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LISTA DE ABREVIATURAS

e [CI-];: concentracion intracelular de Cl-

o AR: receptor de andrégenos

e ATF-1: factor de transcripcion activador tipo 1

e AVPV: nucleo anteroventral periventricular

e BDNF: Factor Neurotréfico Derivado de Cerebro

e BMI: meta-yoduro de bicuculina

e Brd: 5-deoxibromouridina

e BSA: albumina sérica bovina

¢ CaM: calmodulina quinasa

e CAMKII: calcio calmodulina quinasa 2

e CAMKSs: calcio/calmodulina quinasas

e CB-1: receptor de canabinoides tipo 1

e CBP: proteina de union al CREB

e CCDV: canales de calcio dependientes de voltaje

e CCK: colecistoquinina

e CLC2: canal de cloruro dependiente de voltaje tipo 2

e Coup TF: factores de transcripcion Coup 1y 2

e CP: plato cortical

e CREB: proteina de union al elemento de respuesta al AMPc
e DAB: 3,3 -diamino benzidina

e DIV: dias in vitro

¢ D-MEM: medio esencial minimo modificado por Dulbeco

e DMSO: dimetil sulféxido

e EI16: 16 dias de edad gestacional

e ECH50: concentracidon de un agonista para obtener el 50% de la respuesta maxima
e Ec.: potencial de reversién del ién CI-

e Enkep: encefalina

e ERa: receptor de estrégeno a

e F10: D-MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino
e F12: D-MEM / mezcla de nutrientes Ham F12

e GABA: acido gamma-amino butirico

o GABA,, GABAg Yy GABAC: receptores de GABAtipo A,By C
e GABA-T: GABA-transaminasa



GAD: &cido glutdmico decarboxilasa

GAT: transportador de GABA de alta afinidad

GHSR: receptor secretagogo de hormona de crecimiento
HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia

HVM: hipotadlamo ventromedial

islet-1: factor de transcripcion islet-1

IZ: zona intermedia

JNKs/SAPKSs: c-jun N-terminal quinasa/proteinquinasas activadas por estrés
KCC2: cotransportador de K*/CI

KCC2: cotransportador K*/CI

KO: knock-out

LTP: Potenciacion a Largo Plazo

MAP2: proteina asociada a microtubulos tipo 2

MAPK: MAP quinasa

MAPKK o MAP2K: MAP quinasa quinasa

MAPKKK o MAP3K: MAP quinasa quinasa quinasa

MAPKSs: via de las quinasas activadas por mitdgenos

MC: medio condicionado por astroglia

MT: dominio transmembrana

NGF: Factor de Crecimiento Nervioso

Ngn3: neurogenina 3

NKCC1: cotransportador de Na*, K*-2CI

nkx2.1: factor de transcripcion nkx2.1

NNOS: oxido nitrico sintetasa neuronal

NVM: nudcleo ventromediano del hipotalamo

OTR: receptor de oxitocina

p38 MAPKSs: p38 proteinquinasas activadas por mitbgenos
p42/44 MAPK - ERKZ1/2: proteina quinasa activada por mitégenos 1y 2 -
guinasas reguladas por sefiales extracelulares

PACAP: polipéptido activador de la adenilato ciclasa pituitaria
PAGE-SDS: electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
PBS: buffer salino fosfato

PMR: potencial de membrana en reposo

Ser / Thr: serina / treonina

SF-1: Factor Esteroidogénico-1



slit3: neuropéptido slit3

SNC: sistema nervioso central

Sox14: factor de transcripcién Sox14

SST: somatostatina

THIP: gaboxadol

TTBS: buffer Tris-salino con detergente Tween-20
VGAT: transportador vesicular de GABA

ZSV: zona subventricular

ZV: zona ventricular
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"Acciones troficas de GABA: implicancias en la diferenciacion sexual del
cerebro”

RESUMEN

GABA ejerce acciones troficas en neuronas inmaduras a través de sus receptores
GABA,. Con el objetivo de analizar diferencias sexuales en dicho efecto se estudiaron
caracteristicas distintivas de las neuronas hipotalamicas de machos y hembras a nivel de
propiedades intrinsecas de la membrana, potencial de reversion y concentracién
intracelular de Cl-, sensibilidad al ligando, tipo de respuesta a moduladores especificos y
la eficacia con la que éstos actlan en relacion a las subunidades que componen los
receptores. Algunas diferencias sexuales, como la mayor eficacia de propofol en
hembras, nos habilitaron a hipotetizar la existencia de diferencias en el crecimiento y
diferenciacion entre machos y hembras en respuesta a la activacion de los receptores
GABA.,. La activacion crénica de los mismos provoca una reduccion de la longitud axonal
y un aumento de la longitud de los procesos menores en ambos sexos. El andlisis de las
vias intracelulares involucradas en este efecto posiciona al calcio como actor principal ya
gue el bloqueo farmacolégico de la entrada de dicho ién es capaz de revertir la reduccion
de la longitud axonal. Los resultados obtenidos en este trabajo aportan nuevas evidencias
sobre la participacion de los receptores GABA, en el crecimiento y fisiologia de neuronas

hipotalamicas macho y hembra.



"Trophic actions of GABA: implications in brain sexual differentiation”

ABSTRACT

GABA exerts trophic actions in immature neurons through GABA, receptors. To
analyze sex differences in that respect, intrinsic membrane properties, reversal potential
and chloride intracellular concentration, ligand sensitivity, efficacy of allosteric modulators
in relation to subunit composition of male and female hypothalamic neurons were studied.
Some sex differences, such as the greater female propofol efficacy allow us to
hypothesize the existence of differences in growth and differentiation in response to
GABA, receptor activation in male and female neurons. Chronic receptor activation
decreased axonal length and increased minor processes length in both sexes. The
analysis of the intracellular pathways involved in that effect pointed out calcium ions as
the main actors. The pharmacological inhibition of calcium entry completely blocked the
axonal length reduction. These results highlight the relevance of GABA, receptors in

growth and physiology of male and female hypothalamic neurons.
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El &cido gamma-amino butirico (GABA), se localiz6 por primera vez en el sistema
nervioso central (SNC) de mamiferos en 1971 (Bloom y Iversen, 1971) aunque sus
funciones como neurotransmisor inhibitorio se conocian desde unos afios antes (Purpura
y col., 1957). Se encuentra en interneuronas en casi todas las regiones del cerebro,
donde es usado para enviar sefiales que modulan negativamente la actividad neuronal
(Maitre, 1997). Particularmente en el hipotalamo, alrededor del 50% de los botones
presinapticos son inmunopositivos para GABA demostrando que es un neurotransmisor
dominante en esa zona del cerebro (Decavel y van den Pol, 1992; Decavel y Van den
Pol, 1990). También hay neuronas GABAérgicas de proyeccion, como las del
prosencéfalo (Freund y Meskenaite, 1992), de la zona incierta (Nicolelis y col., 1992) y del
neoestriado (Kawaguchi, 1993). El neurotransmisor es sintetizado en los terminales de
neuronas GABAérgicas (figura 1. A) por remocién del grupo carboxilo del acido glutdmico
(Roberts y Frankel, 1950). La enzima que cataliza la reaccién es la acido glutamico
decarboxilasa (GAD), una enzima citosoélica que requiere piridoxal fosfato (vitamina B)
como cofactor para ser activa. Existen dos tipos de GAD, GAD65 y GAD67, que difieren
en tamafio molecular, secuencia de aminoacidos, propiedades antigénicas, localizacion
celular y estan codificadas por genes diferentes (Erlander y col., 1991). Las vesiculas
presinapticas de secrecion se cargan con el neurotransmisor mediante transportadores
vesiculares y el mismo se libera en respuesta a calcio (Fon y Edwards, 2001); una vez en
el espacio sinaptico se une a receptores especificos para ejercer sus funciones y luego
es recaptado en los terminales nerviosos o por células gliales por medio de sistemas de
alta afinidad. El neurotransmisor es metabolizado a semialdehido succinico en el
citoplasma por la enzima mitocondrial GABA-transaminasa (Cherubini y Conti, 2001).

Existen tres tipos de receptores para GABA, los ionotrépicos GABAA y GABA: y
los metabotrdpicos GABAg (Lujan y col., 2005; Watanabe y col., 2002).

Los receptores GABAg son heterodimeros acoplados a proteina G y conformados
por una de las dos subunidades Rla / R1b y una subunidad R2. La activacion del
receptor inhibe la adenilato ciclasa y afecta directamente canales de calcio y de potasio
(Padgett y Slesinger, 2010; Pinard y col., 2010). Los receptores GABAg se localizan en
las membranas pre y postsinapticas. GABA ejerce la inhibicién presinaptica por medio de
estos receptores reduciendo la corriente de calcio en el terminal nervioso con la
consiguiente disminucion de la liberacidon del neurotransmisor. La inhibicién postsinaptica
mediada por dichos receptores involucra la activacion de canales de potasio que
hiperpolarizan la neurona (Bormann, 1988). Se ha sugerido que la inhibicion pre vy
postsinaptica se ejerce preferentemente a través de receptores GABAg conformados por
subunidades Rla y R1b respectivamente (Billinton y col., 1999; Huang, 2006). Son

agonistas selectivos de los receptores GABAg baclofen, siclofen y el acido 4-amino 3-(5-
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clorotien 2-il) butirico, mientras que faclofen, saclofen, 2-OH-saclofen y CGP35348 son
antagonistas selectivos (Ong y Kerr, 2000).

Los receptores GABAc, son insensibles a bicuculina y baclofen. La respuesta del
receptor es del tipo rapido, ya que el mismo es del tipo ionotropico. Los efectos de este
receptor son similares a los del receptor recombinante GABA, compuesto por
subunidades p, por lo que serian un subtipo del receptor GABA, (Barnard y col., 1998).

Los receptores GABA, (figura 1. B), son miembros de la familia de canales idnicos
activados por ligando tales como los receptores nicotinicos de acetilcolina, receptores de
glicina y receptores de serotonina. Como los otros miembros de la familia, los receptores
GABA, estdn compuestos por cinco subunidades que conforman un poro central o canal
selectivo permeable a iones cloruro (Cl). Todas las subunidades presentan un gran
dominio N-terminal extracelular, cuatro dominios transmembrana (MT) y un gran bucle
intracelular entre MT3 y MT4 (Nys y col., 2013). Hay un total de 19 subunidades distintas
(6a, 3B, 3y, 16, 1¢, 1m, 10 y 3p) clonadas y secuenciadas del sistema nervioso de
mamiferos. Las variantes producidas por el corte y empalme alternativo del ARNm de
algunas subunidades, por ejemplo la y2S y la y2L, aumentan la heterogeneidad. Las
propiedades farmacolégicas y electrofisiolégicas de los receptores GABA, varian de
acuerdo a su composicion de subunidades. La mayoria de los receptores estan
compuestos de subunidades afy. Su forma mas estable seria 2a, 283 y 1y, dispuestas las
cuatro subunidades a y 3 alternadas y conectadas por la y. La distribucién de los distintos
tipos de receptores en el cerebro varia segun la regién y algunas presentan un franco
predominio de un determinado tipo de receptor. Por ejemplo la subunidad a6 esta
presente solamente en las células granulares del cerebelo y en el nucleo coclear,
mientras que receptores con las subunidades p (conocidos también como receptores
GABA() son predominantes en la retina (Barnard y col., 1998). El sitio de unién para
GABA se encuentra en la interfase de las subunidades a y B, y se sabe que dos
moléculas de dicho neurotransmisor son necesarias para la completa activacion del
receptor. La activacion del canal resulta en un aumento en la conductancia al Cl-, el cual
se mueve a uno u otro lado de la membrana dependiendo de su gradiente electroquimico
(Baumann y col., 2003). La bicuculina es un antagonista competitivo del receptor,
mientras que la picrotoxina es no competitivo. Son agonistas selectivos gaboxadol
(THIP), isoguvacina, &cido isonipeptidico y muscimol. Muscimol es un alcaloide aislado
del hongo Amanita muscaria, con propiedades alucinégenas, que actia como un agonista
total y puro del receptor GABA,. La actividad de los receptores GABA, puede ser
modulada por una gran variedad de drogas farmacoldgica y clinicamente importantes,
tales como benzodiacepinas, barbitdricos, esteroides y anestésicos (Johnston, 1996).

Esta caracteristica, debida principalmente a la enorme heterogeneidad resultante de la
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combinacion de distintas subunidades en regiones especificas del cerebro, convierte a
estos receptores en blancos propicios para el desarrollo de farmacos con efectos
terapéuticos selectivos y pocos efectos secundarios adversos.

Glia

Pre-sinapsis

Glutamato

B Metabolismo
GAT

7

GABAL

CanalK*

Post-sinapsis

benzodiacepinas

anestésicos
volatiles

etanol

neuroesteroides

Figura 1. Componentes del sistema GABAérgico. A Esquema que muestra el sistema de sintesis, transporte,
recaptacion y metabolizacion de GABA en la sinapsis. B Estructura y moduladores del receptor GABAAa.
Abreviaturas: GAD, &cido glutdmico decarboxilasa; VGAT, transportador vesicular de GABA; GAT,
transportador de GABA de alta afinidad; GABA-T, GABA-transaminasa (Adaptado de Owens y Kriegstein
2002).



Farmacologia de los receptores GABA,

La sensibilidad de los receptores GABA, a su ligando natural es dependiente de la
composicion de subunidades que conforman el canal. Particularmente, se ha demostrado
gue esta determinada por las subunidades a presentes en el receptor, siendo el orden de
sensibilidad a6< a1< a2< a4< a5<< a3. Es mas, se propone que cuatro aminoacidos del
sitio de unién al ligando en la subunidad a son determinantes de la sensibilidad de los
receptores al GABA (Bohme y col., 2004). La concentracion efectiva 50 (EC50) es la
concentracion necesaria de un agonista para obtener la mitad de la respuesta maxima, y
es el pardmetro mas utilizado en farmacologia para comparar la afinidad de una
sustancia por el receptor. El GABA posee un rango de valores de EC50 que va desde
unos pocos nM hasta decenas de yM dependiendo de las subunidades que conforman el
canal. La subunidad & le confiere al receptor una mayor sensibilidad (nM) que cuando lo
hace con subunidades y (uM) (Belelli y col., 2009; Farrant y Nusser, 2005). Por su parte
el coeficiente de Hill indica cuantos de los sitios activos del receptor afectan la afinidad de
la unién del neurotransmisor / ligando exdégeno a los restantes sitios activos. Es una
medida de la cooperatividad de la unién de una molécula de sustrato al primer sitio activo
de su receptor. Este coeficiente puede tomar valores mayores (cooperatividad positiva) o
menores (cooperatividad negativa) que 1 (Purves y col 2001).

La composicién de subunidades de los receptores GABA4 es determinante no solo
de la afinidad y eficacia o actividad intrinseca con la que actian una enorme variedad de
moduladores, agonistas y antagonistas, sino también de la direccion (positiva 0 negativa)
de los efectos (Barnard y col., 1998; Johnston, 1996; Korpi y col., 2002). En base a
rigurosos criterios estructurales, farmacoldgicos y de expresion, la Unién Internacional de
Farmacologia propone una lista de subtipos de receptores GABA, nativos que: A) han
sido identificados, B) su existencia es altamente probable y C) su existencia es
presumible en el SNC de mamiferos (Olsen y Sieghart, 2008, 2009). Gracias al desarrollo
de nuevos farmacos agonistas y antagonistas selectivos de ciertos subtipos de
receptores y mediante estudios de electrofisiologia se han podido establecer
caracteristicas distintivas en respuesta a los mismos. M&s de 40 compuestos quimicos
han demostrado unirse a los receptores GABA, y alterar su funcion o afinidad por otros
ligandos. Entre ellos se destacan los moduladores alostéricos positivos o negativos,
dependiendo si potencian o disminuyen respectivamente, la corriente inducida por GABA.
Los moduladores alostéricos presentan sitios de union distintos a los del ligando natural y
modifican los estados o los tiempos de apertura del canal. Son agonistas aquellas
sustancias que se unen al receptor en el sitio del neurotransmisor y producen la apertura

del canal y el paso de iones CI a favor de su gradiente electroquimico. Los agonistas
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pueden ser puros, parciales o inversos. Los agonistas son puros o completos si activan al
méaximo la respuesta que es capaz de producir el receptor; parciales si la magnitud de la
respuesta es menor a la respuesta maxima, e inversos si la respuesta es opuesta a la
que producen los agonistas. También hay ligandos denominados antagonistas que se
unen al receptor y no permiten que este funcione. Los antagonistas se clasifican en
competitivos o no competitivos dependiendo si se unen al mismo sitio de unién de GABA
0 ho, respectivamente. Ademas, existen compuestos que no producen efectos directos
sobre el receptor, ya que no pueden activarlos en ausencia del agonista enddgeno. Estos
ocupan otros sitios de unién en el receptor, afectando los efectos del ligando enddégeno y
son llamados moduadores alostéricos. La utlizacion de estas herramientas
farmacoldgicas permite identificar funcionalmente la presencia de ciertas conformaciones
en sistemas heterdlogos y nativos (Barnard y col., 1998).

Sin lugar a dudas los moduladores alostéricos de los receptores GABA, mas
estudiados son las benzodiacepinas. Se han catalogado mas de 20 clases quimicas de
ligandos que se unen al sitio de unién de benzodiacepinas en estos receptores (Barnard y
col., 1998). El sitio de unién para benzodiacepinas se encuentra en la interfase de las
subunidades a y y (Sigel y Buhr, 1997); recientemente se ha propuesto un modelo que
unifica las relaciones entre el sitio de unién al ligando y al de las benzodiacepinas
(Bergmann y col., 2013). La modulacion por benzodiacepinas, como el diazepam esta
sujeta a la presencia de la subunidad y2 y una de las subunidades a1, a2, a3 o a5 en el
receptor, siendo mas potente sobre los receptores que contienen a3 (Pritchett y col.,
1989). Los receptores a4By2 y a6By2 son insensibles a diazepam, por el contrario tienen
gran afinidad por las imidazobenzodiacepinas como flumazenil y Ro 15-4513 (Knoflach y
col., 1996; Korpi y col., 2002). Un residuo de histidina presente en las subunidades a1,
a2, a3 y a5, pero no en a4 y a6 seria el responsable de la sensibilidad al modulador
(Wieland y col., 1992). Se ha sugerido que la subunidad ¢ otorga insensibilidad a
benzodiacepinas a los receptores GABA, (Kasparov y col., 2001). Ro 15-4513 se
comporta como un agonista inverso al sitio de union de benzodiacepinas en receptores
al1By2, a3fy2 y a5py2, mientras que actia como un modulador alostérico positivo en
receptores a4By2 / a6By2 (Korpi y col., 2002). Existen evidencias que demuestran que
este compuesto modula positivamente las corrientes mediadas por receptores a4py2 /
a6By2 con una gran afinidad y eficacia (Knoflach y col., 1996; Wafford y col., 1996).
También se une y modula la corriente de receptores a6B0 y a4pd, sobre los que actua
Como un antagonista competitivo en el sitio de union de etanol en sistemas nativos y
heterélogos (Hanchar y col., 2006; Liang y col., 2006; Olsen y col., 2007; Wallner y col.,
2003, 2006). El uso de ratones knock-out (KO) para subunidades especificas de los

receptores GABA, ha permitido disecar la contribucién relativa de cada subtipo de
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receptor en los efectos hipnéticos, sedantes, analgésicos, amnésicos y anticonvulsivantes
de numerosas benzodicepinas y compuestos relacionados (Olsen y Sieghart, 2008).

Otra familia de compuestos que modulan la actividad de los receptores GABA,
son los esteroides sintéticos y naturales (Lambert y col., 1990; Olsen y Sapp, 1995).
Particularmente los niveles de neuroesteroides activos han sido implicados en
desordenes psiquiatricos que incluyen depresion mayor y posparto, ansiedad y ataques
de pénico, entre otros (Rupprecht, 2003). El sitio de unién para los neuroesteroides se
ubica entre la subunidad a y B de los receptores GABA, (Hosie y col., 2006; Puia y col.,
1992). La efectividad del neuroesteroide sintético alfaxalona es mayor cuando se expresa
la subunidad a2 en el receptor y actlia con mayor potencia en receptores que contienen
y1y y3 que en aquellos con y2L (Maitra y Reynolds, 1999). Si bien los receptores GABA,
con las subunidades y2 y & presentan una sensibilidad similar a la alfaxolona, la eficacia
del farmaco es mayor en aquellos que contienen la subunidad & (Brown y col., 2002). Es
mas, la sensibilidad a esteroides neuroactivos, entre ellos alfaxalona, esta disminuida en
ratones KO para la subunidad & (Mihalek y col., 1999).

Moléculas simples como etanol y ciertos anestésicos, como isufluorano y propofol
también modulan la actividad de los receptores GABAA. Se ha propuesto que el alcohol
produce sus efectos analgésicos y anestésicos a través de receptores GABA, (Johnston,
1996; Korpi y col.,, 2002). El etanol a concentraciones bajas (<50 mM) produce la
potenciacién de la respuesta a GABA en receptores a4/632/3d, mientras que lo hace a
concentraciones mayores (>50 mM) en receptores a4/632/3y2 (Hanchar y col., 2006;
Olsen y col., 2007; Wallner y col., 2003, 2006). La presencia de la subunidad 33 en su
composicion les confiere mayor sensibilidad a etanol (~3 mM). Por su parte, receptores
formados so6lo por subunidades a4/632/3 son insensibles al alcohol (Wallner y col., 2003).
El anestésico general propofol puede potenciar e incluso producir (a altas
concentraciones) la activacion directa de receptores GABA, (Korpi y col., 2002). Se ha
demostrado la participacion de las subunidades 3 en la efectividad del modulador, ya que
las mutaciones puntuales en la subunidad producen una marcada reduccion de la
efectividad de propofol a nivel celular y comportamental (Jurd y col., 2003; Krasowski y
col., 1998). Particularmente, la incorporacién de la subunidad ¢ otorga a los receptores
recombinantes resistencia a los anestésicos intravenosos (Belujon y col., 2009; Davies y
col., 1997, 2001; Sergeeva y col., 2005).

Furosemida es un diurético que produce una fuerte inhibicibn de la corriente
evocada por GABA en receptores a432/3y2 y a6p2/3y2 (EC50 uM), y es practicamente
insensible (EC50 mM) en conformaciones a1/2/3/582/3y2 (Fisher y col., 1997; Knoflach y
col., 1996; Korpi y col., 1995; Thompson y col., 1999; Wafford y col., 1996). Es mas, la

presencia de la subunidad 1 torna insensible a los receptores que contienen la
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subunidad a6 (Korpi y col., 1995). Experimentos realizados en sistemas heterélogos
demostraron que el residuo de isoleucina 228 de la subunidad a6 y el de aspargina 265
de la subunidad B3 son los responsables de otorgarle sensibilidad al diurético (Thompson
y col., 1999).

Ciertos cationes como Lantano (La®*") y Zinc (Zn®"), son capaces de modular las
corrientes GABAérgicas (Korpi y col., 2002). La"™ provoca la potenciacion de las
corrientes en receptores a1B3y2L mientras que produce una inhibicién débil en
receptores a6B3y2L y fuerte en a6B36 (Saxena y col., 1997). Ademas inhibe con mayor
potencia receptores a4B35 que a4B3y2 (Brown y col., 2002). Por su parte, Zn*? se
comporta como un antagonista no competitivo del GABA sobre receptores que no
expresan subunidades y ni & (Draguhn y col., 1990; Saxena y Macdonald, 1994, 1996).
Cuando la subunidad y forma parte del receptor, éstos se tornan practicamente
insensibles a la inhibicién por el catién, siendo la EC50 del Zn*? > 100 yM comparados
con la alta afinidad del ligando por los receptores ap (EC50 < 1 uM), sin embargo cuando
las subunidades a4 o a6 participan en la conformacién del receptor la afinidad y la
eficacia del ion es mayor (EC50 < 100 uM) (Fisher y col., 1997; Knoflach y col., 1996;
Thompson y col., 1999). Esta afinidad aumenta aln mas en receptores que contienen la
subunidad & (EC50 < 10 uM) (Brown y col., 2002; Kaur y col., 2009; Saxena y Macdonald,
1994; Stoérustovu y Ebert, 2006; You y Dunn, 2007).

Gaboxadol o THIP es un isoxazol biciclico, analogo estructural del muscimol con
cualidades hipnéticas y analgésicas (Johnston, 1996). Se comporta como un agonista
parcial en receptores a4py2 y como un agonista puro en receptores o430 en los que
GABA actla como agonista parcial (Brown y col., 2002; Jia y col., 2005; Liang y col.,
2006; You y Dunn, 2007). La sensibilidad y la eficacia al agonista es aun mayor en
receptores a6B0 que en a4pd (Stérustovu y Ebert, 2006).

Respuesta a GABA v receptores GABA, durante el desarrollo

La composicion de subunidades de los receptores GABA, Y el tipo de respuesta a
GABA atraviesan un drastico cambio durante el desarrollo del cerebro. Los mecanismos
por los cuales éste se lleva a cabo no estan del todo dilucidados. Sin embargo, las
evidencias acumuladas a lo largo de los afios han permitido no soélo identificar ciertos
actores clave en el fendmeno, sino también las consecuencias funcionales y morfolégicas
de este cambio para el crecimiento, diferenciacion y conectividad sinaptica de las

neuronas.
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Los aniones se distribuyen diferencialmente a través de la membrana plasmética
de las células. La mayoria de los aniones del fluido intracelular son moléculas orgénicas
tales como aminoéacidos cargados negativamente, proteinas y acidos nucleicos, mientras
que el i6n CI" es el principal aniéon del medio extracelular. En un organismo adulto, el
gradiente de concentracion del CI', es decir la diferencia entre la concentracion del medio
externo e interno, es de 140 mM — 7 mM respectivamente; es decir que bajo condiciones
fisiologicas de reposo hay un ingreso del i6n cuando los canales permeables a éste se
encuentran abiertos. La direccion y la magnitud de la difusion del CI est4 determinada
tanto por su gradiente de concentracién como por el potencial de membrana que fuerza a
los iones a moverse en una direccion particular de acuerdo a su carga. El potencial de
equilibrio electroquimico (también conocido como potencial reverso) para un i6n dado
(Ey), es el potencial de membrana al cual la fuerza del gradiente de concentracién que
tiende a mover un ién en una direccion es exactamente balanceada por la fuerza eléctrica
gue tiende a mover al mismo ién en la direccién contraria (Ben-Ari, 2002). Las relaciones
cuantitativas entre el potencial de membrana y las concentraciones del i6n fueron
desarrolladas por Nernst (Purves y col 2001). En el SNC adulto el GABA es un
neurotransmisor inhibitorio, capaz de producir la hiperpolarizacion del potencial de

membrana.

Sin embargo en varias regiones del cerebro en desarrollo, entre ellas el
hipotalamo, el GABA es excitatorio. Su accién se traduce en despolarizacion neuronal,
pudiendo incluso generar potenciales de accion (Gao y van den Pol, 2001; Wang y col.,
2001) y causar la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV)
(Obrietan y van den Pol, 1995). En estas regiones el cambio de excitatorio a inhibitorio se
produce alrededor de la segunda semana de vida posnatal en la rata (Chen y col., 1996),
momento en el que la respuesta a GABA se vuelve hiperpolarizante. Este cambio en la
respuesta al neurotransmisor se debe a que temprano en el desarrollo, la concentracion
intracelular de CI es alta respecto al medio extracelular, por lo que en reposo el potencial
de equilibrio de CI"' es més positivo que el potencial de membrana. Esto determina que al
unirse GABA a su receptor, el CI" sale de la neurona con la consiguiente despolarizacion
de la célula (Chen y col., 1996; Obrietan y van den Pol, 1995). La alta concentracion
intracelular del i6n es mantenida principalmente por la elevada expresion de un
cotransportador de Na®, K*-2CI, NKCC1 que introduce CI" a la célula (Yamada y col.,
2004). Numerosas evidencias han demostrado que, en etapas mas tardias del desarrollo,
el cambio en la respuesta al neurotransmisor es atribuible a que el potencial de equilibrio
de CI' se hace mas negativo como consecuencia de una disminucion del CI" intracelular.

Esta disminucion se debe principalmente al aumento en la expresion del cotransportador
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K*/CI', KCC2 que extruye iones CI del interior de la célula (Ganguly y col., 2001; Ludwig y
col., 2003; Rivera y col., 1999) y a la disminucion de la expresion de NKCC1 (Yamada y
col., 2004). En consecuencia, la concentracion intracelular de este ion y la respuesta a
GABA, se encuentran en estrecha relacion con los niveles de expresion de cada
cotransportador (figura 2). Las acciones excitatorias de GABA en neuronas inmaduras
son importantes reguladores del desarrollo normal del SNC. La sobreexpresion de KCC2
en neuronas inmaduras elimina el gradiente de CI° y afecta draméticamente la
maduracién de las neuronas a nivel morfolégico (Cancedda y col., 2007; Reynolds y col.,
2008), como asi también la conectividad sinaptica (Chudotvorova y col., 2005).

El cerebro adulto presenta una distribucién particular para los ARNm de cada
subunidad de los receptores GABA,. Algunas subunidades, como la a1 tienen una
distribucion ubicua en el cerebro, mientras que otras como a6 se expresa solo en
neuronas granulares del cerebelo y €0 en ciertos nucleos hipotalamicos y el locus
coeruleus. En algunas regiones se expresan una gran cantidad de subunidades, en otras
s6lo se expresan unas cuantas de ellas. La combinacion de subunidades a1B2y2 es la
mas abundante en el cerebro. a1B2 predominan en bulbo olfatorio, globo palido,
sustancia nigra pars reticulata, zona incierta, nacleo subtaldmico, septum medial y
cerebelo; mientras que la combinacion a2p3 esta enriquecida en areas como la amigdala
y el hipotadlamo. Las subunidades a4 y & co-localizan en el prosencéfalo al igual que a5(1
lo hacen en el hipocampo. Por su parte, la subunidad a3 predomina en la neocorteza y en
el nacleo talamico reticular (Laurie y col., 1992a; Moragues y col., 2000, 2002; Wisden y
col., 1992). Se ha demostrado que este patron de expresién es distinto durante el
desarrollo. Cada transcripto para las subunidades de los receptores GABA, exhibe un
perfil temporal y regional de expresion Unico. Por ejemplo, durante el desarrollo
embrionario y posnatal temprano a2, a3, a5 y B3 se expresan fuertemente en corteza y
talamo. A medida que el desarrollo transcurre los niveles de dichas subunidades
disminuyen dando lugar a la expresion de a1, a4, B2 y O, caracteristicas del cerebro
adulto. De igual manera las subunidades y1 y y3 presentan una expresién abundante en
el cerebro inmaduro que va disminuyendo con el desarrollo. Por el contrario, y2 se
expresa ubicuamente durante la vida intrauterina, posnatal y adulta. Las subunidades € y
B se expresan en el tdlamo embrionario, mientras que la subunidad a3 aparece el dia del
nacimiento y sus niveles aumentan posnatalmente. El septum medial y el globo pélido
expresan unas pocas subunidades durante el desarrollo (02/a3B2y2 y a2/a3p2y1
respectivamente) que luego son reemplazadas por otras en el cerebro adulto (a1p2y2 y
a1B2y1/y2 respectivamente). Sin embargo algunas subunidades no muestran un cambio
temporal de expresion, como a1, B2, B3 y y2 que se expresan en células de Purkinje del

cerebelo y a3, € y 6 en neuronas hipotalamicas y de los nucleos pontino y tegmental
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durante todo el proceso de desarrollo (Laurie y col., 1992b; Pape y col., 2009; Poulter y
col., 1992). Los cambios en la expresion de subunidades de los receptores GABAa
durante el desarrollo sugieren que la composicion y propiedades de los receptores
embrionarios / posnatales difieren de aquellas de los receptores adultos. El cambio de la
subunidad o2 por la subunidad a1 (ambas distribuidas ubicuamente) durante la
maduracion del sistema nervioso estaria relacionada con la formacion de las sinapsis
inhibitorias (Fritschy y col., 1994). Se ha demostrado que el patron de expresion de
subunidades de los receptores GABA, en neuronas mantenidas in vitro recapitula el
patrén observado in vivo en algunos sistemas experimentales (Gao y Fritschy, 1995;

Holopainen y Lauren, 2003).

Alta [CI]; (inmadura) Baja [CI']; (madura)

Despolarizacion Hiperpolarizacion

Matii+ .
GA NKCO GABALSS .
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éﬂ\BA ' (GABA
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Figura 2. Respuesta a GABA durante el desarrollo. Abreviaturas: NKCC1, cotransportador de Na'/K*/CI" que
introduce iones CI al citoplasma; KCC2, cotransportador de K'/CI" que extruye iones CI' del citoplasma;
CLC2, canal de cloruro dependiente de voltaje tipo 2; VDCC, canales de calcio dependiente de voltaje
(Adaptado de Ben-Ari 2002).

Acciones troficas de GABA

Como consecuencia de la despolarizacién neuronal ejercida por GABA en
neuronas inmaduras se produce el ingreso de calcio al interior de la célula, por activacion
de canales de Ca* voltaje dependientes. El aumento de este i6n en el citoplasma
desencadena la activacion de una serie de efectores que regulan distintos procesos

celulares. De esta manera GABA pueda influenciar varios procesos en el desarrollo del
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cerebro, desde la proliferacién celular a la sinaptogénesis y la formacién de circuitos
neuronales (figura 3). Una caracteristica sobresaliente del desarrollo es que los
receptores GABA,, pero también de glutamato, se expresan ya en células progenitoras
de los epitelios ventriculares mucho antes de la formacion de las primeras sinapsis. Esto
sugiere que el GABA ambiental podria ejercer un papel modulador en la maduracion
neuronal (LoTurco y col., 1995). La participacion de GABA en la regulacion de la

formacion de conexiones sinapticas durante el desarrollo ha sido extensamente
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Figura 3. Acciones troficas de GABA durante el desarrollo. A. Efectos deGABA sobre la proliferacion de
progenitores. B. Efectos de GABA sobre la migracion neuronal. C. Efectos de GABA sobre la diferenciacion
neuronal. Abreviaturas: BMI, meta-yoduro de bicuculina; CP, plato cortical; 1Z, zona intermedia; VZ/SVZ, zona

ventricular y zona subventricular; BrdU, 5-deoxibromouridina (Adaptado de Owens y Kriegstein 2002).

estudiada en sistemas neuronales de dos estructuras cerebrales como el hipocampo

(Ben-Ari, 2002) y la corteza (Owens y Kriegstein, 2002). Ambos sistemas muestran un
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ajustado patron temporal en el establecimiento de conexiones sindpticas. Una vez
originadas en las zonas generativas, las neuronas posmitéticas migran a sus posiciones
finales en ambas regiones del cerebro. Registros electrofisiolégicos de estas neuronas
demostraron la ausencia de potenciales postsinapticos, lo que sugiere que GABA
actuaria de manera paracrina. Los primeros potenciales postsinapticos en aparecer son
excitatorios y mediados por receptores GABA,, de acuerdo con las acciones
despolarizantes en neuronas inmaduras. Entonces, las sinapsis GABAérgicas son las
primeras en establecerse durante el desarrollo, siendo responsables de brindar todo el
componente excitatorio de la red en formacion. Luego, cuando las neuronas comienzan a
adquirir sinapsis glutamatérgicas a medida que maduran, emergen potenciales
postsinapticos inhibitorios mediados por receptores GABA. Asi, una vez que glutamato
toma el control de la fuerza excitatoria de la red, GABA adopta sus acciones inhibitorias
caracteristicas de neuronas maduras (Khazipov y col., 2001; Luhmann y Prince, 1991,

Owens y col., 1999; Tyzio y col., 1999).

Numerosos estudios demuestran que GABA modula la proliferacion de
progenitores, la migracion neuronal y la diferenciacién y elaboracion del arbol neuronal
(Represa y Ben-Ari, 2005; Wang y Kriegstein, 2009). Segun las evidencias obtenidas,
GABA inhibe la proliferacion de células madre (figura 3. A). En rebanadas de corteza, el
agregado de GABA disminuye la sintesis de ADN y la cantidad de células que incorporan
bromo de-oxi-uridina (BrdU), mientras que la incubacion con bicuculina aumenta los
niveles de ADN (LoTurco y col., 1995). GABA promueve la division celular en células de
la zona ventricular (ZV), mientras que la inhibe en células de la zona subventricular (ZSV)
en cultivos organotipicos de corteza (Haydar y col., 2000). Se ha demostrado que en
cultivos organotipicos de estriado, la activacion de los receptores GABA, inhibe la
progresion del ciclo celular de los precursores de este sistema (Nguyen y col., 2003).
Estos mismos efectos, mediados por receptores GABA, se han reportado en otras células
madre y células de la cresta neural (Andang y col., 2008). Sin embargo, la activacion de
estos receptores promueve la proliferacion de células granulares de cerebelo in vitro
(Fiszman y col., 1999).

Por otra parte, GABA es capaz de regular la migracion celular en varias regiones
del cerebro (figura 3. B). Utilizando cultivos organotipicos de hipocampo, Manent y
colaboradores demostraron que el bloqueo de los receptores GABA4 reduce la migracion
de neuroblastos (Manent y col., 2005). Contrariamente, el tratamiento con bicuculina
aumenta la cantidad de células migrando en el nucleo ventromediano del hipotalamo
(NVM). La adiciéon de bicuculina o muscimol altera la orientacién de la migracion de

neuronas de subregiones de dicho nucleo en cultivos organotipicos. La diferente
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expresion de subunidades en esas subregiones sugiere una modulacién dependiente del
tipo de receptores GABA, que poseen las neuronas. La localizacion y distribucion de
ciertos grupos neuronales del hipotadlamo esta alterada en ratones KO para la subunidad
B3 (Dellovade y col., 2001). En concordancia con este trabajo, la activacion de distintos
subtipos de receptores para GABA ejerce efectos diferentes en la migracion de neuronas
corticales. La activacion de receptores GABA, y GABA. promueve la migracion de
neuroblastos desde las ZV/ZSV a la zona intermedia (ZI), la activacién de receptores
GABAg promueve la entrada desde la ZI hacia el plato cortical (PC) mientras que GABA,
provee de una sefial de detencion para la migraciéon una vez alcanzado el PC (Behar y
col., 2000). Estudios in vivo e in vitro, demostraron la importancia de los receptores
GABA, para detener la migracion de neuronas corticales, ya que el bloqueo de los
mismos produjo una alteracién de la ubicacién de las mismas en las capas corticales.
Este efecto en la migracién es altamente dependiente de la concentracion de GABA y de
la locacion, sugiriendo que dicha dependencia se debe a la expresién de distintos subtipo
de receptores GABA, (Heck y col., 2007).

El primer trabajo que demostré que GABA promueve el crecimiento de neuritas en
neuronas de mamiferos fue publicado en el afio 1983 (Baloyannis y col., 1983). Desde
entonces hasta nuestro dias, mucha evidencia sugiere que este neurotransmisor regula la
neuritogénesis de neuronas inmaduras a través de la despolarizacion neuronal mediada
por sus receptores GABA, (figura 3. C) (Sernagor y col., 2010). Experimentos realizados
in vivo mostraron que la sobreexpresion del co-transportador KCC2, que convierte las
acciones de GABA de despolarizantes a inhibitorias, provoca una reduccion del largo y de
la ramificacion de las dendritas en neuronas corticales (Cancedda y col., 2007). Estudios
in vitro, han demostrado que la diferenciacion de interneuronas corticales es altamente
dependiente de a cada uno de los componentes del sistema GABAérgico; particularmente
el bloqueo de receptores GABA,, CCDV tipo-L o el gradiente de CI" producen una
marcada reduccion de la longitud de las neuritas (Maric y col.,, 2001). En cultivos de
neuronas de hipocampo el agregado de muscimol al medio de cultivo promueve el
crecimiento y el nUmero de dendritas primarias en neuronas inhibitorias inmaduras. Estas
acciones son dependientes de la despolarizacion, ya que el agregado del agonista
GABA, a cultivos de neuronas maduras (15 DIV) produjo la reduccion del crecimiento
dendritico. Este estudio propone que los efectos dendritogénicos de GABA podrian estar
mediados por el Factor Neurotrofico Derivado de Cerebro (BDNF) (Marty y col., 1996).
Otros autores han demostrado que cuando se agrega al medio un agonista inverso con
preferencia por receptores con la subunidad a5 (RY-080) se produce la disminucién de
las ramificaciones y la longitud de las dendritas, a la vez que también disminuye la

produccién de BDNF en neuronas hipocampales (Giusi y col., 2009). El crecimiento de
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interneuronas de bulbo olfatorio in vitro, también esta regulado por receptores GABA.. La
activacion de los mismos provoca el aumento de la cantidad y el largo total de dendritas,
mientras que el bloqueo con bicuculina los reduce (Gascon y col., 2006). El agregado de
GABA al medio de cultivo de neuronas granulares de cerebelo promueve la
complejizacién del arbol dendritico (Borodinsky y col., 2003). Las acciones troficas de
GABA sobre el crecimiento axonal también son dependientes de la despolarizacion
neuronal. Experimentos in vivo en embriones de pez cebra (Danio rerio), demostraron
gue la alteracion del gradiente de CI- mediante la sobreexpresion del co-transportador
KCC2, desde el comienzo del desarrollo del embrion produce una reduccién de la
maduracién y elaboracion de las redes y tractos axonales (Reynolds y col., 2008).
Chattopadhyaya y colaboradores demostraron que GABA, a través de receptores GABAA
y en menor medida GABAg, promueve la ramificacion de axones de interneuronas
corticales tanto in vitro como in vivo (Chattopadhyaya y col., 2007). En este mismo
sistema experimental la activacion de los receptores GABA, provoca la elongacion de
axones, mientras que el tratamiento con bicuculina disminuye la longitud de los mismos
(Ageta-Ishihara y col.,, 2009). Se ha observado también que GABA promueve
especificamente el crecimiento y la ramificacién del axén, pero no de otras neuritas, en
neuronas granulares de cultivos organotipicos de hipocampo (Lee y col., 2012). Esta
diferencia en los efectos de GABA entre axones y procesos menores puede deberse a la
composicion de subunidades de los receptores GABA,.. En cultivos de neuronas
hipocampales, la adicion de un modulador alostérico positivo con preferencia por
receptores a2B2/3y2 al medio provocé la reduccion de la longitud y de la cantidad de
axones, mientras que un agonista selectivo de receptores a552/3y2 no tuvo efecto (Giusi
y col., 2009).

Vias de sefalizacion intracelular implicadas en la reqgulacién del crecimiento por

receptores GABAA

La despolarizacion neuronal y la consiguiente entrada de calcio a través de CCDV
son pasos claves en los efectos mediados por la activacion de los receptores GABA, en
neuronas inmaduras. Este aumento del calcio intracelular actia como segundo
mensajero modulando la actividad de varias quinasas. Algunas de éstas, como la calcio
calmodulina quinasa 2 (CAMKII) y la proteina quinasa activada por mitdgenos 1y 2

(p42/44 MAPK - ERK1/2), estan involucradas en el crecimiento neuritico inducido por
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GABA en una gran variedad de sistemas (Fiszman y Schousboe, 2004; Sernagor y col.,
2010).

El crecimiento de los procesos neuronales en respuesta a la activacion de
receptores GABA, en varios sistemas experimentales, parece ser regulado por el ingreso
de calcio a través de CCDV tipo-L (Borodinsky y col., 2003; Gascon y col., 2006; Lee y
col., 2012; Maric y col.,, 2001). En neuronas espinales, GABA y glicina ejercen
despolarizacion neuronal e ingreso de calcio. Sin embargo, el bloqueo de las corrientes
glicinérgicas aumenta el crecimiento neuritico de estas neuronas. Se demostré que este
efecto es dependiente de la activacion de CCDV tipo-L a través de la despolarizacion
inducida por receptores GABA,. Estos resultados sugieren que la estimulacion
glicinérgica fija los niveles de calcio en un nivel sub6ptimo (comparada con GABA) para
estimular el crecimiento neuritico (Tapia y col., 2001). El crecimiento de los procesos
neuronales es estrechamente dependiente de niveles éptimos de calcio intracelular, de la
frecuencia de las ondas transitorias de calcio y de la localizacién subcelular; sin embargo,
éste se reduce o se detiene cuando el nivel de calcio no cumple tales caracteristicas
espacio-temporales (Enes y col., 2010; Gomez y Zheng, 2006; Hutchins y Kalil, 2008;
Tang y col., 2003).

Para ejercer su efectos sobre el crecimiento de los procesos neuronales, el flujo
de calcio al interior celular tiene como blancos principales a dos de las vias de
sefializacibn més representadas en el cerebro: la via de las calcio/calmodulina quinasas
(CAMKS) vy la via de las quinasas activadas por mitogenos (MAPKSs) (figura 4) (Konury
Ghosh, 2005).
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Figura 4. Via de las calcio/calmodulina quinasas (CAMKSs) y via de las quinasas activadas por mitégenos
(MAPKSs), involucradas en el crecimiento neuritico de neuronas (resaltadas en rojo). Por referencias ver el

texto (Adaptado de Wayman y col. 2008).

La calmodulina quinasa (CaM) es una proteina que une Ca*" con gran afinidad, al
hacerlo se produce un cambio conformacional que expone un residuo hidrofébico que
promueve la interaccién de Ca®* / CaM con numerosas vias de sefializacion intracelular.
Una de estas vias, es una familia de serina / treonina (Ser / Thr) quinasas conocidas
como CAMKs cuyos miembros difieren en la cantidad de sustratos que pueden activar, en
su localizacién subcelular y en los mecanismos de activacion. Dentro de esta familia
algunas quinasas fosforilan exclusivamente un sustrato / proteina en particular, como la
guinasa de la cadena liviana de miosina, la fosforilasa quinasa y CAMKIII. Esta ultima no
posee los motivos Ser / Thr clasicos de la familia por lo que pertenece a una familia
distinta de protein quinasas. Por su parte, otros miembros de las CAMKs como la CAMKII
y la cascada de las CaM quinasas (CAMKK, CAMKI y CAMKIV), regulan la activacion de
numerosos sustratos proteicos jugando un papel critico tanto en el desarrollo y plasticidad
neuronal como en el comportamiento. CAMKIl es un dodecamero heteromérico
compuesto por subunidades a, B, & y y. La activaciéon de esta quinasa por Ca*/CaM

permite la autofosforilacion de numerosos sitios (Thr286, Thr305 y Thr306). Como
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caracteristica, CAMKII retiene un 30%-60% de sus actividad incluso después de la
disociacion total de Ca®*/ CaM, por lo que aumentos transitorios de calcio cortos pueden
resultar en una activacion prolongada de CAMKII. Esta quinasa esta presente en todo el
citoplasma como una proteina soluble, aunque se encuentra altamente enriquecida en la
densidad postsinaptica de espinas dendriticas de neuronas excitatorias. Los miembros de
la cascada de las CaM quinasas, CAMKK (isoformas a y 3), CAMKI (isoformas a, B, 0y )
y CAMKIV, a diferencia de CAMKII, tienen un sitio de fosforilacibn en un bucle de
activacion. La unién de Ca®*/ CaM a CAMKI y CAMKIV expone este bucle permitiendo la
foforilacién por CAMKK, su quinasa aguas arriba. En neuronas, la activacion de CAMKI
por CAMKK suele ser transitoria (pocos minutos) mientras que la de CAMKIV es mas
prolongada (hasta una hora). CAMKK se distribuye en todo el cerebro; la isoforma a es
citoplasmética, mientras que la B tiene ubicacién preferentemente nuclear. CAMKI es
predominantemente citoplasmica aunque una variante por corte y empalme alternativo de
la isoforma B esta enriquecida en el nucleo y la isoforma y se localiza en Golgi y
membrana plasmatica. Por otro lado, CAMKIV tiene una distribucion predominante en el
nucleo. La activacion de la via de las CAMKs produce la fosforilacion de numerosos
factores de transcripcién tales como la proteina de union al elemento de respuesta al
AMPc (CREB), el factor de transcripcion activador tipo 1 (ATF-1), la proteina de unién al
CREB (CBP), etc. para ejercer sus efecto en el desarrollo neuronal y plasticidad singptica
(Colbran, 2004; Soderling y col., 2001; Wayman y col., 2008, 2011).

Las MAPKs presentes en mamiferos comprenden diferentes proteinas que
pueden clasificarse en 5 familias: 1) Quinasas reguladas por sefiales extracelulares
(ERKSs), como las ERK1 y ERK2 (también llamadas p42/44 MAPK); 2) c-jun N-terminal
quinasa / proteinquinasas activadas por estrés (JNKs/SAPKSs), que incluye a las JNK1,
JNK2 y JNKS3; 3) p38 proteinquinasas activadas por mitdgenos (p38 MAPKSs), con 4
isoformas descriptas a, B, & y y; 4) Quinasas reguladas por sefiales extracelulares
atipicas, que incluye a las ERK3 y ERK4 y 5) ERK5, quinasa poco conocida que se activa
por distintas sefiales extracelulares. Cada familia estd compuesta por al menos 3
proteinquinasas que se activan secuencialmente mediante fosforilacion. En forma
general, estas proteinas quinasas se denominan MAP quinasa quinasa quinasa
(MAPKKK o MAP3K), MAP gquinasa quinasa (MAPKK o MAP2K) y MAP quinasa (MAPK).
En el caso de las ERKs, las MAPKKKs son las Raf (A-Raf, B-Raf y C-Raf/Raf-1), las
MAPKKs son MEK1 y MEK2 y las MAPK son ERK1 y ERK2. Raf activada une y fosforila
las quinasas MEK1 / 2. MEK es una quinasa especifica que une ERK en su forma
inactiva y la retiene en el citoplasma. Una vez activada, MEK1 / 2 fosforila ERK1/2
(PERK1/2) lo que induce su liberacion y posterior dimerizacion y traslocacion al nacleo.

En el nudcleo pERK1/2 fosforila una gran cantidad de sustratos que incluyen varios
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factores de transcripcion (CREB, SRC-1, Pax6, NF-AT, Elk-1, c-Fos, c-Myc y STAT3)
(Cargnello y Roux, 2011; Roux y Blenis, 2004; Shiryaev y Moens, 2010).

Particularmente, se ha demostrado que la activacion de ERK1/2 en respuesta a
Ca®* esta mediada por CAMKI (Schmitt y col., 2004). Dicha interaccién entre ambas vias
estd4 implicada en la generacion de Potenciacion a Largo Plazo (LTP) (Schmitt y col.,
2005) y la arborizacion dendritica (Wayman y col., 2006) en neuronas hipocampales.

GABA v diferenciaciéon sexual del cerebro

Durante el desarrollo perinatal los receptores GABA, atraviesan por un cambio
drastico en la expresion de subunidades y en la respuesta a GABA (de despolarizante a
hiperpolarizante). Durante esta misma ventana temporal se produce la diferenciacion
sexual del SNC mediada por hormonas gonadales, evento clave en el establecimiento de
diferencias funcionales, morfolGgicas y estructurales en el cerebro de machos y hembras.
Como detallaremos a continuacion, la interaccion entre cromosomas sexuales, hormonas
gonadales y el sistema GABAérgico imprime caracteristicas sexo-especificas en el
cerebro y en especial en el hipotdlamo (McCarthy y col., 2002).

La hipétesis clasica de la diferenciacion sexual del cerebro fue formulada a partir
de los experimentos pioneros de Phoenix y colaboradores a finales de la década del 50
(Phoenix y col., 1959), y sostuvo que el dimorfismo sexual del cerebro de los vertebrados
es consecuencia de la accion de los esteroides gonadales. Segun esta hipoétesis, la
organizacion de los circuitos cerebrales del tipo masculino es el resultado de las acciones
organizadoras de los andrégenos segregados por el testiculo durante el “periodo critico”
del desarrollo cerebral, que en la rata se extiende desde el dia emrbionario 18 (E18)
hasta el dia pos natal 10 (PN10). Por el contrario, la organizacion del cerebro femenino
se produce en ausencia de las secreciones gonadales, cualquiera sea el sexo
cromosomico. En la adultez los esteroides sexuales tienen efectos activadores sobre los
circuitos organizados de manera sexualmente dimorfica durante el desarrollo (Arnold y
Gorski, 1984). Muchas de las acciones masculinizantes de los andrégenos son
consecuencia de su aromatizaciéon a estrogeno (McEwen y Alves, 1999). La enzima
aromatasa P450 es la responsable de la conversion de testosterona a estradiol y su
actividad es uno de los factores claves en la determinacion de las diferencias sexuales
del cerebro (Negri-Cesi y col., 2004). Estradiol ejerce sus acciones en neuronas en
desarrollo afectando diferencialmente en cada sexo una gran variedad de parametros
tales como neurogénesis, apoptosis, diferenciacién celular, migracién, sinaptogénesis,

entre otros. Los mecanismos por los cuales esta hormona actida sobre el SNC en
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desarrollo son especificos del sexo, region y edad de los sistemas en estudio (McCarthy,
2010; Schwarz y McCarthy, 2008a, 2008b; Tobet y col., 2009; Wright y col., 2010). Se
cree que el fin Ultimo del establecimiento de dichas diferencias es la expresion de
conductas tipicas de uno u otro sexo, sin embrago las diferencias sexuales en la
estructura o conectividad cerebral pueden producir e incluso eliminar diferencias sexuales
en el comportamiento (de Vries y Sddersten, 2009). Las evidencias acumuladas en mas
de 50 afios de investigacion en el tema demuestran que la hipétesis de la masculinizacion
/ feminizacién del cerebro mediada por hormonas es un proceso mas complejo del que se
presumia anteriormente (McCarthy y col., 2009a). Aunque no hay dudas que la mayoria
de las diferencias sexuales son determinadas por la accién de los esteroides sexuales
durante el desarrollo, una importante cantidad de evidencias ha demostrado la existencia
de diferencias sexuales independientes de la accién hormonal (Arnold, 2004; Arnold y
col., 2004; De Vries, 2004). A partir de estas observaciones surgié la necesaria revision
del concepto clasico. La nueva visién del fenébmeno propone gue las neuronas portadoras
del complemento cromosémico XY son intrinsicamente diferentes de las portadoras de
XX, lo cual necesariamente implica que el cerebro de machos y hembras es distinto antes
de la accion organizadora de los esteroides gonadales. De esta manera, los cromosomas
sexuales son una variable importante que regula el establecimiento de diferencias
sexuales en la estructura del cerebro y en el comportamiento (Arnold, 2009; Budefeld y
col., 2010; Ngun y col., 2011). Sin embargo, en la Ultima década el foco de los estudios
sobre la diferenciaciéon sexual del cerebro apunta a la participacion de una tercera
variable, el ambiente. El término epigenética se refiere a cambios en el genoma que
pueden afectar la expresién génica sin alterar la secuencia del ADN subyacente. Se ha
propuesto que los procesos epigenéticos son importantes para coordinar el impacto de
factores ambientales durante periodos sensitivos del desarrollo. Algunas de estas
modificaciones incluyen acetilacion, metilacion, fosforilacién, ubiquitinacion vy
plamitoilacion de histonas y metilaciéon del ADN (Roth y Sweatt, 2011). Evidencias de
diversos laboratorios alrededor del mundo han comprobado que algunos de estos de
procesos epigenéticos juegan un rol importante en la diferenciacion sexual del cerebro
(Auger y Auger, 2011; Chung y Auger, 2013; McCarthy y col., 2009b; Menger y col., 2010;
Nugent y McCarthy, 2011). En base a toda esta evidencia, y con mas y nuevos
interrogantes, la comunidad cientifica especializada en el tema propone una hipétesis
unificadora para la diferenciacion sexual del cerebro de los vertebrados. Esta nueva
hipotesis plantea que "hormonas, genes de los cromosomas sexuales y ambientes sexo-
especificos tienen efectos diferenciadores paralelos e independientes que pueden
interaccionar unos con otros, a menudo de manera sinérgica, para producir diferencias

sexuales en el cerebro. Sin embargo, también existen variables compensatorias sexo-
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especificas que actian para reducir diferencias sexuales mas que para inducirlas. El
resultado es que en algunos aspectos del cerebro, el comportamiento y la fisiologia de
machos y hembras son Unicos en uno u otro sexo, mientras que en otros son sumamente
similares" (McCarthy y Arnold, 2011).

El hipotalamo es la regién del cerebro con el mayor nimero de diferencias
sexuales. Durante el desarrollo y la vida adulta expresa altos niveles de receptores para
hormonas gonadales, lo que lo convierte en una region clave para la diferenciacion
sexual mediada por esteroides sexuales (Lenz y McCarthy, 2010). Sin embargo, los
cromosomas sexuales también aportan al establecimiento de algunas diferencias entre
machos y hembras (Majdic y Tobet, 2011). GABA ha demostrado ser un actor
fundamental en la diferenciacién sexual del hipotdlamo. En particular, el hipotalamo
ventromedial (HVM) posee diferencias sexuales en varios parametros de la sefializacion
GABAérgica. El decaimiento de la corriente generada por la aplicacién de GABA es mas
rapido en hembras que en machos, respuesta que se profundiza durante el desarrollo
posnatal (Smith y col., 1996). Los niveles de GABA también aumentan con el desarrollo y
los machos tienen mayores niveles que las hembras, sin embargo el tratamiento de las
hembras con testosterona en el dia PNO aumenta los niveles del neurotransmisor,
sugiriendo una regulacién sexualmente dimorfica por esteroides sexuales (Davis y col.,
1999). El tratamiento de hembras prefiadas con diazepam durante los Ultimos dias de
gestacién provoca una reduccién del 20% de los niveles del ARNm de BDNF sélo en
machos a PN20 y se mantiene incluso en la edad adulta. Esto sugiere que la
manipulacion de la transmision GABAérgica durante el desarrollo cerebral produce
cambios en los machos que duran hasta la adultez (Kellogg y col., 2000). En este sentido,
el periodo critico de la diferenciacion sexual mediada por hormonas parece ser decisivo
en el tipo de respuesta a GABA. La administracion de muscimol a machos y hembras en
el dia PNO provoca el aumento del nimero de neuronas inmunomarcadas con pCREB en
los machos mientras que lo reduce en hembras. Esto sugiere que GABA ejerce acciones
excitatorias en machos e inhibitorias en hembras en el HMV a PNO (Auger y col., 2001).
Es mas, la fosforilacion de CREB es mediada por CCDV tipo-L ya que el bloqueo
farmacologico de los canales reduce este efecto. Por el contrario, la administracion de
muscimol en machos y hembras juveniles no produce la activacion del factor de
transcripcion, otra evidencia a favor de que dicha diferencia sexual se debe a las
acciones despolarizantes de los receptores GABA, en los machos (Perrot-Sinal y col.,
2003). En linea con esta hipétesis los niveles de NKCC1 son mayores en machos que en
hembras a E20 y PNO, sugiriendo que podrian ser la causa de un mayor nivel de
despolarizacion en los primeros. Los niveles de pNKCC1 a PN2 fueron mayores en

hembras tratadas con una dosis masculinizante de estradiol respecto a las hembras
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tratadas con vehiculo. Por el contrario, KCC2 no se detecté a E20 o PNO, sin embargo a
PNZ2 los niveles de dicha proteina son menores en machos que en hembras (Perrot-Sinal
y col., 2007). Estudios en neuronas hipotalamicas in vitro muestran que el tratamiento con
estradiol produce un aumento del 60% en los niveles de calcio en respuesta a muscimol
respecto a los controles. Ademas el estradiol es capaz de aumentar el tiempo durante el
cual muscimol ejerce efectos de despolarizacion y entrada de Ca** en neuronas maduras.
El 75% de las células registradas a 7 DIV presentaron aumentos en los niveles de Ca*
en respuesta al agonista GABAérgico, mientras que solo el 35% de las neuronas no
tratadas presentaron dicha respuesta (Perrot-Sinal y col., 2001). En este mismo sistema
experimental, el tratamiento con estradiol produce un aumento en la amplitud y la
frecuencia de los potenciales postsinapticos inhibitorios mediados por GABA de cultivos
provenientes de embriones macho mientras que produce una disminucién de los mismos
en los cultivos de hembra (Zhou y col., 2005). Todo este cuerpo de evidencias indica que
la sefalizacibn mediada por GABA mantiene una estrecha interrelacion con la
diferenciacién sexual del cerebro mediada por hormonas (McCarthy y col., 2002).

Desde la década de los 90 nuestro laboratorio ha aportado numerosas evidencias
sobre la existencia de diferencias sexuales en el crecimiento y diferenciacion de neuronas
hipotalamicas. Se ha demostrado que cultivos derivados de embriones hembra
diferencian sus axones mas tarde, tienen menos neuritas primarias y dendritas mas
cortas que los cultivos de macho. Ademas estradiol produce el aumento de la longitud de
los axones en estas neuronas (Diaz y col., 1992). Particularmente se demostré que sélo
las neuronas provenientes del HVM de fetos de rata macho de E16 responden con un
crecimiento axonal al agregado de estrégeno al medio de cultivo y que dicho efecto es
dependiente de factores tréficos liberados al medio por astrocitos de regiones blanco
(Cambiasso y col., 1995, 2000). Estos efectos sobre neuronas hipotaldmicas de macho y
hembra son independientes de la accion organizadora de los esteroides sexuales, ya que
fueron obtenidos de embriones que aun no han estado expuestos al pico fetal de
testosterona que se produce en ratas macho a E18-E19 (Huhtaniemi, 1994). Es més, un
trabajo recientemente publicado por nuestro laboratorio (Scerbo y col., 2014) demuestra
qgue neuronas hipotalamicas de embriones de ratones hembra de E14 presentan un grado
de desarrollo mayor que en los machos cuando son cultivadas in vitro. Estas diferencias
incluyen un mayor numero de neuronas en estadios avanzados del desarrollo neuronal,
una mayor cantidad de neuronas con ramificaciones en las neuritas y una mayor longitud
axonal en hembras. Estos efectos son mediados por la mayor expresion de neurogenina
3 (Ngn3 - una proteina involucrada en la neuritogénesis) en hembras que esta regulada
por los cromosomas sexuales. Se demostré también que el agregado de estradiol al

medio de cultivo promueve la diferenciacion de neuronas de machos mediante el
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aumento de Ngn3, eliminando la diferencia sexual observada en los cultivos controles.
Nuestro grupo propone que los cromosomas sexuales aumentan la diferenciacion de
neuronas de hembras mediante la regulacion de los niveles de Ngn3. Mientras tanto, el
mantenimiento de una expresion reducida de la proteina en neuronas de macho por parte
de los cromosomas sexuales puede contribuir dotando a estas neuronas con una
sensibilidad aumentada a estradiol, facilitando asi la accion neuritogénica de la hormona
a través del aumento de Ngn3 (Scerbo y col., 2014). Este mecanismo puede explicar el
hecho de que neuronas del HVM de machos adultos posean dendritas mas largas, mayor
superficie dendritica y un mayor nimero de conexiones sinapticas que las hembras
(Flanagan-Cato, 2011; Griffin y Flanagan-Cato, 2009). Se ha demostrado que los
cromosomas sexuales afectan la conducta sexual de hembras, comportamiento que es
modulado por el HVM (Grgurevic y col., 2012). Otro grupo de experimentos llevados a
cabo en neuronas hipotaldmicas in vitro demostraron que la respuesta a muscimol (10
MM) es mayor en machos que en hembras en neuronas hipotaldmicas después de 9 DIV
(Mir, 2007). Teniendo en cuenta las acciones tréficas de GABA sobre neuronas en
desarrollo (Represa y Ben-Ari, 2005), es posible hipotetizar que la activacion de los
receptores GABA, ejercerian un efecto diferencial en el crecimiento de los procesos

neuriticos de machos y hembras en nuestro sistema experimental.
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Por todo lo expuesto y teniendo en cuenta los resultados previos obtenidos en
nuestro laboratorio, en este trabajo de tesis nos propusimos analizar la participacion
relativa de GABA en la determinacion de diferencias sexuales en el cerebro antes de la
accion organizadora de los esteroides gonadales.

Objetivo general

Analizar la participacion de los receptores GABA, en el establecimiento de
diferencias sexuales en neuronas hipotaldmicas provenientes de embriones macho y
hembra de E16 que son independientes de la accion organizadora de las hormonas

sexuales.

Objetivos especificos

) Caracterizar la respuesta a GABA en cultivos de neuronas de hipotalamo
obtenidos de fetos macho y hembra antes de la acciéon organizadora de los esteroides

gonadales.

1)) Identificar la composicion de subunidades del receptor GABA, en neuronas

hipotalamicas de E16 sexualmente discriminadas.

1) Estudiar la accion neuritogénica mediada por receptores GABA, en neuronas de

hipotalamo provenientes de macho y hembra de E16.
V) Analizar las vias de sefializacion intracelulares involucradas en el crecimiento

neuritico inducido por la activacion de los receptores GABA4 en neuronas de hipotadlamo

provenientes de macho y hembra de E16.
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METODOS UTILIZADOS

1. Preparacidn de cultivos primarios de células disociadas

El tejido nervioso utlizado para la preparacion de los cultivos de células
disociadas se extrajo de embriones de rata de 16 dias de edad gestacional (E16). Para
ello se utilizaron ratas hembras albinas adultas, las que a partir del dia del proestro (EO)
permanecieron en contacto con el macho durante 24 hs. La fase del ciclo sexual se
establecié por el examen del extendido vaginal. Las ratas prefiadas fueron deprimidas
con CO, y luego se procedi6 a la dislocacion cervical. Sus embriones fueron extraidos
asépticamente de la cavidad uterina y separados segun el sexo. La identificacién del sexo
se realiz6 mediante visualizacién, bajo lupa binocular, de la arteria espermatica sobre la

g6nada masculina en desarrollo.

1. 1. Diseccidén

Los encéfalos extraidos fueron colocados en capsulas de Petri con solucién salina
Hanks que contiene en mM: HEPES 10, NaCl 136,9, KCI 5,36, Glucosa, 5,55, KH,PO,
0,44, Na,HPO, 0,33 para ser disecados bajo observacién con una lupa binocular a un
aumento de 20X. Previa remocion de las meninges se disecaron: a) el HVM delimitado
por el quiasma Optico, los surcos hipotalamicos laterales y los cuerpos mamilares para los

cultivos neuronales y b) el mesencéfalo ventral para los cultivos gliales.

1. 2. Disociacién

Las porciones de tejido se agruparon de acuerdo al sexo y area, y se incubaron a
37° C en una solucion de tripsina al 0,25% en Hanks durante 15 minutos, luego de lo cual
se realizaron dos lavados de 5 minutos con solucion Hanks fresca. La disociacion
definitiva se realiz6 en medio esencial minimo modificado por Dulbeco (D-MEM)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (F10), pasando el material sucesivas veces
a través de pipetas Pasteur de distintos calibres. Las células disociadas fueron

resuspendidas en F10 para su siembra.
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1. 3. Siembra y Mantenimiento

Cultivos gliales

La siembra se realizd en el fondo de botellas estériles (25 cm?, Corning) sin
ningun tratamiento previo y conteniendo 4 ml de F10. La densidad inicial de siembra fue
alta. Las células fueron incubadas a 37°C y 5% de CO, y a las 24 hs se les cambi6 el
medio; esto se repitid cada 5 dias. A los 5 dias de sembradas se las agité manualmente
para desprender las células superficiales (oligodendrocitos y microglia) y obtener un
cultivo compuesto por astrocitos. Se las incubd hasta llegar a formar una monocapa
confluente (alrededor de 15 dias). Estas monocapas fueron utilizadas para condicionar
6,5 ml de medio D-MEM / mezcla de nutrientes Ham F12 (F12) con factores solubles de
secrecion de las células astrogliales, durante 48 hs. Este medio condicionado por

astroglia fue utilizado para cultivar las neuronas hipotalamicas.

Cultivos neuronales

Para los estudios morfométricos y de electrofisiologia, las células disociadas y
separadas por sexo fueron sembradas en discos de vidrio (12 mm, Assistent) cubiertos
con poly-L-lisina (1 pg/pl) en cépsulas de Petri estériles (60 mm x 10 mm, Corning)
conteniendo 1 ml de F10. La densidad final de siembra fue de 10*-20* células/cm? para
los estudios morfométricos y de 10° células/cm? en el caso de los experimentos de
electrofisiolgia. Las neuronas se incubaron durante 2 hs a 37°C en una atmosfera
saturada de humedad conteniendo aire y 5% de CO,. Luego los vidrios con las células ya
adheridas fueron transferidos a otra capsula de Petri (35 mm x 10 mm, Corning)
conteniendo 1,5 ml de medio condicionado (MC) por astroglia del mismo sexo. Para los
experimentos de analisis de proteinas, las células se sembraron directamente sobre el
fondo de capsulas de Petri estériles (60 mm x 10 mm, Corning) cubiertas con poly-L-lisina
conteniendo 3 ml de F10, a una densidad final de siembra de 10° células/cm? Se
incubaron durante 2 horas a 37 °C en una atmésfera saturada de humedad conteniendo
aire y 5% de CO, y luego se reemplazé el F10 por MC del sexo correspondiente. Todos
los cultivos neuronales se mantuvieron en incubador a 37 °C y 5% de CO, durante 2 dias

in vitro (DIV) sin el agregado posterior de medio de cultivo.
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1. 4. Esterilizacién de materiales y soluciones

Todas las soluciones y medios de cultivo empleados se esterilizaron por filtracion
utilizando filtros estériles con un didmetro de poro de 0,22 um (Millipore). El material de
cirugia al igual que el de vidrio fueron esterilizados en autoclave durante 20 minutos a
120°C y 1 atm de presion.

Los discos utilizados para el cultivo de neuronas fueron cubreobjetos redondos de
12 mm de didmetro (Assistent). Los mismos fueron sumergidos en un vaso de
precipitacién con &cido nitrico puro por dos dias, luego sometidos a una serie de lavados
sucesivos en agua estéril (2 lavados de 1 hora y 2 de media hora cada uno) y por ultimo

esterilizados en estufa por calor seco a 225°C por 6 horas.

2. Estudio electrofisiolégico de neuronas hipotaldamicas macho y hembra

2. 1. Tratamientos experimentales de los cultivos neuronales utilizados para el andlisis

electrofisioldgico

Con el propésito de analizar la existencia de diferencias sexuales en el perfil
electrofisiologico de neuronas hipotalamicas se realizaron diferentes experimentos de
electrofisiologia. Las neuronas provenientes de embriones macho y hembra no fueron
tratadas farmacol6gicamente durante el cultivo y luego de 48hs de sembradas fueron

sometidas a los siguientes paradigmas experimentales.

Caracterizacion _de la respuesta a GABA: con el objetivo de caracterizar la

respuesta al neurotransmisor, neuronas hipotalamicas de macho y hembra fueron
perfundidas con GABA 10 pM. Se registrd, en configuracion de célula entera y en voltaje
fijo (-50 mV), la corriente de respuesta de al menos 5 pulsos consecutivos del ligando,
separados por 1 min entre uno y otro. Esto permitié establecer que en algunas neuronas
(50%) la corriente disminuye con las aplicaciones del ligando. Por ello, sélo se utilizaron
para los siguientes experimentos aquellas células cuya variacion de la corriente en tres
aplicaciones de GABA no se modificara en mas de un 10%. En estas neuronas se
midieron ademas, pardmetros relacionadas a las propiedades pasivas de la mismas tales
como el potencial de membrana en reposo (mV), capacitancia (pF) y resistencia (MQ) de
la membrana y densidad de corriente (pA/pF). La densidad de corriente GABAérgica (o)),
se determind dividiendo la corriente evocada por un pulso de GABA 10 uM por la

capacitancia de la misma neurona.
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Determinacion del potencial de reversion (Eg) y concentracion intracelular del ion

CI': con el objeto de analizar la existencia de diferencias sexuales en dichos parametros,
cultivos neuronales de macho y hembra fueron sometidos a registros electrofisiolégicos
en configuracion de parche perforado y voltaje fijo. Esta variante de la técnica de patch
clamp consiste en afadir a la pipeta de registro una pequefia cantidad de antibiotico
(gramicidina 100 pg/pl). A medida que el antibiotico difunde en la membrana del parche
forma pequefias perforaciones brindando acceso eléctrico al interior de la neurona. Los
canales o perforaciones producidas por gramicidina son impermeables al cloruro,
permitiendo realizar registros electrofisiolégicos sin alterar la concentracién intracelular
del i6n y haciendo posible el registro del potencial de reversién. Para ello se registraron
las corrientes en respuesta a GABA 10 pM a varios potenciales de membrana (de -60 a
20 mV - rampa corriente/voltaje - 1/V). Con dichos valores se ajusté una funcion
polinémica de segundo orden y, de manera analitica, utilizando la ecuacion de la curva (y
= c + bx + ax?) se obtuvo el Eg. para cada neurona cuando y = 0. Por medio de la
ecuacion de Nerst se obtuvo la concentracion intracelular de CI' para cada neurona.
También se registrdé en algunas neuronas la respuesta a GABA 10 uM en configuracion
de parche perforado y corriente fija para evaluar si el ligando produce despolarizacién del

potencial de membrana.

Curva dosis-respuesta a GABA: con la finalidad de establecer la sensibilidad al

neurotransmisor en cultivos neuronales de macho y hembra, se registr6 la corriente en
respuesta a dosis crecientes de GABA 1, 5, 10, 50, 100 y 500 pM en configuracion de
célula entera y en voltaje fijo (-50 mV). Se esperd 1 min. entre aplicaciones sucesivas de
las diferentes dosis del ligando. Las corrientes fueron transformadas en porcentajes
respecto a la corriente maxima y graficados sobre el log 10 de las concentraciones, se
ajustdé luego una funciébn exponencial de la que se obtuvo el EC50 para el

neurotransmisor y el coeficiente de Hill para cada neurona.

Caracterizacion farmacolégica de los receptores GABA.: con el objetivo de

analizar las subunidades presentes en los receptores GABA, de neuronas macho y
hembra, se procedi6 a registrar la respuesta eléctrica de las mismas en configuracion de
célula entera y en voltaje fijo (-50 mV). Para ello se midio la corriente evocada por GABA
10 uM y un minuto después la respuesta a la co-aplicacion del ligando + un modulador
alostérico de los receptores GABA,. Se analizo la respuesta a diazepam 1 uM, propofol 5
UM, alfaxalona 50 uM, ZnCl, 1 uM, furosemida 500 uM, THIP 1 puM, Ro 15-4513 0.3 uM,
LaCl; 100 uM, etanol 100 mM y a muscimol 10 uM, agonista del sitio al GABA. Las

respuestas se expresaron como porcentajes de potenciacién/inhibicién respecto a la
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corriente evocada por la aplicacién del neurotransmisor solo. Se consider6 modulacion
positiva 0 negativa si la corriente en presencia del farmaco varia en mas de un 10%
respecto a la respuesta a GABA aplicado solo. Las soluciones con la concentracion final
de las drogas se prepararon el dia del experimento a partir de soluciones stock 10 mM en
DMSO o agua destilada segun correspondiera.

2 .2 . Electrofisiologia

Los experimentos de electrofisiologia se realizaron después de 2 DIV, usando la
técnica de registro de voltaje fijo en configuracién de célula entera o en parche perforado
(perforated patch clamp). Los discos con las células se colocaron en una camara de 2 ml
fijada a un microscopio BX50WI (Olympus Optical, Tokyo, Japo6n) dotado de una
videocamara. Las neuronas fueron perfundidas a 2 ml/min con una solucién extracelular a
temperatura ambiente (21 - 23°C). Luego de 10 minutos de estabilizacién en la cAmara se
comenzd con los experimentos. Para esto se utilizaron micropipetas de borosilicato (WPI)
de 1,5 mm, con filamento interno estiradas en un estirador o “puller” horizontal (Model P-
97, Sutter Instrument Co, USA). La micropipeta de registro (5-7 MQ) se llen6é con una
solucion interna a temperatura ambiente.

Las células a registrar se seleccionaron teniendo en cuenta las siguientes
caracteristicas: células birrefringentes, de forma mas o menos eliptica, con procesos
enteros, sin agregaciones en el citoplasma y sin contacto soma-soma con otra neurona.
La pipeta se posicion6 sobre la célula elegida por medio de micromanipuladores. La
misma estuvo conectada a un amplificador Axopatch 200A (Axon Instruments, Foster
City, CA) y los datos se adquirieron a traves de una tarjeta de conversion A/D Digidata
1000 utilizando los programas del sistema pClamp (Axon Instruments) filtrados a 2 KHz, y
muestreados a 10 KHz.

Para los registros en configuracion de célula entera, luego de formar el sello giga
ohmico se aplicé una pequefia presion negativa con la boca para romper el parche de
membrana, si la corriente de pérdida no superaba los 100 pA se continué con el
experimento. En el caso de los registros en parche perforado a la solucién interna se le
agreg6é 100 pg/ml de gramicidina, un ionéforo que no permite el paso de iones CI
(Ebihara y col., 1995) por lo que la concentracion intracelular del mismo no se vié
afectada en el transcurso de los experimentos. Se esperd al menos 20 min para que el
antibiotico se inserte en la membrana. Una vez obtenido el acceso al interior celular, -
manifestado por la aparicién de los transientes capacitivos en la respuesta a un pulso

hiperpolarizante - , por medio de protocolos en voltaje fijo se midid la respuesta neuronal.

32



En algunos casos la respuesta neuronal fue registrada por medio de protocolos en
corriente fija.

Se utilizaron viales de 10 ml para contener la solucién externa y las distintas
drogas se aplicaron disueltas en ella. Para administrarlas se utilizé un sistema de flujo por
gravedad conectado a un capilar de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para
permitir la salida controlada de la solucion. El capilar fue situado a ~50 um de la célula
blanco, a través del cual se administraron las drogas por ~1 seg. Se registro la respuesta
neuronal y fue grabada luego en el disco rigido de la computadora para su posterior

analisis.

3. Andlisis del efecto neuritogénico por activacion de receptores GABAA

3 .1. Tratamientos experimentales de los cultivos neuronales utilizados para los estudios

morfométricos

Con el propésito de estudiar la participacion de los receptores GABA, en el
crecimiento y diferenciacion de neuronas hipotalamicas segun el sexo, se realizaron los
siguientes tratamientos experimentales y mediante inmunocitoquimica y morfometria se
analizaron distintos parametros de la morfologia neuronal.

Efecto de la activacion/bloqueo de los receptores GABA,_sobre el crecimiento y

diferenciacién neuronal: las neuronas hipotalamicas separadas segun el sexo fueron

tratadas durante por 48hs con muscimol 100uM, un agonista especifico de los receptores
GABA,, o con bicuculina 100uM, un antagonista especifico de dichos receptores (figura
5). Para esto se prepar6 una solucién 10 mM de cada farmaco en agua MiliQ estéril y se
agregé 10 pl de esta solucion por cada 1 ml de medio de cultivo, alcanzando la
concentracion final deseada. En forma paralela se mantuvieron neuronas hipotalamicas

de cada sexo durante 48 horas en presencia de MC (condicion control).
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48 hs

— Fijacion

Figura 5. Esquema que muestra las condiciones de cultivo utilizadas para el analisis de la participacion de los
receptores GABAA en el crecimiento y diferenciacion neuronal.

Efecto del blogueo de proteinguinasas vy canales de calcio dependientes de voltaje

sobre los cambios morfolégicos inducidos por la activacion de los receptores GABA,: las

neuronas hipotaldmicas fueron cultivadas durante 24 horas en presencia de medio
condicionado por astroglia de mesencéfalo ventral, con y sin el agregado de muscimol
100 pM. Luego de este periodo se realiz6 un lavado de 3 horas, en el que se usé medio
F12 y se agregaron inhibidores especificos para distintas cascadas de sefializacion
intracelular involucradas en los efectos neuritogénicos de los receptores GABA,, diluidos
a la concentracion deseada en MC durante una hora. Seguidamente algunos discos
fueron tratados con muscimol (condicion musc + inhibidores) mientras otros crecieron
solo en presencia de MC (condicion control + inhibidores) durante 24 horas adicionales
(figura 6). Los compuestos utilizados fueron: KN-62; 5 uM, un inhibidor de la calcio
calmodulina quinasa 2 (CAMKIIl), UO126; 10 y 25 uM un inhibidor especifico de la
proteina quinasa activada por mitdgenos 1y 2 (ERK1/2) y nifedipina 2 uM un bloqueante
especifico de CCDV tipo-L. En forma paralela se mantuvieron neuronas hipotalamicas
durante 48 horas en presencia de MC (condicién control) sin el agregado de los

inhibidores.
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Figura 6. Esquema que muestra las condiciones de cultivo de neuronas hipotalamicas de cada sexo
utilizadas para el andlisis de las vias de sefializacion involucradas en el crecimiento de los procesos

neuriticos mediado por los receptores GABAa. INH: inhibidores.

3 .2. Fijacién
Luego del tratamiento experimental, las células fueron lavadas con PBS, fijadas

con paraformaldehido al 4 % en PBS durante 20 minutos a 37 °C y mantenidas en PBS a

4 °C hasta el momento de la inmunorreaccion.

3. 3. Inmunocitoquimica

Los cultivos de neuronas hipotalamicas fueron marcados inmunocitoquimicamente
con anticuerpo monoclonal contra la proteina B-tubulina clase Ill. La concentracion
utilizada se determiné luego de realizar la curva de dilucién correspondiente. Tanto el
anticuerpo primario como el secundario fueron diluidos en albamina sérica bovina (BSA)
al 1% en PBS.

Las células fijadas fueron permeabilizadas con Triton X100 al 0.2% en PBS
durante 6 minutos, lavadas por 5 minutos con PBS y luego incubadas a temperatura
ambiente con BSA al 5% en PBS durante 60 minutos. Tras eliminar el exceso de BSA los
cultivos se incubaron con el anticuerpo primario durante 12 horas a 4°C en camara
hameda. Luego de 3 lavados de 5 minutos con PBS, los discos se incubaron con el
anticuerpo secundario biotinilado correspondiente durante 45 minutos a temperatura

ambiente. El lavado del anticuerpo secundario se realiz6 con PBS durante 5 minutos y se
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incub6 con extravidina conjugada con peroxidasa durante 45 minutos a temperatura
ambiente. La visualizacion de la reaccion inmunocitoquimica se realiz6 utilizando una
solucion 1,4 mM de 3,3"-diamino benzidina (DAB) en PBS con el agregado de 8 pl de
peroxido de hidrogeno (H,O,) por cada 10 ml de solucién. El tiempo de reaccién con DAB
fue el mismo para todos los discos de una misma serie, deteniéndose la reaccién por el
agregado de PBS.

Seguidamente, los discos fueron deshidratados colocandolos en soluciones
crecientes de etanol (50, 70, 90, 100%), sumergidos en xileno y montados en medio de
montaje Entellan (Merck). El procesamiento inmunocitoquimico, la deshidratacion y el
montaje se realizaron simultaneamente para todos los preparados de un mismo

experimento.

3. 4. Morfometria

El andlisis de los cultivos neuronales tefiidos se realizdé sobre imagenes de video
digitalizadas utilizando el procesador de imagenes JAVA (Jandel Inc., Chicago, USA),
controlado por una computadora. Las imagenes fueron adquiridas a través de un
microscopio de campo claro Zeiss. Se midieron todas las células inmuno marcadas que
pudieron ser identificadas como una neurona individual en campos seleccionados al azar
a 40 X de magnificacion. Se estudiaron distintos parametros relacionados con la
morfologia neuronal (longitud neuritica total, longitud media de procesos menores, area
del soma, nimero de neuritas primarias, longitud de axén, cantidad de ramificaciones del
axon y de las neuritas). Utilizando el cursor de la computadora se siguio6 el recorrido del
proceso neuritico desde que emerge del soma neuronal hasta su porcién mas distal; esto
se define como longitud de un proceso. Mediante criterios morfologicos (Dotti y col., 1988,
Diaz y col., 1992) se define la identidad de dicho proceso: procesos menores, son 2 0 3
neuritas cortas que emergen del cuerpo celular; axén, es una neurita Unica, de al menos
100 ym y 3 veces mas larga que el resto de las neuritas, delgada y de diametro
relativamente uniforme. Para cada grupo experimental se midieron 60 células
pertenecientes a no menos de tres cultivos. Las observaciones se realizaron sin que el
operador conozca el grupo experimental analizado. Solamente se cuantificaron células

cuyas neuritas pudieron ser identificadas en toda su extension.

36



4. Estudio de la fosforilacion de ERK1/2

4 1. Tratamientos experimentales de los cultivos neuronales utilizados para el andlisis de

proteinas

Con el propésito de estudiar si la activacion de los receptores GABA, produce la
fosforilacion de ERK1/2 en neuronas hipotaldmicas de cada sexo, se realizaron los

siguientes tratamientos experimentales.

Curva dosis-respuesta de la fosforilacion de ERK1/2 inducida por muscimol: con el

objetivo de evaluar si muscimol induce activacion de esta quinasa se realiz6 una curva
dosis respuesta de la fosforilacién de la misma inducida por el agonista. Con este fin,
cultivos neuronales hipotalamicos de cada sexo que crecieron en presencia de MC
durante 48 horas fueron lavados durante 3 horas con medio F12 y estimulados con 1, 10
y 100 yM de muscimol por 5 minutos. En forma paralela, se utilizaron como condicion
basal cultivos neuronales sin estimulacién. Luego las células fueron homogenizadas y
procesadas para la inmunodeteccion de las formas fosforiladas de ERK1/2 (pERK1/2 )

mediante la técnica de Western blot como se describe méas abajo.

Curso temporal de la fosforilacién de ERK1/2 inducida por muscimol: para analizar

el curso temporal de la fosforilacion de ERKZ1/2 inducida por muscimol, cultivos
neuronales hipotalamicos de macho y hembra que crecieron en presencia de MC durante
48 horas fueron lavados durante 3 horas con medio F12 y estimulados con 100 uM de
muscimol por 1, 5y 15 minutos. Se utilizaron cultivos neuronales sin estimulacion como
condicién basal (tiempo 0). Luego los cultivos fueron homogenizados y procesados para

la inmunodeteccion de pERK1/2 mediante la técnica de Western blot.

4 2. Western blot

Para la inmunodeteccion de las distintas proteinas analizadas, se obtuvieron
homogenatos celulares totales de cultivos neuronales sometidos a los diferentes
tratamientos experimentales (3.1.). Para ello los cultivos fueron lavados con PBS a 37 °C
y raspados con espatula de goma en buffer de lisis Ripa con el agregado de inhibidores
de proteasas y fosfatasas (1 pg/ml aprotinina, 100 pg/ml PMSF, 10 uM NavO4, NaPP;
10 uM y NaF 50 uM) sobre hielo. ElI material obtenido fue disgregado en homogenizador

de vidrio y centrifugado a 10000 g durante 15 minutos a 4 °C. Finalizada la
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centrifugacion el sedimento fue descartado y el sobrenadante fue diluido con igual
volumen de buffer Laemmli 2X y desnaturalizado a 95 °C durante 5 minutos. Se
utilizaron alicuotas en Ripa de cada muestra para determinar la concentracion de
proteinas de acuerdo a la técnica de Lowry (Lowry y col., 1951). Las proteinas presentes
en los extractos celulares (20 pg/ linea) fueron resueltas mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida al 10% con SDS (PAGE-SDS). La electroforesis se realizé a
voltaje constante de 80 mV. Las proteinas separadas por PAGE-SDS fueron transferidas
a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) mediante la técnica de transferencia hUumeda a
corriente constante de 270 mA durante 90 minutos. Una vez realizada la transferencia,
las proteinas presentes en la membrana se tifieron con solucién de rojo Ponceau con el
objeto de saber si se habian resuelto y transferido en forma correcta. Los pasos
subsiguientes se realizaron en agitacion. Las membranas conteniendo las proteinas
fueron blogueadas con leche descremada al 5% en buffer TTBS durante 1 hora a
temperatura ambiente. Luego se incubaron con el anticuerpo primario durante toda la
noche a 4 °C, se realizaron 3 lavados con TTBS de 5 minutos y a continuacion se
procedi6 a la incubacion de las membranas con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado con peroxidasa durante 1 hora a temperatura ambiente.
Luego de 3 lavados de 5 minutos con TTBS, las proteinas fueron reveladas por
guimioluminiscencia utilizando placas de Rayos X (Agfa). Posteriormente se procedié a
la determinacién de las proteinas totales correspondientes para lo cual las membranas
fueron lavadas con TTBS y se eliminaron los anticuerpos primario y secundario de la
primera incubacion sumergiéndolas en Buffer de “Stripping” durante 10 minutos a 55 °C.
Luego de 10 lavados de 5 minutos con TTBS, se reinicio el proceso de la
inmunorreaccion desde el bloqueo utilizando anticuerpo primario contra la proteina total,
para confirmar la siembra de la misma cantidad de proteinas en cada linea. Las bandas
obtenidas fueron escaneadas y analizadas utilizando un programa de analisis de
imagenes (Fiji, Image J). Se establecié como unidad densitométrica arbitraria al producto
del area por la intensidad de la banda y se calcul6 el cociente de las lecturas de las
bandas correspondientes a la proteina fosforilada/proteina total de al menos 3

experimentos independientes.
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5. Andlisis estadistico

Las comparaciones estadisticas fueron realizadas mediante analisis de varianza
(ANOVA) de una y dos vias, seguido de comparaciones post-hoc de las medias usando
el test de Tukey. En el caso de comparaciéon de dos medias estadisticas se utilizé el
analisis de "t" de Student. Cuando las variables no tuvieron distribucién normal, se
utilizaron test no paramétricos tales como Chi? y KRUSKALL-WALLIS. Para establecer el
coeficiente de relacion entre dos variables se utilizaron protocolos de regresién lineal.
Todos los andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa Statistica de Statsoft.

La diferencia se considero significativa cuando las medias mostraron una p < 0.05.
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MATERIALES UTILIZADOS

Si no se especifica, los reactivos y drogas utilizados en este trabajo de tesis

fueron Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA.

1. Soluciones vy buffers

Solucidén salina Hanks: HEPES 10 mM, NaCl 136,9 mM, KCI 5,36 mM, Glucosa,
5,55 mM, KH,PO, 0,44 mM, Na,HPO, 0,33 mM.

GlutaMAX® 100X - Invitrogen.

Solucién Buffer Borato : Borax 12 mM, Acido Bérico 50 mM, pH 8,5

PBS: NaCl 145 mM, Na2HPO4 90 mM, NaH2PO4 13 mM, pH 7,4.

Buffer de lisis Ripa: 150 mM NaCl, 0,1% nonidet P40, 0,5 % deoxicolato de sodio,
0,1% dodecilsulfato de sodio (SDS), 50 mM Tris, pH 7,5.

Solucién de rojo Ponceau: 0,1 % en acido acético al 5 %.

Buffer Laemmli 2X: 4 % SDS, 20 % glicerol, 10 % - mercaptoetanol, 125 mM
Tris, pH 6,8.

Buffer Tris-salino (TBS): 20 mM Tris-HCI, 150 mM CINa, pH 7,5.

Buffer TTBS: buffer Tris-salino (TBS) conteniendo 0,1 % Tween-20

Buffer de “Stripping”: 62,5 mM Tris-Hcl, pH 6,8, 2% SDS, 100 mM -
mercaptoetanol

Solucion externa: NaCl 150 mM, KCI 5,4 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM, HEPES
10 mM, Glucosa 10 mM, Sacarosa 10 mM, pH 7,4.

Solucién interna: KCl 120 mM, MgCl, 4 mM, HEPES 10 mM, BAPTA 10 mM, Mg-
ATP 2 mM, Na,-GTP 0,5 mM, pH 7,3.

2. Medios de cultivo

F10: Medio Esencial Minimo modificado por Dulbecco sin rojo fenol (DMEM) con
el agregado de glucosa al 2,2 %, 1 ml de GlutaMAX®, 1 pl/ul de penicilina-

estreptomicina y suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco), pH 7,4.

F12: Medio basal DMEM/mezcla de nutrientes Ham F-12 (1:1), con el agregado
de glucosa al 4 %, 1 ml de GlutaMAX® 100X y 1 ul/ul penicilina-estreptomicina.
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3. Antibidticos

Gramicidina de Bacillus aneurinolyticus (Bacillus brevis). Mezcla de gramicidinas
A, B, C, y D (gramicidina, antibiético perforante de membranas biol6gicas
impermeable a iones CI")

Penicilina (5000 pl/ml)-Streptomicina (5000 U/ml) - Gibco.

4. Inhibidores especificos

UO126 (inhibidor de MEK 1/ 2)
KN-62 (inhibidor de CaM quinasa 1)

5. Antagonistas, agonistas y moduladores alostéricos

Acido y-aminobutirico (GABA, ligando endégeno de receptores GABA,)
1(S),9(R)-(-)-Metayoduro de Bicuculina (bicuculina, antagonista especifico de
receptores GABA,, Tocris Bioscience)

3-Hidroxi-5-aminometil-isoxazol (muscimol, agonista especifico de receptores
GABA,)

Acido 1,4-dihidro-2,6-dimetil-4-(2-nitrofenil)-3,5-piridindicarboxilico dimetil éster
(nifedipina, blogueante especifico de canales de calcio dependientes de voltaje
tipo- L)

7-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-ona (diazepam,
modulador alostérico de receptores GABA,, Duncan Laboratorios)
2,6-Bis(isopropil)fenol (propofol, modulador alostérico de receptores GABA,)
3-Hidroxi-5a-pregnano-11,20-diona  (alfaxalona, modulador alostérico de
receptores GABA,)

Acido 4-cloro-N-furfuril-5-sulfamoylantranilico (furosemida, modulador alostérico
de receptores GABA,)

Clorhidrato de 4,5,6,7-Tetrahidroisoxazol[5,4-c]piridin-3-ol (THIP, modulador
alostérico de receptores GABA,, Tocris Bioscience)

Acido 8-azido-5,6-dihidro-5-metil-6-oxo-4H-imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepin-3-
carboxilico etil éster (Ro 15-4513, modulador alostérico de receptores GABA,,

Tocris Bioscience)
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e Cloruro de Lantano(lll) heptahidratado (LaCls, modulador alostérico de receptores
GABA,)

6. Anticuerpos

Anticuerpos primarios

e Anti-B-tubulina isotipo Ill, clon SDL.3D10, en una dilucién 1:200 (Sigma-Aldrich).
o Anti-fosfo-p44/42 MAPK, en una dilucion de 1:1000 (Cell Signaling Technology).
e Anti- p44/42 MAPK, en una dilucion de 1:2000 (Cell Signaling Technology).

Anticuerpos secundarios
e Anti-ratén IgG (H+L) conjugado con peroxidasa, en una dilucion 1:2500 (Jackson
InmunoResearch Laboratories, Inc).

e Extravidina-peroxidasa, en una dilucion 1:100 (Sigma-Aldrich).
e Anti-conejo IgG (H+L) Alexa fluo-800, en una dilucion 1:10000 (Oddissey).
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RESULTADOS
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CARACTERIZACION DE CORRIENTES GABAERGICAS EN CULTIVOS DE
NEURONAS HIPOTALAMICAS DE EMBRIONES DE RATA MACHO Y HEMBRA

Caracterizacion de larespuesta a GABA y propiedades pasivas de la membrana

Con el propésito de caracterizar las propiedades electrofisiologicas de neuronas
hipotaldmicas se evalud la respuesta GABAérgica en cultivos sexualmente diferenciados
mantenidos durante 48hs. Neuronas hipotalamicas de machos y hembras fueron
perfundidas con GABA a una concentracion de 10 uM. En configuracion de célula entera
y en voltaje fijo (-50 mV), se registrd la corriente de respuesta al ligando aplicado en
forma de 5 pulsos consecutivos separados por 1 min entre uno y otro. En el 50% de las
neuronas la corriente disminuye con las sucesivas aplicaciones del ligando (figura 7. Ay
B), por ello para los siguientes experimentos solo se utilizaron aquellas células cuya
variacién de la corriente en tres aplicaciones de GABA no se modificara en mas de un
10%.

A [GABA] 10puM
B (casarioum o o o o
1s
Figura 7. Corriente (pA) evocada por la aplicacion de pulsos consecutivos de GABA 10 pM en neuronas
hipotalamicas de 2DIV. A Neurona que muestra una disminucidn progresiva de la amplitud de la corriente y B

neurona que mantiene constante la amplitud de la corriente. La barra representa el tiempo de exposicion al

ligando.

La amplitud de la corriente evocada por el ligando endégeno a una concentraciéon
de 10 uM presenta una gran variabilidad de célula a célula. En la figura 8 podemos
observar la corriente evocada por GABA en varias neuronas de 2 DIV. Como puede

verse, la exposicion al agonista produce una corriente entrante de amplitud variable que
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finaliza completamente ante la remocion del ligando. Cabe mencionar que el componente
de inactivacion de la corriente por desensibilizacién aunque visible, no se registra
completo durante 1 segundo de exposicion a GABA 10 pM. No se encontraron diferencias
sexuales en la magnitud de la corriente GABAérgica (macho: 233 + 30 pA, n = 7, hembra
155 + 31 pA, n = 9). El analisis de la amplitud de la corriente evocada por la aplicacién de
una concentracion 10 uM de un agonista de los receptores GABA, como el muscimol
tampoco mostré diferencias significativas entre machos y hembras (macho: 300 £ 47 pA,
n =7, hembra 218 + 32 pA, n = 9). Al igual que la respuesta al ligando natural, muscimol
produce una respuesta altamente variable de neurona a neurona. En estos resultados es
conveniente destacar que muscimol actla sobre los receptores GABA, con una potencia
mayor que el ligando natural, alrededor de un 40%, y aunque se observa la tendencia a
una mayor respuesta en las hembras, la diferencia no alcanza significancia estadistica
(macho: 26,6 £ 4,3 %, n=7, hembra: 55+ 12,1 %, n = 9; Test "T" 2,03, p=0,06).

Vv

1s

Figura 8. Corriente (pA) evocada por la aplicacion de GABA 10 puM en 5 diferentes neuronas hipotalamicas

de macho y hembra de 2DIV mostrando la variabilidad en la amplitud de la respuesta.

Se analizaron también otros pardmetros relacionados con las propiedades pasivas
de la membrana tales como potencial de membrana en reposo (PMR), capacitancia (C) y
resistencia (R). Se determind ademas la densidad de corriente GABAérgica (9),
dividiendo la corriente evocada por un pulso de GABA 10 pM por la capacitancia de la
misma neurona. Esta medida permite comparar de manera indirecta la existencia de
diferencias en la cantidad de receptores en machos y hembras. Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 1. No se encontraron diferencias sexuales significativas en

ninguno de los pardmetros mencionados.
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Tabla 1. Propiedades pasivas de la membrana (PMR: Potencial de membrana en reposo,
C: Capacitancia, y R: Resistencia) y densidad de corriente (5,) de neuronas hipotaldmicas

de macho y hembra de 2 DIV.

PMR C R ol
SEXO
(mV) (PF) (MQ) (PA/pF)
-40,5+2,31 10,4 + 0,71 35,3+ 15,8 19,36 + 2,85
Macho
(11) (10) (9) (10)
-42.4 + 2.68 10,02 + 1,38 26,2 + 10,68 36,08 + 8,75
Hembra
9 (10) (7) (10)

Valores representan la media + error estandar; (n) nimero de neuronas

Determinacion del potencial de reversion (Eg) y concentracion intracelular del ién

cloruro

Con el objetivo de determinar el potencial de reversion y la concentracién
intracelular del ion CI, neuronas hipotalamicas de embriones macho y hembra cultivadas
por 2 DIV fueron sometidas a experimentos de electrofisiologia en configuracién de
parche perforado. Para ello se registraron las corrientes en respuesta a GABA 10 uM a
varios potenciales de membrana (de -60 a -20 mV - rampa corriente/voltaje - I/V). La
figura 9. A muestra que la aplicacién del ligando en voltaje fijo produce una corriente
entrante a -60 mV y -50 mV, mientras que a los -30 mV se revierte la polaridad de la
misma por lo que produce una corriente saliente. Los valores obtenidos para el E¢ de
macho y hembra fueron -39,45 + 3,78 mV (n = 6) y -42,65 + 2,26 mV (n = 6)
respectivamente. La concentracion intracelular del ion fue de 35,49 + 5,49 mM (n = 6)
para los machos y 30,21 + 2,46 mM (n = 6) para las hembras. Ninguno de estos
parametros mostrd diferencias significativas debidas al sexo. Es importante notar que
cuando se registra la respuesta en configuracion de parche perforado en corriente fija la

aplicacion del ligando en estas neuronas produce despolarizacion neuronal (figura 9. B).
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Vm=-60 mV Vm=-50 mV Vm=-30mV

[GABA] 10uM
25pA|
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5mV
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Figura 9. A Registros en configuracion de parche perforado y voltaje fijo comparando las corrientes (pA)
evocadas por la aplicacion de GABA 10 uM en neuronas hipotalamicas de 2DIV a diferentes voltajes de
membrana (Vm). B Registro en configuraciéon de parche perforado y corriente fija mostrando la
despolarizacion del potencial de membrana (mV) de una neurona hipotalamica de 2DIV en respuesta a la
aplicacién de GABA 10 pM. Vm= - 50mV.

Curva dosis-respuesta a GABA

Con el objetivo de analizar la existencia de diferencias sexuales en la sensibilidad
al GABA se realiz6 una curva dosis-respuesta en neuronas macho y hembra mantenidas
por 2 DIV. En la figura 10. A se observan las corrientes evocadas por la aplicacion de
dosis crecientes del neurotransmisor en una neurona hembra. Como puede observarse,
el incremento de la concentracion de GABA aplicada produce un aumento en la amplitud
de la respuesta reflejando el mayor reclutamiento de receptores involucrados. La
concentracion mas baja evaluada, GABA 1 uM, produjo una respuesta marginal, mientras
gue la dosis mas elevada, GABA 500 uM produce una respuesta maxima de rapida
desensibilizacion. En la figura 10. B se muestran las curvas obtenidas para neuronas
macho y hembra. Dichas curvas tienen gran similitud, el analisis del EC50 y del
coeficiente de Hill para macho y hembra arrojé los siguientes valores: 24,89 + 3,24 mM y
145+ 0,19;n =14y 19,76 £ 5,18 mM y 2,94 + 1,98; n = 11 respectivamente. Dichos

valores no difieren estadisticamente.
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Figura 10. A Corriente (pA) evocada por diferentes concentraciones de GABA (uM) de una neurona
hipotalamica hembra de 2DIV. B Curva dosis-respuesta a GABA de neuronas hipotalamicas de 2DIV de =

macho (n=14) y e hembra (n=11). I/lmax*100: Porcentaje de corriente respecto a la corriente maxima.

Caracterizacion farmacoldgica de los receptores GABA4

Las propiedades farmacoldgicas y electrofisiologicas de los receptores GABAx
varian de acuerdo a la composicion de las subunidades que los conforman. Para
comprobar si las subunidades de los receptores GABA, son diferentes en machos y
hembras se utilizé una amplia bateria de farmacos moduladores de los receptores que se
co-aplicaron con GABA 10 puM. Esta estrategia de caracterizacion farmacol6gica permite
establecer diferencias en la composicion de subunidades en base a caracteristicas
distintivas de la respuesta neuronal al farmaco. La figura 11. A muestra ejemplos de la
modulacion de la corriente GABAérgica en respuesta a la presencia de algunos
moduladores alostéricos de los receptores GABA,.. Se puede observar que la co-
aplicacion de GABA 10 uM y diazepam, propofol o alfaxalona produce una potenciacion
de la corriente respecto a GABA aplicado solo, mientras que la co-aplicacion con
furosemida o ZnCl, produce una inhibicion de la misma, manifestada por la reduccion de

la amplitud respecto a la aplicacion de GABA solo.
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Se encontré que diazepam 1 pM potencio las corrientes en 15/16 neuronas en los
machos y en 16/17 neuronas en las hembras; propofol 5 uM potencié 16, no tuvo efecto
en 5 e inhibio la respuesta en 1 neurona en los machos y potencié 18, no tuvo efecto en 5
e inhibio la respuesta en 5 neuronas en las hembras; alfaxalona 50 uM potencié 11/12
neuronas en machos y 7/7 en hembras; ZnCl, 1 uM inhibié 4/9 neuronas en machos y 4/7
en hembras; furosemida 500 UM inhibié 3/7 neuronas en los machos y 5/8 en hembras,
LaCl; 100 uM potencid 5/5 neuronas en machos y 11/17 en hembras; THIP 1 uM y Ro 15-
4513 0,3 uM no modularon la respuesta significativamente en machos ni hembras. El
anélisis estadistico mediante Chi? demostré que no existen diferencias significativas en
cuanto al sexo en la cantidad de células que responden / no responden a ninguno de los
moduladores evaluados. En la figura 11. B se grafican los porcentajes de potenciacion e
inhibicién de los moduladores alostéricos sobre las corrientes GABAérgicas de neuronas
macho y hembra. Se puede observar que diazepam produce la potenciacién de la
corriente en un 152,80 + 8,45 % para el caso de los machos y en 166,25 + 8,43 % para
las hembras. Por su parte alfaxalona actla sobre los receptores, alcanzando valores de
193,55 + 13,10 % en machos y de 197,00 £ 20,01 % en hembras. Los porcentajes de
potenciacion de las corrientes GABAérgicas evocados por LaCl; fueron de 126,20 + 6,47
% en machos y 121,72 + 6,04 % en hembras. La co-aplicacion de furosemida mostré una
inhibicion de la corriente, 76,33 + 9,68 % en machos y 76,80 + 3,49 % en hembras. Por
otro lado ZnCl, produjo la inhibicién de la corriente en respuesta a GABA cuando fue co-
aplicado con el ligando, los valores para macho y hembra fueron 70,25 + 9,13 % y 78,25
+ 3,04 % respectivamente. Particularmente THIP y Ro 15-4513 no produjeron modulacion
significativa de la corriente comparado con GABA aplicado solo. Los valores obtenidos en
macho y hembra fueron 96,80 + 3,40 % y 95,73 £ 2,08 % respectivamente para THIP, y
85,33+ 6,96 % y 94,00 + 2,75 % para Ro 15-4513.
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Figura 11. A Modulacién y B porcentajes de potenciacion e inhibicién de corrientes evocadas por GABA 10
UM en presencia de diazepam 1 uM, propofol 5 uM, alfaxalona 50 uM, LaCI3 100 puM, TIHP 1 pM, Ro 15-4513
0.3 pM, ZnCI2 1 pM y furosemida 500 pM de neuronas hipotaldmicas de embriones de rata crecidas in vitro.
La linea punteada representa a GABA 10 uM aplicado solo. * p < 0,05 segun Test ‘t”
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La mayoria de estas drogas no mostré diferencias sexuales en los porcentajes de
potenciacion / inhibicion de las corrientes GABAérgicas brinddndonos evidencia
fisiologica de que tanto machos como hembras comparten, aparentemente, la misma
composicion de subunidades en dichos receptores. Sin embargo, el porcentaje de
potenciacién por parte de propofol 5 UM es mayor en hembras que en machos: 162,39 +
8,86 (n = 18) vs. 139,31 + 5,72 (n = 16); Test "t" = 2,13, p < 0,05.

Para saber si la sensibilidad a GABA tiene alguna relacion con la modulacién de
las corrientes GABAérgicas por parte de furosemida 500 uM y ZnCl, 1 pM, se realizé una
regresion lineal comparando el EC50 de GABA y el porcentaje de modulacion de dichos
farmacos en cada neurona de macho y hembra de 2DIV. La figura 12. A muestra que el
EC50 tiene una correlacion positiva con el porcentaje de modulacion por parte de
furosemida (R= 0,83; p<0,01), mientras que la figura 12. B muestra que no existe una
relacién entre la sensibilidad al GABA y el porcentaje de modulacion de ZnCl, (R= 0,08;
p>0,05).
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Figura 12. Regresion lineal entre el EC50 de GABA (uM) y el porcentaje de modulacién de la respuesta a
GABA 10 uM (I/lgasa 10um) por parte de A furosemida 500 uM y B ZnCl, 1uM de neuronas hipotalamicas
macho y hembra de 2DIV. R= Coeficiente de regresion lineal.

Dependiendo del tipo neuronal, etanol puede potenciar, inhibir o incluso no
modular la corriente de GABA. Los mecanismos por los cuales el alcohol ejerce su
modulacion sobre los receptores GABA, son actualmente objeto de intenso debate e
investigacion. A fin de aportar evidencias sobre el tipo de modulacién producido por
etanol en neuronas hipotalamicas, realizamos un analisis mas detallado de la respuesta a
GABA en presencia de etanol en nuestro sistema experimental. La co-aplicacion de

etanol 100 mM provocé la potenciacién de las corrientes GABAérgicas en 5, no moduld

o1



en 12 e inhibio la respuesta en 9 neuronas en los machos y potencié en 5, no modul6 en
13 e inhibi6 en 20 neuronas en las hembras. El andlisis estadistico demostr6 que no
existen diferencias debidas al sexo en la cantidad de células que responden / no
responden a etanol. Los porcentajes de inhibicién (macho: 80,89 + 3,88 %; hembra: 72,65
+ 3,12 %) y potenciacion (macho: 125,60 + 6,55 %; hembra: 122,20 + 1,49 %) en

respuesta al alcohol no muestran diferencias sexuales significativas (figura 13).

GABA 10uM ETANOL 100mM Ell MACHO
o \ B HEMBRA

Potenciacion

GABA 10pM ETANOL 100mM

V Inhibicion

Sin efecto

GABA 10pM ETANOL 100mM

I T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140

Porcentaje de potenciacién/inhibicion

Figura 13. A Modulacién y B porcentaje de potenciacion e inhibicion de corrientes evocadas por GABA 10uM
en presencia de etanol 100mM de neuronas hipotalamicas de macho y hembra crecidas in vitro. La linea

punteada representa a GABA 10uM aplicado solo.

ANALISIS DE LA PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES GABA, EN LA
DIFERENCIACION CELULAR DE NEURONAS HIPOTALAMICAS DE MACHO Y
HEMBRA

Efecto de la activacidon/blogueo de los receptores GABA, sobre el crecimiento v

diferenciacién neuronal

Los experimentos de electrofisiologia de este trabajo de tesis muestran que
machos y hembras se asemejan en numerosos parametros de la respuesta GABAérgica.
Sin embargo el porcentaje de potenciacion de propofol, modulador alostérico de los

receptores GABA,, fue mayor en neuronas hembra. Esto nos moviliz6 a estudiar la
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participacion de los receptores GABA, en el crecimiento y diferenciacion neuronal en
busca de diferencias sexuales en dichos pardmetros. Para ello las neuronas
hipotalamicas separadas segun el sexo fueron tratadas por 48hs con muscimol 100uM o

bicuculina 100uM, un antagonista especifico de los receptores GABAa.

Después de 48hs in vitro las neuronas hipotalamicas desarrollan en promedio 4
neuritas que emergen del soma. En los cultivos tratados con vehiculo (CONTROL)
alrededor del 60% de las células analizadas presentan neuritas cortas de longitud similar,
caracteristicas del estadio Il de diferenciacion neuronal, mientras que el 40% restante
presenta una neurita de mayor longitud que las restantes, de didmetro constante, que
presenta ramificaciones en angulo recto (denominada axén - figura 14), caracteristica
distintiva del estadio Il de diferenciacion neuronal. El agregado de muscimol o bicuculina
100 uM al medio cultivo no alteré los porcentajes de neuronas en estadios Il y Il respecto
a los controles. Tampoco se encontraron diferencias debidas al sexo (Kruskall-Wallis; H:
5,26, p > 0,05).

La evaluacion estadistica del analisis morfométrico de los cultivos neuronales
separados segun el sexo reveld que la exposicion a muscimol 100 uM durante 2 DIV
provoca alteraciones en el crecimiento de los procesos neuronales en cultivos de ambos
sexos. EI ANOVA realizado arrojé un efecto principal por el tratamiento con muscimol
(Fe= 6,62; p < 0,01) para la longitud axonal. No hubo efecto del sexo ni de la interaccion
entre estas variables. Las neuronas tratadas con muscimol poseen axones mas cortos
que los controles y que aquellas tratadas con bicuculina, independientemente del sexo de
las mismas (p < 0,01 y p < 0,05 respectivamente). Por el contrario, el tratamiento crénico
(48hs) con bicuculina 100 uM, un antagonista especifico de los receptores GABA,, no

tuvo efecto en la longitud de los axones de ambos sexos (figura 15. A).
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Figura 14 Microfotografias mostrando neuronas hipotalamicas cultivadas por 48 hs. El panel de la izquierda
muestra neuronas de embriones macho y hembra tratadas con vehiculo (CONTROL) o MUSCIMOL 100uM, a
una magnificacion de 20X. El panel de la derecha muestra el detalle de una neurona de cada condicién a una

magnificacion de 40X. La barra de calibracion representa 50 ym

También se observo un efecto principal de muscimol en la longitud media
de los procesos menores (ANOVA, F= 5,55; p < 0,01), mientras que no hubo efecto del
sexo ni de la interaccion entre las variables. El tratamiento con el agonista GABAérgico
produce un aumento en la longitud de los procesos menores respecto a aquellos tratados
con bhicuculina (p < 0,01, figura 15. B). No se observaron diferencias significativas debidas

al sexo.
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Figura 15. A Longitud axonal y B longitud media de procesos menores de cultivos neuronales de macho y
hembra tratados con bicuculina 100 uM o muscimol 100 uM. Las barras representan la media + error estandar
de 5 cultivos diferentes para cada condicién. ** p < 0,01; MUSCIMOL vs. CONTROL; ++ p < 0,01;
MUSCIMOL vs. BICUCULINA segun Test de Tukey.

Por otro lado, el tratamiento de los cultivos de neuronas hipotaldamicas de macho y
hembra con muscimol o bicuculina no afectaron pardmetros morfologicos tales como el
namero de neuritas, el nimero de ramificaciones del axén o de procesos menores, ni el

area del soma (Tabla 2).

Tabla 2. Numero de neuritas, numero de ramificaciones del axén, nimero de

ramificaciones de procesos menores y area del soma (um?).

RAMIFICACIONES AREA DEL
NEURITAS | RAMIFICACIONES
SEXO | PROCESOS SOMA
AXON 5

MENORES (um*)

Macho | 4,21 +0,25 2,69 + 0,33 2,68 +0,24 111,64 + 6,28
Control

Hembra | 4,05+ 0,32 2,99 + 0,38 2,88 +0,31 109,78 + 4,44
Bicuculina | Macho | 4,31 +0,47 2,47 £0,28 2,76 £ 0,33 108,98 + 3,82
100uM Hembra | 3,88 £ 0,29 2,74+0,19 2,61 +0,30 106,54 + 7,20
Muscimol Macho | 4,22 +£0,08 2,63+0,19 2,75+0,19 104,92 + 5,94
100uM Hembra | 3,95+ 0,18 3,04 + 0,36 2,92 +0,19 101,02 + 4,64

Los valores representan la media * error estandar de 5 cultivos independientes por cada condicién. No hay

diferencias estadisticas en ninguno de los parametros evaluados.
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ESTUDIO DE LAS VIAS DE SENALIZACION INTRACELULAR INVOLUCRADAS EN
EL CRECIMIENTO NEURONAL INDUCIDO POR ACTIVACION DE LOS RECEPTORES
GABA,

Analisis de la fosforilacion de ERK1/2 inducida por muscimol

La despolarizaciéon causada por GABA en neuronas inmaduras causa la apertura
de canales de calcio dependientes de voltaje, permitiendo la entrada de iones calcio. Este
aumento del calcio intracelular actiia como segundo mensajero modulando la actividad de
varias quinasas. Algunas de éstas, como CAMKIlI y ERK1/2, estan involucradas en la
regulacién del crecimiento neuritico inducido por GABA en neuronas en desarrollo. Los
experimentos anteriores demostraron que la activacion de los receptores GABA, afecta el
crecimiento y diferenciacion de neuronas hipotalamicas de macho y hembra. Es
necesario entonces evaluar si muscimol induce la activacién de dichas quinasas en
nuestro sistema experimental. Para ello cultivos neuronales hipotalamicos de cada sexo
fueron estimulados con muscimol para realizar una curva dosis-respuesta y un curso
temporal de fosforilacion de ERK1/2. Luego de 48 hs de sembrados, los cultivos de cada
sexo fueron estimulados con 1, 10 y 100 yM de muscimol por 5 minutos en el caso de la
dosis respuesta y para el curso temporal los cultivos fueron estimulados con 100 uM de
muscimol por 1, 5y 15 minutos. Se utilizaron cultivos neuronales sin estimulacién como
condicion basal (tiempo 0). Luego las células fueron homogenizadas y procesadas para
la inmunodeteccién de las formas fosforiladas de ambas quinasas mediante la técnica de

Western blot.

Curva dosis-respuesta y curso temporal de la fosforilaciéon de ERK1/2

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con muscimol produjo un
aumento de la fosforilacion de ERK1/2 en todas las concentraciones estudiadas (figura
16. A). El andlisis estadistico de los resultados no demostré diferencias sexuales
significativas. Tampoco revelé diferencias atribuibles a la concentracion utilizada, sin
embargo la concentracion de 100 uM fue elegida para los experimentos subsiguientes por
tratarse de la misma usada para los experimentos de andlisis morfométrico.

En cuanto al curso temporal, el tratamiento con muscimol produjo una rapida
activacion de ERK1/2 (figura 16. B). La evaluacion estadistica de la densidad Optica de
las bandas mostré diferencias significativas en la fosforilacion de la quinasa debidas al
tratamiento (ANOVA; F:. 22,3; p<0,001). El andlisis post hoc de Tukey indicé un
incremento significativo a los 5 (p<0,05) y maximo a los 15 minutos (p< 0,001). No se

observaron diferencias sexuales (figura 16. C).
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Figura 16. Dosis-respuesta y curso temporal de la fosforilacion de ERK1/2 inducida por muscimol. Inmunoblot
representativo mostrando el efecto de A diferentes concentraciones de muscimol y B diferentes tiempos de
estimulacion sobre la fosforilacion de ERK1/2 (p-ERK) en cultivos de neuronas hipotalamicas macho y
hembra. ERK: expresion de ERK1/2 obtenida a partir de la misma membrana. C Cociente (pERK/ERK) de las
lecturas correspondientes a bandas expresadas en unidades densitométricas arbitrarias. Las medidas fueron
realizadas en bandas obtenidas en la misma membrana. Los cocientes representan la media + error estandar

de 4 cultivos independientes. El analisis post hoc de Tukey indica: *p < 0,05; ***p < 0,001 vs. tiempo 0.
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Estudio del efecto del blogueo de proteinquinasas y canales de calcio

dependientes de voltaje sobre los cambios morfoldgicos inducidos por la

activacion de los receptores GABA,

Los experimentos anteriores demostraron que muscimol 100 pM es capaz de
activar la quinasa ERK1/2. El mecanismo propuesto para la activaciébn de quinasas
intracelulares en respuesta a la despolarizacion causada por receptores GABA, es la
entrada de calcio a través de canales dependientes de voltaje. El aumento intracelular de
este ibn es un paso inicial clave en la sefializacion citoplasmatica para los efectos sobre
el crecimiento y diferenciacién de neuritas en muchos sistemas experimentales. Para
saber si calcio, ERK1/2 y CAMKII participan en los cambios morfolégicos inducidos por
muscimol, neuronas hipotalamicas fueron cultivadas durante 24 horas con y sin el
agregado de muscimol 100 uM. En algunos cultivos se agregaron: un inhibidor de CaMKI|
(KN-62; 5 uM), un inhibidor especifico de la activacion de ERK1/2 (UO126; 10 y 25 uM) o
un bloqueante especifico de CCDV tipo-L (nifedipina 2 uM) durante 24 horas adicionales.
Se determiné entonces el efecto de estos inhibidores sobre el desarrollo de los procesos
neuronales.

El andlisis morfométrico revel6 que el bloqueo de los canales de calcio
dependientes de voltaje tipo-L afecta drasticamente la longitud de procesos menores y
axones de neuronas hipotaldmicas de machos y hembras (figura 17). EI ANOVA
realizado mostré una interaccién entre el tratamiento con muscimol y nifedipina (F: 10,67;
p < 0,01). El andlisis post hoc (Tukey) indic6 que la longitud axonal promedio de las
neuronas que crecieron en presencia de muscimol y tratadas con el blogqueante era
significativamente mayor respecto a los cultivos tratados con muscimol (figura 18. A).
Esto demuestra que el bloqueante previene la disminucién de la longitud axonal
producida por la activacion crénica de los receptores GABA,, sefialando la importancia de
los canales de calcio dependientes de voltaje en los efectos mediados por activacion de

dichos receptores.
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Figura 17 Microfotografias mostrando neuronas hipotalamicas cultivadas por 48 hs. El panel de la izquierda
muestra neuronas de embriones macho y hembra tratadas con vehiculo (CONTROL), el panel del medio con
MUSCIMOL 100 uM y el panel de la derecha cultivos tratados con muscimol y NIFEDIPINA 2 uM, a una

magnificacion de 20X. La barra de calibracion representa 50 ym

Por otro lado el tratamiento con nifedepina 2 uM afecté el crecimiento de los
procesos menores en neuronas de ambos sexos. El andlisis estadistico muestra un
efecto principal del tratamiento (ANOVA; F: 4,83, p<0,05); seguin el test de Tukey la
longitud media de los procesos menores disminuye en los cultivos tratados con el
blogueante (p < 0,05). Una vez mas queda en evidencia la relevancia de la sefalizacién
intracelular mediada por calcio para el crecimiento normal de los procesos neuriticos
(Figura 18. B).
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Figura 18. A Longitud axonal y B longitud media de procesos menores de cultivos neuronales de macho y
hembra tratados con muscimol 100 uM y nifedipina 2 uM. Las barras representan la media + error estandar
de 3 cultivos diferentes para cada condicion. *** p < 0,001 vs. CONTROL; + p < 0,05 vs. MUSCIMOL,; # p <
0,05 vs. CONTROL segun Tukey.
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El tratamiento con UO126 y KN-62, inhibidores especificos de MEK y CAMKII

respectivamente, no alterd la longitud de las neuritas de cultivos neuronales separados

segun el sexo. El analisis estadistico de los resultados obtenidos indica que ninguno de

los inhibidores es capaz de revertir completamente la disminucion de la longitud de los

axones causada por el tratamiento con muscimol. El tratamiento con los inhibidores

tampoco afecta la longitud media de los procesos menores de machos ni hembras (tabla

3).

Tabla 3. Longitud axonal y longitud media de procesos menores (Um) de neuronas

macho y hembra de 2 DIV tratadas con muscimol e inhibidores especificos de CAMKII y

MEK.
LONGITUD MEDIA
LONGITU AXONAL DE PROCESOS
SEXO
(um) MENORES
(um)
Macho 295,45 + 21,8 50,04 + 3,37
Control
Hembra 276,79 + 4551 48,62 + 6,21
Macho 205,79+ 7,81 55,7 £ 5,09
Muscimol 100puM**
Hembra 214,47 + 6,49 52,17 + 0,45
Muscimol + UO126 Macho 251,06 + 15,58 49,58 + 3,49
10uM Hembra 257,72 + 4,99 52,55 + 3,03
Muscimol + UO126 Macho 248,76 + 2,69 53,81 +1,84
25uM Hembra 266,92 + 14,66 47,72 +1,52
Muscimol + KN-62 Macho 229,47 + 10,69 48,61 + 1,62
5uM Hembra 218,56 + 3,0 51,08 + 1,55

Valores medios + error estandar de 3 cultivos independientes por cada condicion. ** p < 0,01; Tukey -

muscimol vs. todas las condiciones. Efecto principal de muscimol para longitud axonal (ANOVAuo126; F: 8,98,

p < 0,01; ANOVAkn-e2; F: 14,34, p < 0,01). No hay diferencias sexuales en ninguno de los parametros

evaluados.
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DISCUSION
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El estudio de la respuesta de los receptores GABA, se realizd en cultivos
primarios de neuronas hipotaldmicas sexualmente diferenciadas (figura 14). Este modelo
experimental in vitro es ampliamente utilizado para estudiar de manera controlada
diferentes pardmetros de la biologia celular de neuronas hipotalamicas (Cambiasso y col.,
2000; Gao y van den Pol, 2001; Gorosito y Cambiasso, 2008; Obrietan y col., 2002;
Perrot-Sinal y col., 2001; Scerbo y col., 2014). En el caso particular de esta tesis se
vuelve especialmente valioso al permitir la manipulacién estricta de las condiciones de
cultivo y una gran libertad de acceso a las células para realizar los registros
electrofisiolégicos. Los resultados obtenidos en este trabajo aportan nuevas evidencias
sobre la participacién de los receptores GABA, en el crecimiento, diferenciacion y

fisiologia de neuronas hipotalamicas de embriones macho y hembra.

Particularmente importante es la caracterizacion electrofisiolégica realizada en
este sistema ya que nos permiti6 conocer caracteristicas distintivas de las neuronas
hipotaldmicas a nivel de propiedades intrinsecas de la membrana, potencial de reversién
y concentracién intracelular de Cl-, sensibilidad al ligando, tipo de respuesta a
moduladores especificos y la eficacia con la que éstos actian en relacién a las
subunidades que componen los receptores. Si bien no se hallaron diferencias sexuales
significativas en dichos parametros, algunas diferencias como la mayor eficacia de
propofol sobre corrientes GABAérgicas de hembra, nos habilitaron a hipotetizar la
existencia de diferencias en el crecimiento y diferenciacién entre machos y hembras en
respuesta a la activacion de los receptores GABA,. Nuestros resultados mostraron que la
activacion crénica de los receptores GABA, provoca una reduccion de la longitud axonal
y un aumento de la longitud de los procesos menores en ambos sexos. No se hallaron
diferencias sexuales en ninguno de los parametros morfoldgicos estudiados, por lo que
podemos suponer que las diferencias sexuales en la modulacion de corrientes
GABAérgicas por propofol al parecer no afectan de manera sexo-especifica el
crecimiento de las neuritas. El andlisis de las vias intracelulares involucradas en este
efecto posiciona al calcio como actor principal ya que el bloqueo farmacoldgico de la
entrada de dicho i6n es capaz de revertir la reduccién de la longitud axonal causada por
la activacion crénica de los receptores GABAL. Es conveniente reiterar que nuestro
modelo experimental permite estudiar en todos los casos las diferencias sexuales
dependientes de la constitucion cromosomal (XY versus XX) de las neuronas, ya que el
material para realizar los cultivos se obtuvo de fetos de E16, que por lo tanto no
estuvieron expuestos a las secreciones gonadales. Tampoco se agregaron hormonas in

vitro.
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Caracterizacion electrofisioldgica de neuronas hipotaldmicas macho y hembra

Los valores obtenidos para las propiedades pasivas de la membrana de neuronas
hipotalamicas de macho y hembra no mostraron diferencias sexuales significativas (tabla
1). El potencial de membrana en reposo (PMR) vari6é entre -30 y -57 mV en neuronas de
ambos sexos. El valor promedio para machos fue -40,54 + 2,31 mV y -42,44 + 2,68 mV
para las hembras, estos valores se encuentran dentro del rango observado en la literatura
para neuronas hipotaldmicas de embriones de ratén de la misma edad in vitro (Chen y
col.,, 1996; Wang y col., 2001). Para facilitar las comparaciones, se fijo el voltaje de
membrana neuronal en -50 mV para todos los experimentos subsiguientes.

La respuesta a aplicaciones sucesivas de GABA 10 pM desenmascaré dos
subpoblaciones neuronales, una caracterizada por mantener constante y otra por
presentar una progresiva disminucién de la corriente en respuesta a los distintos pulsos
del ligando (figura 7). Est4d ampliamente documentada en la literatura la desensibilizacién
de receptores ionotropicos mediada por la exposicion prolongada o a dosis altas del
ligando. En consecuencia los receptores entran en estado de inactivacion con el
consiguiente cese del flujo i6nico. Es mas, se propone que ciertos parametros cinéticos
de las corrientes GABAérgicas, tales como una rapida desensibilizacion, aumentan con
los dias en neuronas mantenidas in vitro. Este cambio estaria asociado al desarrollo de
conexiones sinapticas (Hutcheon y col., 2000). También se ha visto una disminucién de la
corriente por internalizacion (Brinig y col., 2001; Chapell y col., 1998) o de la sensibilidad
a GABA por desagregacion de "clusters" (Chen y col., 2000; Petrini y col., 2003) de los
receptores de membrana. Dichos procesos se manifiestan luego de 15 min o mas. Las
aplicaciones del ligando en nuestros experimentos duraron 1 segundo y fueron separadas
por 1 minuto entre una y otra, por lo que la hipétesis de la internalizacién parece poco
probable. Nuestros resultados ponen de manifiesto la existencia de neuronas que podrian
estar sujetas a una rapida desensibilizacién. Es por eso que aquellas neuronas que
sufrieron una modificacion de la corriente superior al 10% en tres aplicaciones sucesivas
de GABA 10 uM se eliminaron de los analisis posteriores.

El potencial de reversion del i6n Cl- (Ec.) para neuronas de macho y hembra fue
-39,45 + 3,78 mV y -42,65 £ 2,26 mV respectivamente. La concentracion intracelular de
CI- ([CI-])) para machos fue 35,49 + 549 mM y 30,21 = 2,46 mM para las hembras. Los
valores de Ec. reportados en otros sistemas experimentales tales como neuronas de
hipotalamo de rata (Chen y col., 1996), hipocampo (Ganguly y col., 2001) y cerebelo
(Borodinsky y col., 2003), se asemejan a los encontrados en este estudio. Sin embargo
son ligeramente diferentes de los reportados para neuronas hipotaldmicas de ratén de la
misma edad in vitro, E¢. entre -24 a -31 mV y [CI-]; de 45 mM (Gao y van den Pol, 2001;
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Wang y col., 2001). Por otro lado es bien sabido que las mediciones del PMR en células
inmaduras conllevan un cierto grado de artificio experimental debido a su pequefio
tamafio. Esto provoca una subestimacion del valor real de PMR (Barry y Lynch, 1991,
Tyzio y col., 2003), lo que podria responder a ciertas incongruencias con la literatura. En
nuestro sistema, los valores de Ec. son practicamente iguales al PMR registrado para
estas neuronas lo que significa que la activacion de los receptores GABAA no produciria
una despolarizacion neuronal significativa. Este no parece ser el caso ya que con
nuestros experimentos bloqueando canales de calcio dependientes de voltaje
demostramos que la entrada de este idn es necesaria para los efectos de muscimol sobre
el crecimiento neuronal (figura 18). Por lo que necesariamente la activaciéon de los
receptores GABA, produce despolarizacién neuronal. De todas formas, en configuraciéon
de parche perforado y corriente fija, la aplicacion de GABA 10 uM provocéd la
despolarizacion del potencial de membrana en las neuronas hipotaldmicas de nuestro
sistema experimental (figura 9. B). Como ha sido demostrado en otros sistemas
experimentales (Ben-Ari, 2002), nuestros resultados indican que la despolarizacién del
PMR es la via comun de las acciones excitatorias de GABA en neuronas hipotalamicas
macho y hembra de 2DIV.

Los resultados obtenidos de las curvas dosis-respuesta a GABA para neuronas
hipotalamicas crecidas in vitro no mostraron diferencias sexuales significativas (figura 10.
B). Los valores de EC50 de neuronas macho y hembra presentaron gran variabilidad. Los
mismos oscilaron entre 6,09 y 66,74 uM, con un valor promedio de 24,89 uM para los
machos y de 19,76 uM para el caso de las hembras. Si bien estos valores promedio de
EC50 son similares a los valores obtenidos en neuronas hipotalamicas de rata neonatas
ex vivo (Huang y Dillon, 2002), nuestros resultados sugieren que las neuronas
hipotaldmicas de macho y hembra mantenidas por 2DIV son una poblaciéon neuronal
heterogénea en cuanto a la sensibilidad a GABA. La sensibilidad al neurotransmisor esta
determinada por las subunidades a presentes en el receptor, siendo el orden de
sensibilidad a6< a1< a2< a4< a5<< a3. Es mas, se propone que cuatro aminoacidos del
sitio de union al ligando de la subunidad a son los responsables de otorgarle la
sensibilidad al GABA a los receptores (Bohme y col., 2004). No obstante, cuando la
subunidad & forma receptores funcionales, por lo general junto a las subunidades a4 y a6
en receptores extrasinapticos, la sensibilidad del receptor al neurotransmisor es un orden
de magnitud mayor (nM) que cuando lo hace con subunidades y (uM) (Belelli y col., 2009;
Farrant y Nusser, 2005). El dominio S338-V264 de la subunidad & parece conferir la alta
sensibilidad a los receptores a433% (You y Dunn, 2007). Los valores de EC50 obtenidos

en este trabajo fueron del orden de los uM en todas las neuronas registradas. Estos
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resultados sugieren que ninguna neurona hipotaldmica de macho o hembra posee
exclusivamente receptores GABA, con la subunidad & en su conformacion.

La composicion de subunidades de los receptores GABAA es un parametro
fundamental en la sensibilidad a GABA y a una gran variedad de drogas farmacoldgica y
clinicamente importantes (Johnston, 1996). La funcion y distribuciéon de las mismas varia
segun el estadio del desarrollo, la region y segun el tipo celular estudiado (Barnard y col.,
1998; Olsen y Sieghart, 2008). Es por esto que para analizar la existencia de distintas
subpoblaciones celulares en neuronas hipotaldmicas de macho y hembra, se realizaron
experimentos con moduladores alostéricos de los receptores GABA, a fin de identificar
las subunidades presentes en dichos receptores. La utilizaciébn de una gran bateria de
moduladores alostéricos de los receptores GABA,, nos permitio6 caracterizar
farmacoldgicamente la respuesta de los mismos. A partir de este perfil farmacoldgico
pudimos inferir la composicion de subunidades de los receptores funcionales en la
membrana neuronal. Esto puso en evidencia la existencia de distintas poblaciones
celulares en cuanto a la presencia de subunidades especificas.

El sitio de unién para benzodiacepinas se encuentra en la interfase de las
subunidades a y y (Sigel y Buhr, 1997) por lo que cabe esperar que dichas subunidades
le confieran a los receptores distinta sensibilidad al modulador. Es asi que la modulacion
por benzodiacepinas, como el diazepam esta sujeta a la presencia de la subunidad y2 y
una de las subunidades a1, a2, a3 o a5 en el receptor, siendo mas potente sobre
aquellos que contienen a3 (Pritchett y col., 1989). Los receptores a4By2 y a6By2 son
insensibles a diazepam (Knoflach y col., 1996; Korpi y col., 2002). Un residuo de histidina
presente en las subunidades a1, a2, a3 y a5, pero no en a4 y a6 seria el responsable de
la sensibilidad al modulador (Wieland y col., 1992). Los resultados de este trabajo
muestran que practicamente todas las neuronas fueron sensibles a diazepam 1uM,
provocando una potenciacion de la corriente en respuesta a GABA de 152,80 + 8,45 %
para el caso de los machos y 166,25 + 8,43 % para las hembras. No se observaron
diferencias sexuales en dicho parametro, lo que sugiere que ambos sexos comparten una
sensibilidad similar al farmaco. Esta evidencia muestra ademas que las neuronas
hipotalamicas de ambos sexos poseen receptores GABA, funcionales que estarian
conformados por las subunidades y2 y a1, a2, a3 o a5. Es posible que la exposicion a los
esteroides gonadales juegue un rol importante en este aspecto de la diferenciacion
sexual.

Al igual que diazepam, el esteroide sintético alfaxalona 50 puM produce la
potenciacién de la totalidad de las neuronas registradas. Los porcentajes de potenciacion
fueron de 193,55 + 13,10 % en machos y de 197,00 £ 20,01 % en hembras, dichos

valores no difieren significativamente entre los sexos. El sitio de unién para los
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neuroesteroides se ubica entre la subunidad a y 8 de los receptores GABA, (Hosie y col.,
2006). Maitra y colaboradores han sugerido que la ausencia de la subunidad a afecta la
eficacia, pero no la potencia de alfaxalona para modular a los receptores GABAérgicos, y
que la efectividad es mayor cuando se expresa la subunidad a2 en el receptor. Mas aun,
sus resultados muestran que la afinidad del receptor por el esteroide sintético depende
también del tipo de subunidad y, ya que actuan con mayor potencia en receptores que
contienen y1 y y3 que en aquellos con y2L (Maitra y Reynolds, 1999). Si bien los
receptores GABA, con las subunidades y2 y & presentan una sensibilidad similar a la
alfaxolona, la eficacia del farmaco es mayor en aquellos que contienen la subunidad &
(Brown y col., 2002). Es mas, la sensibilidad a esteroides neuroactivos, entre ellos
alfaxalona, esta disminuida en ratones KO para la subunidad & (Mihalek y col., 1999). Los
resultados obtenidos con alfaxalona sugieren que las neuronas hipotalamicas de macho y
hembra que no han sido expuestas a esteroides gonadales compartian una composiciéon
similar de subunidades en sus receptores GABA, Y que este modulador ejerceria sus
acciones a través de receptores que contienen la subunidad y2 y no & ya que, a su vez, la
gran mayoria de las neuronas respondieron a diazepam.

Los experimentos realizados con el cation trivalente Lantano (La*®) proveen otra
linea de evidencia a favor de la hipétesis de que las neuronas hipotalamicas, tanto de
sujetos XX como XY, no presentan receptores con la subunidad & en su conformacion. La
co-aplicacion de LaCl; 100 uM y GABA 10 uM, produjo una potenciacion de la corriente
respecto a la evocada por el neurotransmisor aplicado solo en la mayoria de las
neuronas. Particularmente, la modulaciéon ejercida por el cation puede ser positiva o
negativa dependiendo de las subunidades presentes en el receptor (Korpi y col., 2002).
Saxena y colaboradores demostraron en un sistema de expresion heterélogo que La*®
provoca la potenciacion de las corrientes de receptores a1B3y2L mientras que produce
una inhibicion débil en receptores a6B3y2L y fuerte en a6pB30 (Saxena y col., 1997). Por
su parte Brown y colaboradores ampliaron estas observaciones revelando que La* inhibe
con mayor potencia y eficacia receptores 04335 que a4p3y2 (Brown y col., 2002). En
nuestro sistema La*® potencié en un 126,20 + 6,47 % las corrientes en machos y en un
121,72 + 6,04 % en hembras. Estos valores son similares a la potenciacion ejercida por
LaCl; 100 uM en receptores a1B3y2L (Saxena y col., 1997). Algunas neuronas de este
estudio no respondieron a la aplicacion del catién (neuronas hembras 6/17). La inhibicion
de receptores a4B3y2 y ab6B3y2L por la misma concentracién de La*®, es bastante débil y
de alrededor del 19% (Brown y col., 2002; Saxena y col., 1997). Teniendo en cuenta
estos datos podemos pensar que las neuronas XX que no respondieron en nuestro
sistema al La*® tendrian receptores con dicha conformacion. De todas maneras ninguna

mostrd inhibicion de las corrientes GABAérgicas en presencia del modulador sugiriendo
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fuertemente que los receptores GABA, de neuronas hipotalamicas estdn conformados
por subunidades a1By2 y quizas a433y2 y a6p3y2.

Furosemida es un diurético que produce una fuerte inhibicibn de la corriente
evocada por GABA en receptores a432/3y2 y a6p2/3y2 (EC50 en el orden de uM), y es
practicamente insensible (EC50 en el orden de mM) en conformaciones a1/2/3/5p32/3y2
(Fisher y col., 1997; Knoflach y col., 1996; Korpi y col., 1995; Thompson y col., 1999;
Wafford y col., 1996). Es mas, la presencia de la subunidad B1 torna insensible a los
receptores que contienen la subunidad a6 (Korpi y col., 1995). Experimentos realizados
en sistemas heterélogos demostraron que el residuo de isoleucina 228 de la subunidad
a6 y el de aspargina 265 de la subunidad 3 son los responsables de otorgarle
sensibilidad al diurético (Thompson y col.,, 1999). Furosemida 500 uyM provocé la
inhibicion de la corriente en respuesta a GABA 10 uM en el 50% de las neuronas
hipotaldmicas de macho y hembra. El porcentaje de inhibicién entre los sexos, 76,33 +
9,68 % en machos y 76,80 + 3,49 % en hembras, no difiere estadisticamente. En base a
estos resultados podemos decir que la mitad de las neuronas hipotalamicas fueron
sensibles a modulacion por parte del farmaco y por lo tanto poseerian receptores con las
conformaciones a432/3y2 y a6p2/3y2. Como hemos discutido anteriormente la presencia
de las subunidades 04 y a6 otorga gran sensibilidad al GABA (Béhme vy col., 2004) como
asi también a furosemida (Knoflach y col., 1996; Wafford y col., 1996). Cuando
comparamos la variacion del porcentaje de inhibicién por furosemida respecto al EC50 de
las neuronas hipotalamicas de macho y hembra encontramos que entre ambos
pardmetros existe un alto grado de correlacion positiva (figura 12. A). Esta evidencia nos
permite suponer la existencia de receptores con subunidades o4 y a6 en su
conformacion.

Hasta aqui los resultados obtenidos con moduladores alostéricos de los
receptores GABA, sugieren que todas las neuronas hipotaldmicas registradas,
independientemente de su complemento cromosomico sexual (XX o XY) poseen
receptores con alguna de las siguientes conformaciones: a1By2, a2py2, a3py2, a5py2 y
probablemente existe una subpoblacién (de aproximadamente el 50%) que también
expresa 0432/3x y a6B2/3x. Estos resultados también sugieren que no hay o son muy
pocos los receptores conformados por la subunidad o.

El etanol es una de las drogas de abuso mas ampliamente usadas en el mundo.
Se ha propuesto que el alcohol produce sus efectos analgésicos y anestésicos a través
de la modulacion de receptores GABA, (Johnston, 1996; Korpi y col., 2002). Sin embargo
etanol puede potenciar, inhibir o no tener efecto sobre las corrientes GABAérgicas
(Aguayo, 1990; Roberto y col., 2003). Los distintos tipos de respuesta al etanol en

diferentes células, es decir potenciacion, inhibicion o no efecto, pueden deberse a
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diferencias en la composicion de subunidades de los receptores GABA,. Sin embargo, no
debe descartarse la hipétesis de que una distinta regulacion intracelular de los receptores
GABA, en los distintos tipos neuronales genere respuestas diferenciales al etanol. Dicha
regulacion es objeto de intensa investigacion (Choi y col., 2008; Nie y col., 2004; Xiao y
Ye, 2008) y numerosos debates acerca de los mecanismos de modulacion por etanol se
presentan en la actualidad (Aguayo y col., 2002; Jia y col., 2007; Korpi y col., 2007; Lobo
y Harris, 2008; Olsen y col., 2007; Santhakumar y col.,, 2007). A pesar de las
controversias, un gran niamero de evidencia demuestra que el etanol a concentraciones
bajas (<50 mM) produce la potenciacion de la respuesta a GABA en receptores
a4/6p2/35, mientras que lo hace a concentraciones mayores (>50 mM) en receptores
a4/6p2/3y2 (Hanchar y col., 2006; Olsen y col., 2007; Wallner y col., 2003). Es mas,
cuando estos receptores presentan la subunidad B3 en su composicion, ésta les confiere
mayor sensibilidad a etanol (~3 mM). Por su parte, receptores formados sélo por
subunidades 04/632/3 son insensibles al alcohol (Wallner y col., 2003). Se ha
demostrado que etanol a concentraciones <50 mM potencia la corriente ténica de
neuronas de talamo e hipocampo, mediada por receptores que contienen la subunidad &
formando el canal (Glykys y col., 2007; Jia y col., 2008; Liang y col., 2006). Nuestros
resultados muestran que la respuesta a GABA 10uM puede ser potenciada, inhibida o no
ser modulada por una concentracion 100 mM del alcohol (figura 13). En el reducido
ndamero de neuronas que potenciaron sus corrientes en respuesta a etanol, el porcentaje
de potenciacion fue 125,60 + 6,55 % en machos y 122,20 + 1,49 % en hembras. En
sistemas de expresidén heterdlogos los receptores a4/6p2/3y2 presentan un valor de
potenciaciéon similar a una concentracién equimolar del alcohol (Wallner y col., 2003)
sugiriendo la existencia de receptores con dicha conformacion. En nuestro sistema etanol
potenci6 la corriente a GABA con una eficacia menor a la potenciacién descripta para los
receptores a4/6B2/38 (>250%) (Wallner y col., 2003) en todas las neuronas, lo que
sugiere que la subunidad & no integraria mayormente la conformacion de receptores de
neuronas hipotalamicas. Por otro lado, en un importante niumero de neuronas etanol
inhibié o no tuvo efecto sobre las corrientes en respuesta a GABA. Este tipo de respuesta
se corresponde con la insensibilidad al alcohol de receptores que no poseen subunidades
0 o y en su conformacién (Wallner y col., 2003).

En este sentido los experimentos realizados con TIHP y Ro 15-4513 apoyan la
hipétesis de la ausencia de receptores 0436 y a6Bd, sin embargo tampoco parecen
apoyar la presencia de receptores a4By2 y a6By2 en nuestro sistema. THIP es un
isoxazol biciclico, andlogo estructural del muscimol con cualidades hipnoéticas vy
analgésicas (Johnston, 1996). Se comporta como un agonista parcial en receptores

a4By2 y como un agonista total en receptores a436, donde GABA se comporta como un
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agonista parcial (Brown y col., 2002; Jia y col., 2005; You y Dunn, 2007). La afinidad o
potencia y la eficacia al agonista es aun mayor en receptores a6pd que en a4p3d
(Storustovu y Ebert, 2006). La concentracion del farmaco utilizada en este estudio
demostré potenciar fuertemente la corriente ténica mediada por receptores a4pd y en
menor medida la corriente fasica de receptores a4By2 en neuronas de hipocampo (Liang
y col., 2006). Cuando THIP 1 pM fue coaplicado con GABA 10uM no produjo una
modulacion significativa de la corriente de neuronas de macho o hembra (96,80 + 3,40 %
y 9573 += 2,08 % respectivamente). Esta evidencia sugiere que las neuronas
hipotaldmicas no expresarian receptores funcionales del tipo a4/636 ni a4/6y2 y que otra
subunidad, estaria sustituyendo las subunidades y y & en dichos receptores. Los
resultados obtenidos con los experimentos con Ro 15-4513 apoyan esta hipotesis. Ro 15-
4513 es una imidazobenzodiacepina que se comporta como un agonista inverso en el
sitio a etanol en receptores a1fy2, a3py2 y a5By2, mientras que actia como un agonista
en receptores a4By2/ a6py2 (Korpi y col., 2002). Existen evidencias que demuestran que
este farmaco modula positivamente las corrientes mediadas por receptores a4py2/ a6py2
con una gran afinidad y eficacia (Knoflach y col., 1996; Wafford y col., 1996; Zhou y
Smith, 2009). También es afin y modula la corriente de receptores a6p0 y a438, sobre los
que actla como un antagonista competitivo del sitio a etanol en sistemas nativos y
heter6logos (Hanchar y col., 2006; Liang y col., 2006; Olsen y col., 2007; Wallner y col.,
2003). Nuestros resultados muestran que Ro 15-4513 0,3 uM no produjo una modulacion
significativa de la corriente en respuesta a GABA en machos ni en hembras, 85,33 + 6,96
% y 94,00 £ 2,75 % respectivamente.

Todo este conjunto de evidencias sugiere fuertemente que las subunidades y y
no estarian formando parte de los receptores a4px y a6px en células XX y XY.

Existe evidencia sobre la distribucion de las subunidades de los receptores a
través del desarrollo en distintas &reas cerebrales. Estudios pioneros demostraron que en
hipotdlamo de embriones de rata de E14/E17 existe una gran expresion del ARNm de las
subunidades 02, a3 y a5, mientras que el de las subunidades a1, a4 y a6 es
practicamente inexistente. De igual manera, 32 y B3 se expresan ampliamente, pero no
asi B1. Dicho estudio demuestra que la subunidad y2 se expresa en mayor medida que
y1y y3, pero que la subunidad & no se expresa en el hipotalamo embrionario (Laurie y
col., 1992b). Teniendo en cuenta este perfil de expresion, nuestros resultados apoyan la
existencia de receptores funcionales del tipo a2B2/3y, a3B2/3y y a5B2/3y. Sin embargo
los resultados de electrofisiologia sugieren la existencia de receptores del tipo a4p2/3x y
a6B2/3x en neuronas hipotalamicas embrionarias. El hipotalamo adulto parece expresar
bajos niveles del ARNm de la subunidad a4, mientras que la subunidad a6 es

practicamente inexistente (Wisden y col., 1992). El andlisis de la hibridizacion in situ en
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embriones de rata ha demostrado que el ARNm de las subunidades a4 y a6 no se
detecta en el hipotdlamo de embriones de E14/E17, no obstante la subunidad o4
comienza a expresarse entre E17/E19 y alcanza los valores de adulto a PO (Laurie y col.,
1992b). Estas discrepancias quedan resueltas si consideramos que las neuronas de este
trabajo fueron tomadas de embriones de E16 vy, si la expresion de subunidades in vitro se
asemeja al patron observado in vivo como en otros sistemas experimentales (Gao y
Fritschy, 1995), a 2 DIV cuando los registros fueron llevados a cabo, la subunidad a4
estaria presente en nuestras neuronas. Sin embargo, con las evidencias obtenidas hasta
aqui no sabemos qué subunidad acompafa a los receptores a432/3x.

Si bien la subunidad a4 constituye preferentemente receptores GABA, con la
subunidad & y en menor medida con la vy, existe evidencia a favor de que una parte
significativa de los receptores a4 no lo hace con ninguna de las dos subunidades
(Bencsits y col., 1999). En 1997 se descubrié €, una nueva subunidad de los receptores
GABA, con una gran homologia con las subunidades y (Davies y col., 1997; Whiting y
col., 1997). Su expresién es alta en el giro dentado del hipocampo y en hipotalamo de
primates (Davies y col., 1997; Whiting y col., 1997) y en el hipotdlamo y nucleos
monoaminérgicos de rata (Moragues y col.,, 2000, 2002). Estas observaciones fueron
confirmadas en el cerebro en desarrollo de embriones de rata y en ciertos nucleos de la
médula espinal. Particularmente, la subunidad € tiene una expresion temprana, desde
E14 y aumenta con el desarrollo en nucleos definidos del hipotalamo tales como el area
anterior y area pre Optica, como asi también en el ndcleo arcuato, dorsomedial,
ventromedial y nucleos mamilares (Pape y col., 2009). La subunidad € puede constituir
receptores funcionales y con una farmacologia distintiva cuando es co-expresada con
subunidades a (Davies y col., 1997; Whiting y col., 1997), caracteristicas que también
poseen los receptores nativos con dicha subunidad en neuronas hipotalamicas (Sergeeva
y col., 2005). Nuestros experimentos con el catién Zinc (Zn*?) apoyan la presencia de la
subunidad ¢ formando canales funcionales en una subpoblacién de neuronas
hipotalamicas in vitro. Zn*? se comporta como un antagonista no competitivo sobre
receptores que no expresan subunidades y ni & (Draguhn y col.,, 1990; Saxena y
Macdonald, 1994). Cuando la subunidad y forma parte del canal, éstos se tornan
practicamente insensibles al antagonismo por el cation (EC50 > 100 uM) comparados con
la alta sensibilidad de receptores af (EC50 < 1 pM), sin embargo cuando las
subunidades a4 o a6 participan en la conformacion del receptor la afinidad y la eficacia
del i6n es mayor (EC50 < 100 pM) (Fisher y col., 1997; Knoflach y col., 1996; Thompson
y col., 1999). Esta afinidad aumenta alin mas en receptores que contienen la subunidad &
(EC50 < 10 uM) (Brown y col., 2002; Kaur y col., 2009; Saxena y Macdonald, 1994;

Stoérustovu y Ebert, 2006; You y Dunn, 2007). En nuestro sistema, cuando una
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concentracion baja de Zn*? (1 uM) fue co-aplicada con GABA produjo la inhibicién de la
corriente en el 50% de las neuronas registradas en ambos sexos. Los valores para
macho y hembra fueron 70,25 + 9,13 % y 78,25 + 3,04 % respectivamente. Estos
resultados demuestran la existencia de una subpoblacion neuronal que expresa una
subunidad distinta a y o d, cuya presencia le confiere al receptor una gran sensibilidad al
anion. Se ha demostrado que receptores ape son sensibles a la inhibicion por parte de
Zn*? con un EC50 ~50 uM (Davies y col., 2001; Whiting y col., 1997), la poblacién de
neuronas con receptores sensibles al ibn en nuestro estudio demuestra la existencia de
receptores de este tipo. La incorporacion de la subunidad € en receptores GABAérgicos
confiere una mayor sensibilidad al i6n, sin afectar la sensibilidad al GABA (Davies y col.,
2001). Esto nos permite predecir que la sensibilidad al Zn*? no tendra relacién con la
sensibilidad al neurotransmisor en nuestro sistema. Efectivamente el porcentaje de
inhibicion por parte de Zn*? no muestra relacién con el EC50 de neuronas hipotalamicas
de macho y hembra (figura 12. B).

Los resultados de nuestros experimentos con propofol aportan evidencia funcional
sobre la existencia de receptores con la subunidad € insertos en la membrana neuronal.
Anestésicos generales, como el propofol, han demostrado potenciar e incluso producir (a
altas concentraciones) la activacion directa de receptores GABA, (Korpi y col., 2002). Es
mas, mutaciones puntuales en las subunidades 3 producen una marcada reduccion de la
efectividad de propofol a nivel celular y comportamental (Jurd y col., 2003; Krasowski y
col., 1998). Particularmente, la incorporacién de la subunidad ¢ otorga a los receptores
recombinantes resistencia a los anestésicos generales (Davies y col.,, 1997, 2001). Si
bien se sugiere que dicha insensibilidad puede deberse a un artefacto de la
sobreexpresién de la subunidad en sistemas heterélogos (Thompson y col.,, 2002),
experimentos con receptores nativos en neuronas de hipotdlamo (Sergeeva y col., 2005)
y del locus coeruleus (Belujon y col., 2009) demuestran que la subunidad € provoca
resistencia al propofol. Cuando propofol 5 uM fue co-aplicado con GABA provocé la
potenciacion de la respuesta en la mayoria de las neuronas hipotalamicas de ambos
sexos, mientras que no tuvo efecto o provocd una leve inhibicion (~85%) en algunas
neuronas. Estos resultados estan de acuerdo con la insensibilidad causada por
receptores afe, confirmando que la subunidad € forma receptores funcionales en la
membrana de neuronas hipotalamicas. Sin embargo, los experimentos con propofol
revelaron otro hallazgo sorprendente. En aquellas neuronas que potenciaron sus
corrientes en respuesta al anestésico, el porcentaje de potenciacibn es mayor en
hembras que en machos: 162,39 + 8,86 vs. 139,31 + 5,72. Estos valores se encuentran
dentro del rango de potenciacion observado por una concentracién equimolar de propofol

en receptores recombinantes a1B3e (163%) (Davies y col.,, 2001) y en neuronas
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hipotalamicas €™ y € (180% y 190% respectivamente) que co-expresan subunidades o2
y B3 (Sergeeva y col., 2005). Esta diferencia sexual se vuelve especialmente intrigante en
el contexto de los experimentos de electrofisiologia de este trabajo. La afinidad de GABA
y la eficacia con la que actuaron todos los moduladores alostéricos en neuronas
hipotalamicas de machos y hembras, indican que ambos sexos comparten el mismo
repertorio de subunidades. No obstante la diferencia sexual encontrada en la eficacia de
propofol sugiere la expresion diferencial de alguna subunidad. Podemos considerar que
la subunidad ¢ podria estar formando una mayor cantidad de receptores en los machos y
consecuentemente disminuyendo la eficacia del propofol en los mismos, o bien podria
deberse a una diferencia en otras subunidades. Nuestros resultados sugieren también
que dicha subunidad estaria acompafiada de subunidades a432/3 en la conformacion del
receptor. Se ha demostrado que propofol provoca la potenciacion de corrientes mediadas
por receptores a4fy2, abBy2, a4Bd y a6Bd (Brown y col., 2002; Feng y Macdonald, 2004;
Wafford y col.,, 1996), sin embargo hasta el momento no se han estudiado las
caracteristicas electrofisioldgicas de receptores del tipo a4Be o a6pe.

Bonnert y colaboradores aislaron en 1999 una nueva subunidad llamada 6,
homodloga a las subunidades B (Bonnert y col., 1999) cuya expresion esta restringida a
nucleos discretos del cerebro, entre los que se encuentran varias regiones del hipotdlamo
adulto donde se co-expresa con la subunidad € (Moragues y col., 2002; Sinkkonen y col.,
2000). De especial interés resulta que el cluster de genes para la subunidades a3/6/¢ se
encuentra ubicado en el cromosoma Xg28 (Korpi y col., 2002) sin embargo adn no se ha
estudiado si la expresion de dichas subunidades es diferente entre individuos XX
(hembra) y XY (macho). Pape y colaboradores (2009) confirmaron y ampliaron las
observaciones realizadas en el cerebro adulto demostrando que las tres subunidades
presentan un llamativo patrén espacio temporal de co-expresion durante el desarrollo. A
partir de E14, varios nucleos hipotalamicos co-expresan a3, € y 8, entre los que podemos
nombrar el area hipotalamica anterior y el area predptica, como asi también los nucleos
arcuato, dorsomedial, ventromedial y mamilares (Pape y col., 2009). Este ajustado patron
de expresion sugiere la posibilidad de que algunos receptores en nuestro sistema posean
a3, € y B en su conformacion. Las propiedades funcionales de dichos receptores fueron
estudiadas en comparacion a receptores a3pf1y2 (Ranna y col., 2006). Al igual que en
estudios previos (Bonnert y col., 1999), los hallazgos de Ranna y colaboradores sugieren
que 8 no puede sustituir completamente las funciones de las subunidades 3. Sin embrago
demuestran que propofol potencia con mayor eficacia las corrientes de receptores
a3B16¢ (161%) que a3B1e (126%) (Ranna y col., 2006). Estos valores son similares a los
obtenidos en el presente estudio para neuronas hipotaldmicas de hembras y machos

respectivamente, sugiriendo que receptores con dichas conformaciones en cada sexo
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podrian contribuir a las diferencias sexuales encontradas. Es mas, teniendo en cuenta
que la potenciacion ejercida por propofol en receptores af3e es de igual magnitud a pesar
de la variacion en las subunidades a (a1 en Davies y col 2001; a2 en Sergeeva y col
2005 y a3 en Ranna y col 2006) podemos hipotetizar que lo mismo sucederia en
receptores a4PB2/3¢. En este sentido, se ha demostrado que las caracteristicas de la
modulacion por propofol son similares en receptores que expresan a1, a4 o a6, y que
dependen en un mayor grado de la inclusion de las subunidades y o & (Feng y
Macdonald, 2004; Wafford y col., 1996).

Es claro que la gran mayoria de las neuronas hipotaldmicas de nuestro sistema
presentan receptores, integrados y funcionales en la membrana celular, del tipo
a2B2/3y2, a3B2/3y2 y a5p2/3y2. Sin embargo existe una subpoblacién neuronal que
ademas posee receptores funcionales del tipo a4p32/3¢ (aunque no podemos descartar
las posibles combinaciones a4p2/3¢, a3B1/2/36e o a3B1/2/3€). Nuestros resultados
ademas sugieren gque machos y hembras podrian diferir en: a) la cantidad de dichos
receptores; b) la incorporacion de 8 solo en las hembras (a432/36¢) o c¢) la proporcion
entre receptores a3B1/2/36e / a3B1/2/3e. La co-localizacion inmunocitoquimica vy
cuantificacién relativa de las subunidades a4 y € s6lo en algunas neuronas de nuestros
cultivos hipotalamicos sexualmente diferenciados, serian necesarios para comprobar la
existencia de la subpoblacién neuronal que exprese dichas subunidades, revelada
mediante experimentos de farmacologia funcional. Particularmente, la realizacion de
experimentos de electrofisiologia con agonistas y moduladores especificos de distintos
subtipos de receptores GABA, combinados con RT-PCR de cada célula registrada
ayudaria a relacionar la expresion de ciertas combinaciones de subunidades con su
funcionamiento en neuronas hipotalamicas.

Alrededor del 50% de las neuronas hipotalamicas son GABAérgicas y existen
diferencias sexuales tanto en la expresion de GAD65 como en el recambio de GABA en
varios nucleos hipotalamicos (Searles y col., 2000). Particularmente, se ha demostrado
que en el nucleo tuberomamilar del hipotdlamo todas las neuronas €* son también
GAD65™, lo que sugiere que si liberan GABA y no son inhibidas por los anestésicos
generales pueden proveer de una cascada de retroalimentacion positiva para las
acciones de propofol (Sergeeva y col., 2005). La identificacién en nuestro sistema del tipo
neuronal que expresa dichas conformaciones arrojaria importantes claves acerca de la
relevancia funcional de los receptores en el contexto del hipotalamo en desarrollo de

machos y hembras.
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La activacion de los receptores GABA, afecta el crecimiento de los procesos

neuriticos de neuronas hipotalamicas

GABA ejerce sus acciones troficas durante el desarrollo neuronal a través de sus
receptores especificos (Represa y Ben-Ari, 2005). Aunque se ha demostrado que los
receptores GABAg juegan un papel de importancia en algunos sistemas (Bony y col.,
2013; Priest y Puche, 2004), los efectos tréficos de GABA estdn mediados principalmente
por su accién sobre receptores GABA,. Esto se debe a que los receptores GABA, son
canales i6nicos permeables al i6n cloruro, a diferencia de los receptores metabotrépicos
GABAg que estan asociados a proteina G. El tipo de respuesta mediada por receptores
ionotropicos esta estrechamente ligada al gradiente electroquimico del ién. En neuronas
inmaduras el potencial de reversion del i6n cloruro es mayor que el potencial de reposo,
por lo tanto la union del ligando provoca la apertura del canal permitiendo la salida del i6n
cloruro con la consiguiente despolarizacién neuronal (Ben-Ari, 2002; Owens y Kriegstein,
2002). Para el caso particular de la regulacibn del crecimiento neuritico, la
despolarizacién causada por GABA produce la apertura de los canales de calcio
dependientes de voltaje provocando un aumento intracelular del ién. Calcio actia como
segundo mensajero mediando la activacion de diferentes quinasas, las cuales
fosforilando sustratos especificos actian a nivel nuclear y citoplasmético para producir
sus efectos sobre el crecimiento de axones y dendritas (Fiszman y Schousboe, 2004,
Sernagor y col., 2010).

Nuestros resultados indican que el tratamiento con muscimol 100 uM durante
48hs provocd una reduccion significativa de la longitud de los axones de neuronas
hipotalamicas tanto macho como hembra (figura 15. A). Mientras que el bloqueo de las
corrientes GABAérgicas con bicuculina 100 uM no afecté la longitud de los axones en
ambos sexos. No existen en la literatura muchas evidencias que demuestren efectos
directos del sistema GABAérgico en la regulacion del crecimiento de axones.
Chattopadhyaya y colaboradores demostraron que GABA, a través de receptores GABA,
y en menor medida GABAg, promueve la ramificacion de axones de interneuronas
corticales tanto in vitro como in vivo (Chattopadhyaya y col., 2007). Se ha observado
también que GABA promueve especificamente el crecimiento y la ramificacién del axon,
no de otras neuritas, en neuronas granulares de cultivos organotipicos de hipocampo.
Este estudio demuestra que dicho efecto es mediado por receptores GABA,, Y
dependiente de calcio a través de CCDV tipo-L. La despolarizacion causada por GABA
produce transitorios de calcio no s6lo en el soma neuronal sino también en el cono de
crecimiento del axon de estas neuronas (Lee y col., 2012). La ubicacién de los receptores

GABA, no se restringe a la membrana post-sindptica de la sinapsis, sino que estan
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presentes en regiones extrasinapticas en dendritas, axones y somas de neuronas de
distintas estructuras cerebrales (Kullmann y col., 2005; Scotti y Reuter, 2001; Trigo y col.,
2008). Es mas, los conos de crecimiento de neuronas hipotalamicas (Obrietan y van den
Pol, 1996) y espinales (Bouzigues y col., 2007) poseen receptores GABA, que pueden
detectar gradientes de GABA. Se demostro la existencia de un bucle de retroalimentacién
positiva donde el gradiente de GABA produce una distribucion asimétrica de la sefial de
calcio provocando una elongacion asimétrica de los microtibulos. Esto promueve la
redistribucion de los receptores GABA, lo que aumenta la asimetria de la respuesta de
calcio y del citoesqueleto orientando el crecimiento en favor del gradiente (Bouzigues y
col., 2007). Ademas, Ageta-Ishihara y colaboradores, en un sistema de neuronas
corticales in vitro, demostraron que la activacién de los receptores GABA, provoca la
elongacién de axones, mientras que el tratamiento con bicuculina disminuye la longitud
de los mismos (Ageta-Ishihara y col., 2009). En otra linea de evidencia, experimentos in
vivo en embriones de pez cebra (Danio rerio), demostraron que las acciones tréficas de
GABA sobre el crecimiento axonal son dependientes de la despolarizacién neuronal. La
alteracion del gradiente de CI- mediante la sobreexpresion del co-transportador KCC2,
desde el comienzo del desarrollo del embrién produjo una reduccién de la maduracion y
elaboracion de las redes y tractos axonales (Reynolds y col., 2008). De todos estos
trabajos se desprende que la activacion de los receptores GABA, puede promover la
elongacién y complejizacién del axdn. Nuestros resultados parecen contradecir estos
hallazgos, ya que la longitud axonal de neuronas hipotaldmicas de ambos sexos es
menor cuando se activan dichos receptores y la ramificaciéon del axén no se ve afectada
por el tratamiento con el agonista. Sin embargo, existen evidencias en la literatura que
indican que la adicién de un agonista de receptores a232/3y2 al medio de cultivo de
neuronas hipocampales provoca la reduccién de la longitud y de la cantidad de axones,
mientras que un agonista selectivo de receptores a5p2/3y2 no tuvo efecto sobre los
axones en las mismas neuronas (Giusi y col.,, 2009). Teniendo en cuenta estos datos,
sabiendo que los receptores GABA, pueden tener una ubicacion axonal y que nuestros
cultivos presentan un amplio repertorio de subunidades podemos conjeturar algunas
hipotesis. La reduccion de la longitud axonal por activacion de los receptores GABAA
observada en neuronas hipotaldmicas in vitro puede estar mediada por receptores con
una composicion particular de subunidades. Sin embargo, la utilizacion de muscimol en
nuestro estudio no permite discernir la contribucién de distintas subpoblaciones de
receptores al efecto. Queda asi por determinar cual es la/s combinacion/es de
subunidades del receptor GABA, que podrian tener una localizacién preponderante en
los axones de las neuronas hipotalamicas y mediar sus efectos en la reduccién de la

longitud axonal.
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Nuestros resultados también indican que el tratamiento con muscimol 100 uM
provocé un aumento significativo de la longitud media de los procesos menores de
neuronas hipotaldmicas de macho y hembra (figura 15. B). Llamativamente, lo hizo
respecto a aquellos cultivos tratados con bicuculina y no respecto a los controles. Al
parecer el bloqueo de receptores GABA, provoca una leve reduccién de la longitud media
de los procesos menores respecto a los controles que no alcanza a ser estadisticamente
significativa. Sin embargo, el agregado de muscimol al medio de cultivo produce un
aumento de la longitud de los procesos menores suficiente para evidenciar una diferencia
estadistica respecto a los cultivos tratados con bicuculina. Los mecanismos por los cuales
se ejercen estos efectos no estan del todo claros aun, sin embargo la despolarizacion del
PMR vy la entrada de calcio al citoplasma celular serian eventos esenciales para explicar
estos resultados. La manipulacion de diferentes componentes del sistema GABAérgico
demostr6 la importancia del mismo en la regulacién del crecimiento de procesos
menores, dendritas y ramificacion de las mismas en varios sistemas y condiciones
(Sernagor y col., 2010). Por ejemplo, en cultivos de neuronas de hipocampo el agregado
de muscimol 100 uyM al medio de cultivo promueve el crecimiento y el numero de
dendritas primarias en neuronas inhibitorias. Estas acciones son dependientes de la
despolarizacién causada por activacion de los receptores GABA, en células inmaduras,
ya que el agregado de muscimol a cultivos de 15 DIV produjo la reduccion del crecimiento
dendritico. Este estudio propone que los efectos dendritogénicos de GABA podrian estar
mediados por la neurotrofina BDNF actuando de manera parécrina para estimular el
crecimiento (Marty y col., 1996). Otros autores utilizando el mismo sistema (cultivos de
neuronas hipocampales de 7DIV ) han demostrado que cuando se agrega al medio un
agonista inverso con preferencia por receptores con la subunidad a5 (RY-080) se
produce la disminucion de las ramificaciones y la longitud de las dendritas, a la vez que
disminuye la produccién de BDNF (Giusi y col., 2009). Estudios en otro sistema, han
demostrado que la diferenciacion de interneuronas corticales es altamente dependiente
de cada uno de los componentes del sistema GABAérgico; particularmente el bloqueo de
receptores GABA,, CCDV tipo-L o el gradiente de CI" producen una marcada reduccion
de la longitud de las neuritas (Maric y col., 2001). Otros estudios han demostrado que en
interneuronas de bulbo olfatorio in vitro, el agregado de GABA 100 puM provoca el
aumento de la cantidad y el largo total de dendritas, mientras que el agregado de
bicuculina los reduce. Se propone que GABA regula la dindmica de microtibulos,
estabilizando los lamelipodios. Se comprueba ademas, que en estas neuronas GABA
ejerce la despolarizacion y entrada de calcio a través de CCDV tipo-L (Gascon y col.,
2006). Experimentos realizados in vivo muestran que la despolarizacion mediada por

GABA es esencial para la maduraciéon morfolégica de neuronas corticales, sin afectar su
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migracion. La sobreexpresion del co-transportador KCC2, que convierte las acciones de
GABA de despolarizantes a inhibitorias, provoc6 una reduccién del largo de las dendritas
y de su ramificacion (Cancedda y col., 2007). Estos ejemplos comprueban que la
despolarizacién mediada por GABA es necesaria para los efectos sobre la regulacion del
crecimiento de las dendritas. Notablemente, los efectos de la activacion de receptores
GABA, se presentan exclusivamente en subpoblaciones neuronales particulares tales
como interneuronas de varias regiones cerebrales o neuronas que expresan
especificamente la subunidad a5 del receptor, resaltando la importancia de la
fenotipicacién neuronal para la evaluacion de los mismos. Los resultados obtenidos en
este trabajo de tesis apoyan las evidencias de la literatura, demostrando efectos
dendritogénicos de GABA sobre neuronas hipotalamicas in vitro.

Segun nuestros experimentos de electrofisiologia, la activacion de receptores
GABA, produce la despolarizacion neuronal. Dicha despolarizacién provocaria la
apertura de CCDV vy la consiguiente entrada de calcio al interior celular. Cabe destacar
gue este mecanismo ha sido comprobado en neuronas hipotaldmicas inmaduras in vitro
hace varios afios atras (Chen y col., 1996; Obrietan y van den Pol, 1995). Como hemos
expuesto, muchos trabajos han comprobado la participacion de calcio y la activacion de
las vias de sefializacién cascada abajo en los efectos sobre el crecimiento de axones y
dendritas mediados por receptores GABA4. Los resultados sobre la participacion de los
distintos componentes intracelulares de sefializacion sobre el crecimiento de los procesos
neuronales en nuestro sistema experimental seran discutidos en las siguientes secciones.

Hasta aqui podemos decir que la activacién de los receptores GABA, produce
efectos antagonicos en axones y procesos menores de neuronas hipotaldmicas macho y
hembra. El agregado de muscimol al medio de cultivo provoca la reduccion de la longitud
axonal, mientras que aumenta la longitud de procesos menores. Los mecanismos por los
cuales muscimol ejerce estas acciones contrarias en ambos procesos no estan del todo
claros. No podemos olvidar que el crecimiento de alguno de los procesos en desmedro
de otros, ocurre en un contexto de competencia por una cantidad limitada de recursos y
sefales intra y extracelulares para hacerlo (Hjorth y col., 2014; Hutchins, 2010; Van
Ooyen, 2005; Shelly y col., 2010, 2011; Singh y Miller, 2005). En nuestro modelo, el
reclutamiento de recursos para aumentar la longitud de los procesos menores, puede
producir que menos recursos celulares queden disponibles para el crecimiento del axon,
brindando asi una posible explicacion para los efectos antagoénicos de la activacion de los
receptores GABA, sobre los procesos neuronales.

La activacién cronica de receptores GABA, parece regular exclusivamente el
crecimiento de los procesos neuronales de neuronas hipotalamicas macho y hembra, ya

gue ninguno de los otros pardmetros morfolégicos estudiados fue afectado por el
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tratamiento con muscimol (tabla 2). Tampoco parece afectar la diferenciacion de estas
neuronas, ya que la proporcion de células en estadio Il (s6lo procesos menores) y
estadio Ill (con axén definido) no se vio alterada por el tratamiento con el agonista.
Particularmente intrigante es el hecho que el bloqueo de los receptores GABAA
por medio de su antagonista especifico, bicuculina, no produjo efectos sobre ninguno de
los parametros morfolégicos estudiados. Esto sugiere que los niveles basales de
activacion de dichos receptores no son necesarios para el normal desarrollo y
diferenciacién de las neuronas hipotalamicas. Sin embargo debe tenerse en cuenta que
los presentes experimentos se llevaron a cabo en cultivos de muy baja densidad (20.000
células/cm2) para evitar los contactos entre los procesos neuronales y permitir su clara
identificacion y mediciébn. En estas condiciones, probablemente la concentracién
ambiental de GABA sea despreciable, por lo que el blogueo de los receptores GABA, no
producen ningun efecto relevante a diferencia de la activacion mediada por muscimol.
Nuestros resultados cobran una gran relevancia al demostrar por primera vez que
GABA, a través de sus receptores GABA, puede regular el crecimiento neuritico de
neuronas hipotalamicas de macho y hembra in vitro. Esta evidencia apoya los resultados
obtenidos en una gran variedad de sistemas (Sernagor y col., 2010), remarcando la
importancia de GABA sobre la regulacion del crecimiento de procesos neuronales de

neuronas inmaduras.

Calcio actla como mensajero intracelular mediando el efecto de la activacion de

los receptores GABA, sobre el crecimiento de axones y procesos menores de

neuronas hipotaladmicas

La reduccion de la longitud axonal producida por la activacion crénica de los
receptores GABA, fue totalmente contrarrestada por la inhibicion farmacoldgica de CCDV
tipo-L, mediante el agregado de nifedipina al medio de cultivo de neuronas hipotalamicas
de macho y hembra (figura 18 A). Esto demuestra que el ingreso de calcio al interior
neuronal a través de CCDV tipo-L es necesario para mediar los efectos de muscimol
sobre el crecimiento axonal. Obrietan y van den Pol han demostrado que el ingreso de
calcio disparado por activacion de receptores GABA, es mediado por CCDV tipo-L en
neuronas hipotaldmicas de embriones de rata in vitro (Obrietan y van den Pol, 1995). El
crecimiento axonal ocurre dentro de niveles éptimos de calcio intracelular, sin embargo
decrece o0 se detiene cuando calcio esta por encima o debajo de dichos niveles, o si el
aumento de los mismos es sostenido en el tiempo (Gomez y Zheng, 2006). Es mas, se ha

propuesto que el crecimiento del axén es inversamente proporcional a la amplitud y
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frecuencia de los transitorios de calcio totales de neuronas corticales. Este estudio indica
que transitorios de calcio de alta frecuencia y amplitud se presentan en conos de
crecimiento expandidos que van a dar origen a una ramificacion, mientras que transitorios
de baja frecuencia y amplitud son caracteristicos de conos de crecimiento en avance y
elongacion del axén. En concordancia con nuestros resultados, el bloqueo de CCDV tipo-
L provoca un aumento de la longitud axonal (Tang y col., 2003). El crecimiento del axén o
de sus ramificaciones depende de la frecuencia de transitorios de calcio, pero también de
su localizacién especifica en el axén o en toda la célula. A diferencia del estudio de Tang
y colaboradores donde se analizaban los transitorios totales de la neurona, Hutchins y
Kalil demostraron que transitorios de calcio de alta frecuencia estrictamente localizados
en las ramificaciones o en porciones discretas del axén principal provocan un crecimiento
del proceso, mientras que transitorios de baja frecuencia provocan la detencién del
crecimiento o incluso la retraccion del axéon o de las ramificaciones. Asi, el crecimiento de
un proceso en particular se hace en detrimento del crecimiento de otros, quizas por la
competencia por recursos limitados. Una vez mas se demostro la participacion de CCDV
tipo-L en dicho efecto, ya que al activarlos farmacolégicamente se redujo el crecimiento
axonal (Hutchins y Kalil, 2008). Estos estudios demuestran que el crecimiento axonal es
estrictamente regulado por un fino mecanismo que involucra transitorios de calcio con
una ubicacién espacio temporal especifica. Algunos trabajos demuestran que CCDV tipo-
L tienen ubicacion axonal (Sargoy y col., 2014; Tippens y col., 2008). Puede que los
CCDV tipo-L posean esta distribucién subcelular en neuronas hipotalamicas vy, al
activarse en respuesta a la despolarizacion mediada por muscimol, provocar el ingreso y
elevacion de los niveles de calcio en el axén produciendo la disminucién del crecimiento.
No obstante, asi tengan los CCDV tipo-L una ubicacion axonal o no, la activacion cronica
de los receptores GABA, en nuestro sistema experimental, puede promover una entrada
sostenida de calcio (en lugar de transitoria) y elevar los niveles del ibn a concentraciones
no éptimas para promover el crecimiento del axén y su ramificacion. En concordancia con
este razonamiento, la despolarizacion cronica de neuronas sensitivas de ganglio de la
raiz dorsal provoca la reduccién de la longitud axonal. Este efecto es mediado por el
ingreso masivo de calcio a través de CCDV tipo-L. En este estudio se demuestra que la
regeneracion axonal, es inversamente proporcional a la actividad de CCDV tipo-L (Enes y
col.,, 2010). En base a estas evidencias, podemos hipotetizar que en nuestro sistema
experimental la entrada sostenida de calcio a través de CCDV tipo-L en respuesta a la
despolarizacion causada por la activacion de los receptores GABA, es la responsable de
la reduccion de la longitud axonal. Experimentos en los que el régimen de estimulacion

con muscimol no sea cronico sino agudo u otros, en los que se utilicen dosis menores del
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agonista en combinacion con técnicas de medicion de niveles de calcio mediante sondas
fluorescentes ayudarian a esclarecer este mecanismo.

El bloqueo de CCDV tipo-L afecté drasticamente el crecimiento de los procesos
menores de neuronas hipotalamicas in vitro (figura 17). Tanto en cultivos macho como
hembra, el agregado de nifedipina 2 uM provoc6 una disminucion de la longitud media de
los procesos menores, efecto que se mantiene en presencia de muscimol 100 uM (figura
18 B). Estos resultados demuestran que el ingreso de calcio a través de dichos canales
participa en la regulacién del crecimiento de las neuritas. Existe una amplia cantidad de
evidencias en la literatura acerca de la participacion de calcio en el crecimiento dendritico
de neuronas en distintos sistemas. Tapia y colaboradores demostraron que el crecimiento
neuritico de neuronas espinales en cultivo aumenta cuando se bloquean las corrientes
glicinérgicas. Sin embargo, este efecto es dependiente de la activacion de CCDV tipo-L a
través de receptores GABA,. Si bien ambos neurotransmisores ejercen despolarizacion
neuronal e ingreso de calcio en estas neuronas, la estimulacion glicinérgica fija los
niveles de calcio en un nivel subo6ptimo (comparada con GABA) para estimular el
crecimiento neuritico (Tapia y col., 2001). Estos resultados demuestran la importancia de
niveles adecuados de calcio para promover efectos dendritogénicos. Por su parte, GABA
promueve el crecimiento neuritico de neuronas granulares de cerebelo a través de la
activacion de CCDV tipo-L. En su estudio, Borodinsky y colaboradores analizan la
dimensién fractal como un indice de complejizaciéon del arbol dendritico. Sus resultados
demuestran que el agregado de nifedipina al medio de cultivo, bloquea completamente el
aumento de la dimensidn fractal producido por GABA (Borodinsky y col., 2003). Calcio es
un actor clave en la sefalizacion para inducir el crecimiento dendritico. Los efectos
neuritogénicos de GABA en neuronas corticales pueden ser simulados con la
despolarizacion neuronal por KCl y la consiguiente entrada de Ca** a través de CCDV
tipo-L (Maric y col., 2001). Nuestros resultados concuerdan con la literatura especifica,
demostrando la importancia de la sefial de calcio para mediar los efectos troficos de
GABA sobre las neuritas de neuronas hipotalamicas de macho y hembra. La evidencia
acumulada por otros grupos, apunta a que los efectos de la activacion de los receptores
GABA, sobre el crecimiento de los procesos neuronales son mediados por las vias de
CAMK y MAPK. La participacion de dichas vias en los efectos de muscimol sobre el

crecimiento de las neuritas en nuestro en sistema es discutido en la siguiente seccion.
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CAMKII v ERK1/2 participan parcialmente en la reduccidon de la longitud axonal

mediada por activacion de los receptores GABA, de neuronas hipotaldmicas

Se ha propuesto que CAMKII y ERK1/2 son las quinasas responsables de mediar
los efectos troficos de la activacion de receptores GABA, sobre el crecimiento de
procesos neuronales en neuronas en desarrollo (Fiszman y Schousboe, 2004). Un
requisito indispensable para que estas quinasas se tornen activas es su fosforilacion. El
tratamiento de los cultivos hipotaldmicos separados segun el sexo, con distintas dosis de
muscimol y a distintos tiempos provocod el aumento de los niveles de las formas
fosforiladas de ERK1/2 (figuras 16). Esto demuestra que la activacién de los receptores
GABA, promueve la fosforilacion de ERK1/2 en neuronas hipotalamicas in vitro. Si la
activacion de receptores GABA, por muscimol es capaz de activar dicha quinasa, es
probable que ésta participe en las vias de sefializacion intracelulares involucradas en los
efectos del agonista GABAérgico sobre la longitud axonal. Nuestros resultados muestran
gue el blogueo farmacoldgico de la activacién de ERK1/2 mediante el agregado UO126
10 yM y 25 pM o el bloqueo de CAMKIlI con KN-62 5 uM es incapaz de revertir
completamente la disminucién de la longitud de los axones causada por el tratamiento
con muscimol. Si bien la longitud axonal de neuronas tratadas con UO126 y KN-62
(UO126 10 pM macho: 251,06 + 15,58 y hembra: 257,72 + 4,99; 25 uM macho: 248,76 +
2,69 y hembra: 266,92 + 14,66; KN-62 5 yM macho: 229,47 + 10,69 y hembra: 218,56 +
3,0) es menor que los controles (macho: 295,45 + 21,8 y hembra: 276,79 + 45,51), es al
mismo tiempo mayor que los valores de longitud axonal obtenidos con el tratamiento con
muscimol (machos: 205,79 = 7,81 y hembras 214,47 * 6,49). Estos resultados sugieren
que no solo ERK1/2 estaria mediando el efecto inhibitorio de muscimol sobre el
crecimiento del axén, ya que otras quinasas como CAMKII y / u otras serian necesarias
para producir la reduccion de la longitud axonal. Seria interesante comprobar la hipétesis
mediante el bloqueo simultdneo de ambas quinasas y averiguar si esto logra revertir
completamente el efecto de la estimulacién de los receptores GABA, sobre el largo del
axén en nuestro sistema. Contrariamente a lo observado en nuestro estudio, la
convergencia de la activacion de estas vias ha demostrado promover el crecimiento y
ramificacion axonal de neuronas simpéticas in vitro. La activacion de ERK1/2, necesaria
para el crecimiento del axdn en estas neuronas, depende de activacion de MEK en
respuesta a la estimulacion tanto con el Factor de Crecimiento Nervioso (NGF) como de
la activacion de CAMKII-MEK en respuesta a la despolarizacion localizada (Singh y Miller,
2005). Tang y Kalil, en concordancia con el trabajo anterior, demostraron que transitorios
de calcio de alta frecuencia a través de CCDV tipo-L provocan la activacion de aCAMKII y

MEK para producir el crecimiento y ramificacion del axén de neuronas corticales. Sin
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embargo, las vias se activan independientemente y el rol de cada quinasa sobre estos
procesos es diferente. La aCAMKII promueve el crecimiento y ramificacién del axon,
mientras que MEK lo hace solamente sobre la ramificacion axonal (Tang y Kalil, 2005).
Otros trabajos postulan que no es CAMKII, sino otros miembros de la familia de las
CAMK los que regulan el crecimiento y ramificacion axonal. Particularmente, la activacion
de CAMKK vy su quinasa blanco cascada abajo CAMKI aumenta el crecimiento del axén,
el tamafo y movilidad de los conos de crecimiento de axones de neuronas hipocampales
y corticales in vitro (Wayman y col., 2004). También se comprobd que la activacion de
ERK1/2 es necesaria para el crecimiento neuritico en células NG108 de neuroblastoma
en respuesta a la despolarizacién del PMR. En este estudio, se demuestra que el
crecimiento neuritico evocado por calcio es mediado por CAMKK y CAMKI actuando a
través de la activacion de MEK y ERK (Schmitt y col., 2004). En otro estudio se demostré
la participacion de ERK1/2, a través de la activacion de la proteina quinasa quinasa
gquinasa activada por mitdgenos (MAPKKK), en la regeneracién axonal después de una
injuria en motoneuronas GABAérgicas de C. elegans in vivo (Hammarlund y col., 2009).
Por su parte, Ageta-Ishihara y colaboradores comprobaron que CAMKK a través de
CAMKIa promueve el crecimiento exclusivamente del axén en respuesta a la activacién
de receptores GABA, en neuronas corticales in vitro e in vivo. Por el contrario la
activacion de CAMKIy / CL3, otra quinasa cascada abajo de CAMKK, promueve
exclusivamente el crecimiento de dendritas. Este trabajo resalta la especificidad de
distintos miembros de la misma familia de CAMK en la regulacion del crecimiento de
ambos procesos neuriticos (Ageta-Ishihara y col., 2009). Hemos expuesto anteriormente
la estrecha dependencia entre los niveles y frecuencias de los transitorios de calcio en la
activacion de quinasas intracelulares que participan en la regulacion del crecimiento de
axones (Dudek y Fields, 2001; Parekh, 2011; Smedler y Uhlén, 2014; Tomida y col.,
2003). Podemos consierar entonces que el régimen de estimulacién impuesto en nuestro
sistema, activacion cronica de receptores GABA, Y la consiguiente entrada sostenida de
calcio, puede no ser 6ptimo para promover la fosforilacion de quinasas que aumentan la
longitud del axdon y activar en cambio aquellas que la reducen. Quizds en estas
condiciones las mismas quinasas sobreactivadas, CAMKIIl y MEK, producen la reduccion
de la longitud de los axones, mientras que en otras condiciones con un nivel 6ptimo de
activacion promuevan el crecimiento axonal. Ademas, en base a lo expuesto, la
participacion de una u otra via de sefalizacion para mediar estos efectos parece
depender tanto del tipo celular estudiado como del tipo de estimulacion. El tratamiento
con dosis bajas de muscimol (1 uM) (Ageta-Ishihara y col., 2009) o concentraciones
fisiologicas de GABA (Chattopadhyaya y col., 2007; Lee y col., 2012) promueven el

crecimiento del axon. En nuestro estudio se utilizé una dosis alta de muscimol (100 uM), y
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aunque una dosis equimolar de GABA demostré aumentar la dimension fractal (medida
del largo y ramificacién de los procesos neuriticos) de neuronas corticales (Borodinsky y
col., 2003) quizas en neuronas de hipotalamo dicha concentracion muscimol no sea
Optima para promover la activacion de quinasas para el crecimiento axonal. Diferentes
frecuencias y patrones de transitorios de calcio pueden activar diferentes fosfatasas o
guinasas en el citoplasma para producir distintas respuestas celulares (Dudek y Fields,
2001; Tomida y col., 2003), y eventos celulares especificos pueden ser regulados por
transitorios de calcio de frecuencias 6ptimas (Eshete y Fields, 2001). Es probable que la
magnitud de la sefalizacibn mediada por calcio en nuestros cultivos produzca la
activacion diferencial de fosfatasas, para producir sus efectos sobre el crecimiento
axonal. En concordancia con esta hipétesis, se demostré6 que altos niveles de calcio
localizados en el cono de crecimiento de axones de neuronas espinales, provocan la
activacion de CAMKII orientando el crecimiento del mismo en favor de la sefial de calcio.
Por el contrario, la estimulacién con bajos niveles localizados de calcio provocan la
activacion de calcineurina y fosfatasa-1 para mediar la detencién del crecimiento (Wen y
col., 2004). Rohem y col (2008) han demostrado que la despolarizacion de neuronas
ganglionares espirales in vitro produce la reduccion de la longitud de las neuritas en un
proceso que implica la entrada de calcio a través de diferentes tipos de CCDV.
Llamativamente, si bien se produce la activacion de CAMKII, ésta no participa en la
inhibicion del crecimiento neuritico por despolarizacion en estas neuronas. Este estudio
demuestra que la activacion de una fosfatasa sensible a calcio, calpaina y no
calcineurina, es la responsable de mediar la reduccién de la longitud de las neuritas, ya
gue su bloqueo farmacoldgico produjo el aumento del crecimiento de los procesos
(Roehm vy col., 2008). Similarmente a estos estudios, en nuestro sistema experimental
algunas fosfatasas sensibles a calcio podrian estar jugando un rol importante en la
reduccion de la longitud axonal. Sin embargo, en base a las evidencias obtenidas en el
presente trabajo, podemos sostener que CAMKIl y ERK1/2 participan parcial e
independientemente en la reduccién del crecimiento axonal de neuronas hipotalamicas in
vitro. Nuevos experimentos blogueando ambas quinasas simultaneamente podrian
aportar evidencia en favor de esta hipétesis. Sin embargo como hemos expuesto, no
podemos descartar la regulacién de dicho proceso por otras quinasas e incluso por
fosfatasas sensibles a calcio.

La inhibiciébn farmacoldgica de la activacion de CAMKIl y ERK1/2 no afect6 el
crecimiento de los procesos menores de neuronas hipotalamicas de ambos sexos (tabla
3). Este resultado sugiere que dichas quinasas no regulan el crecimiento de los procesos
menores en este sistema. Por el contrario, Borodinsky y colaboradores demostraron que

los efectos neuritogénicos de GABA en neuronas cerebelares inmaduras estaban
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mediados por calcio, CAMKIl y ERK1/2. El bloqueo farmacol6gico de cualquiera de estas
vias eliminé por completo el aumento en la dimension fractal producido por el tratamiento
con GABA 100 pM (Borodinsky y col., 2003). En neuronas hipocampales in vitro,
CAMKIIB promueve la ramificacién de dendritas, la extensidén y movilidad de filopodios a
través de su union a actina polimerizada. Este efecto es producido por una localizacion
enriquecida de la quinasa en los procesos en crecimiento (Fink y col., 2003). En otro
estudio se demostré que CAMKII a través del factor de transcripcion Neuro-D promueve
el crecimiento de dendritas en neuronas granulares de cerebelo en cultivos organotipicos
(Gaudilliére y col., 2004). Vaillant y colaboradores demostraron que la actividad neuronal
produce la formacion de dendritas en neuronas simpaticas. Dicho efecto es mediado por
CAMKIIl y ERK1/2 a través de la fosforilaciéon de la proteina MAP2 a nivel del sitio de
unién a microtdbulos (Vaillant y col., 2002). Todos estos trabajos apuntan a que dichas
guinasas son responsables del crecimiento dendritico, sin embargo nuevas evidencias
sugieren gue otras calcio calmodulina quinasas podrian estar participando en este efecto
(Wayman y col., 2008). En particular, el crecimiento dendritico inducido por calcio a
través de CCDV tipo-L es mediado por la activacion de CAMKIV, MAPK y CREB en
neuronas corticales. Por el contrario CAMKII, produce una marcada reduccion del
crecimiento dendritico en este sistema (Redmond y col, 2002). En neuronas
hipocampales CAMKIy - una calmodulina quinasa que se encuentra anclada a dominios
raft de la membrana dendritica - produce el crecimiento de las dendritas en respuesta a
calcio. Es mas, los efectos dendritogénicos de BDNF son completamente eliminados si se
bloquea la actividad de CAMKIy (Takemoto-Kimura y col., 2007). Esta quinasa actla
exclusivamente sobre el crecimiento de dendritas mientras que otro miembro de la
familia, CAMKla de localizacién citoplasmica, regula exclusivamente el crecimiento
axonal (Ageta-Ishihara y col., 2009). Estas evidencias nos llevan a proponer que quizas
otras vias de sefalizacion que involucran quinasas distintas a CAMKIl y ERK1/2, podrian
regular el crecimiento dendritico en nuestro sistema. El bloqueo farmacol6gico de otras
quinasas y experimentos de silenciamiento y sobreexpresion de las mismas ayudarian a
comprobar dicha hip6tesis. Sin embargo no podemos descartar que alguna neurotrofina,
como BDNF pueda estar mediando los efectos de los receptores GABA, sobre la
regulacion del crecimiento de los procesos menores de neuronas hipotalamicas. Se
propone que muchos de los efectos dendritogénicos de calcio son producidos a través de
la regulacion de la produccion y liberacion de algunas neurotrofinas como BDNF y Wnt
(Konur y Ghosh, 2005). La ramificacion y crecimiento dendritico en respuesta a calcio de
neuronas hipocampales disociadas o en cultivos organotipicos es mediada por CAMKIly.
Los efectores cascada abajo son Ras / MEK / ERK y el factor de transcripcién CREB. La

actividad neuronal aumenta la transcripcion de Wnt-2 dependiente de CREB promoviendo
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el crecimiento de las dendritas en este sistema (Wayman y col., 2006). Por su parte,
Marty y colaboradores habian demostrado en 1996 que interneuronas hipocampales
pueden regular su propio crecimiento regulando la produccién y liberacién de BDNF de
neuronas adyacentes. Este efecto es mediado a través de la activacion de los receptores
GABA, de dichas neuronas (Marty y col., 1996). Ya hemos mencionado que el agregado
de RY-080, un agonista inverso de receptores GABA, que tienen la subunidad a2 en su
conformacion, provoca una reduccion tanto de la longitud como de la cantidad de
dendritas en neuronas hipocampales inmaduras. Sorprendentemente, el farmaco también
produce la disminucién de la liberacién de BDNF en estos cultivos (Giusi y col., 2009). Es
posible entonces que los efectos dendritogénicos de calcio en nuestro sistema, sean
mediados por la liberacibn de BDNF. El bloqueo de CCDV tipo-L en neuronas
hipotaldmicas redujo la longitud de procesos menores en ambos sexos, quizas mediante
la inhibicion de la produccion y/o liberacién de BDNF. De hecho, se ha demostrado que
neuronas hipotaldmicas inmaduras poseen un circuito de retroalimentacion positiva en
donde la activacién de receptores GABA, promueve la produccion y liberacion de BDNF y
este Ultimo aumenta las corrientes postsindpticas GABAérgicas. Este efecto es mediado
a través de la activaciéon de la via de MAPK y requiere la fosforilacion del factor de
transcripcion CREB (Obrietan y col., 2002). Este mismo bucle de retroalimentacion
positiva fue descripto también en neuronas corticales, aunque la via de las MAPKs no
estaria involucrada (Porcher y col.,, 2011). Estas evidencias hacen plausible nuestra

hipotesis, aunque por supuesto debe ser sometida a prueba experimentalmente.

.Y las diferencias sexuales qué?

A pesar de las muchas diferencias sexuales reportadas a lo largo de los afios (no
sé6lo a nivel de individuos si no también a nivel celular) la gran mayoria de los estudios se
llevan a cabo s6lo en machos o no se especifica el sexo de los individuos / células con
los que se trabaja. Los especialistas en el &rea han reclamado una respuesta a este
problema a la comunidad cientifica, la cual tiene el poder y la responsabilidad de dar
(Arnold, 2010; Pollitzer, 2013; Schiebinger, 2014). Sin ir mas lejos, mucha de la
bibliografia consultada para discutir nuestros resultados sobre la fisiologia, sefializacion
intracelular, expresién de subunidades y regulacion del crecimiento neuritico por
receptores GABA, no incluye la variable sexo en el disefio de sus experimentos. El
objetivo principal de esta tesis fue evaluar la existencia de diferencias sexuales en la
fisiologia, crecimiento y sefalizacion intracelular mediada por receptores GABA, en

neuronas hipotaldmicas in vitro. La importancia de nuestro trabajo radica en la exhaustiva
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caracterizacion de estos parametros en neuronas macho y hembra, aportando evidencia
original al respecto. A pesar de haber realizado una gran cantidad de experimentos
buscando tales diferencias, machos y hembras difieren s6lo en la eficacia con la que
propofol potencia las corrientes GABAérgicas. Resulta intrigante el hecho de que no se
hayan observado diferencias sexuales en la regulacion del crecimiento de axones y
procesos menores. Particularmente, Mintz y colaboradores (2013) han demostrado que
ciertos anestésicos que actlan sobre receptores GABA,, como isofluorano y propofol,
provocan alteraciones en la guia axonal y morfologia de conos de crecimiento de
neuronas corticales in vitro (Mintz y col., 2013). Por el contrario, propofol causa la
disminucion de espinas dendriticas en neuronas corticales in vivo sin afectar la
disposicién tridimensional, la longitud o la ramificacion de las dendritas (Briner y col.,
2011). El hecho de que propofol potencie en mayor medida las corrientes de cultivos de
embriones hembra sugiere que la composicién de subunidades de los receptores GABAA
es diferente en cada sexo. Si bien en el presente trabajo no hemos analizado el efecto del
anestésico sobre el crecimiento de axones y procesos menores, las diferencias en la
composicion de subunidades puestas de manifiesto mediante los experimentos de
electrofisiologia nos llevaron a hipotetizar que éstas podrian ejercer efectos diferenciales
en el crecimiento de las neuritas entre machos y hembras. Sin embargo, la activacion
cronica de receptores GABA, no afecta de manera sexo especifica el crecimiento de los
procesos neuronales. Una caracteristica sobresaliente de nuestros resultados, ya sea a
nivel fisiolégico o morfologico, es la enorme variabilidad que presentaron los distintos
pardmetros evaluados en las neuronas hipotaldmicas. Esta variabilidad nos llevo a
considerar que nuestros cultivos estan formados por varios subtipos neuronales
definidos. El tejido neural utilizado en este estudio corresponde al HYM de embriones de
E16. Las neuronas que forman parte del HVM son generadas entre E13 y E17 en ratas,
en una linea celular por debajo de la zona generatriz de las células de los nucleos
supradptico y paraventricular del epitelio ventricular. Las células destinadas a cada
nucleo dejan su lugar un dia después de ser generadas y migran durante el dia siguiente.
Las neuronas mas maduras forman la punta de dos corrientes migratorias y se
establecen primero, mientras que las mas jévenes lo hacen mas tarde y cercanas al
ventriculo. Las més viejas se establecen alrededor de E16 y las mas jovenes a E19 a
més tardar. Durante la diferenciacion neuronal posterior hay una muy pequefia
redistribucion de los somas neuronales (Altman y Bayer, 1978a, 1978b). El nucleo
ventromediano (NVM) primordial, una estructura de gran tamafio en el HVM embrionario
expresa distintos marcadores neuronales aln antes de aparecer como un nucleo definido
mediante la tincién de Nissl (McClellan y col., 2006). Como se muestra en la figura 19, el

NVM puede ser subdividido en varias regiones basandose en la expresion de varios
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factores. Este esquema demuestra la heterogeneidad del nucleo durante el desarrollo y
cémo algunos factores se relacionan por una superposicién en su expresion. Existen
subpoblaciones especificas dentro del ndcleo para varios factores de transcripcion,
neuropéptidos y receptores de membrana. Llamativamente, el patron de expresion de
distintos componentes del sistema de sefializacion GABAérgico presenta caracteristicas
distintivas. A partir de E13, el NVM posee neuronas que expresan distintas subunidades
de los receptores GABA, Yy GABAg, por el contrario las enzimas GAD65 / 67 se expresan
fuertemente sélo en neuronas y fibras en la periferia del nacleo. Este patrén caracteristico
de distribucién espacial sugiere que GABA podria actuar como una sefial de delimitacion
de dicho nucleo (McClellan y col., 2006).

A Factoresde transcripcion B Neuropéptidos

Figura 19. Esquema que muestra subpoblaciones especificas dentro del nlacleo ventromediano (NVM) para
varios factores de transcripcion, neuropéptidos, receptores de membrana y componentes del sistema
GABAEérgico. Abreviaturas: AR, receptor de androgenos; Coup TF, factores de transcripcion Coup 1y 2;
Sox14, factor de transcripcion Sox14; SF-1, factor esteroidogénico 1; ERa, receptor de estrégeno a; islet-1,
factor de transcripcion islet-1; nkx2.1, factor de transcripcién nkx2.1; BDNF, factor de crecimiento derivado de
cerebro; PACAP, polipéptido activador de la adenilato ciclasa pituitaria; slit3; neuropéptido slit3; nNOS, oxido
nitrico sintetasa neuronal; SST, somatostatina; Enkeph, encefalina; CCK, colecistoquinina; CB-1, receptor de
canabinoides tipo 1; OTR, receptor de oxitocina; GHSR, receptor secretagogo de hormona de crecimiento
(Adaptado de McClellan y col. 2006)

De hecho, se ha demostrado que el tratamiento con bicuculina aumenta el nimero de
células migrando al NVM en cultivos organotipicos de embriones de E15. Tanto el
agregado de bicuculina como de muscimol al medio de cultivo alteré la orientacion de la
migracion celular en este sistema, demostrando la relevancia de los receptores GABA, en

la formacion del nucleo. Es mas, la localizacion de las fibras y neuronas GABAérgicas y
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la posicion de neuronas inmunopositivas para el receptor de estrégeno a en el HVM estan
alteradas en el ratébn KO para la subunidad B3 del receptor GABA, (Dellovade y col.,
2001). Estas caracteristicas sugieren que el tejido obtenido para los cultivos neuronales
de este trabajo de tesis posee neuronas que se encontraban migrando al momento de la
diseccion, neuronas establecidas en la region que daria origen al NVM y neuronas
GABAérgicas que rodean al nucleo. Maric y colaboradores demostraron que el patrén de
expresion de subunidades del receptor GABA, varia drasticamente a medida que las
neuronas migran a través de la corteza hasta establecerse en su lugar definitivo. Es mas,
experimentos in vitro mostraron que el bloqueo de la actividad GABAérgica mediante el
agregado de bicuculina al medio de cultivo disminuye el crecimiento de las neuritas en
muchas, pero no en todas las neuronas corticales demostrando que el tipo de respuesta
a GABA depende de la combinaciéon de subunidades del receptor expresadas segun el
estado de diferenciacion neuronal (Maric y col., 2001). Esta evidencia sugiere que quizas
la gran variabilidad observada en los distintos parametros morfolégicos y funcionales de
las neuronas hipotaldmicas puede deberse a distintos tipos neuronales. Se han reportado
efectos facilitadores e inhibitorios de GABA sobre el crecimiento de las neuritas. Al
parecer la expresion de una u otra respuesta depende estrechamente del tipo neuronal
estudiado. Por ejemplo, en cultivos neuronales de tallo cerebral embrionario el agregado
de GABA produce el aumento de la superficie cubierta por neuritas de neuronas
serotoninérgicas, mientras que el agregado de bicuculina produce una disminucion de
dicha medida en neuronas dopaminérgicas. Estos resultados sugieren que los receptores
GABA, ejercen acciones tréficas sobre los procesos neuriticos de dichas neuronas. Por el
contrario, la activacion de estos receptores ejerce acciones inhibitorias en neuronas
GABAEérgicas ya que el tratamiento con bicuculina produce el aumento del area cubierta
por neuritas en estas neuronas. Tales diferencias, pueden deberse a una distinta
composicion de subunidades, distinta cantidad o diferente localizacion celular (soma o
neuritas) de los receptores en cada tipo neuronal (Liu y col., 1997). Al no haber realizado
la identificacion de los fenotipos neuronales de nuestro sistema, algunas diferencias
sexuales en los parametros analizados pueden haber quedado ocultas debido a efectos
diferentes, incluso antagonicos, de los receptores GABA4 en distintos tipos celulares. En
consonancia con esta hipotesis, los resultados obtenidos mediante la caracterizacion
electrofisiologica de estos cultivos indican que la mayoria de las neuronas hipotaldmicas
poseen receptores del tipo a2p32/3y2, a3p2/3y2 y a5B2/3y2. EI NVM primordial expresa
dichas subunidades en distintas subpoblaciones del mismo a E16. Las subunidades a2,
B2/3 y y2 se expresan en células de todo el nucleo, mientras que la subunidad a5 se
localiza en neuronas de la regién central y la subunidad a3 en las porciones mediales y

centrales del nucleo (Dellovade y col., 2001; McClellan y col., 2006; Tobet y col., 1999).
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Estas poblaciones celulares, definidas en base a la composicion de subunidades de los
receptores GABA, fueron confirmadas funcionalmente en nuestros cultivos de neuronas
disociadas. En base a esta evidencia proponemos que muscimol podria producir efectos
diferentes en el crecimiento de las neuritas en neuronas con distinta composicion de
receptores GABA,. Sin embargo nuestros datos también indican la existencia de una
subpoblacién neuronal que ademas posee receptores del tipo a4p2/3¢. Llamativamente,
dicha subpoblacién puso de manifiesto las diferencias sexuales al propofol. La identidad
de dichas neuronas no puede ser esclarecida con las evidencias de este trabajo, no
obstante podemos sugerir algunas opciones. Se ha demostrado que la subunidad a4 es
expresada por neuronas corticales mientras migran desde las zonas proliferativas
ventriculares y subventriculares hacia el plato y subplato cortical. Una vez alcanzada su
ubicacién, la subunidad que expresan dichas neuronas es la a3 (Maric y col., 2001). Esta
evidencia nos sugiere que la subpoblacion a4p32/3¢ de nuestros cultivos corresponde a
neuronas postmitéticas jovenes que acaban de abandonar la linea germinativa
ventricular, mientras que las poblaciones a2p2/3y2, a3p2/3y2 y a5p32/3y2 corresponden a
células mas diferenciadas que habian alcanzado su posicién en el nacleo al momento de
la diseccion. Sin embargo, otro grupo de evidencias postula la posibilidad de que las
neuronas que expresan 0432/3¢ sean GABAérgicas. En nuestras manos, la diseccion del
HVM de embriones de E16 abarca no sélo al NVM en desarrollo, sino también a las
neuronas GABAérgicas que lo rodean. La disociacién y posterior siembra de dichas
células elimina la delicada estructura anatomica del HVM (McClellan y col., 2006),
resultando en cultivos con poblaciones celulares heterogéneas. Es asi, que posiblemente
la poblaciéon que contiene la subunidad ¢ (~50% de las neuronas) sea de neuronas
inhibitorias de la periferia del NVM. Se demostré6 que en el nucleo tuberomamilar del
hipotalamo todas las neuronas € son también GAD65" (Sergeeva y col., 2005),
evidencia que apoya esta hipotesis. Se vuelve imperiosa la necesidad de la fenotipicacion
neuronal de nuestros cultivos macho y hembra. Por medio de experimentos funcionales y
de expresion (electrofisiologia con moduladores alostéricos especificos y RT-PCR de
cada célula, doble marcacién inmunocitoquimica con distintos marcadores neuronales) se
podra relacionar la composicion de subunidades y el fenotipo neuronal. Es probable que
al hacerlo, mas diferencias sexuales emerjan en este punto. De igual manera, la
identificacion del tipo neuronal estudiado en los andlisis de la regulacién del crecimiento
de las neuritas por receptores GABA, podria revelar diferencias sexuales inadvertidas en
los experimentos presentados en este trabajo. Estos experimentos permitiran relacionar
la composicidén de receptores GABA, con la regulacién del crecimiento de las neuritas de

neuronas de HVM en cada subtipo neuronal. Al hacerlo, nuevas hipétesis podran ser
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planteadas para estudiar la importancia de la sefializacion GABAérgica en el crecimiento
y fisiologia del hipotadlamo en desarrollo de macho y hembras.

El hipotdlamo es una de las estructuras cerebrales con el mayor numero de
diferencias sexuales. EI NVM juega un rol importante en la regulacién del balance
energético, el comportamiento alimenticio y la conducta sexual de las hembras (McClellan
y col., 2006), y presenta un gran numero de diferencias sexuales. EI NVM tiene un mayor
tamafio en machos que en hembras (Matsumoto y Arai, 1983) como un mayor nimero de
sinapsis (Matsumoto y Arai, 1986a, 1986b), mayor inervacién serotoninérgica (Patisaul y
col., 2008) y mayores niveles del ARNm del receptor de oxitocina (Bale y Dorsa, 1995).
Mientras que las hembras poseen un mayor nimero de células y fibras inmunoreactivas
para la enzima Oxido Nitrico Sintetasa neuronal en hembras neonatas (Edelmann y col.,
2007), mayores niveles del ARNm de los REa y B (Cao y Patisaul, 2011), del receptor de
progestrona (Lauber y col, 1991) y de proencefalina (Romano y col.,, 1990).
Particularmente, algunos componentes de la transmisibn GABAérgica se expresan de
manera sexo-especifica en el HVM. Las corrientes GABAérgicas tienen un componente
de decaimiento mas rapido en hembras que en machos neonatos (Smith y col., 1996),
mientras que la actividad GABAérgica medida a través del indice de recambio de GABA
es mayor en machos (Grattan y Selmanoff, 1997; Searles y col., 2000). La mayoria de
estas diferencias sexuales son consecuencia de los niveles perinatales de hormonas
gonadales en machos y hembras, sin embargo nuevas evidencias mostraron un rol
importante del complemento cromosémico sexual en el establecimiento de algunas de
ellas. El ratén KO para el Factor Esteroidogénico-1 (SF-1) se caracteriza por la ausencia
de gonadas y glandulas adrenales y presenta una marcada alteracion en la
citoarquitectura del HVM. La eliminacién de la fuente gonadal de hormonas en este
modelo produjo una alteracion en la cantidad y orientacion de las dendritas en el HVM y
en la posicion de los somas y fibras de neuronas que inervan al nucleo (Budefeld y col.,
2010). Las hembras de ratones salvajes poseen una mayor cantidad de neuronas
calbindina™ que los machos en la porcién lateral del NVM. En los individuos SF-1 KO
tanto macho como hembra, las mismas toman una posicibn mas medial.
Sorprendentemente, la diferencia sexual se mantiene a pesar de no haber estado
expuestos a la diferenciacion sexual mediada por hormonas gonadales (Weisz y Ward,
1980). Esta evidencia sugiere que la diferencia sexual en la cantidad de neuronas
calbindina®™ esta regulada por los cromosomas sexuales (Biidefeld y col., 2008). En este
contexto, las diferencias sexuales en la eficacia de propofol y por ende la potencial
diferencia en la composicion de subunidades de los receptores GABA, de machos y
hembras, son otros de los puntos sobresalientes de este trabajo de tesis. Particularmente

importante es que dichas diferencias fueron encontradas en neuronas hipotaldmicas a
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una edad gestacional (E16) previa al periodo critico (E18-PN10) de diferenciacion sexual
mediada por hormonas gonadales, lo que sugiere que son debidas al complemento
cromosomico sexual. Estos resultados aportan evidencia a favor de la importancia de la
participacion de los cromosomas sexuales en el establecimiento de diferencias sexuales
en el hipotdlamo (Budefeld y col., 2010; Majdic y Tobet, 2011; Scerbo y col., 2014).

El NVM posee una exquisita citoarquitectura y conexiones sexualmente dimorficas
gue posibilitan la expresion del comportamiento sexual de la hembra (Flanagan-Cato,
2011). La hipétesis de que cada fenotipo neuronal presente en el HVM regula funciones
especificas, encuentra apoyo experimental en el trabajo recientemente publicado por
Yang y col. (2013). De manera elegante, este grupo identificé una subpoblacién neuronal
en el NVM que patrticipa en el comportamiento sexual y agresivo de machos y en el
comportamiento sexual de hembras. La ablaciébn genética de una subpoblacion
sexualmente dimérfica de neuronas que expresa el receptor de progesterona en el NVM
lateral produjo déficit severos en numerosos parametros de las conductas sexuales y
agresivas de machos y hembras, pero no de otros comportamientos sociales (Yang y col.,
2013). Sorprendentemente, una misma poblacion de alrededor de 2000 células del HVM
controla de manera sexo especifica la conducta sexual de ambos sexos y el
comportamiento agresivo de machos. Este trabajo remarca la importancia de cada
subpoblacién neuronal para controlar funciones sexualmente dimoérficas. Es por este
motivo que nuestros resultados cobran gran relevancia al demostrar la existencia de
subpolaciones neuronales con distinta composicion de subunidades de los receptores
GABA, en machos y hembras. Se han reportado también diferencias sexuales en los
procesos neuronales de neuronas del NVM. Los machos tienen una mayor cantidad de
dendritas y de mayor longitud que las hembras (Griffin y Flanagan-Cato, 2009). Por el
contrario en una subpoblacién neuronal del NVM que conecta con el nlcleo anteroventral
periventricular (AVPV), las hembras poseen siete veces mas fibras los machos (Yang y
col., 2013). Sin embargo, ninguno de los trabajos profundiza sobre el mecanismo por el
cual se establecen dichas diferencias sexuales en el crecimiento de los procesos
neuronales. Por el contrario, un trabajo reciente de nuestro laboratorio (Scerbo y col.,
2014) demostré que las neuronas hipotalamicas de ratones hembra presentan una
diferenciacién y neuritogénesis aumentada y una mayor expresion de neurogenina 3 (Ngn
3) respecto a los machos. El silenciamiento de la expresion de Ngn 3 elimind esta
diferencia sexual y los cromosomas sexuales parecen ser los responsables de la
regulacién de la expresion sexualmente dimorfica de Ngn 3. Mediante el uso del modelo
de ratén de cuatro genotipos, en el cual la contribucién de los cromosomas sexuales
puede ser disecada de la contribucion de las hormonas gonadales, se demuestra que los

cultivos de neuronas XX presentan una mayor expresion de Ngn 3 que los XY
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indistintamente si los embriones poseian testiculos u ovarios. Se demuestra también que
los machos, a diferencia de las hembras son sensibles a los efectos neuritogénicos de
estradiol mediados por el aumento de Ngn 3. Dicha sensibilidad en los machos también
parece estar regulada por el complemento cromosdémico sexual, ya que las neuronas
fueron tomadas de embriones de E14, mucho antes que tenga lugar la diferenciacion
sexual mediada por hormonas. Los resultados de este trabajo de tesis indican que GABA
es una molécula que regula el crecimiento de las neuritas de neuronas hipotalamicas de
embriones de rata macho y hembra. Una vez mas, la correcta identificacion del tipo
neuronal estudiado en los efectos de la activacion de los receptores GABA, sobre el
crecimiento de axones y dendritas podria desenmascarar diferencias sexuales
inadvertidas en nuestro sistema. No obstante, hemos demostrado que las hembras
poseen una respuesta mayor al propofol respecto a los machos, diferencia debida a la
composicion de subunidades de receptores GABA,. Esta diferencia sexual se obtuvo de
neuronas gque no estuvieron expuestas a esteroides gonadales in utero, sugiriendo que
estaria mediada por el complemento cromosomico sexual. Resulta impactante un articulo
recientemente publicado, donde se demuestra la participacion de los cromosomas
sexuales en la regulacion del comportamiento sexual femenino. Las hembras SF-1 KO
exhiben un mayor nimero de lordosis, reciben mayor nUmero de penetraciones y poseen
un mayor nimero de neuronas inmunoreactivas para el receptor de progesterona que los
machos a pesar de no haber estado expuestos a hormonas gonadales durante el
desarrollo (Grgurevic y col., 2012). Este trabajo no s6lo apoya los resultados obtenidos en
esta tesis, sino que nos habilita a hipotetizar que las subpoblaciones encontradas en
nuestro sistema podrian pertenecer a poblaciones neuronales del hipotdlamo que
controlan comportamientos especificos de machos y hembras. La importancia de estos
hallazgos en el contexto del hipotdlamo en desarrollo y posterior establecimiento de los
circuitos que controlan conductas y/o funciones sexualmente dimorficas todavia debe ser

establecida.
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que:

e GABA, a través de sus receptores GABA,, produce la despolarizacion de

neuronas hipotaldmicas inmaduras de macho y hembra.

e Los cultivos neuronales de HVM de embriones macho y hembra estarian

formados por distintas subpoblaciones neuronales.

e Las neuronas provenientes de embriones hembra poseen una respuesta mayor a
propofol respecto a los machos, efecto posiblemente mediado por la presencia de
subunidad ¢ en los receptores GABA,.

e La gran mayoria de las neuronas hipotalamicas de nuestro sistema presentan
receptores del tipo a2p2/3y2, a3pB2/3y2 y a5B2/3y2. Sin embargo existe una
subpoblaciéon neuronal que ademéas posee receptores funcionales del tipo
a4B2/3¢.

e La activacion crénica de receptores GABA, produce la reduccion de la longitud
axonal y el aumento de la longitud de procesos menores en neuronas macho y

hembra.

o Los efectos de la activacién de receptores GABA, sobre el crecimiento de las

neuritas estd mediado por calcio a través de CCDV tipo-L.

e La estimulacion con muscimol provoca la fosforilacion de ERK1/2 .

e CAMKII y ERK1/2 participan parcial e independientemente en la reduccion de la
longitud axonal, pero no en el crecimiento de procesos menores de neuronas
hipotaldmicas de macho y hembra.

e Las neuronas hipotaldmicas provenientes de embriones macho y hembra a E16,

presentan diferencias sexuales independientes de las hormonas gonadales

sugiriendo que estarian reguladas por el complemento cromosémico sexual.
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