuronales y sus
prolongaciones cercanas, lo que facilita la idemstéion de las neuronas y las maniobras de

acercamiento necesarias para establecer los cegtggura M - 4.

A B

video camara controlador

sensiblea IR - gl e
lente 43x ?
i
g - :
prisma DIC rmaritor
ohjetivo 63x

pipeta de patch

rebanada

condensadar
prisma DIC

polanzador
filtro IR

_—_._7,!

Figura M - 4. Sistema de video-microscopia IR-DIC.

A. Esquema del sistema de video-microscopia infrarroja ¢tR) éptica de contraste de interferencia
diferencial (DIC).B. Neurona piramidal fotografiada con este sistema (torgadodificado de Sakmann &
Stuart, 1995).
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(ii) Adquisicion de datos en configuracion de célula entera.

Se realizaron registros intracelulares de neurpirasnidales de la regién CA1 del hipocampo,
mediante la técnica de patch-clamp somatico exosfiguracion de célula entera. Con esta técnica se
midieron los cambios de corriente a través de imelectrodo o pipeta de patch, en modo de fijacion
de voltaje (voltage-clamp). La técnica presenta serie de ventajas y desventajas respecto de los
registros con dos microelectrodos. Las dos prihefpaentajas son que al usar una sola pipeta se
pueden registrar células pequefas, y en formalestalm bajos niveles de ruido. La principal
desventaja es que induce errores de medicién delzida resistencia del electrodo, porque debe
censar y controlar las dos variables, corrienteliaje.

Ademas esta técnica facilita el registro de célalasebanadas de cerebro. Este abordaje es muy
adecuado para el tipo de experimentos a desarrddldo que es la aproximacion que mejor reproduce
el entorno fisiol6gico de los receptores y, al nostiempo permite controlas de forma precisa las
concentraciones de las sustancias de interés. Esteéma intermedio entre los limitados y fragiles
registros in vivo, y los realizados en célulasodiadas o en cultivo, que tienen que ser sometdas
tratamientos mucho mas drasticos. Las neurona®@mssu organizacion y parte de sus neuritas y
conexiones intercelulares.

La region CA1 del hipocampo fue localizada por atacteristica morfologia con el objetivo
10x. Luego se pasO al objetivo de mayor aumente gedecciond una célula piramidal con buen
estado en apariencia. Para aproximarse hasta lsenas dentro del tejido se utilizé la técnica de
blow and seal (soplar y sellar). Esta técnica ebasn atravesar el tejido directamente con lat@ipe
aplicando una presion positiva que evita que se wpbaja de a poco con un micromanipulador (MP
125, Sutter Instrument, Novato, USA) hasta alcalezaglula blancoRigura M - 5.A). Una vez que
la pipeta esta sobre la membrana celular se libgreesion positiva y se ejerce una suave suc@an c
una jeringa de 1 ml que provoca presion internatieg mientras se monitorea la formacion del sello
de alta resistencidigura M - 5.B y C). La presion negativa facilita la invaginacion detembrana
celular en la punta de la pipeta y la formacion del sello debe llegar a ser de al menos 1GQ. Una vez
establecido se aplican uno o mas pulsos de sucoibos para romper la membrana que quedé dentro
de la pipeta y pasar a la configuracion célulararge la cual se realizaron todos los registrigufa
M - 5. C y D). En esta configuracion la pipeta tiene contindidictrica y espacial con el interior de

la célula lo que permite que en pocos min la sétude la pipeta reemplace al citosol por difusion.
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Figura M - 5. Diagrama esquematico del establecimiento de los registros.

A. Esquema donde se muestra la pipeta atravesando el t@idima®s se aplica presion en su interi®rlLa
pipeta alcanza la neurona elegida para registrar, se liagoresion y se aplica una ligera succién hasta
obtener un sello de alta resisten@a.En la parte superior se muestra el registro en respaestgulso de
monitoro test de 10 mV, en la inferior los cambios de @resn la pipeta durante el ingreso a la rebanada, el
contacto con la célula y la formacion del sello. lexlila indica la succién corta y fuerte para acceder al
interior de la célula (breaik). D. Ampliacion de pulsos de monitoreo, cuando la pipeta esk glucion
(izquierda) y una vez que se accedié a la configuraciditecgntera (derecha). La amplitud del pulso indica
la resistencia y la forma la configuracién (Tomado yificado de Sakmann & Stuart, 1995).

Las pipetas de registro se obtuvieron a partirideos capilares de borosilicato de 1,65 mm
didmetro externo y 1,20 mm diametro interno (Carnit®56, Warner Instruments, Hamden, USA)
Los capilares se estiraron en un estirador degap@&utter P-30, Novato, USA) en el momento del
experimento. Las pipetas utilizadas tuvieron urséstencia medida en el ACSF detre 3 y 7 MQ.
Antes de establecer cada registro se llevd a dgyotencial de punta (offset). Una vez establetida
configuracion célula entera se estimé el valora$éstencia en serie (Rs) que tipicamente estuve ent
12 y 20MQ, y se cancel6 la capacitancia de la célula. La Rs no fue compengaeta, se verificd que
no se modificara a lo largo del experimento en mésun 20%. Todos los experimentos fueron
realizados a voltaje constante (-70 mV), la Rsrhwnitoreada durante los experimentos para que
afecte a los controles y tratamientos de igual fofpara ello se aplicé un pulso de 10 mV antes de
cada cambio de solucién. Los registros en los queafbié mas de un 20% respecto del valor inicial
no fueron incluidos en el analisis.

La sefial analdgica fue adquirida mediante un amoalibr Axopatch 200B (Axon
Instruments, Foster City, USA) a la maxima ganamuaible. Los datos se digitalizaron en linea
mediante un conversor A/D (Digidata 1200, Axon rmstents), al0 KHz. La sefal fue filtrada a 2
kHz con el filtro interno pasabajos del amplificadbambién se utilizé un filtro digital (eliminadde

ruidos Hum Bug, Quest Scientific, Vancouver, Canpgodra filtrar interferencias de 50Hz y sus
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armonicos. Los protocolos de adquisicion de datesoin controlados mediante el programa Clampex
8.0 (Axon Instruments).

Todos los experimentos se realizaron a temperamtaente (20-23°C). Durante la basqueda
de la célula a registrar, el proceso de obtencérséllo y la estabilizacion de la corriente dek]ese
perfundié la rebanada con solucién ACSF recircuwaypdburbujeada con carbdédgeno constantemente.
El fluo se mantuvo en 1 ml/min aproximadamente. khimuto antes del comienzo de cada
experimento, se apago la recirculacion y se coretdoperfusion a un descarte por gravedad, con un
flujo de 2-3 ml/min, estable durante todos los caslge solucién de perfusion necesarios para la

aplicacion de las drogas en cada experimento.

(iii) Registro de las respuestas evocadas por puffs de GABA.

Para la obtencién de respuestas evocadas por (goffdidos) de GABA se utilizé6 una
picobomba (Pneumatic Picopump PV 820, WPI, Sara&t4) con inyeccion de nitrégeno. Una vez
obtenido un registro estable en una célula CAbage una pipeta de puff. Estas fueron estiradad en
mismo equipo Sutter BO que las de patch clamp, utilizando vidrios deobiticato de 1,5 mm de
didmetro externo y 1,12 mm de diametro interno (VBakasota, USA). Las pipetas se llenaron con
solucién de GABA 30 pM en ACSF. La pipeta se lagala una distancia equivalente a uno dos
diametros del soma celular 86-150 um) de forma aproximada y se ajust6 la pre@aire 4 y 10
psi) y el tiempo de soplido (50100 mesg), con el fin de obtener respuestas rapitdds y estables
de entre 300 y 1000 pA, que retornen de forma iteeec la linea de base original. Con el software
de adquisicién, se programé la aplicacion de usgude -80 mV durante 1 segundo, seguido del
disparo de un puff de GABA y otro 30 segundos déspcompletando ciclos de 1 minuto en total.
Por lo tanto se aplicé 1 puff cada 30 segundosa ez obtenidos dos ciclos con respuestas
consistentes (CV <15%), se comenzo6 la adquisicibmeggstro, monitoreando a través de la camara
de video que no haya movimientos en la posiciélagpeta de aplicacion, producto de los cambios
en la perfusion de soluciones. Al finalizar cadgigeo se verificd que el potencial de juntura de |

pipeta de patch no se haya modificado en mas d¢.3 m

(iv) Registro de la corriente ténica.

La adquisicion de la corriente GABAérgica ton{ta.ics) fue realizada registrando las células
con el voltaje fijado en -70 mV en modo gap freealyez que la solucién intracelular difidén la
célula y se estabilizé la corriente de sostenimienholding (l) por un minimo de 2 min, se inici6 la
adquisicion de la misma. El protocolo consistidemin de registro con perfusion de ACSF, seguido
de 5 min con la droga a ensayar y por Ulti&min de solucién de BIM 100 uM para bloquear por
completo la corriente tonica GABAérgica y obtener el “cero” o Iy Sin corriente ténica. En todos los

casos se verifico que el cambio de solucion noyxeal un cambio en la velocidad de perfusion que
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pudiera impactar sobre la linea de base del registrs registros en los que se observo una deriva e

la linea de base independiente del tratamientali@sto fueron descartados del andlisis.

(v) Solucionesy drogas.

Durante todos los experimentos, diseccion, carentenimiento y registro, las rebanadas de
tejido se mantuvieron en soluciébn (ACSF o SD) satas en gas carbogeno. El gaseado con
carbogeno asegura la oxigenacion del tejido y rematiel pH a 7,4. La solucion ACSF fue preparada
semanalmente y su osmolaridad de 290 a 300 mOstrolemta cada vez que se prepara. La SD fue
preparada diariamente a partir de una solucion siasécido kinurénico, colina y ascorbato. Durante
los registros electrofisiologicos el ACSF normang adicionados CNQX 20 puM para bloquear la
actividad sinaptica de receptores de glutamato Ailgi? A/Kainato. Para el registro de las corrientes
ténicas se adicioné GABA 5 uM con el fin de obtemaryor amplitud de corriente (Glykys & Mody,
2007b).

La solucién de pipeta (o intracelular) tiene laug@gte composicion en mM: HEPES 10; CsCl
140; NaCl 5; MgCG] 2; EGTA 0,1; ATP-Tris 4; GTP-Tris 0,3; fosfocrewitris 10. El pH fue ajustado
a 7,3 con HCl y CsOH, la osmolaridad fue de 285+2@%m controlada cada vez que se prepar6. Esta
solucién se guardé alicuotada a -70°C.

Las drogas y soluciones utilizadas para los exmarios (DEA, BIM, GABA, L-NAME)
fueron preparadas frescas en el momento de seadtis en ACSF. Todas las drogas y sales fueron

provistas por Sigma (Sigma Chemical Co., St. LdUi®).

(vi) Andalisis de datos.

Los datos se analizaron luego del exparim con los programas Clampfit 8.0
(Axon Instruments) y GraphPad Prism 5 (GraphBadtware Inc., San Diego, USA). Los grupos
control y tratados fueron comparados mediante stltt@ dos colas de datos pareados salvo en los
experimentos que se indica otro analisis estadistlms resultados se presentan como el valor
promedio £ SEM. En todos los casos los valores d® 95 fueron considerados significativos.

La amplitud de logpuffs fue obtenida con un protocolo automatizado del ramm@ Clampfit.
Para el analisis de la evolucidon temporal dedals de GABA, los puntos de la curva control y
tratado fueron comparados con un ANOVA de dos (tiespo y tratamiento) con un test posterior de
Bonferroni. Para el andlisis de las corrientes agtas por puffs de GABA pre y post tratamiento se
promediaron los 3 Ultimgsuffs estables obtenidos en cada condicion.

Para la obtencién de Ia ken cada condicién (pre tratamiento, post tratatnigrcon BIM), se
realiz6 un histograma de todos los puntos en w@niato de 30 segundos estable en el Ultimo minuto
de cada condicion. A estos histogramas se lesGajus funcion gaussiana de la que se obtuvo el
valor medio y el desvio estandar. Cuando las c®lpieesentaron gran cantidad de actividad

espontanea, el histograma presentd un corrimientdaecola izquierda, debido a los puntos
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correspondientes a los sIPSC. Estos puntos fuescadados en el ajuste de la funcidon gaussiana (ve
Figura 3. 3). La corriente tonica control se obtuvo de la difeia entre la en ACSF (pre
tratamiento) menos lg luego de la aplicacién de BIM. De igual maneralseivo la corriente tonica

para cada tratamiento.
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Capitulo 1. Modulacién de receptores

recombinantes GABAp1 por NO.

A) Estudio del efecto de donantes de NO sobre los receptores

p1 de GABA expresados en ovocitos de Xenopus laevis.

Nuestro primer objetivo fue determinar si el NOcapaz de modular los receptores de
GABApl. Para ello los GABAp1Rs se expresaron en ovocitos de Xenopus laevis ¥ilss ua
técnica electrofisiolégica de fijacion de voltajencdos microelectrodos para registrar las
respuestas evocadas por GABA. Como fue detalladda eintroduccion, existen multiples
razones metodolégicas para utilizar donantes deehN@igar del compuesto gaseoso generado
in situ. Exploramos los efectos utilizando tres paestos distintos pertenecientes a dos familias
de donantes: el DEA que forma parte de los NONOgatos S-Nitrosotioles SNOC y GSNO.
Las concentraciones de los donantes fueron elegldaacuerdo a reportes publicados de
experimentos similares.

Con la concentracion de Giresente en el Ringer’s de registro el GABA preduica
corriente entrante (sale "‘Glel interior del ovocito). El efecto de los doremfue examinado
sdore respuestas evocadas por 0,3 UM GABA que comdspaproximadamente a@is de la
CDR control. En estas condiciones se obtienen Umbiente corrientes con amplitudes
mayores a los 50 nA, que no presentan desensiidizg estables por periodos prolongados de

tiempo (ej.: 30 mip

(i) DEA

El DEA es un donante de NO de vida media corta rffié a 22°C) ampliamente
utilizado para evaluar efectos agudos (ej. Li et 2003; Lipton et al., 2002; Steinert et al.,
2008; Vidwans et al., 1999; Yang et al., 2007).

Para asegurar que la concentracion efectiva de NOcada experimento sea
comparable, la droga fue disuelta en NaOH 0,01Mlyid#i en Ringer’s (pH final 7,3) en el
momento de su aplicacion, de forma que el tiemplibéeacion de NO sea similar (entre 2y 3
min). En laFigura 1. 1 se observa que la aplicacion de DEA 100 pM padelaccorriente
evocada por GABA 0,3 uM.

Enlos mismos lotes de ovocitos se probaron dos gotiie de aplicacién de las drogas:

aplicaciones on top, que consisten en aplicardgalsobre el pico de la respuesta evocada por
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el agonistaKig.1.1.A); y la aplicacion del agonista solo primero sdguie la coaplicacion de
la droga junto al agonistaFig.1.1.B). No se observaron diferencias significativas l@n
magnitud de la potenciacion producida por DEA 100 (p = 0,67), por lo que en los
experimentos siguientes se utilizd el protocolaama menos que se aclare lo contrario. En la
Figura 1.1.C. pueden observarse la media, SEM y dispersion ioloeen este experimento. La
potenciacion fue del 45,4 £5,8; (n=21; p < 0,001).

A B C 150 -
_— —— DEA
R _ c .
GABA S 1004 H
o
=2 ]
©
= [
R
<C &
< (1]
9|_ apde
1 min 0 .

Figura 1. 1 Potenciacion de las respuestas de GABApIR por DEA.

A. Trazo representativo de la potenciacion producida por DEALLDEI ser aplicado on top d
la respuesta de GABA 0,3 uNB. Trazo representativo de la potenciacién producida por [
100 uM al ser coaplicado junto con GABA 0,3 p® Gréfico de dispersion del efecto del DE
sobre las respuestas evocadas por GABA en los dos protatiittesdos (n=21). Los registros
presentados en esta figura y subsiguientes del capitul skeyobtuvieron por fijacion de voltaj
con dos electrodos a -70 mV y los ejes representangéitadnde la corriente (eje y) y el tiemp
(eje x).

(ii) SNOC

El segundo donante de NO testeado fue el SNOC wgusifitetizado fresco cada dia a
partir de nitrito de sodio y L-cisteina en medi@ac A diferencia de lo ocurrido con DEA, la
aplicacion de SNOC 100 uM produjo efectos varialdascada ovocito, desde una clara
potenciacion (61,6%), hasta la inhibicion parcial ld respuesta (-30,3%ffigura 1. 2). La
media de la potenciacion de la respuesta evocadaABA 0,3 uM fue de 13,8 + 12,2 % (n=7)

y no fue estadisticamente significatiye<0,3).
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80
60 o
c
?8 40 Figura 1. 2 Potenciacién de las respuestas de
.g o© GABApIR por SNOC.
S 59 -3 Diagrama de dispersion del efecto de la
g coaplicacién de GABA 0,3 uM y SNOC 100 uM
o sobre las respuestas control evocadas por GABA
© 0 ----ﬁoﬁ ----- (n=7). La potenciacién no fue estadisticamente
o significativa.
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La variabilidad en los resultados de los experimentilizando SNOC como donante
de NO podria ser atribuida a que esta sustancidibeoe Unicamente la molécula que
efectivamente sea la responsable de la potencideidosGABApIRs (ya sea NO-, NQetc.),
sino que libere una mezcla heterogénea de radiiales reactantes con efectos diferentes. Por
ejemplo, es posible que en las condiciones endasfugron realizados los experimentos parte
de los GABApIRs sean oxidados por uno de los productos de dessicign del SNOC, lo
gue redundaria en la inhibicién de las corrientex@&das por GABA (Calero & Calvo, 2008);
mientras que otra poblacién de receptores sufrannuodificacion similar a la producida por
DEA, posiblemente la S-Nitrosilacion de una cisteiba relacién de estas modificaciones
podria variar por condiciones no comédes durante los experimentos o por la presencia de
impurezas o subproductos de la reaccion de simtesBNOC.

Si bien el SNOC sintetizado en el momento de sigapbdn fue utilizado en numerosos
estudios (ej. Fagni et al., 1995; Lei et al.,, 1992; Wang et al0&), las condiciones de la
preparacion o la pureza de los reactivos de papidhp haber sido diferente. Ademas, estos
reportes no fueron realizados sobre receptores dantilia cys-loop, que pueden tener una
sensibilidad diferente frente a los productos &sgpor ejemplo la cistina)

La exploracion de estas posibilidades requeririardalizacion de numerosos
experimentos farmacologicos que escapan a losiviigede esta tesis, por lo tanto decidimos
continuar nuestro estudio utilizando otra donamteN@® de la familia de las S-Nitrosocisteinas

pero disponible comercialmente, el GSN

(iii) GSNO

El GSNO es un donante de NO de eleccion por surtapaa fisiol6gica como buffer y
donante de NO enddgeno (Hess et al., 2005). Epamcde cruzar la membrana plasmética y
puede dar tanto reacciones de transnitrosilaciGmocdiberar NO por ruptura homolitica
(Gaston et al., 2003; Hess et al., 2005).
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La aplicacion de GSNO 1 mM potencio las respuestas de GABApIR al ser coaplicado
con GABA 0,3 uM Figura 1. 3A.). La media obtenida fue de 75,1 + 24,9 % de pddeidn
sobre la respuesta control (n = 7; p < 0,633ra 1. 3.B).

B
A 200 =
GSNO ] v
GABA 150
s
S Vv
@ 1
E 100 = ——
5 4
]
D_ -
2 .
B 50.- ——
c -
o .
© | _ _ Y
1 min 0

Figura 1. 3. Potenciacion de las respuestas de GABAp1R por GSNO.

A. Trazo representativo de la potenciacion observada plicaaGSNO 1mM y GABA 0,3
UM. B. Diagrama de dispersion de la potenciacion de la respde<EABA por GSNO 1
mM (n=7; p < 0,03).

Si bien los resultados obtenidos con GSNO muestnanmayor consistencia que los
experimentos con SNOC (todos los experimentos wligratenciacion de la respuesta), la
dispersion es notablemente mayor que la obtenid®&A (p < 0,01; test F). Como se discutio
para el caso del SNOC, es posible que estas moléculas modifiquen a los GABApIRS por mas de
un mecanismo con resultados divergentes. Tambigrogble que parte de la variabilidad de
los S-Nitrosotioles se deba a una diferencia emetanismo de accién del donante (ej.
transnitrosilacion) frente al cual nuestro recepimdria presentar una menor reactividad, o que
esta reactividad sea dependiente del estado deadddid de partida de las cisteinas de
GABApIR.

Sin embargo, es importante destacar que dos dend@teaturaleza quimica distinta,
posiblemente a través de mecanismos o intermesliate® reaccion distintos, produjeron
resultados equivalentes: la potenciacion deda®83AplRs. Ademas la potenciacion obtenida
con GSNO tiene la relevancia de ser lograda condonante de NO enddgeno, que
posiblemente esté presente en el entorno fisiaddgiclos receptores.

De los tres donantes probados el DEA es el queemiceda mayor reproducibilidad.
Ademads, cuenta con la ventaja de tener menor apstoel GSNO, por lo que decidimos

continuar con la caracterizacion de los efectosminados utilizando este donante de NO.
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B) Caracterizacion de la potenciacion de GABAp1R por DEA.

(i) Reversibilidad de la potenciacion por DEA.

La potenciacion de los GABApIR por DEA es rapida y totalmente reversibld={gura 1.
4.A)). Lareversion de la potenciacion comienza de fammeediata una vez que la solucién con
DEA que bafa al ovocito en la cAmara de registneesplazada por Ringer’s libre de droga.
AUn mas, una segunda aplicacién de DEA producepatenciacion equivalentd-igura 1.
4B.), este resultado indica que el receptor reviarta condicion inicial. Mas alla de la
naturaleza quimica de la modificacion producidaresdbs GABAp1Rs por el NO (que seréa
discutida mas adelante), la reversibilidad y ladep de los efectos sugiere que el sitio de

accion es extracelular.

A.

_— DEA
GABA
=)
2

1 min

B.
DEA
_ ———— GABA

Yu 0oL

2 min

Figura 1. 4. La potenciacion de GABAp1R mediada por DEA es rapida y reversible.

A. Trazo representativo de la aplicacion de DEA (100 uM) on tda @sspuesta de GABA dond
puede observarse la rapidez de la potenciacion y la revéusigm del lavado del donante de Nt
B. Dos aplicaciones sucesivas de DEA (100 uM) producen unacptiém equivalente. El
tiempo entre aplicaciones fue de 5 minutos. En todos smsae aplico GABA 0,3 pM.

(ii) Curva dosis-respuesta (CDR).

El primer paso en la caracterizacion del efectoemmador del DEA sobre los
GABApIRs fue la construccion de una CDR. El protocolo pgareonstruccion de la curva fue
la aplicacibn de concentraciones de GABA solo opeesencia de DEA 100 uM. Las
concentraciones crecientes de GABA fueron aplicadmsiencialmente una vez estabilizada

una respuesta (estado estacionario), sin lavadoowstito con Ringer’'s, aprovechando la
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ventaja que nuestro receptor no presenta una desieasion importante, especialmente a baja
concentracion de agonista.

La CDR en presencia de DEA mostr6 un desplazamibama la izquierda que
signific6 un cambio significativo en la Gfsin modificar considerablemente el n de Hill (gE
casa = 0,74 £ 0,02 mM, nH =2,9 +0,1; GFEsapa+pea= 0,67 £ 0,03, nH=29+0,2,n=6 -
14; p < 0,005)Kigura 1. 5). El corrimiento hacia la izquierda indica quaradificacion que
produce el NO sobre los GABApI1R se traduce en un aumento en la afinidad aparente al GABA.

La respuesta maxima (GABA 30 uM) mostré una ligezeosignificativa potenciaciomnp(<
0,05).

125 -
100 -

75 -

50 -

IgABA normalizada

25 4

e Control
® + DEA

1;) b 1.0 S
[GABA] (M)

Figura 1. 5. Curva dosis-respuesta para GABA en presencia y auseridiaAle
La CE; para GABA disminuy6 significativamente en presencia de DEAUM (CEg gasa =
0,74 + 0,02 mM; CEO GABA + DEA — 0,67+0,3;:n=6-14; p< 0,005)

(iii) Curva dosis - efecto.

Con el fin de determinar el rango efectivo de catreeiones de DEA capaces de
potenciar los GABApIR, realizamos una coaplicacion de GABA 0,3 uM y concentraciones
crecientes de DEA (n = B0 para cada concentracion). La curva dosis-efedualtente fue
ajustada a una ecuacidon sigmoidea (ver Métodé®gjufa 1. 6). Aunque la maxima
concentracion utilizada (1 mM) no saturd la cungubante, el ajuste obtenido permite estimar
la CE5 en 400 uM. Decidimos no utilizar concentraciones miéas de DEA por el elevado
costo de la droga, la dificultad para controlapldl de las soluciones concentradas y su poca
relevancia a nivel fisioldgico. La potenciacién fuestadisticamente significativa para
concentraciones de DEA de 1 uM en adelante (

Tabla 1. 1).

Esta concentracion se corresponde con niveles dedBlOorden de decenas de

nanomolar (Kim et al., 1999; Wang et al., 2007ba gran sensibilidad de los receptores hacia
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el NO nos permite especular con la posibilidad dee @n condiciones fisiolégicas la

potenciacion sea de GABApIR por NO sea factible.

80 1

(9]
o

Figura 1. 6. Curva dosis-efecto par.
el DEA.

Porcentaje de potenciacién de |
respuestas de GABApIR evocada por
GABA 0,3 uM producto de coaplica
concentraciones crecientes de DE
Los puntos fueron ajustados a ul
ecuacion sigmoidea (Eg- 400 uM)

% Potenciacion
I
[an]

[a]
o

101 108 10% 104 1072
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(iv) Dependencia de la potenciacion con el nivel de GABA.

Otros moduladores estudiados en GABApIR presentaron un mayor efecto porcentual a
niveles bajos de agonista ([GABA] < ¢Je(Calero & Calvo, 2008). De la misma manera, la
potenciacion relativae los GABApIRs por NO disminuye a medida que la concentracion de
GABA aumentaligura 1.7). La

Tabla 1. 2 resume el porcentaje de potenciacion obtenidasacbncentraciones de
GABA probadasLa potenciacion por DEA 100 uM fue significativarpdodo el rango de

concentraciones de GABA.

[DEA] (uM) % Potenciacion n
0,0001 1,9ns 6
0,001 5,9ns 5

1 231* 7
100 45,9 ** 10
1000 63,2 * 7

Tabla 1. 1 Porcentaje de potenciacion de las respuestas evocadas @A GARuM para
concentraciones crecientes de DEA < 0,05; ** p < 0,01; ns no significativo; test t no pareado.

(v) Curva corriente - voltaje (I1-V).
Se realizaron curvas corriente/oltaje para GABA (0,3 uM) en presencia y ausedeia
DEA. Como se detall6 en la seccion metodologicaclasas se construyeron con escaleras de

voltaje de 120 a +40 mV, con 10 mV de salto por escalon. La potenciacion de los GABApIRS
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por DEA se evidencia en las curvas |-V en el sigaifvo cambio en la pendiente de las rectas
resultantes. El potencial de reversion (correspandicon el potencial de equilibrio del)Cl
(Ecr), no fue modificado por el DEA 100 uM (-27,9 £ ®¥/; n = 6;p = 0,3) Figura 1. 8).
Tampoco se modificéd la linealidad de la relaci@gue indica que los efectos del DEA son

independientes del voltaje y no se deben a canaiides concentracion intracelular de.Cl

A. B.
N 0,3 UM GABA 80 ;
— 1,0
S 60 1
Q
©
=
2 40
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Figura 1. 7. El efecto potenciador del DEA sobre las respuestas a GdBAnayores a baja
concentraciones de agonista.

A. Trazo representativo de la aplicacion sucesiva dedreentraciones crecientes de GAE
(0,3; 1,0 y 10 uM) solo (trazo gris) o coaplicado con DEA 100(tdZo negro)B. Resumen
del experimento anterior para todas las concentracioneGARA evaluadas donde s
observa que el porcentaje de potenciacién decrece condantracion de GABA.

[GABA] (LM) % Potenciacion n
0,3 65,1** 13

0,4 38,8* 8

0,7 23,9* 9
1 16,9** 10

3 6,5* 8

10 9,4* 9
30 7,4* 10

Tabla 1. 2 Porcentaje de potenciacion producido por DEA 100 uM para coacemes crecientes
de GABA. * p < 0,05; ** p < 0,001; test t no pareado.

Este resultado es una indicacion sustancial delapiefectos observados se deben a
acciones del NO sobre los GABAplRs de forma directa. Como se detall6 en la seccién
introductoria, se describieron efectos del NO solma enorme cantidad de proteinas de
distintas familias, incluyendo receptores y tramiguores. En particular, los ovocitos expresan

un cotransportador ¥CI sensible a agentes rédox y a la via NO/GMPc (Adragral., 2004)
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Un cambio en la actividad de este transportadorripomnpactar sobre la concentracion
intracelular deCI, lo que produciria un cambio en la actividad de GABApIR al alterar el
driving force para el Cl Esta hipétesis fue descartada ya que no se roddifi potencial de

reversion en presencia de DEA

200 -
@ Control

m +DEA

= 200 4 nA

Figura 1. 8 Los efectos del DEA son independientes del voltaje somodebidos a cambios €
la concentracion intracelular de’Cl

Curva corriente- voltaje representativa para GABA 0,3 pM en presencia (+)DE&usencia
(control) de DEA 100 puM. EI DEA no modificé el potencialréeersion del GABA (n =p =
0,3).

C) La liberacion de NO es necesaria para la potenciacion de

GABAp1R por DEA.

(i) Control de subproductos de la liberacion de NO.

Dado que se utilizé una molécula que libera NO ugral de aplicar el NO gaseoso
directamente, podria especularse que los efeceen@mos, o parte de ellos, son debidos a la
accion de los subproductos quimicos de la descaoiposiel donante de NO. Por lo tanto es
necesario realizar controles de estos subprodacttes de afirmar que los efectos reportados
corresponden a acciones ejercidas efectivamentel D (Lei et al., 1992).

Como se informé anteriormente, el DEA se hidrofizaia liberar NO en pocas horas.
Los subproductos de la hidrélisis no son volatilesy lo que es posible dejar decaer una
solucion de DEA y luego probar si se reproducerefestos observados con el reactivo fresco,
o produce algun otro efectobre los GABApIRs. Para esto se preparé una solucion de DEA
100 uM en Ringer's a pH 7 y se mantuvo 24 hs. adestyra ambiente para garantizar la
completa deplecion del NO. Esta solucién contiensubproducto de la molécula de DEA
luego de la pérdida del grupo NO- y seguramente daltO en forma de nitrito, el producto

final de la inactivacion del NO en presencia deégero ambiental (Hughes, 2008). La solucién
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de DEA expirado no produjo ningun efecto sobre las respuestas GABApl (n = 4; p = 0,7; test t
pareado) Kigura 1. 9). Este control sirve adicionalmente para desctatposibilidad de que el
DEA produzca artefactos en el sistema de expresado.

A B
650 = n.s.
1
600
o
GABA 0,3 uM 550 o
— GABA1uM 500 -
125 -
—— — DEAexp %‘
< 100 4
m
<
O 754 : :.
L
S —
N 50 =
1 min
25 -
0 T L)
Control + DEA exp

Figura 1. 9. La solucion de DEA agotada de NO es inactiva sobre los GABApIRs.

A. Trazo representativo de las aplicaciones on top de Dipitagio (DEA exp) sobre respuest:
evocadas por GABA 0,3 y 1 pNB. ElI DEA depletado no produce efectos significativos en
respuestas evocadas por GABAH); n=4; ns; test t pareado. EI DEA expirado fu preparadc
Ringer’s y mantenido a pH = 7 por 24 hs.

A continuacion realizamos un control con el finvéeificar que el nitrito, producto final
de la oxidacion del NO, no fuera responsable de la potenciacion de los GABApIRs, ni que
produjese artefactos que aporten a la variabildatbs resultados. Con este fin, aplicamos una
solucién de NaN@1mM on topde las respuestas evocadas por GABA 0,3 uM. Eb MO
produjo efectos sobre la amplitud de las corrieftes 5;p = 0,9; testt pareado). Con estos
resultados tenemos la seguridad de que los efebsevados por DEA no son el resultado de

subproductos de descomposicion que pudieran peomaer la solucién aplicada.
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(ii) La potenciacion por DEA es bloqueada por la aplicacion de un

scavenger de NO.

Existe también la posibilidad de que la moléculdD&#A sin descomponer potencie al
receptor. Es decir, que los resultados fueran @ficatb del donante utilizado. Si bien resultaria
muy poco esperable, dado que otros donantes fumpaces de producir efectos similares,
pensamos aconsejable realizar un experimento g@ntlel que responda la siguiente pregunta
¢Es el NO liberado en la solucion de DEA el ggece la potenciacion de los GABAp1Rs?

El CPTIO (2{4-carboxifenyl)-4,5-dihidro-4,4,5,5-tetrameliH-imidazol- lyl-1-oxi-3-
Oxido) es un scavenger especifico de NO que raazciapidamente para oxidar el NO,
compitiendo con el oxigeno (Keszler et al.,, 201M)ando coaplicamos el scavenger (CPTIO
500 uM) junto con el donante de NO (DEA 100 uM), vdmma notable reduccién de la
potenciacion de las respuestas en los GABAp1Rs (% Pot. pea = 62,8 £ 12,6 %; % PObgea + cprTi0
= 10,0 + 1,4 %; n = 5p < 0,05; test t). El bloqueo de la potenciacion p&ADdesaparece
rapidamente al lavar el CPTI®igura 1. 11. A). Sin embargo, el CPTIO a la concentracion
utilizada no fue capaz de bloguear totalmente tammiacion por DEA, y el 10 % remanente es
significativamente distinto de cer@ & 0,005) Figura 1. 11.B). Este efecto residual puede
deberse a que la concentracién no fue suficiente ggaapar el NO liberado lo suficientemente
rapido. EI mecanismo de oxidacién del NO por CPokDrre en dos etapas y consume dos
moléculas de CPTIO por molécula de NO. El NO imigente compite con el oxigeno para
oxidarse a N@, esta especie se ha postulado que reaccionanaamalécula adicional de NO-
para dar NO; quien seria capaz de modificar una cisteina padupir su S-Nitrosilacién de
acuerdo a uno de los mecanismo propuestos (Kesizédr, 2010). Por lo tanto, es posible que
aunque el CPTIO reaccione mas rapido que el oxigangna primera etapa, la concentracion

requerida para desplazar también esta segundadneaea mayor.
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Figura 1. 11 EI scavenger especifico de NO CPTIO bloquea la accion del Bibte los
GABApIRs.

A. Trazo representativo del bloqueo de la potenciacion dél B0 pM) por la aplicacion de
CPTIO (500 puM). Noétese que una vez removido el CPTIO de la pEnfusi respuesta evocac
por GABA (0,3 uM) sufre la potenciacion habitual de formaediata.B. Resumen del bloquec
de la potenciacién de las respuestas GABpor DEA en presencia de CPTIO €p0,05; n = 5;
test t).

Mas alld de esta discusién mecanistica, los resmdtaduestran con claridad que el
CPTIO previene casi totalmente los efectos del DiBAjue es una prueba concluyente que su
accion es ejercida por la liberacion de NO y noartefacto de otra especie que pueda estar
presente en solucién. Estos resultados no apartanriacion sobre lo que ocurre con el NO
una vez liberado, ni sobre el mecanismo o siti@c®dn por el que es capaz de modular los
GABApI1Rs, pero demuestran que, por lo menos para el DEA, el NO debe ser liberado para que

la modulacion tenga lugar.
D) Discusion general del Capitulo 1.

Como se indicoé en la introduccion (B)(ii)), existegportes de la modulacion de la
actividad de GABARs nativos y recombinantes por NO. Se describiestectos de
potenciacion (Castel & Vaudry, 2001; Fukami et &998; Hoffpauir et al.,, 2006;
Leidenheimer, 1996) y de inhibicién (Castel et 2000; Fukami et al., 1998; Wexler et al.,
1998). La variabilidad en los efectos depende detipobde receptor involucrado, el tipo
neuronal, el mecanismo de accién y la concentrad®nNO. Los efectos del NO sobre
receptores formados por subunidades p no habian sido estudiados previamente.

En este capitulodemostramos que el GABApIR homomérico se potencia
significativamente por NO liberadmor donantes de la familia de los S-Nitrosotioles yiake
NONOatos. La potenciacion fue rapida, reversibl@sisidependiente y fuertemente
dependiente de la concentracion de GABA. El NO pj@dn corrimiento a la izquierda la CDR

para el GABA y un incremento en la corriente maximstos efectos son compatibles con un
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cambio conformacional en el receptor que afectanian del GABA y la apertura del canal
(Chang & Weiss, 2002)

En células amacrinas de retina, se reporté queCepblencia las respuesta mediadas
por GABAsRs por dos mecanismos diferentes. Produce una ljgetenciacion de la actividad
de los receptores y modifica et;Ea través de un aumento de la concentracion eltree de
CI" (Hoffpauir et al., 2006). En nuestro sistema deresion verificamos que el NO no modifica
el Ec-, por lo que los efectos observados estarian mieslidirectamente por una modificacion
en la actividad del GABApIR.

También mostramos que los subproductos de la affitale DEA como donante de
NO no modifican la potenciacion de los GABAp1Rs, mientras que el scavenger de NO CPTIO,
la previno parcialmente. Estos resultados demuesjua los efectos observados son un efecto

genuino del NO.

Posible relevancia fisiologica de la modulacion de GABAp1R por NO

La curva dosis efecto realizada para el DERiggra 1. 6 mostr0 que una
concentracion de DEA de tan solo 1 uM es capaz dengar significativamente los
GABApIRs. Los trabajos en los que se usd6 DEA y se midi6 la concentracion efectiva de NO en
solucion, indican que 1 uM de DEA equivale a unaceatracion de NO en el orden de decenas
de nM (Kim et al., 1999; Wang et al., 2007b). Esta®res son, en muchos casos, del mismo
orden de magnitud (o incluso menores) a los redogpara modular otros receptores y canales
(Castel & Vaudry, 2001; Choi et al., 2001; Steinetrtal., 2008). Teniendo en cuenta que la
concentracion de NO en la retina fue estimada-e2,b UM (aunque este nivel no es constante
y depende de la capa de la retina y el nivel deidat) (Guthrie & Kang-Mieler, 2013), el
GABApIR tiene la sensibilidad suficiente por el NO para ser modulado por los niveles
presentes en la retina de forma fisiologica.

La sintesis de NO depende de la actividad. La efition con luz incrementa la
produccion de NO en la CPI (Eldred & Blute, 200&)nde los GABAp1Rs estan mayormente
expresados. Las células bipolares y amacrinas deetlaa expresan la maquinaria de
sefalizacion nitrérgica y producen NO.

La potenciacion del GABApIR fue mayor (en términos porcentuales) a bajas
concentraciones de GABA. Este hecho tiene una egpeportancia teniendo en cuenta que el
GABApIR tienen una alta afinidad por el GABA y participa en corrientes tonicas en Ireres
de las células bipolares de retina (Hull et alQ&0 por lo que resulta mas probable que la
potenciacién a baja concentracion de GABA coincioia el rango dinamico de la activaciéon de
los GABApI1Rs, y que sean efectivamente modulados por NO. Por lo tanto, la poblacion de

receptores modulados dependera de las concentadiocales de NO y de GABA. El efecto
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seria mas potente sobre los receptores extragioaptjue probablemente estén expuestos a
menores concentraciones de GABA.

Los GABApI1Rs se expresan en las células bipolares, donde son activados por el GABA
proveniente de la sinapsis reciproca amacrina-fip&u activacion inhibe la liberacién de
glutamato por parte de las células bipolares, @@k participan en un mecanismo de control
de la ganancia de la sinapsis bipolar-ganglionakgkiewicz et al., 2004). También median una
corriente tonica dependiente del nivel extraceluar GABA que es controlado por el
transportador GATL (Hull et al., 2006).

Por su parte, el NO enddbgeno disminuye la libéracie GABA aunque la
estimulacion de la NOS produce el efecto contrdMtaggesissi et al., 2009). Ademas,
Hoffpauir y col. (2009) reportaron que concentrae®de NO menores a 100 nM aumentan la
inhibicion de las células amécrinas, mientras quecentraciones de NO mayores (cientos de
nM a uM), despolarizan las células amécrinas (porbéamel potencial de reversion del
GABA), lo que produciria un aumento en la tasaidpatto con la consecuente mayor liberacion
de GABA e inhibicion de las células postsinaptisim®lares o ganglionares.

Estos reportes van en el mismo sentido de nuesisodtados. EI aumento del estimulo
excitatorio produciria un mayor produccion de N@ dgncrementaria la liberacion de GABA
desde las células amacrinas. Al mismo tiempo, el NO potenciaria los GABAp1Rs, inhibiendo
las células bipolares y disminuyendo la tasa derdition de glutamato. De esta forma el NO
podiia estar involucrado en el control de la gananeidinapsis bipolar-ganglionar.

Por otro lado, este aumento de la actividad decéhslas amacrinas, produciria un
incremento del nivel basal de GABA, aumentando la corriente tonica mediada por GABApIR
de la célula que posee el contacto reciproco camkcrina o de las células bipolares vecinas.
El NO producido podria funcionar en este sistenmaccan transmisor volumétrico que potencia
la corriente ténica en las células bipolares cidamtes a la estimulada (fuente del NO). Esta
hipotesis estaria favorecida en caso de coindidiceemento del nivel de GABA y de NO, que
actuarian sinérgicamente para activar la corrigdteca de células cercanas. Este efecto
impactaria especialmente en estas células porqueetlde GABA seria menor, y por lo tanto
los GABApI1Rs estarian en el rango dindmico de accidon 6ptimo para la modulacion por NO. Por
lo tanto, el NO podria actuar como una sefial voltiogécapaz de modular la ganancia de la
sinapsis bipolar-ganglionar, y al mismo tiemporsilar las sinapsis cercanas.

Vale la pena recost que los trabajos de Wang y col. (Nemargut & Wan@92@ang
et al.,, 2003, 2007a) mostraron que el NO endbgedace la tasa de disparo de las células
ganglionares actuando de forma mas marcada ermsdDN. El NO disminuye la amplitud de
los EPSCs de las células ganglionares. Esto prasheenayor sensibilidad para la adaptacién
al aumento de la intensidad luminica. Se propus® Iqa sitios blancos del NO para este

fendmeno estarian localizados en los fotorecep{dtemargut & Wang, 2009). Sin embargo, la
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potenciacion de los GABAp1Rs de las células bipolares por NO podria estar participando de
este efecto en la adaptacion visual.

Nuestros resultados, indican que la modulacion de GABAp1Rs por el NO cumpliria un
rol en la fisiologia de la retina. Sin embargoadspotesis deberd ser puesta a prueba realizando
experimentos en los receptores nativos. En prioggarlpara corroborar que la potenciaciéon es
reproducible en neuronas con las concentraciondéQienddgenas, y en segundo lugar para

evaluar cuales son los efectos sobre la transmigida informacion visual.
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Capitulo 2. Estudio del sitio de accion del NO
sobre los GABAp1R.

A) Modificacion quimica de los residuos de cisteina.

Como se desarrolld en la seccion A)(iv) de la imhiiecion, estudios previos del
laboratorio con el receptor GABApl mostraron que las cisteinas extracelulares del cysloop
participan en la modulacién por agentes rédox ceimdTT o el acido ascoérbico (Calero &
Calvo, 2008; Calero et al., 2011). Estos trabajasitparon la hipétesis que el cys-loop del
GABApIR se encuentra en un equilibrio entre estados de oxidacion, y que la pertudmadie
ese equilibrio por un agente reductor u oxidantalifiva la funcionalidad del receptor, por
ejemplo, cambia la afinidad por el GABA.

Como se ha referido en la introduccion (B)(i)),psstulan dos grandes vias de accion
para el NO: la via de la GC-GM#PKG (indirecta) y la via de la S-Nitrosilacion dsteinas
(directa). El efecto potenciador del NO sobre @BAplRs es observable de forma casi
inmediata una vez que la perfusion inunda el owagin la solucion portadora del N®igura
1. 4). Esta rapidez de los efectos parece poco congatin la difusion del NO al interior
celular, la activacion de la GC y la fosforilacidel receptor o de alguna proteina accesoria.
Tampoco seria esperable que los efectos se datmmkaos en la concentracidmtracelular de
CI (Figura 1. 8). Por lo que nuestra hipétesis de trabajo al pteseunto de la tesis era que el
NO potencia nuestro receptor a través de la medificn de las cisteinas del receptor.

En esta seccion pondremos a prueba esta hipotdgando reactivos que modifican
especificamente cisteinas, mediante alquilaciérdioicen de grupos funcionales al tiol. La
I6gica de los experimentos es que si las cistedat modificadas, quedaran bloqueadas para
su reaccion con el NO, independientemente del ®fegte puedan tener los reactivos

modificadores per se.

(i) MTSEA

El MTSEA ((2-aminoetil)-metanotiosulfonato) reacaooon tioles accesibles dejando
un grupo disulfuro mixto entre la cisteina proteical grupo 2-aminoetilo. Este reactivo
pertenece a la familia de los metanotiosulfonatestos sustancias han sido ampliamente

utilizadas para estudios de estructura-funcion rdéefnas expresadas en ovocitos de Xenopus
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mediante la técnica de SCAM (substituted-cysteireessibility method) introducida por Karlin

y Akabas en la década del 90 (Karlin & Akabas, 1988 método consiste en sustituir cada
aminoacido de la regién de interés por cisteingmesar los receptores mutantes en ovocitos de
Xenopus laevisintroducir grupos funcionales de distinta naturalgaimica por reaccion con la
cisteina agregada y observar el cambio de unaqutagidel receptor, como ser la afinidad por
un agonista, para identificar los residuos invados. La ventaja consiste en que se han
sintetizado una gran variedad de compuestos cgnuplb metanotiosulfonato, por lo que se
puede agregar todo tipo de grupos quimicos ateisesde interés (acidos, basicos, pequefios 0
voluminosos) (Xu & Akabas, 1993)

El MTSEA en particular, tiene la ventaja de ser unpg pequefio y relativamente
neutro por lo que no modificaria significativamelsteestructura tridimensional de la proteina.
Por esta razon, ha sido utilizado para determinal \NMDAR es S-Nitrosilado por NO,
mediante el bloqueo de las cisteinas del receptaivanéChoi et al., 2000). Para determinar el
sitio de accién del NO sobre nuestro receptor dacisl un abordaje similar. Este reactivo es
parcialmente permeable a la membrana plasmaticdopipue no puede descartarse que sean

modificadas también cisteinas intracelulares (Hoémgt al., 1996)
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Figura 2. 1 El bloqueo de las cisteinas de los GABAplIRs con MTSEA previene la

potenciacién por NO.
A. Trazo representativo donde se muestra la potencideida respuesta evocada por GAE
0,3 UM luego de la incubacién con MTSEA 2,5 mM durante 2°2@ ‘accion del MTSEA
previene la potenciacion por DEA 100 p®. Resumen grafico de los experimentos
incubacién con MTSEA, la potenciacién por DEA se bloqueéndeera significativa (n = 8-
10; p < 0,0001; test t no pareado).

Los ovocitos fueron incubados durar80’’ con MTSEA 2,5 mM. La respuesta

evocada por GABA 0,3 UM posterior a esta incubas®wio fuertemente potenciada (48-104
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% durante los primeros 5 minfigura 2. 1LA). Sin embargo, esta potenciacion fue muy
inestable y comenz0 a revertirse pasados32nin del lavado del MTSEA, siendo menor al 25
% a los 15 min.

Asumimos que la modificacion quimica que produc®IEBEA sobre las cisteinas del
receptor esta presente mientras dure este efectasenespuestas. Por lo tanto, realizamos
experimentos aplicando DEA 100 puM on top de laspuestas de GABA evocadas
inmediatamente luego del lavado del MTSEA. La potenciacion de los GABAp1Rs por DEA fue
casi completamente prevenida. El porcentaje de pi@teidn en los ovocitos probados paso del
38,7+41%al 46 +1,6 % (n = 8-19;< 0,0001; test no pareado)Higura 2. 1B.). Este
resultado sugiere que las cisteinas del receptén @s/olucradas en la modulacién por NO. No
obstante, seria posible aunque poco probable gpeténciacion observada con MTSEA se
deba a la introduccién de este grupo funcionaiqaar (2-aminoetil), y que esta potenciacion
ocluya la mediada por NO. Ademas, la inestabilidkd la modificacion quimica no es
usualmente reportada en este tipo de reacciormsque puede deberse a las caracteristicas de
la cisteina que esta siendo modificada, prefericm¥irmar estos resultados con un agente
alquilante de naturaleza quimica distinta en ludar otro reactivo de la familia de los

metanotiosulfonatos.

(ii) NEM

El N-etilmaleimida (NEM) es un agente alquilanteeversible que se une covalente y
selectivamente a tioles libres a pH = 7 (Means & Bgeh971; Susankova et al., 2006). Dada la
estabilidad y reproducibilidad de la reaccion, dENN fue extensamente utilizado para
caracterizar modulaciones por NO y otros agentsxmediadas por cisteinas de receptores de
neuronas en cultivo (Fagni et al., 1995; Hoyt et192; Kim et al., 1999; Lipton et al., 1993;
Tang & Aizenman, 1993), retina (Pan et al., 1995)egeptores expresados en sistemas
heterblogos (Calero et al.,, 2011; Chu et al., 20&®) particular, los trabajos de Pan y col.
(1995) y Calero y col. (2011) son estudios realizmaén receptores de GABA, y aportan
evidencias de que el cys-loop esta involucrado eembdulacion por agentes rédox (ver
Introduccidn, seccién A)(iv)).

Estas propiedades nos permitirian concluir sobpaftticipacion de las cisteinas en la
modulacion por NO de los GABAplRs. La desventaja de este reactivo, segun mostraron
estudios previos del laboratorio, es que resulticadpara los ovocitos, por lo que es mas
complicado ajustar las condiciones experimentades garantizar el bloqueo de las cisteinas sin
gue se desestabilice la corriente de leak debida muerte del ovocito. Por esta razon,
intentamos mantener la concentracién de NEM lo rajsgmsible con un tiempo de incubacién
relativamente corto. Realizamos los experimentos aucubaciones a concentraciones

crecientes de NEM y tiempo constante.
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Los resultados se ilustran erHigura 2. 2, la potenciacion producida por DEA 100 uM
de las respuestas a GABA (0,3 uM) fue prevenida tetarpente luego de la preincubacion con
NEM 300 uM (% Potonwo = 36,9 £ 5,0 %; % PQem 00 um = 0,2 £4,5%; n = 4; p < 0,01). Este
efecto bloqueante del NEM fue dependiente de lesdasizada (% Pofem eo um= 13,4 £1,5 %);
n=>5; p<0,05; % PQlem s0um = 37,6 £4,2 %; n = 4; n.s.; telstno pareado). El NH per se

no produjo un cambio significativo en la amplitugllds respuestas a GABA.
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Figura 2. 2 La potenciacion de los GABApIRs por NO es prevenida por el bloqueo de las
cisteinas con NEM.

El grafico de barras ilustra el porcentaje de potenciad®las respuestas evocadas por GA
0,3 uM, producto de la aplicacion de DEA 100 uM en condiciomtrah y luego de la
preincubacién con NEM (30, 60 y 300 uM) por 2°30”". La potermeafue significativamente
menor que el control para los ovocitos tratados conN@@ NEM (p < 0,05; n = 5) y 300 ph
de NEM (p < 0,01; n = 4), tesho pareado.

Los resultados de esta seccidn en conjunto, mueskasamente como la modulacion
por NO de los GABApIRs estd mediada de forma total por la interaccién con una o mas
cisteinas accesibles al solvente. De esta mamanfifrmamos también que la otra via efectora
de la transmision nitrérgica, la via de la GC-GMIB esta involucrada en el efecto potenciador
que describimos, al menos esto es asi en el sisteragpresion utilizado.

Por otra parte, el NEM al igual que el MTSEA es eapa cruzar la membrana
plasmética y modificar cisteinas intracelularessé®kova et al., 2006). Aln mas, a priori esta
parece la hipétesis mas plausible teniendo en awprd necesitamos una elevada concentracion
de NEM para bloquear totalmente el efecto del N@@nparacién con otros estudios en el
mismo receptor (Calero et al., 2011), y tambiérgl&l grado de inestabilidad mostrado por la
potenciacion con MTSEA, sugiriendo la remocion maluctores intracelulares (ej.: GSH).

En resumen, los experimentos de modificacién quindie cisteinas son concluyentes
en cuanto a la participacién de estos residuosl eneeanismo de accion del NO sobre el

receptor, pero no permiten identificar cual o cei@en las cisteinas involucradas, ni siquiera su
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localizacién intra o extracelular. Para definir amayor exactitud el sitio de accion del NO

abordaremos el estudio de receptores mutados.

B) Reemplazo de la cisteina intracelular (C364) del

GABAp1R por alanina.

Las subuniddes pl tienen solo tres cisteinas en su secuencia aminoacidica. Estas son:
las cisteinas 177 y 191, localizadas en el dom@étracelular N-terminal que forman el
caracteristico cys-loop de esta familia de recegtoy la cisteina 364 localizada en el linker
entre M3 y M4 (Zhang et al., 2001sta particularidad convierte al GABApIR en un modelo
ideal para el estudio de modulaciones en las gaeevienen modificaciones de las cisteinas. La
mutacion de una, o las dos cisteinas extracelulares del GABApIR no es posible, debido a que
estas mutaciones no producen receptores funciofalam et al., 1994; Sedelnikova et al.,
2005). Entonces, decidimos abordar la mutagénégisdirigida de la C364 intracelular, a la
gue reemplazamos por alanina, un aminoécido pequeteutro, para obtener los receptores

mutantes homoméricos GABAp1c3s4AR que inyectamos en los ovocitos.
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Figura 2. 3. Curva dosigespuesta para GABApIR mutado en la cisteina intracelular.

En la figura se muestra la CDR para el GABApIR nativo (gris) y el receptor mutado
GABAplcsesa (Negro). El receptor mutado presenta una afinidad por el AGARIn nH
mayores (n =4; p < 0,005).

Los GABAplc3s42RS expresados en ovocitos de Xenopus producenesisgual GABA
similares a los nativos, aunque presentan unadafinpor el GABA y un nH ligeramente
mayores para la misma concentracion de ARiyectada (Ck GABAplczesn = 0,46 £ 0,05
UM; CE;oGABApl,; = 0,61 = 0,07 uM; nH GABApI czeun= 3,6 = 0,4; nH GABApl,; = 2,7 *
0,4; n =4;p<0,005) Figura 2. 3).

La aplicacién de DEA 100 uM on top de las respgestacadas por GABA 0,3 UM en

los receptores mutados produjo una potenciacidlasieorrientes de iguales caracteristicas y
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magnitudque las observadas en el receptor nativo (% Pot GABApl,: = 37,6 = 3,9 %; % Pot
GABAplcaean= 46,1 +£9,2 %;p=0,21; n = 6; test no pareado)Rigura 2. 4).
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Figura 2. 4. La mutacion de la cisteina intracelular C364 no afecetenciacion por NO.

A. Trazo representativo de la potenciacién por DEA 100 plMaalo on top de la respuest
evocada por GABA 0,3 uM en los GABApIc3g44RS. B. El porcentaje de potenciacion producic
por DEA no fue significativamente distinto en los GABAp1Rs nativos y con la mutacion C364A
(p = 0,21; n = 6; tedt no pareado).

El hecho de que los receptores con la cisteinadelmlar mutada por un residuo
incapaz de interaccionar con el NO conserven lautacghn por el NO, permite descartar que
este residuo esté involucrado en los efectos. ®darito, la potenciacién solo podria estar
mediada por las cisteinas extracelulares. Resuftasible determinar si una o las dos cisteinas
son moadificadas simultdneamente. Aun mas, el recagstd formado por cinco subunidades,
cada una con dos cisteinas extracelulares, pagrial saso que no todos logsloops medien
la modulacién o que sean modificados secuenciabragmitcuerdo al estado previo del receptor
y la concentracién de NO para producir el cambiafmonacional responsable del efecto

potenciador de las respuestas al GABA.

C) Influencia de la presion parcial de oxigeno (p0:) sobre la

sensibilidad al NO de los GABAp1Rs.

Estudios realizados en el receptor de rianodina €Eal., 2000) y en el de NMDA
(Takahashi et al., 2007b) muestran que la modulada canales i6nicos por S-Nitrosilacién
puede ser sensible a la p@resente. Sin embargo, la naturaleza de esta awdnl es
notablemente distinta en ambos trabajos. Comodsediren la introduccion (B)(ij)d trabajo de
Takahashi y col. (2007b) estudia la forma diferahen que el receptor de NMDA es modulado
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por NO en condiciones de p@mbiental (150-160 mm Hg) y de bajaja® 5 mm Hg). En este
punto es necesario aclarar que la primera situafi@npresion de oxigeno atmosférica)
dificilmente exista en condiciones fisiologicas eéncerebro, aunque los autores la proponen
como comparable a una situacion de estrés oxidaguolo. La p@en el SNC es muy variable
con respecto al funcionamiento cardiovascular yraés, la irrigacion es distinta en cada region
cerebral, variando en promedio entre los 10 y bbsén Hg (Erecinska & Silver, 2001). Por lo
tanto, la segunda condicion (5 mm Hg) seria an&ognaa situacion de hipoxia para la mayor
parte del cerebro tal como sefialan Takahashi {26817b)

Recapitulando, se demostré que el NO inhibe lasetdtes mediadas por NMDAR a
través de la S-Nitrosilacion de la cisteina C399adsubunidad NR2A, mientras que el par de
cisteinas de la subunidad NR1 C744 - C798, tangnénS-Nitrosiladas siempre que el puente
disulfuro que forman entre ellas se encuentre iddycosa que ocurre en las condiciones de
hipoxia. De esta forma el par C744-C798 funcioneoi@o un sensor de oxigeno que aumenta
considerablemente la sensibilidad del NO cuanda mjpQ. Los autores proponen que el
mecanismo descripto funcionaria como un sistemaraleccion del dafio neuronal frente a la
hipoxia (Takahashi et al., 2007b).

Por otra parte, Eu y col. (2000) presentan un pdatgista muy distinto. Su trabajo en
el receptor de rianodina RyR1 muestra que la gidtrola dinamicamente 6 a 8 cisteinas (de 50
presentes en cada subunidad) que pueden estardagjdéormando puentes disulfuro o
reducidas como tioles libres de acuerdo a si |agxsPh en condiciones fisiol6gicas musculares
(= 10 mm Hg) o ambientales (150 — 160 mm Hg). Los autores encuentran que en com#iside
bajo oxigeno el NO activa el canal por S-Nitrosdacde una Unica cisteina de forma
cadnodulina dependiente. En cambio, en condiciones artdle&n de oxigeno, el mismo
oxigeno activa al receptor y la S-Nitrosilacionawurre. Los autores proponen que este Ultimo
efecto es un artefacto y que la modulacién por M@re en condiciones fisiolégicas, ademas
sugieren que, por extension, todos los estudiomadaulacion de canales por NO deberian
realizarse en condiciones de bajo oxigeno, patarayiie la elevada pQroduzca artefactos u
ocluya los efectos del NO por estar las cisteirédadas (Eu et al., 2000).

Por lo tanto, decidimos explorar si los resultadbtenidos con DEA se modifican al
disminuir la pQ. Para ello se burbujed durante dos horas la goliRinger’s de registro corpN
y se controlé la p@con un oximetro con electrodo de platino (YSI 8SJ Inc., Ohio, USA).
Luego de dos horas de burbujeo con nitrégeno laspéktabilizo en = 5 — 10 mm Hg. Con esta
solucién con bajo oxigeno se prepararon las salasiale GABA y DEA, sin interrumpir el
burbujeo de Mhasta que la solucién fue succionada para ermnirr @mara de registro.

La aplicacion de DEA 100 pM en condiciones de bajgeno no produjo un cambio
significativo en el porcentaje de potenciacion akerespuestas a GABA 0,3 pd#£ 0,67; n =

4; test t no pareadolrigura 2. 5). Este resultado sugiere que el cys-ldepreceptor pl no se
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ve afectado por la pOo, al menos, la cisteina involucrada en la modatapor NO no
modificaria su disponibilidad para su modificacguimica en las concentraciones probadas en

este experimento.
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Figura 2. 5 La modulacién por NO de los GABApIRs no se ve afectada por la disminucioén en la
pOy.

A. Trazo representativo de la potenciacién del donante deDE® (00 puM) en condiciones de bajo
oxigeno (las soluciones fueron burbujedeas cghddta que la pOse estabilizara en = 5 — 10 mm
Hg). B. Resumen de los experimentos de potenciacion de los GABApIRs en bajo oxigeno. No se
observaron diferencias significativas con la condidé oxigeno ambiental (n = 4; tésio pareado).

Por otro lado, el resultado también demostraria lguaodulacién observada no es
debida a un artefacto producto de las condicionpsranentales (oxigeno ambiental). Si bien
no podemos conocer cudl es la especie que efeantanmodifica el tiol del receptor, la
formacion de esa especie (por e}y podria ser puramente un artefacto de la oxidadain
NO debido a un nivel excesivamente alto de 8 este fuera el caso, esperariamos perder la
potenciacion por DEA. Por el contrario, si comoeeNMDAR existe un puente disulfuro que
funciona como un sensor de oxigeno que aumentanisibélidad por NO en condiciones de
hipoxia, hubiéramos esperado un aumento en el p@ajeede potenciacion al disminuir la pO
Por lo tanto, concluimos que la modulacién del pemepor NO podria ocurrir en condiciones
fisiol6gicas o patolédgicas de forma independientsdluctuaciones en la p@elular.

Una tercera opcidn, aunque mucho menos probableques ambas cosas estén
ocurriendo simultdneamente y que los efectos searoesten. Es decir, que la especie reactiva
gue modifica el receptor sea un derivado de laamicth del NO, y que en consecuencia el
menor nivel de @produzca menos especie moduladora; pero quesatariempo el receptor
se haga mas sensible por la reduccién del puesitifudio delcysloop, dejando como resultado
final una potenciacion idéntica a la observadaamliciones ambientales. Esta hip6tesis podria

ser descartada midiendo los tioles libres en arotwadiciones, por ejemplo por reacciéon con un
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fluoroforo selectivo para tioles. Para ello o bigay que obtener vesiculas conteniendo el

receptor o realizar imaging en el ovocito.
D) Discusion general del Capitulo 2.

Los resultados principales de estos dos capitulesofi publicados en el afio 2012
(Gasulla et al., 2012) y constituyen el primer rgpale la modulacion de un miembro de la
superfamilia de receptores con lazo de cisteinadlfoa través de la interaccion directa con el
cysloop.

El par de cisteinas extracelulares del cys-loopetrprincipal sitio candidato a ser
responsable de la modulacion por NO dada su rédetivy localizacion. El bloqueo de la
potenciacion de los GABApIRs al ser tratados con NEM y MTSEA demuestra que el NO
interactla con uno o mas cisteinas. Finalmenteeshplazo de la C364 por alanina confirma
gue los residuos involucrados en la modulacionlssrextracelulares C177 y C191 dunk
loop, dado que el NO produce efectos similares en los mutantes GABAp1c3s4aRS que en los
GABApIRs.

Las cisteinas son los residuos més sensibles adéicacion por NO y otras especies
reactivas del nitrogeno, ademas de ROS y otrosteg@ddox como el glutation o el acido
ascorbico. El estudio de las acasnle agentes rédox como el DTT, DTNB y glutatiénrecdd
GABApIR recombinante indican que elcysloop del receptor es capaz de fluctuar entre estad
mas oxidados o reducidos de forma rapida y conrsgireespontanea al estado inicial cuando
desaparece la accion del agente (Calero & Calvé8)20La modificacién del estado de
oxidacion de los tioles de las C177 y C191ayslloop, induciria un cambio conformacional en
la estructura del receptor que modificaria la udléhGABA o la apertura del canal (Chang &
Weiss, 2002). De la misma manera, el NO podriadotaar con dichas cisteinas, impidiendo la
formacion de un puente disulfuro entre las C177191XCo favoreciendo un estado abierto, de
forma similar a las especies reductoras que tampdatencian las respuestas mediadas por
GABApIRs (Calero & Calvo, 2008).

La interrelacion entre la sefializacion por NO y pbrentorno rédoxse reporté en
distintos niveles celulares (Benhar et al., 2008;gByne et al., 2007; Lipton et al., 2002). Es
interesante destacar que en otros receptores Yesai@icos, se encontré que las mismas
cisteinas que median la modulacién por NO, a traeesu S-Nitrosilacion, también son el
blanco de la modulacion por agentes rédox. Porggeren el NMDAR las cisteinas 744 y 798
de la subunidad NR1 participan en la modulacién ggantes rédox y ademas, cuando estan
reducidas pueden ser S-Nitrosiladas modificandmtancia de la inhibicion del NMDAR por
NO (Lipton et al., 2002)También la inhibicién por NO del canal dé He tipo M es producto

de la S-Nitrosilacion de tres cisteinas del link#osolico (C156-158) que conecta los dominios
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transmembrana 2 y 3. Estas cisteinas son oxidad@sesencia de ROS lo que produce un
efecto opuesto sobre la actividad del canal (Oailet2013). En el mismo sentido, el canal
TRPC5 es activado por la S-nitrosilacion de lagefiss 553 y 558, y por la oxidacion de estos
residuos por kD, (Yoshida et al., 2006)

En estos casos, asi como en la mayor parte depostes de S-Nitrosilacion de canales
0 receptores, la modulaciéon por NO o por agentdgsxréo es reversible espontaneamente (ej.
Choi et al., 2000) o solo lo hace muy lentamenteY(@shida et al., 2006). La S-Nitrosilacion es
la union covalente del atomo de azufre del tiol ebgrupo NO para dar R]NO (Hess et al.,
2005). Para romper este enlace y regenerar el RS8Hnalmente es necesario agregar un
reductor como el DTT o el ascorbato (especialmsnta cisteina modificada es extracelular)
(Forrester et al., 2007). No obstante, el tranggort de amino&cidos cationicos de
cardiomiocitos es inhibido de forma rapida y relmespor NO a través de la interaccién con
cisteinas del dominio transportador. Esta moduhat&#ne la importancia de actuar como una
retroalimentacién negativa de la sintesis de N@pdgpue este transportador es el responsable
de la captacion de L-arginina, sustrato de la NEZi®y et al., 2010). En este sentido, el trabajo
de Fernhoff y col. (2009) ya referido en la introdidén, demuestra que la GC, enzima
responsable de la via indirecta de efectos deldd@odulada por la interaccion del NO con al
menos una cisteina de forma reversible en ausdec@entes rédox. Los autores proponen un
mecanismo: la adicién nucleofilica directa de ummdérula de NO al tiol que produciria un RS-
NO'" (Fernhoff et al., 2009). A diferencia de los Sadwitioles que son relativamente estables,
esta especie fue propuesta como un intermediaridddecorta en reacciones de produccion de
disulfuros, acidos sulfénicos y nitrosotioles. Essiple que las cisteinas del cys-loop del
GABApIR interactiien con el NO de forma similar.

Ademads de la reversibilidad espontanea de la potenciacion de los GABApIRs, otros
resultados abonan esta hipétesis. La S-Nitrosilag@urre por un mecanismo donde ¢le® el
aceptor electronico en algun paso (Vayura | - 7). La potenciacion del GABApIR por NO fue
insensible a una dramética disminucion en la@E@ura 2. 5. Por lo tanto, la modificacién de
las cisteinadel GABApIR seria independiente deb.O

Més alla de la discusiébn mecanistica acerca de esidh especie resultante de la
interaccion entre el NO y las cisteinas del GABApIR, es interesante sefialar que la modulacion
por agentes rédox reportada en receptores de ldiafacgs-loop es tipicamente reversible
(Amato et al., 1999; Calero & Calvo, 2008; Leszke& Aizenman, 2003; Pan et al., 2000)
Mientras que por citar el caso de los NMDAR, tantanladulacién por NO como por agentes
rédox, es irreversible de forma espontanea (Leil.et1992; Tang & Aizenman, 1993). Lo
mismo puede decirse sobre la modificacion de ktgicias con los reactivos de la familia de los
metanotiosulfonatos, habitualmente producen madifimes irreversibles en ausencia de
reductores (Xu & Akabas, 1993) (lo que les daddili para la técnica de SCAM), pero en
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nuestro caso los GABAp1Rs fueron potenciados reversiblemente por MTSEA (Figura 2. 1).

Por lo tanto, es posible que sea una condicionasatal de los receptores de la familiaays-
loop, la que opone una barrera energética al carmobidormacional que producen estos
moduladores al interactuar con las cisteinas extracelulares. Esta “tension” estructural, podria
producir que los receptores retornen al estadéalmiépidamente en ausencia de la interaccion
cisteina-modulador.

Se encuentra relativamente aceptado, que la pagtrduyente para afirmar que el NO
modula la actividad de una determinada proteirra\&@s$ de la via directa es el hallazgo de la
proteina S-Nitrosilada por la técnica de reemplaoo biotina (biotin-switch technique)
(Forrester et al., 2009). En los casos como eltrmedsnde la modificacién que produce el NO
es inestable, seria muy poco probable encontrasefal positiva de S-Nitrosilacién por esta
técnica, aunque esta reaccion efectivamente o@nra&ierta proporcion. Por lo tanto, no
consideramos adecuado realizar este ensayo comaexeptor.

Los trabajos que estudiaron la modulacion sob@sdBABALRS por NO encontraron
efectos mediados tanto por la via directa (Castelafdry, 2001; Fukami et al., 1998; Wexler
et al., 1998) como por la via del GMPKG (Castel et al., 2000; Leidenheimer, 1996; \WexI
et al.,, 1998). Sin embargo, los reportes que prepda modulacion de GABM&RS por la
interaccion directa del NO con el receptor, nougeh experimentos de modificacion de
cisteinas por alquilantes o mutagénesis (comoealizados en este capitulo), ni experimentos
de reemplazo por biotina para encontrar S-Nitrogila Solo se limitan a comprobar que son
independientes de la produccion del GMPde la activacidnle PKG. El estudio de Castel y
col. (2001) da un paso mas al proponer que loscefason mediados por la interacciéon del NO
con cisteinas intracelulares posiblemente de la subunidad vy.

No existe hasta el momento estudios de los efed@sNO realizados en otros
receptores tonicos expresados en sistemas recamdsn&in embargo, Wall (2003) reporté que
el bloqueo de la NOS potencia una corriente tonica mediada por GABAa6Rs en células
granulares de cerebelo.

La observacién de la estructura primaria de lasusidbdes que componen los
GABARs arroja un panorama abierto a todas las positdiis. Con la Unica excepcién de la
subunidad pl que posee una sola cisteina intracelular ademas de las dos del cys-loop
extracelular, todas las subunidades cuentan coh22césteinas mas las del cys-loop (GenBank,
NIH, USA). Un andlisis general de los alineamierdeslas secuencias de las subunidades de
GABA (Clustal Omega, EMBL/EBI, Reino Unido) indicaielas cisteinas extracelulares estan
relativanente conservadas entre las subunidades o y entre las B mas la §; y que existe una
cisteina intracelular conservada entre todas las familias con excepcion de las p, donde la cisteina
intracelular se localiza en otro lazo entre sego®mtansmembrana. Otras subunidades que

integran receptores tonicos como la a5 posee 1 cisteina extracelular y 2 intracelulares, lo mismo
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ocurre con la a6, la a4 tiene 2 extracelulares y 2 intracelulares y la subunidad & cuenta con 1
extracelular y 1 intracelular.

Por lo tanto, la variabilidad entre los efectosceniados en GABARs formados por
subunidades diferente podria deberse a que mucahasstds cisteinas son blancos para la
modulacion por NO. Queda pendiente el estudio aaddulacién por NO de otros GABRS

recombinantes nativos o con el reemplazo de l#sices mutadas.

84



Resultados y Discusion

Capitulo 3. Estudio de la modulaciéon por NO
de los receptores GABAérgicos de células

piramidales del area CA1 de hipocampo.

A) Modulacion de la actividad de los GABAaRs fasicos por
NO.

En este capitulo abordamos el estudio de los efeleioNO sobre los GABARS en una
preparacion donde el entorno fisiolégico de losepdores se encuentra mayormente
conservadoA pesar de existir abundantes evidencias de lartapca de la neurotransmision
nitrérgica para la funcion de las células CA1l dpbbampo, los estudios reportados de los
efectos del NO sobre la neurotransmision GABAérgaa el hipocampo murino (ver
introduccion (B)(iv)) (Cserép et al.,, 2011; Zane#it al., 2009)no permiten conocer
acabadamente los efectos del NO sobre la actilddds GABARs en animales adultos

Por consiguiente, decidimos utilizar un abordajeeeixnental que permita el estudio de
los GABALRs focalizando Unicamente en la postsinapsis. Pdarto, obviamos el analisis
cuantitativo de la actividad espontanea (sIPSC 3@l Como se indicO en la seccion
metodoldgica, la actividad de los receptores de GABasicos se evalué midiendo la amplitud
de las respuestas evocadas por la aplicacién de def agonista (GABA 30 uM). Las
aplicaciones se realizaron cada 30 segundos ygatn@ comenz6 una vez estabilizadas las

respuestas.

i) Efecto del NO exdgeno.

Como donante de NO se utiliz6 DEA 10 uM. La elecdi@h donante obedece a las
razones expuestas anteriormente sumadas a la uvefiitidad que observamos previamente
usando este donante.

La aplicacion de DEA durante 5 min no modificé figativamente la amplitud de las
corrientes evocadas por puffs de GABBigura 3. 1). Las amplitudes promedio de las

corrientes evocadas por un puff de GABA a los 5 deiperfusion con ACSF o con el agregado
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de DEA fueron Iy = 925,6 + 189,8 pA;dea = 1093,0 £ 351,7 pA; p < n.s. n = 6; test t pareado
(Figura 3. 1B.).
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Figura 3. 1 Las corrientes fasicas evocadas por puffs de GABApnafectadas por el donante de
NO DEA.

A. Trazo representativo de las corrientes evocadas pguffirde GABA (30uM; 100 mseg) en
condicién control (izq) y luego de la apl@én de DEA (10 uM) durante &in (der) B. Amplitud
promedio de los puffs de GABA luego dertin de registro (1 puff cad 30 seg) en condicion control
(ACSF) y luego de min de perfusion en presencia de DE&(F 925,6 + 189,8 pA;Jea= 1093,0 +
351,7 pA; p< n.s. n = 6; test pareado)C. Curso temporal de la amplitud corriente evocada por puffs
de GABA relativizados a la amplitud de la primera aplicacion. En la condicion (o) se aplico DEA
durante 5min a los 5 minde comenzado el registro, mientras que la condicion control (A) se continud

la perfusion con ACSF. No se encontraron diferencigsifidativas a ningin tiempo (ANOVA de
dos factores). Todos los registros de este capitutorfubtenidos en céluas piramidales de la region
CA1 de hipocampo de ratones P18-20.

El andlisis del curso temporal, muestra que lasieaties se mantuvieron estables
durante los 15 min de registro. Las amplitudesadecbrrientes evocadas fueron relativizadas al

primer puff. En las células tratadas con DEA, elatde se aplico durante 5 min tras 5 min de
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perfusion con ACSF y otros 5 min posteriores conSACNo se observaron cambios en la
amplitud relativa de las corrientes (ANOVA de 2témes) Figura 3. 1C.).

ii) Efecto del bloqueo de la sintesis de NO enddégeno.

Como detallamos en la introduccion, se ha demasteadxistencia de un nivel basal de
NO que desempefia funciones clave en la fisiologilalar del hipocampo (Hopper &
Garthwaite, 2006). Por lo tanto, a continuacionidiems explorar si el tono basal de NO
presente en las rebanadas de hipocampo es capapdigar la actividad de los GAB®RS
fasicos. Para ello, se inhibi6 la funcion de la N@Sque impacta solo en las proteinas que
estan moduladas por NO en condiciones fisiolégiPasa el bloqueo de la NOS utilizamos el
N,-nitro-L-arginina-metil-éster clorhidrato (L-NAMEn analogo del sustrato L-arginina que
bloquea de forma inespecifica y reversible la NO®jdiando la produccion endégena de NO
(Rees et al., 1990)

El bloqueo de la sintesis de NO endbgeno produjauwmento en la amplitud de las
corrientes evocadas por puffs GABA (Figura 3. 2A.). La potenciacion de la amplitud de las
corrientes tras 5 min de aplicacion de L-NAME (10@)fue del 122% (, = 494,1 + 123,5
PA; lnave = 1157,0 = 341,4 pAp < 0,03; n = 9; test t pareaddyigura 3. 2B.). El curso
temporal de la modulacion por L- NAME se observdeehigura 3. 2C., las amplitudes de
corriente evocadas por cada puff fueron relatiasaal primer puff para permitir la comparacién
entre células. Luego del lavado del L-NANHS amplitugsrelativas de los puffs se redujeron
hasta alcanzar valores no diferenciables estaalistinte de los controlesse tiempo, aunque
debemos aclarar que los dltimos 3 puntos mostraga®n logrados en solo 5 células. El
andlisis estadistico de los puntos de este grédAddOVA de dos factores) mostré que el
aumento de la corriente fue significativo a patérlos 8 min y hasta 30 segundo posteriores al
comienzo del lavad@(< 0,05).

Estos resultados demuestran que en las rebanaddasagde hipocampo existe un tono
basal de produccion de NO capaz de modular los G&BA El uso de un blogueante
inespecifico no permite distinguir el subtipo de S@sponsablée originar este tono basal.
Tampoco podemos conocer la localizacion relativdaddOS con respecto a la poblacion de
receptores modulados.

El NO basal podria ser producido como consecueteida activacion déa nNOS
dependiente de la actividad en las neuritas (dehdeltaje no puede ser fijado) o el soma de
células vecinas. También podria ser liberado peNI@S presente en el tejido vascular o ser la
suma de ambas fuentes. Experimentos futuros utidizdloqueantes selectivos para la nNOS

permitiria determinar la fuente.
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Figura 3. 2 La inhibicion de la NOS produce un aumento en las cweseevocadas por puffs ¢
GABA registrados en células piramidales de hipocampo.

A. Trazo representativo de un puff de GABA (84, 10 mseg) control (izq) y luego de aplicar L-
NAME (100 uM) durante 5 min (derlg. Amplitud promedio de los puffs de GABA a los 5 min
registro en condicién control y luego de 5 min de aplisade L-NAME (I = 494,1 + 123,5 pA;
lLnave = 1157,0 £ 341,4 pA; p < 0,03; n = 9; tegtareado)C. Curso temporal de la amplitud ¢
corrientes evocada por puffs de GABA cada 30 segundos redaidgza la amplitud de la primer
aplicacion. En la condicién (O) se aplico L-NAME durante 5 min a los 5 min de comenzado
registro, mientras que la condicion control (A) se continud la perfusion con ACSF. La diferencia
encontrada fue significativa a partir del minuto 8 de registnasta el 10 (g 0,05; ANOVA de
dos factores).

El mecanismo de accion del NO tampoco es deteri@nabn los experimentos
realizados. Para discernir entre un mecanismo dépar de la via de GC-GMHPKG

deberian repetirse en presencia de un bloqueanestdeva o estudiar si son reproducibles
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aplicando un anélogo del GMPCabe destacar que cualquiera sea el mecanismel poal el
NO estd actuando sobre los GAB®s, su efecto es rapidamente reversible. La veddcitel
aumento en la corriente observada al bloquear 18 fi@enor a los 4 min) indica que en cuanto
cesa la produccion de NO la modulacién de los tecep es removida de forma inmediata. En
igual sentido, el usar un bloqueante competitiailiféente lavable nos permitié ver la reversion
de la modulacién por el NO enddgeno.

Otra forma habitual de estudiar la modulacion p@ producido de forma enddgena
consiste en aplicar L-arginina, el sustrato de @SN Sin embargo, el aumento en el nivel de
NO es dificil de conocer y de estandarizar. Eship@sjue este incremento de la activacion de la
NOS lleve el nivel de NO a valores propios de unaasibn poco fisiolégica o de estrés
oxidativo. Con lo cual, los resultados no arrojarfaz sobre la pregunta principal de este

experimento, conocer si la modulacién se produceediciones fisiolégicas.
B) Modulacion de la corriente inhibitoria ténica por NO.

En segundo lugar, abordamos el estudio de lososfed¢l NO sobre la corriente
GABAérgica tonicalsnica)- En células piramidales de CA1 se ha reportadxistencia de una
lionica Mediada por GABARSs de tipo a5By2. Esta corriente es dependiente de la actividad y su
amplitud normalmente no supera los 40 pA. Paradesteon un nivel de confianza mayor la
modulacion de laghica S€ utilizan frecuentemente alternativas farmadoédgpara incrementar
su amplitud de forma reproducible. Por ejemplansaban las rebanadas con inhibidoresade |
recaptacion de GABAcon inhibidores de la degradacién de GABA, o daswnte se agrega
una baja concentracion de GABA en la solucion egttdar (Glykys & Mody, 2007b)La
concentracion de GABA presente en la rebanada depgrincipalmente de la velocidad de
perfusion, que debe ser lo suficientemente alta parmitir la oxigenacion del tejido, pero que
si es muy alta;lava” el GABA presente fisiologicamente, al igual que iones que deben ser
agregados al ACSF como el calcio. Por lo tantosiadar GABA al ACSF es considerada la
metodologia que mejor reproduce las condiciondsldigicas sin alterar la actividad de las
enzimas o transportadores presentes (Glykys & Ma@id@d7b). Nuestros experimentos se
realizaroren presencia de GABA 5 uM.

El andlisis de los registros realizado para obtéaeks,, consistid en ajustar una
funcién gaussiana al histograma de todos los putgbsegistro de laylantes y después de la
aplicacion de BIM 100uMKigura 3. 3).
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Figura 3. 3. La kenica GABAérgica puede calcularse a partir de la disminuciéradg luego de
aplicar bicuculina.

A. Registro representativo de lade una célula piramidal perfundida con ACSF + CNQX |
uM). El voltaje fue fijado en -70 mV. La flecha indica el momento en que se agregc
bicuculina (BIM 100 uM). Puede observarse la caida en la corriente y la desaparicion de los
sIPSCsB. Histrogramas construidos con todos los puntos de 30 seg a#fgegostrado en A.
en las condiciones control (izq) y luego de la aplicad@ bicuculina (der). Se ajustd ur
funcién gaussiana donde el méaximo corresponde gpleoimedio(ly control = 154,7 £ 24,1 pA;H
sm = 127,3 £ 24,3 pA). El rango usado para ajustar la gaussiamalcfue recortado pare
obviar los puntos que incluyen los sIPSCs, de esta feengvita un sesgo hacia la izquierda
la medicién de lad debido a la actividad espontanea. En los histogramas tasghidsualiza la
disminucion en la varianza de lattas la aplicacion de BIM.

i) Efecto del NO exégeno.

Una vez conseguidos registros estables durante Sienia |, perfundiendo con ACSF,
se aplic6 DEA 10 uM para aumentar el nivel de NO.agdlisis de lagd no arroj6 una
modificacién significativa en laghica (Iery =51,2 £ 10,1 pA;dea = 50,7 + 11,5 pA; n.s.; n = 6;
test t pareado)A{gura 3. 4). EI DEA produjo una disminucion de lg.t.en 4 células, pero un

aumento en 2 de las 6 células ensayaeiasi@ 3. 4.B).

90



Resultados y Discusion

BIM

DEA

2
(=]
J‘%

2 min

B.
n.s.
="
c
e
oL 60 =
c
2
S 40+
e}
2
5 204
=
<
0

Control DEA

Figura 3. 4. El donante de NO DEA no produce un cambio significadi&da lgnica

A. Trazo representativo del registro de Jade una célula piramidal de CA1. El DEA fue aplicado
durante Smin. B. Resumen del analisis de lg,d, antes y después de la aplicacién del DEA. La linea
indica la variacién de la amplitud en cada célula. El tdr¢oontrol) y cuadrado (DEA) negros
indican los promedio de la amplitud de corriente + SHIM; €51,2 + 10,1 pA;dga = 50,7 £ 11,5
PA; n.s.; n = 6; test t pareado).

ii) Efecto del bloqueo de la sintesis de NO endégeno.

Finalmente, analizamas efecto del bloqueo de la produccién endégena desdite la
lionica El protocolo fue similar al detalladpreviamente para evaluar la modulacion por NO
exdégeno. En lugar de aplicar el donante de NO Bebdab-NAME 100 uM durante 5 min y
luego bicuculina para tener el cero deda.d El L-NAME produjo un incremento significativo
de la lsnica del 47,8 + 18,0 %p(< 0,05; n = 6; test t pareado). El valor absolutdadig ., basal
fue de 28, 2 + 6,9 pA vs 40,5 + 8,8 pA tras 5 méaplicaédn de L-NAME ( < 0,05; n = 6;
testt pareado) Figura 3. 5). En 5 de las 6 células obtenidas el bloqueo d¢0d& potencio la
lionica. (Figura 3. 5.B.).
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Figura 3. 5. Efecto de la inhibicion de la NOS sobre la corriegtg.l

A. Registro representativde la |y de una célula piramidal de CALl. La aplicacion de L-NAN
(100 uM) durante 5 min produjo un aumento de ladebido la potenciacién de lgnka
GABAérgica que se revela por el bloqueo total de esta ctarigas la aplicacion de
antagonista GABA bicuculina (BIM 100 uM). El recuadro muestra en la parte inferior
recorte ampliado del aumento de la corriente tomca@mplitud de la corriente tonica (medid
como la diferencia de lgIpre y post bicuculina) antes y después de la aplicacionNi&MLE.
El circulo y cuadrado negros representan la media y SEdAdan caso {4 =28,2 + 6,9 pA; .
nave = 40,5 + 8,8 pA; p < 0,05; n = 6; tagtareadd.

Si bien el analisis de la amplitud de {gida partir del cambio de la varianza de la |
esta desaconsejado (Glykys & Mody, 2007b), nuesiragisis de lay obtenida a partir de
ajustar una campana de Gauss a los histogramaside Ibs puntos del registro muestran una

concordancia con el cambio en la desviacién estindar (SD) obtenida del ¢ de la funcion
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gaussiana ajustada. La SD ded&dn L-NAME fue mayor que en la condicién contralpgue
la diferencia no resultd estadisticamente sigrifiaa Si fue significativa la diferencia entre la
SD deambas condiciones con respecto a la SD delleeto de la aplicacion de Bl = 0,05;
ANOVA, post test de Tukey) (

Tabla 3. 1). Este resultado también sirve como control, iadjae el cambio en lg ke
debe a una modificacion en los receptores y nodefia de la corriente debido al cambio de

solucién u otra variable.

control L-NAME BIM
6,410 8,1+1,0 28+0,3

Tabla 3. 1 Desvio estandar de Ig talculada en ACSF normal o bajo el tratamientocidio.

El mecanismo mas probable para este efecto esdalawdondelos GABALRS tdnicos
expresados en las células piramidales de CAl. Ntemos descartar una accién sobre la
expresion o la localizacién de estos receptores.

En estos experimentos, tal como lo sefialamos par@ABALRs fasicos, neeevalud
la via efectora por el cual el NO endégeno moduligl... Podria tratarse de una accion directa
del NO sobre las cisteinas de los receptores, similar a la encontrada en GABApIR (otro receptor
ténico) o que los efectos sean dependiente dealaeliGMR-PKG, o incluso una mezcla de

ambas vias.

C) Discusion general del Capitulo 3.

Los resultados presentados en este capitulo demuiegte la sefializacion nitrérgica, es
capaz de modificar la actividad de los GAB#s de las neuronas piramidales de la regién CA1l
del hipocampo de ratones. Los reportes publicadssahel momento dieron cuenta de la
modulacion de la neurotransmision GABAérgica por ti®ante el desarrollo (Cserép et al.,
2011) o con concentraciones neurotéxicas de NOglHaat al., 2009). También son conocidos
los efectos retrogrados sobre la maquinaria dealdi@n de GABA en la presinapsis (Getting et
al., 1996; Makara et al., 2007; Xue et al., 201B) rélevancia de nuestro estudio radica en que
demuestra la modulacion del NO enddgeno, sobr&SBBA,Rs expresados en las neuronas
piramidales de animales adultos.

Por su parte, la modulacién de GARRs tdnicos por el tono endégeno de NO
reporté Unicamente en células granulares del dereten resultados en el mismo sentido que
los aqui presentados (Wall, 2003). Este es el prieporte de la modulacién de los receptores
de GABA tonicos en el hipocampo por NO.

El hecho de que el bloqueo de la NOS produzcatienp@cion de los GABARS pero

gue no se observen efectos al aplicar NO ex6garegepser explicado de varias maneras. E
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posible que el tono basal de NO varie de célu@ua; lo que produce la saturacion de uno o
mas de los mecanismos efectores en algunas délldasc Otra posibilidad es que existan dos
poblaciones con distinta sensibilidad por el NO)ide a distintas maquinarias de
procesamiento o expresion diferencial de los sitilaco de la modulacién. Por ejemplo,
distintos subtipos de receptores podrian estaesadps en distinta proporcién

Como se menciond en la introduccion, los GARA fasicos son sensibles a la
modulacion por NO, aunque los efectos difieren encibn de las subunidades que los
componen y el entorno celular en que se estudierhad reportado efectos de potenciacion
(Castel & Vaudry, 2001; Fukami et al., 1998; Leideimer, 1996) e inhibicion (Fukami et al.,
1998; Robello et al., 1996; Wexler et al., 1998) su vez, los efectos del NO sobre los
GABARs féasicos pueden estudiarsetravés de los cambios en la amplitud de los mIPSCs.
Con este abordaje se realizaron experimentos gs&anon que el NO disminuye la amplitud
de los mIPSCs en células del hipocampo en cul@amélli et al., 2009), potencia en el nucleo
supraoptico (Stern & Ludwig, 2001), o donde no rfiodila amplitud en el NPV (Li et al.,
2002). Estas diferencias pueden deberse a multipdtivos: a que distintas regiones expresan
distintos subtipos de receptores, que éstos estimiados a diferentes proteinas, a diferencias
en las condiciones de registro o niveles de NQeatlbs, o incluso a diferencias en el entorno
rédox celular.

En nuestro estudio, utilizamos puffs de GABA pavacar las respuestas fasicas. De
esta manera evitamos ver los cambios en la madaiipegsinaptica y nos concentramos en la
postsinapsisLos resultados indican de forma consistente qidogueo de la NOS potencia las
respuestas, mientras que la aplicacién de NO exdgehas modifica. En este caso, la hipétesis
mas plausible es que el tono basal de NO satumaeeanismo de modulacién, al menos con
niveles de NO cercanos a los fisiolégicos. Es pedine una mayor concentracion de DEA
permita obtener una disminucion de las respuestasadas por puffs de GABA, sin embargo
el objetivo de estos experimentos estuvo centraderoducir lo mejor posible las condiciones
fisiologicas, por lo que no intentamos aumentaolacentracion del donante.

Si bien no medimos cual es la concentracion de M€albque esta presente en las
células de CAl y es capaz de modular los GAB# como se dijo previamente, existe una
profusa bibliografia sobre las dificultades técsida estas mediciones y los niveles fisiologicos
de NO aun son materia de debate (Ledo et al., 20/0@d et al., 2011). Lo concreto es que
cualquierasea este valor, la bibliografia indicaria que es memgual a 1 uM. Por lo tantoalt
como concluimos cotvs resultados en GABApIR, los receptores fasicos y tonicos de GABA
expresados en las células piramidales de hipocdigpen la sensibilidad por el NO suficiente
para ser fuertemente modulados por el tono baesakpte, independientemente de que niveles

mayores puedan desencadenar efectos adicionas®hdervados.
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En este sentido, el estudio de Zanelli y col. (3@9células hipocampales en cultivo,
abordo el efecto de concentraciones altas de NiCadpl a través del donante DETMONOato
(250 uM por 10 min) que produce una concentracicoxamada de 4,5 uM de NO. Este
estudio mostré que en estas condiciones se praleaina ligera disminucion en la amplitud
de los mIPSCs (~15%). Este resultado va en el misemido que los nuestros y abona la
hipétesis de un sistema saturado. Para poner hapasta hipoétesis, el siguiente experimento a
realizar en esta linea de trabajo consiste enisarii la potenciacién obtenida al bloquear la
NOS es revertida por el DEA.

Es interesante sefalar que durante el desarroledP@ las corrientes GABAérgicas
evocadas, fueron inhibidas por el donante de NO S&l® en 12 de 19 células ensayadas
mientras que en las 7 restantes no se observieco® (Cserép et al., 201Bs posible que la
existencia de dos poblaciones neuronales, reflgetiansicion que se da durante el desarrollo
en la expresion de los sitios blancos de la modrigmor NO.

En cuanto a la modulacion de lg.l, los resultados son similares en términos
generalesLa modulacion por NO parece estar saturada coivel basal presente en nuestro
sistema, aunque con el numero de células analizaxipsdemos descartar la existencia de dos
poblaciones con sensibilidad diferencial por el NO.

En las células piramidales de CAl el principal ptoe responsable de lagnlea
GABAérgica es el formado por las subunidades a5p2/3y2 (Glykys et al., 2008). Su bloqueo
disminuye la §nca €n un 73%. Por lo tanto, este receptor es el pa@hatandidato a ser
responsable de la modulacion por NO, de forma @ireanediante la via del GMAPKG. Sin
embargo, quedaron pendientes los estudios parar pgnerueba esta afirmacion. Un
experimento farmacolégico para evaluar la partiijpra de este receptor, ed bloqueo
selectivode los GABAaSRs con la benzodiazepina L-655,708 y la posteriodua@én del
efecto de la perfusién con L-NAME. Incluso, seriaiple evaluar los efectos del NO sobre
ratones knock-oupara la subunidad a5.

Tanto para las corrientes fasicas como para lasa®ntambién quedd pendiente la
realizacion de estudios para identificeass vias de accion del NO enddégeno. Existen
herramientas farmacolégicas para bloquear la Génaogos del GMP que reproducen sus
efectos. Podria evaluarse si los efectos del blmgeela NOS, son revertidos por la aplicacion
dd analogo del GMB, 8-Br-cGMP.

En el estudio de las acciones del NO sobre los GABAp1Rs (Capitulo 2), hicimos mucho
énfasis en la importancia de la rapida reversiénladgotenciaciéon en relacion al posible
mecanismo de accion. En los experimentos en célldhsipocampo los efectos observados
también fueron reversibles espontaneamdfitpu(a 3. 2.C.). En este caso, aunque un estudio
detallado de los mecanismos de accién determinaselgmenos parte del efecto es mediado

por la via directa, independiente del GMRo se podria extrapolar la cinética de los efeeto
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nuestro sistema in vitro a lo que pueda ocurriviio. Los experimentos en rebanadas son
realizados con una solucion extracelular fuertemeaetiuctora (véase la concentracion de
ascorbato presente), ademas del pool reductorgumditejido (enzimatico y no enzimatico)

gue podrian estar afectados (saturados o exacalbamltas condiciones de registro in vitro

Efectos presindpticos del NO

Como se dijo previamente, los objetivos de estdtapse centraron en los efectos
postsinapticos del NO, sobre los GARRs. Sin embargo, en los trazos en presencia deYDEA
L-NAME (Figura 3. 4y Figura 3. 5), se observa que ambas drogas producen un increm@en
la frecuencia de sIPSCs. En células granularesatebelo, también se observé un incremento
de la frecuencia de sIPSCs al bloquear la NOS (\®@03). Sin embargo, como se detallé en la
introduccion, el NO aumenta la frecuencia de eveagpontaneos inhibitorios en diversas areas
del SNC, incluso en el hipocampo. No obstante,epbite de Makara y col. (2007) va en
sentido contrario, al igual que nuestra observaciéma explicacion para esta contradiccién
aparente es que el NO tenga efectos bifasicos erfeatos presinapticos como fue propuesto
por Getting y col. (1996). También en retina, el MOstr6 un efecto bifasico dependiendo de la
concentracion sobre la liberacién de GABA desdec#alas ganglionares (Maggesissi et al.,
2009).

Cabe recordar también, que los estudios en metdostde rana de Castel y col (2000;
2001) mostraron una modulacion bifasica de los GAB# una inhibicién rapida dependiente
de GMR. y una potenciacion lenta por accion directa del$¢Ore los receptores. Mas aln, en
neuronas en cultivo del caracol Helisoma trivoligiinian y col (2010) estudiaron los efectos
de la sefalizacion nitrérgica sobre la tasa deadispeuronal y encontraron que la activacion
persistente de la NnNOS primero aumenta la tasaispard y luego silencia las neuronas
(Artinian et al., 2010). Seria esperable, tenierdocuenta la diversidad de blancos y vias
efectoras del NO, que los efectos bi o multifasieasel tiempo o el espacio, ocurran con
frecuencia en la fisiologia de la sefializaciérénifica.

Un aumento en la liberacion de GABA desde la pegsis podria aumentar la
concentracion de GABA local, potenciando {ack Este no parece ser el caso en nuestros
experimentos. Si bien tanto el DEA como el L-NAMEgqmn incrementar la frecuencia de

sSIPSCs, la modulacién de lg,kss0lo se observé con L-NAME.

Origen del NO endégeno

La utilizacion de un blogueante inespecifico dN@S no permite determinar si el tono
basal de NO proviene de la eNOS del endotelio Vasca de la nNOS dependiente de la
actividad de los NMDARs. Esta incognita podria seretda utilizando un bloqueante de alta

afinidad para la nNOS como el 7-nitroindazol.
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La nNOS se localiza en las postsinapsis tanto mlatérgicas como GABAérgicas
(Burette et al., 2002; Szabadits et al., 2007)a@&ivacion posiblemente contribuya al tono local
de NO, que por su proximidad resultaria fundameptah la modulacion rapida de los
receptores sinapticos. Por lo tanto, la nNOS esiteipal candidata a mediar la modulacion de
los receptores fasicos.

Por otro lado, el estudio del LTP dependiente den\f3tr6 que para que el fenbmeno
se produzca, ademas de la activacion sinapsisiéispete la NnNOS, es necesaria la presencia
de un tono basal de NO producido por la eNOS (Hogp&arthwaite, 2006)Esta isoforma
también es dependiente de calcio/calmodulina paracsivacion, pero no se conocen que
condiciones modulasu actividad en el cerebro. Se ha postulado que epiM@ucido de forma
parécrina por la eNOS desde el endotelio vascueicjparia en funciones del citoesqueleto,
como en la estabilizacién de dendritas y axonepldo& Garthwaite, 2006). Seria esperable
gue este NO de origen endotelial medie efectossgnton menor especificidad espacial, por lo
gue no resultaria sorprendente su participacibnaemodulacion de la actividad de los

GABA ,Rs ténicos o de otras proteinas expresadas es etiasinapticos.

Rol de la modulacion de los GABA4Rs por NO en la fisiologia sindptica

Es posible especular que ante la estimulacion sateleun circuito del hipocampo la
activacion de NMDARs localizados en sinapsis gluténgécas o GABAérgicas (reclutadas por
inhibicion tipo feedbacly feedfoward), aumente el tono local de NO. Este atmeroduciria
la disminucién de la resistencia de entrada (ehstla GABA mediado por GABARS tdnicos)

y de la amplitud de la inhibicién fasica, lo cual gadoroveer un mecanismo de ajuste f&mo
el nimero de neuronas reclutadas por el estimufmsiblemente la duracién del efecto
excitatorio. En este sentido, se postuld que lasdifh volumétrica de NO participaria en el
aumento de la sincronia de neuronas piramidalescadyes (Kovacs et al., 200

En esta direccién también pueden interpretarse @studios de los efectos del NO en
el hipocampo, por ejemplo en presencia de activacidinérgica y un estimulo excitatorio
prolongado el aumento de la excitabilidad postgicappodria coincidir temporalmente con la
prolongacién del DSI (Makara et al., 200%)n embargo, el escenario donde estas afirmaciones
son validas puede ser limitado a un pequefio raagmdcentracion de NO. Xue y col. (2011),
contrariamente observaron que la estimulacion satete los NMDARS produce un incremento
de los sIPSCs mediado por NO, como consecuenciautieénto en la frecuencia de liberaciéon
de GABA, corroborado por otros estudios (Zanelklet2009)

En resumen,ddepresion de la actividad GABAérgica tendria prdasmefectos sobre
la excitabilidad de las células piramidales. Deaestanera, la modulacién GABAérgica

descripta podria participar en la produccién de d€pendiente de NO en las células CAL del

97



Resultados y Discusion

hipocampo (Hopper & Garthwaite, 2006) y en ultimstancia, jugar un rol en los efectos de la
neurotransmision nitrérgica en procesos como menyogprendizaje (Steinert et al., 2011a)

Sin embargo, los efectos globales del aumentotated de NO en una sinapsis
determinada son muy difie# de predecir dada la gran cantidad de proteinasbdes a esta
modulacion y la interrelacion entre las distintdasvde sefializacién activadas y su duracién
temporal diferencial Solo para recordar algunos efectos a nivel sindéptiel NO
simultdneamente modificaria la actividad de los NMR3A(Choi et al., 2000), la activacién de
canales hiperpolarizantes activados por nuclediie#z et al., 2013), la actividad de canales
de K’ responsables de la repolarizacion (Steinert eP@lL1b)y la expresion en membrana de
receptores de AMPA (Huang et al., 2005).
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Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Los GABAp1Rs expresados en ovocitos de Xenopus laevis son potenciados por
NO aplicado a través de donantes de las familias de los NOBI@ade los

Nitrosotioles.

Esta potenciaciores rapida, reversible, independiente del voltaje y dosis

dependiente. El efecto del NO es mayor a bajas concentraciones de GABA.

El NO actua de forma directa sobre las cisteinas extracelularesyg@op de
los GABApIRs. No se habian reportado previamente efectos por un mecanismo
directo del NO directos sobre@®jsloop de los receptores de esta superfamilia.

El bloqueo del tono endégeno de NO presente en células piramidales de la
region CAl de hipocampo de ratones potencia las corrientes GABAérgicas

fasicas evocadas por puffs de GABA.

El bloqueo del tono enddgeno de NO también potencia la corriente ténica
GABAérgica presente en las células piramidales de CAl. Estd pamer

reporte de la modulacion de una corriente tonica en el hipocampo por NO.

La modulacion de los receptores GABAérgicos por NO impactaria fuerement
en la excitabilidad de las neuronas piramidales de la region GAhgtividad

de los circuitos del hipocampo.
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