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Lista de Abreviaturas

5HT3 serotonina

7Clkyn 7-cloro-kynurénico

9-AC &cido carboxilico 9-antraceno

AC adenilato ciclasa

ACh Acetilcolina

ADNCc acido desoxirribonucleico complementario

AIDA 1-Amino-2,3-dihydro-1H-indene-1,5-dicarboxylic acid, 1-Aminoindan-1, 5-
dicarboxylic acid

AMPA &acido-amino-3-hidroxi-5metil-4-isoxazolepropionato
AMPc Adenosin monofosfato ciclico

ATP Adenosin trifosfato

CNQX 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona

DAG diacil glicerol

GABA acido gamma-aminobutirico

GABAAR receptor GABA TIPO A

GABABR receptor GABA TIPO B

GABAB1 subunidad B1 del receptor GABAs

GABAB2 subunidad B2 del receptor GABAs

GABAB1a isoforma l1a de la subunidad B1 del receptor GABAs
GABAB1b isoforma 1b de la subunidad B1 del receptor GABAB
GABA-T GABA transaminasa

GAD Glutamato descarboxilasa

GAT Transportadores de GABA

Glu Glutamato

GPCR Receptores acoplados a proteinas G

IP3 inositol 1-4-5 tri fosfato
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IPSPs Potenciales postsinapticos inhibitorios
EPSPs Potenciales postinapticos excitatorios
KCC2 co-transportador cloro-potasio

LTP Potenciacion a largo plazo

MCPG a-metil-4-carboxilfenilglicina

MPPG a-Methyl-4-phosphonophenylglycine
MGIuUR receptores metabotrdpicos a glutamato

MK 801 5-Methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine
maleate

NAChR Receptor nicotinico de acetilcolina

NKCC1 Co-transportador 1K 2Cl

NMDA N-Metil-D-Aspartato

PKC Proteina cinasa C

PKA Proteina cinasa A

PLC Fosfolipasa C

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa
SNC Sistema Nervioso Central

VFTD Venus fly trap domain. Dominio venus atrapa moscas
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Resumen

Hay evidencias que contribuyen a explicar el mecanismo por el cual GABA
actia como un neurotransmisor excitador durante el desarrollo embrionario, a
pesar de ser el principal neurotransmisor inhibidor en etapas adultas. La
mayoria de estos mecanismos han otorgado al receptor ionotrépico GABAAa un
papel primordial en periodos criticos de consolidacion singptica. Sin embargo,
estudios recientes destacan el emergente rol del receptor GABAs como
precursor de acciones tréficas durante el desarrollo. Nuestro estudio esta
enfocado a dilucidar la sinapsis aferente vestibular durante el desarrollo
embrionario del pollo. Este peculiar sistema sensorial se caracteriza por
poseer elementos claves para la transmision sindptica que no se encuentran en
otras regiones del sistema nervioso central. La sinapsis aferente vestibular es
de tipo excitadora, siendo el principal candidato el glutamato como
neurotransmisor para este tipo de sinapsis. No obstante se ha propuesto a
GABA como un neurotransmisor con actividad neuromoduladora que participa
en la sinapsis aferente vestibular mediante la facilitaciéon de la descarga basal
y liberacién de glutamato, este mecanismo de facilitacién por parte de GABA se
podria explicar mediante la activacion del receptor GABAa sin descartar al
receptor GABAs. En este estudio empleamos embriones de pollo de E15, E17,
E19 y E21. En las cuales se siguieron distintos protocolos farmacoldgicos,
empleando la técnica de registro extracelular multiunitario, por la cual se
analizé el efecto de agonistas y antagonistas sobre la actividad eléctrica
espontanea del nervio del ampula posterior. El principal farmaco utilizado fue
baclofén, (10 a 10-3M) un agonista para los receptores GABAs. Encontramos
gue el efecto de este agonista sobre la descarga basal es dependiente de la
edad y concentracion, obteniendo la mayor respuesta en E21 (n=105) Lo que
sugiere una respuesta funcional de los receptores GABAs en etapas tardias en
desarrollo y no en etapas tempranas (E15) como lo es el receptor GABAA
demostrado en estudios previos. En otra seccion experimental, saclofén, un
antagonista del receptor GABAg, en concentraciones de 10° y 10°M fue capaz
de disminuir significativamente la respuesta de las aferentes vestibulares a
baclofén 10*M vy 10°3M sobre la descarga basal en E17, E19, E21 (n=83).
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Debido a que nuestros datos muestran un efecto contrario a la habitual
respuesta inhibidora por parte de la activacion de los receptores GABAEB,
decidimos optar por otra seccidn experimental en la cual empleamos
antagonistas glutamatérgicos de los diferentes receptores tipo NMDA y no
NMDA y tales como, MK 801, CNQX y MCPG, todos a una concentracion
10°M, perfundidos en el bafio de la preparacion con la co-aplicacién por
microperfusion de baclofén 10“M. Los experimentos se realizaron en la edad
E21 (n=15). La respuesta de las aferentes vestibulares ante este protocolo
farmacoldgico fue una disminucién significativa en el efecto excitador de
baclofén (458 + 25% vs 190 * 33 %). Con los resultados obtenidos en la
seccién experimental anterior se podria explicar una posible co-activacién o
interaccion entre el receptor GABAs y los receptores a glutamato y de esta
forma modular la descarga basal aferente vestibular. Para corroborar los datos
electrofisiolégicos se hicieron ensayos de expresion génica mediante RT-PCR
para evaluar la presencia del ARNm que codifica para las subunidades
GABA&1 (n=3) y GABAB:2 (n=3) para el receptor GABAs, estando presente en
cresta y ganglio vestibular en E15, E17, E19, y E21. Sin embargo,
electrofisiolégicamente no observamos una respuesta significativa en E15 ante
la aplicacion de baclofén, a pesar que el ARNm que codifica para ambas
subunidades del receptor GABAs estd presente en esa edad. Esto
posiblemente nos esté indicando un posible retardo en el acople de las
subunidades del receptor, una alta tasa de degradacién del receptor, o una
falta de expresion funcional en la superficie celular. Con los resultados
obtenidos podriamos concluir que los receptores GABAg actian en sinergismo
con los receptores GABAAa para proveer un relevo en la funcionalidad de los
receptores GABAAa, los cuales han demostrado que su activacion resulta en
acciones excitadoras durante el desarrollo embrionario en el sistema vestibular,
este efecto excitador disminuye conforme se llega a edades cercanas a la
eclosion y se mantiene durante edades postnatales tempranas. Podria
considerarse que la activacion de los receptores GABAs es secuencial en la
excitacion neuronal, contribuyendo en efectos tréficos en la consolidacion

sinaptica aferente vestibular en etapas cercanas a la eclosion.
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Introduccion

Generalidades del Sistema Vestibular

El sistema vestibular se encarga de detectar los cambios gravitacionales y los
movimientos de aceleracion lineal y angular que ejerce el cuerpo y la cabeza
de un individuo (Drucker, 2005). Es un sistema multimodal que mantiene el
equilibrio y orientacion espacial, el cual recibe informacion procedente del
sentido de la vista y de receptores somaticos (Parker 1981).

El aparato vestibular es la parte no auditiva del oido interno el cual consiste en
un laberinto éseo y membranoso y esta localizado en el hueso temporal. La
perilinfa se caracteriza por ser un fluido tipico extracelular debido a su
composicién iénica ([Na*] 150mM, [K*] 4.2mM, [CI] 116.6mM, [Ca?*] 1.41mM)
el cual llena el intersticio entre el laberinto membranoso y el 6seo. Por otro lado
el laberinto membranoso esta lleno de endolinfa, un fluido extracelular de una
composicion inusual ([Na*] 2.5mM, [K*] 140mM, [CI] 142mM, [Ca?*] 0.24mM)
(Sauer et al., 1999). Al sistema vestibular lo componen 5 érganos: 2 6rganos
otoliticos y 3 canales semicirculares (figura 1).

Figura 1. Vista esquematica del oido interno de Gallus gallus. El esquema muestra los
componentes del sistema vestibular y la parte auditiva, asi como las areas sensoriales: Cresta
(anterior, AC, posterior, PC, y lateral, LC), mécula (utriculo, U, y saculo, S), papila basilar (BP),
lagena (L) (Modificado de Romand and Varela-Nieto 2014)
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Canales semicirculares

Los conductos semicirculares son tubos llenos de endolinfa orientados a un
plano distinto. Son tres, el anterior, el posterior y el horizontal o lateral y se
encuentran en el laberinto éseo. Los tres canales forman angulos rectos entre
si, por lo que detectan la aceleracién rotacional en cualquier direccién. Estos
conductos son de menor tamafio que los conductos 6seos donde se alojan
(Richard et al., 2005). Desembocan en el utriculo y en uno de sus extremos
hay una ampula, que es un alargamiento bulboso que contiene el epitelio
sensorial conocido como cresta ampular. La cresta ampular contiene células
ciliadas y de sostén que estan cubiertas por una pequefia masa de material
gelatinoso, denominado cupula (figura 2). Al detectar aceleraciones angulares
de la cabeza, se producen pequefios movimientos de la endolinfa. Debido al
movimiento, la endolinfa se desplaza hacia el laberinto membranoso que
provoca que la cupula se distorsione y por ende los cilios tengan flexion y las
frecuencias de descarga de las fibras aferentes vestibulares varien. Los cilios
de cada cresta ampular se orientan en la misma direccion. En el canal
horizontal los cilios se orientan hacia el utriculo, y en los otros canales se

orientan en sentido opuesto al utriculo (Bruce et al., 2009).

Figura 2. Los canales
; semicirculares 0seen un
Coclea Canales Semicirculares . P

ensanchamiento llamado

dmpula. En el ampula se
localiza la cresta ampular la
cual estd compuesta por
células ciliadas y de soporte
que conforman el
neuroepitelio. ElI haz ciliar
esta embebido en la clpula.
Los movimientos angulares
ocasionan que el flujo de la
endolinfa provoca un empuje
en la clpula que
desencadenard el proceso de
mecanotransduccion.
(Modificado de Dernedde et
al., 2014)

\‘---

7 Células Ciliadas
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Organos otoliticos

El utriculo y el s&culo son dos estructuras en forma de saco (Richard et al.,
2005). Su tamafio varia entre especies, el utriculo, el 6rgano otolitico de mayor
tamafio mide 2.2x 2.2mm (humano), 1.0 x 0-7 mm (gato) y .0.23 x 0.22 mm
(murciélago) (Harada 1983). En estos dos 6rganos se encuentra una region
especializada llamada macula que tiene forma de rifion que se encuentra en el
plano horizontal de la cabeza y esta compuesta por un epitelio sensorial ciliado.
Las maculas estan divididas en dos partes por la estriola; presenta células
ciliadas tipo I; que son células con cuerpo en forma de botella, mas
voluminosas y numerosas, y células tipo Il que tienen cuerpo cilindrico. La
estriola de cada 6rgano otolitico esta curvada, por lo tanto las células ciliadas
estan orientadas en todas las direcciones. En el utriculo las células ciliadas a
cada lado de la estriola estan polarizadas en sentido hacia la estriola (kinocilio
en direccion a la estriola), mientras que en el saculo estan polarizadas en
sentido opuesto a la estriola (kinocilio en direccion opuesta a la estriola). Los
cilios de las células estan embebidos en una membrana otolitica, compuesta
por otoconia, cristales de carbonato cuya densidad es de 2.95 gramos por
centimetro cubico (figura 3). Estos cristales actian como una masa provista de
inercia que resiste con vigor la aplicacion de las fuerzas externas (Parker,
1981). Los drganos otoliticos al ser sensibles a la aceleracion, detectan la
direccion y magnitud de la gravedad, al igual que aceleraciones transitorias
lineales debidas al movimiento. La localizacion de las maculas en estos
organos, hace que el utriculo detecte aceleraciones lineales en el plano
horizontal, y el saculo detecte aceleraciones lineales en el plano vertical
(Lasserson, 2004).
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Figura 3. Mécula de 6rganos otoliticos. A) Saculo; B) Utriculo Se observa la otoconia, las células
ciliadas, células de soporte, fibras nerviosas, la estriola y la polaridad del haz ciliar (Tomado de
Koeppen and Stanton 2008).

Células ciliadas

Cada célula ciliada del sistema vestibular, estd compuesta por numerosos
estéreocilios delgados, ademas de tener un largo y grueso kinocilio posicionado
al final de la superficie de la célula ciliada. Los estereocilios puedes ser de 30
a 300 vy se distribuyen hexagonalmente sobre la superficie apical, presentando
un arreglo ascendente hacia el kinocilio (Wersall and Bagger-Sjoback, 1974).
Las células ciliadas vestibulares exhiben una actividad de reposo en la
ausencia de un estimulo. El estimulo es censado por el sistema nervioso
central por un cambio en la actividad de reposo. Las células ciliadas no
producen terminaciones nerviosas, pero estan sinapticamente conectadas con
fibras nerviosas (Greger and Windhorst, 1996). Existen dos tipos de células
ciliadas, las de tipo | que son células con cuerpo en forma de botella o anfora,
con el nucleo localizado en la parte basal y estan rodeadas de un céliz nervioso
aferente que cubre su parte basal. Las neuronas eferentes hacen contacto
directo en la superficie lateral del caliz de la inervacién aferente y no con la
célula ciliada. La célula tipo Il tiene cuerpo cilindrico, su ndcleo se encuentra en

el centro de la célula y tienen numerosas terminaciones sinapticas en forma de
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boton tanto aferentes como eferentes y hacen contacto directo con la célula
ciliada (figura 4) (Bartual, 1998).

Tipo | Tipo

i i
7\ Tip links
Estereocilios

> { 5N / '-'\
o o0 NN 7% O e K e o 00— Vesiculas

O Sy O e 1o %6 e
00 o o t ® 9,0 S Mitocondrias

° il |8 e |l ¥
0 ° 9 0 ‘VO) o, 0 ‘\ “’)O/‘/f; Células de Soporte
v | o U )
A P ’/ \ Nucleo

Canales idnicos

| ‘%f fj " I \.j / Ribbon
= s I
Post sinapsis

— 2t
= 3
&“J‘, 7 3 ~ \ Terminal Aferente

8

Terminal Eferente

Vesiculas Sinapticas

Mielina

Figura 4. Esquema de las células ciliadas tipo | y tipo Il. Las células ciliadas tipo | presentan una
terminal aferente en cdliz, las tipo Il presentan terminales aferentes en boton. Las terminales
eferentes contactan con las terminales en céliz en las células ciliadas tipo I, y directamente con
la célula ciliada tipo Il. Se muestran las células de soporte, formando uniones estrechas en el
apice de las células ciliadas tipo | y Il. Las estructuras Ribbon se muestran en proximidad con

los canales i6nicos (Modificada de Desai and Dua, 2014).

Proceso de mecanotransduccion

El haz ciliar es el responsable de la transduccion sensorial, que consiste en
estereocilios que estan conectados por finos filamentos extracelulares llamadas
“tip links”, los cuales unen el apice de los estereocilios de menor tamafio con la
pared lateral de los de mayor tamafo. Estudios recientes han demostrado que
los tip links estan formados por caderina 23 (CDH23) y protocaderina 15
(PCDH15). Hay proteinas que se unen a CDH23, como la proteina harmonin,
Myo7a, SANS (Kazmierczak and Mdller, 2012) Mientras que el complejo de
proteinas que incluyen a PCDH15 localizadas en la parte inferior del tip link no

estan del todo dilucido, sin embargo, proteinas como Myo3a, Myol5 y espinl
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forman parte de este complejo y se cree estan implicados en la regulacion de la
elongacion del estereocilio (Schwander et al., 2010) (figura 5). Hay canales
catidnicos inespecificos que se abren cuando hay una deflexién en direccidn
hacia el kinocilio, ya que aumenta la tensién de los tip links, otorgando la
energia necesaria. Por otro lado si la deflexion es al sentido opuesto del
kinocilio, los canales se cerraran, de esta forma funcionan como un resorte que
abre y cierra los canales dependiendo de la deflexion. Hay estudios que indican
gue estos canales estan localizados entre 2-3um de las puntas. En la posicion
de reposo, los canales no estan totalmente cerrados, estan abiertos ~10-20%,
y esto se puede atribuir a la tension normal de reposo de los tip links (Meyer et
al., 1998). La estructura en el extremo superior de los “tip link”, a la altura de
la placa de insercion, probablemente alberga un motor de adaptacion, el
mecanismo que produce la fuerza es mediante un cluster de moléculas de
miosina 1c. La miosina 1c responde a cambios en la tensién de las “gating
spring” y del Ca?* intracelular moviendo la placa de inserciéon a lo largo del
citoesqueleto del estereocilio, de esta forma restaura la tension (figura 6)
(Steyger et al., 1998).

Por lo tanto, al abrirse los canales catidnicos inespecificos, provocado por la
flexion de los cilios, se cree que el K* entra por estos canales por ser el de
mayor concentracion en la endolinfa. Al mismo tiempo hay canales
rectificadores de K* en la zona baso lateral de la célula que permiten la salida
de K* del interior. El potencial de reposo de -60mV se caracteriza por un estado
estable de flujo de iones (Greger and Windhorst, 1996). En la figura 6 se puede
apreciar el proceso de mecano transduccion. Al haber una deflexion de los
estereocilios hacia el kinocilio, la proporcion de canales catidnicos inespecificos
abiertos se incrementa, dejando pasar mayor cantidad de K*, y la célula se
despolariza, causando la apertura de canales de Ca?* dependientes de voltaje,
aumentando el Ca?" intracelular que provocara la liberacion del

neurotransmisor que de acuerdo a evidencias experimentales es el glutamato.
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Kinocilio

Estereocilios Q

Canale£CPH15 ~

SANS \

Figura 5.- A) Seccion transversal de la parte apical de la célula ciliada. El haz ciliar
consiste en numerosos estereocilios formados por actina, y un kinocilio compuesto por
microtubulos. Los estereocilios estan conectados entre si y al kinocilio por filamentos
extracelulares, los tip links, conectores top, ankle links y kinocilio link. B) Diagrama de
la region del tip link, indicando las moléculas que componen el complejo del tip link.
(Modificado de Kazmierczak and Miiller, 2012).

Estimulo
) y Mecanico
Filamento de Actina —
Miosina 1c ‘ ,o
Placa de J | lﬂf ‘?‘
insercion — W{f \

7 ! ‘
| Estimulo i |
| Positivo ‘\ |

Canales MET

Nature Reviews | Neuroscience

Figura 6. Se observa cada elemento de la transduccion de la célula ciliada, los cuales estan
localizados en la parte superior de los cilios, se incluyen los tip links que interconectan los
estereocilios adyacentes, la parte inferior del tip link se conecta a canales sensibles a
estimulacion mecanica (canales MET). La parte terminal superior pertenece a la placa de
insercién, donde se localiza la molécula de miosina 1c. Cuando un estimulo mecéanico provoca
la deflexion de los cilios hacia una direccion positiva, hacia el kinocilio, se incrementa la
tension de los tip links. Este proceso incrementa la probabilidad de apertura de los canales
MET ,generando una corriente iénica de entrada , predominando K*y Ca?*, lo cual provoca
una despolarizacion y un subsecuente potencial receptor (Modificado de Hudspeth, 2014).
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La adaptacion es la restauracion de la sensibilidad mediante el decremento de
la respuesta a un estimulo sostenido, lo cual es claramente relevante en las
células ciliadas. A medida que estos canales catidnicos inespecificos, o
también conocidos como canales MET, se empiezan a abrir también se
cierran, refiriéndose a un proceso de adaptacion. Este proceso se lleva a cabo
mediante dos mecanismos. En la adaptacion, la entrada de Ca?* a los
estereocilios a través de canales MET que se encuentran abiertos, reduce la
probabilidad de apertura de estos canales. (Jorgensen and Kroese, 1995). En
las células ciliadas del utriculo de raton (Vollrath and Eatock, 2013) y en las
células ciliadas del saculo de rata (Songer and Eatock, 2011) se observaron
adaptaciones rapidas y lentas con constantes de tiempo en el orden de 1-10
ms y 10-100 ms, respectivamente; Por ello se han propuesto dos mecanismos

de adaptacién en las células ciliadas.

La adaptacion rapida ocurre cuando el Ca?* entra por los canales MET, y luego
se cierran, debido a que el Ca?* se une al canal o a un sitio cerca del canal, lo
cual provoca un cambio de conformacion que lleva al canal a su estado
cerrado. Debido a que esta forma de adaptacién depende absolutamente de la
entrada de Ca?*, ocurre en unos cuantos cientos de microsegundos. Este
rapido mecanismo debe llevarse a cabo en el extremo inferior del “tip link” si el
canal MET estéa localizado en ese sitio (Figura 7). De igual forma se sugiere
que este mecanismo probablemente difiere entre especies y/o células ciliadas
vestibulares y cocleares (Gillespie and Madaller, 2009). Hay dos modelos
propuestos para la adaptacion rapida, “cannel-reclosure model” y “tension-

release model”.

En el primer modelo, el Ca?* entra por los canales MET y se une al canal y
cambia la relacion entre la tension de los “gating-spring” y la conductancia del
canal en reposo. Lo que sugiere es que la unién de Ca?* al canal hace mas
dificil que se abra. En el segundo modelo, el Ca?* se une a un sitio cerca del
canal y causa la liberacion del elemento mecanico que esta en serie con el
aparato de transduccion. Por lo tanto cuando decrece la tension, el canal se

cierra rapidamente (Bozovic and Hudspeth, 2003).
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El modelo de adaptacién lenta es el resultado de un cluster de moléculas de
miosina, este agrupamiento se hace llamar motor de adaptacion, el cual se
encuentra en el extremo superior del tipo link y controla la tension de los “gating
springs” (Howard and Hudspeth, 1987; Gillespie and Cyr, 2004). En reposo el
motor genera suficiente tensién para que los canales MET estén parcialmente
abiertos. Durante un estimulo positivo, el motor se desliza hacia abajo del
filamento de actina del estereocilio, la cinética de este proceso esta controlado
por Ca?*. Cuando la tensién se reduce por un estimulo negativo, las moléculas

de miosina se deslizan hacia arriba para restaurar la tension

B ..'Caz‘ ) : .Caz‘ \ fV
h G Adaptacién d* Adaptacion N o, Adaptacion L

Estimulo Rapida - ' Lenta Lenta

Figura 7.- Se esquematiza los dos procesos de adaptacion. En la adaptacion lenta interviene un
reajuste en el motor de adaptacion que modifica la tension de los “tip links” por parte de
proteinas motoras como la miosina 1c. En la adaptacion rapida hay una modificacion directa del
canal MET por parte del Ca?* (Modificado de Schwanders et al., 2010)

Eferentes vestibulares y neurotransmision

En la sinapsis eferente, los receptores auditivos y vestibulares reciben una
inervacion eferente originada en el cerebro. El contacto sinaptico se da con las
células ciliadas tipo Il, pero también pueden formar contacto con aferentes en
forma de caliz de células ciliadas tipo I. Los cuerpos celulares de las fibras
eferentes se encuentran agrupados en el tallo cerebral, cerca de los nucleos

vestibulares (figura 8).

Las terminales eferentes son altamente vesiculadas y son positivas para AChE,
sugiriendo que estas vesiculas contienen acetilcolina (ACh). Otras sustancias

gue se coexpresan comunmente en las neuronas colinérgicas como ATP,
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CGRP pueden estar presentes (Dowdall et al., 1974; Fontaine et al., 1986;
New and Mudge, 1986). Algunos contextos de estudios de las fibras eferentes
del sistema vestibular se basan en las eferentes auditivas, donde suman otros
neurotransmisores aparte de ACh, como GABA, dopamina, CGRP vy
encefalinas (Eybalin, 1993). Los estudios indican que la ACh es el
neurotransmisor predominante liberado por las eferentes, sin embargo, el
neurotransmisor gaseoso, oxido nitrico (NO) se ha visto implicado como un
posible modulador eferente. ACh actia sobre dos clases de receptores:
nicotinicos (nAChRs) y muscarinicos (mAChRs), los cuales estan presentes en
el neuroepitelio vestibular. Los nAChRs son canales i6nicos acoplados a
ligando que tienen una estructura pentamérica. Se han identificado 17
subunidades (a1-10, B1-4, d,y,e) (Millar and Gotti, 2009; Taly et al., 2009;
Alburquerque et al., 2009). En el sistema nervioso se pueden encontrar como
homoméricos o heterodiméricos que se constituyen por dos distintas
subunidades a 0 una subunidad a y una B o por multiples subunidades a 'y 3.
Estudios en el neuroepitelio vestibular han demostrado que las subunidades
a9 y a10 estan expresadas en aves (Lustig et al., 1999), las cuales forman
receptores funcionales. Las subunidades a9 y alO0 muestran patrones de
expresion diferentes entre IHC, OHC asi como entre céclea y células ciliadas
vestibulares. Primeramente se expresan la subunidad a9, seguida por la
inervacion eferente y la expresion de la subunidad a10, y consecuentemente la
aparicion de clusters de nAChR en la superficie celular (Simmons and Morley,
2011). Los receptores muscarinicos son receptores acoplados a proteinas G.
Estan representados por 5 subtipos (m1-5). Los cinco subtipos se han
localizado en el neuroepitelio vestibular de ratas (Wackym et al., 1996) y
paloma (Li et al., 2007).

Las eferentes vestibulares han demostrado tener un caracter excitatorio,
inhibitorio o mixto. Estos efectos sobre las aferentes vestibulares podria
deberse a los multiples tipos de receptores colinérgicos presentes. Por ejemplo,
se incrementa la descarga aferente actuando por un receptor muscarinico, este
efecto, antagonizado por atropina, parece estar relacionado con la
despolarizacion de la célula ciliada. Se disminuye la descarga aferente,

actuando sobre un receptor muscarinico o nicotinico. Este efecto es bloqueado
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por curare, una toxina natural, también por estricnina y parcialmente por
atropina, parece estar relacionado con la hiperpolarizacion de la célula ciliada
(Guth et al., 1998a).

| Figura 8.- Las células ciliadas tipo |
(1] poseen una inervacion en forma de céliz,
las células ciliadas tipo Il poseen en
forma de botdn. Las terminales en céliz

en ocasiones se invaginan en la célula

I ciliada. Las fibras eferentes poseen
‘ terminales en botén con numerosas
vesiculas que inervan las terminales en
caliz (1) y también a las células ciliadas

tipo Il (2) asi como a las fibras aferentes

)\ ,
L) M en botén. (Tomado de Holt et al., 2011)
SC \ 4
Caliz Terminales Botén
Aferente Eferentes Aferente

Aferentes vestibulares y neurotransmision

Las células ciliadas del neuroepitelio vestibular establecen sinapsis con
neuronas aferentes y una inervacion del sistema neuronal eferente. Las
aferentes vestibulares se distinguen por su patron de disparo, en irregulares y
regulares. Son especificas de acorde a su inervacién. En mamiferos, en las
zonas periféricas de las crestas y en extraestriola de las maculas se
caracteriza por presentar un patron de descarga regular, mientras que en las
zonas centrales de las crestas y en la estriola de la macula se muestra un

patron de descarga irregular (Baird et al., 1988; Goldberg et al., 1900b)

La regularidad de descarga de las fibras aferentes vestibulares depende de
dos factores; de la entrada sinaptica y de sus propiedades intrinsecas, asi
como de sus patrones de inervacion periférica y la morfologia de la terminal.
En comparacion con las fibras regulares, las irregulares se caracterizan por
tener diametros mayores y una mayor velocidad de conduccion (Goldberg and
Fernandez, 1977). Mayor sensibilidad a las aceleraciones angulares y liniales

gue actian sobre la cabeza. (Fernandez and Goldberg, 1976b); responden



Pagina |16

mas rapido a la sefal eferente (Goldberg and Fernandez, 1980; Sadeghi et al.,
2009) y son mas sensibles al movimiento. Las aferentes vestibulares que
presentan una mayor adaptacién poseen un mayor intervalo irregular inter-
espiga, y las aferentes menos adaptables tienen un mayor intervalo regular
inter-espiga (Goldberg, 1991).

Las células ciliadas y sus sinapsis difieren marcadamente entre zonas y por lo
tanto se puede atribuir una especializacion en la sefializacion aferente. Por
ejemplo, la célula ciliada tipo | que se localiza en la estriola difiere de una
célula ciliada tipo | ubicada en la extraestriola (Eatock and Songer 2011). Se
han identificado tres tipos de terminaciones aferentes, las de tipo céliz que
inervan células ciliadas tipo I, las de tipo en forma de botén que conectan
varias células ciliadas tipo Il y las dimérficas que inervan ambos tipos de
células ciliadas (Eckert, 1997). Incluso las inervaciones en caliz difieren
dependiendo de la zona. Los calices de las aferentes dimorficas periféricas
tienden a ser simples, donde aproximadamente el 50% de las inervaciones en
caliz en zonas centrales son complejas (envuelven 2-4 células ciliadas) (Desai
et al., 2005a, b), mientras que las terminales aferentes en boton inervan las
zonas periféricas y extraestriolares. Por otro lado las aferentes en caliz simples

inervan solo las zonas centrales y estriolar (figura 9).

Las tres clases de aferentes vestibulares son mielinizadas. Su velocidad de
conduccién se correlaciona con el diametro de la fibra, la cual varia igualmente
con la zona. Por lo tanto, las aferentes en caliz son las fibras centrales mas
gruesas y rapidas, son relativamente lentas en la periferia. Las aferentes en

boton son las mas finas y lentas (Goldberg and Fernandez, 1977).

En la sinapsis aferente se ha registrado una actividad eléctrica basal que es
debida a la liberacion de un neurotransmisor por medio de la célula ciliada. Los
estudios sugieren que se trata del glutamato, con efecto excitador (Patneau
and Mayer, 1990). El glutamato liberado en la sinapsis aferente interactia con
varios subtipos de receptores de aminoacidos excitadores (EAA), incluyendo
los receptores a NMDA, AMPA, kainato y metabotropicos. Sin embargo hay

evidencia de que glutamato no es el Unico neurotransmisor en las lineas
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aferentes. También se encuentra el neurotransmisor GABA, ya que se ha
mostrado su sintesis en varios vertebrados. La sintesis de GABA toma lugar en
las células ciliadas vestibulares, debido a que la enzima acido glutamico
descarboxilasa se encuentra en la periferia vestibular. Durante el desarrollo
embrionario, GAD es paralela a la maduracion de las células ciliadas y no es
modificada por el surgimiento de la inervacion eferente. De igual forma técnicas
de inmunorreactividad muestran la localizacion de GABA en el citoplasma de
las células ciliadas vestibulares, mientras que GABA-T, la enzima encargada
de su degradacién se encuentra alrededor de las células ciliadas y a lo largo
de las fibras nerviosas a través del estroma vestibular (Usami et al., 1989). Asi
mismo hay reportes de que GABA podria actuar como un facilitador de la

descarga aferente vestibular durante el desarrollo (Cortes et al., 2013).

Gel

Estriola Extraestriola

Perilymph | Endolymph

Dimorfica

Botén

Figura 9.- Esquema que muestra la clasificacion de las aferentes vestibulares respecto a su
morfologia. Una morfologia de caliz complejo, que inervan dos 0 méas células y se encuentran
localizadas en el centro o en la estriola. Las aferentes que se caracteriza por ser dimorfica e
inerva ambas zonas y el tipo de morfologia de botdn que inerva exclusivamente la periferia y
la extraestriola. Las neuronas grises esquematizan a las inervaciones eferentes. Una deflexion
positiva abren los canales MET, lo que provoca una despolarizacién en la célula al igual que la
activacion de corrientes a través de canales dependientes de voltaje (Kv, Kpv, Cav) lo cual da
origen al potencial receptor. Las vesiculas sindpticas se encuentran organizadas en estructuras
llamadas ribbons; estas se fusionan con la membrana vy liberan glutamato el cual activa
receptores a glutamato en las membranas postsinapticas aferente. Las fibras eferentes modulan
las sefiales aferentes liberando ACh, activando los receptores de ACh en la célula ciliada y en
las aferentes vestibulares.(Tomado de Eatock and Songer, 2011).
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Desarrollo del sistema vestibular.

El oido interno de los vertebrados se origina de un engrosamiento del

ectodermo adyacente al rombo encéfalo. Este epitelio se conoce como placoda

Otica, el cual se invagina para formar la copa

E1.5, Estadio 10 otica, que se cierra para formar la vesicula
AR Placoda
Otica o también llamado otocisto (ver figura
E2.5, Estadio 16 10). Una subpoblacion de células epiteliales

en la regidon antero ventral de la copa otica y
de la vesicula otica se juntan para formar el
octavo ganglio (vestibulo-coclear). A partir de

la formacion de la vesicula 6tica se realizan

una serie de procesos morfogenéticos para
desarrollar el oido interno maduro (Highstein,
E10, Estadio 36 et al., 2004).

\ £

Laberinto EN las edades E2-E3 el ganglio vestibulo-

macula

iiScali Crestas coclear es discernible en el pollo. De igual

macula

forma en E3, se ha formado el otocisto a
sacular

Cresta

papila basilar partir de la placoda otica, para E4 los

| . . .
gene cambios en el otocisto son evidentes, se
Figura 10. Desarrollo del ofdo interno en observan protuberancias en el lado dorsal

g‘égz-rriﬁOmlzﬁﬂsggﬂilzzgri&“eerﬁsaﬁgaeaasagg que daran origen a los canales semicirculares
Lewis, 2005). y en el ventral que se evaginara como un

tubo hueco en su parte distal para formar el

conducto coclear y en la parte proximal se
generard el saculo. Por otro lado el ganglio vestibulo- coclear se ha dividido
para formar los elementos que daran lugar a las porcion vestibular y auditiva,
cuyas proyecciones periféricas tempranas empiezan a formar parte del epitelio
sensorial de otocisto y conformar los primeros contactos aproximadamente en
E6. En la parte media del otocisto se forma el inicio de un tubo hueco que se
convertira en el conducto endolinfatico. En E6 el extremo distal de los
conductos endolinfaticos empiezan a expandirse para formar el saco

endolinfatico. En E5 la parte superior del otocisto tiene dos distintos
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compartimientos, delineado por un estriado profundo en la superficie lateral. El
compartimiento dorsal dard origen a los dos canales verticales (superior y
posterior), el canal horizontal se formara a partir del compartimiento lateral. De
E6 a E7 la morfogénesis de los canales semicirculares puede ser visualizada
como una cavidad que formara el ampula para cada canal. Para E7 a E9, los
canales asumen sus posiciones finales, siendo el canal lateral el dltimo en
asumir su posicién ortogonal respecto a los otros dos. En E9 los canales
semicirculares, ampula, saculo, utriculo, coclea, conducto endolinfatico y el
saco endolinfatico ya han sido formados. Después de esta etapa, de E9 a E18
la morfogénesis se concentra en incrementar el tamafio del laberinto
membranoso, asi como un aumento en el diametro de los canales

semicirculares (figurall) (Bissonnette and Fekete, 1996).

b,

ANTERIOR

. § D§
E3 ES ET E9

Figura 11. Morfogénesis del oido interno de pollo. El laberinto se desarrolla de una vesicula
ovoide. Entre E3 y E7 las principales estructuras aparecen. Cc, canal comun; la, &mpula lateral;
ISC canal semicircular lateral; psc, canal semicircular posterior; sa, ampula superior, ssc,
canal semicircular posterior; u, utriculo (Tomado de John et al., 2000).

El desarrollo del epitelio auditivo y vestibular en embriones de pollo se puede
dividir en tres fases. La primera, es la pre-inervacion, la cual se extiende desde
el primer engrosamiento del ectodermo de la placoda o6tica hasta la formacion
del otocisto. Conformando los estadios 11-25 establecidos por Hamburger y
Hamilton, en 1951 que vendria siendo desde 40 hrs hasta 4.5 dia embrionario.

No hay neuritas extendiéndose en el epitelio del otocisto, sin embargo las
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presuntas células ganglionares se encuentran adyacentes en la pared
ventromedial del otocisto, separado por el epitelio de la lamina basal (figura 12
A). La segunda etapa, se conoce como estado de inervacion, se caracteriza
por el cruce de neuritas a través de la lamina basal y se empiezan a ramificar y
contacta con las células epiteliales (figura 12 B). Se extiende desde la etapa
25, (E4.5) en la cual el mayor desarrollo embrionario y sinaptogénesis ocurre
asincrénicamente conforme el epitelio se extiende y se divide en las estructuras
sensoriales primordiales auditivas y vestibulares (figura 12 C). Los sitios
sinapticos aparecen durante el estadio 28-32 (E5.5-E7.5) en sitios entre las
presuntas células ciliadas y terminales aferentes. Se aprecian las formaciones
presinapticas ribbon en el estadio 28. En el estadio 32, en algunas areas
inervadas, largas terminales forman contacto con la parte basal de las células
ciliadas, tomando la forma de la caracteristica terminal en céliz (figura 12 D).
En este estadio se pueden encontrar sitios con multiples estructuras
presinapticas ribbon y sinapsis quimicas bien desarrolladas. Durante esta fase
los contactos sinapticos tanto aferentes como eferentes se desarrollan, las
areas sensoriales y no sensoriales se diferencian, hay un crecimiento
tridimensional y la compartamentalizacion resulta en la formacién del laberinto
maduro. Al final del desarrollo embrionario, en el estadio 45, (19-20 dias
embrionarios) las caracteristicas morfologias de inervacion son claramente

evidentes ver figura 12 E. (Ginzberg and Gilula, 1980)

Figura 12.-Representacion de la posible secuencia morfoldgica representando la formacion de
la sinapsis aferente. A) No se observa diferenciacion en el epitelio. B) Las neuritas empiezan a
crecer, se forman vesiculas granulares en el citoplasma de algunas células epiteliales, y las
células ciliadas inmaduras pierden las uniones gap con las células de soporte. C) Las vesiculas
granulares se acumulan en sitios opuestos a las neuritas. D) en algunos contactos se van
desarrollando las terminales aferentes. E) arreglo final de las sinapsis entre células ciliadas y
terminales aferentes en E20, (estadio 45) se incluye la presencia de estructuras ribbon. No se
muestra las sinapsis eferentes (Tomado de Ginzberg and Gilula, 1980).
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El desarrollo del oido interno es mas rapido en pollos que en roedores. A pesar
de que ambos tengan aproximadamente 3 semanas (21 dias) de periodo
embrionario. El oido interno del pollo se encuentra en un estado de mayor
madurez tanto morfolégicamente como funcionalmente al llegar a la eclosion,
mientras que el oido interno del ratdn se encuentra en un estado de inmadurez
un poco después del nacimiento. El sistema vestibular de pollo es funcional,

pero todavia inmaduro antes de la eclosion.

Las células ciliadas maduras expresan una gran variedad de canales iGnicos
que sirven para modular el potencial receptor. Una célula ciliada madura de
una morfologia particular y localizacion en el epitelio sensorial comunmente
expresa un set de conductancias que las distingue de sus vecinas y de otras
células ciliadas de otro epitelio sensorial (Masetto et al, 2000).

Receptores a GABA

Los receptores de GABA se clasifican en receptores GABAa que activan
canales de cloro; GABAs que inhiben la formacion del AMPc y GABAc, que de
igual forma activa canales de cloro y se ha identificado en neuronas retinales

principalmente, pero también se encuentran en glandula pituitaria e intestino.

Los receptores GABAa estan agrupados en la superfamilia de los canales
i6nicos regulados por ligandos, en la cual también se incluyen los receptores
nicotinicos. Los receptores GABAa median las sinapsis inhibitorias rapidas en
el SNC, controlando la actividad tanto a nivel de red como celular. Las diversas
funciones de GABA se ajustan tanto a la heterogeneidad de los receptores de
GABAa, como los complejos mecanismos de trafico celular, asi como las
interacciones entre proteinas que mantienen y generan una cantidad y
localizacion adecuada de receptores en la superficie celular (Jacob et al.,
2008). Referente a su estructura, los GABAa son pentaméricos y difieren en la
composicién de sus subunidades que son q,3,y,0,6,0 y M. La mayoria de los
receptores contiene 2 copias de la subunidad a, 2 copias de la subunidad B y

una copia de la subunidad vy, la cual puede ser reemplazada por las
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subunidades © ,¢, 1, y 6. Cada subunidad tiene un dominio extracelular N-
terminal, en el cual se incorpora parte del agonista o antagonista y se cree que
es donde se une GABA. Hay cuatro dominios que atraviesan la membrana (M1
a M4) que contienen 25 residuos de aminoacidos cada uno, quedando los M2
formando la pared del poro del canal, por ende la carga de M2 va a determinar
si el canal conduce cationes o aniones (ya que los GABAa pueden ser
permeables a los iones bicarbonato). Las subunidades también poseen un
bucle intracelular entre M3 y M4, que se cree es el sitio de union de las
proteinas kinasas y, por ultimo, una cola C-terminal corta extracelular (Figura
13) (Johnston, 2005). Las combinaciones de las subunidades para formar el
heteropentamero varian tanto con la edad y con la localizacion. De igual forma
puede haber variedad en las subunidades provocadas por splicing, por lo cual
pueden formarse varios subtipos de receptores GABAAa los cuales pueden
demostrar diferencias biolégicas como su distribucion, la afinidad por GABA,
las propiedades del canal, asi como su heterogeneidad farmacoldgica (Olsen,
2002). En la cresta ampular de los mamiferos se localiz6 al receptor GABAA en
el céliz que rodea las células tipo I, asi mismo las fibras aferentes cercanas a
la ldmina de células ciliadas se observaron inmunorreactivas (Foster., et al,
1995). De manera similar, se ha observado una distribucién uniforme de la
inmunorreactividad de GABA y GAD en los dos tipos de células ciliadas del

cobayo (Lopez etal., 1992).

Figura 13. Estructura de los receptores GABAa. (a) observamos la estructura de las
subunidades, el extremo N-terminal, el bucle intracelular entre M3y M4 y la cola C-terminal.
M2 resalta ya que es el sensor de voltaje. (b) se observa la formacion pentamérica, dejando
el poro del canal permeable a Cl- en el centro. Asi como los distintos sitios de union tanto
para GABA vy diferentes fArmacos, para mostrar la heterogeneidad farmacoldgica del receptor
(ay b tomado de Jacob etal., 2008).
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Los receptores GABAs son metabotropicos. Estos receptores fueron
descubiertos en 1979 por Bowery y Hudson, tratando de dilucidar un
mecanismo donde participaba la liberacion de noradrenalina, donde pensaban
gue este mecanismo dependia del flujo de cloro provocado por los receptores
GABA, no obstante la bicuculina, un antagonista de los receptores GABAAa, no
modificaba tal proceso, lo que sugirié una forma farmacoldgica distinta de los
GABAA, es decir, los hoy dilucidados receptores GABAs (Bowery and Hudson
1979). Fue hasta 1997 que el primer receptor GABAs fue clonado por

Kaupmann y se dio pauta al estudio de su estructura (Kaupmann et al., 1997).

Los receptores GABAs son heteromeros conformados por dos subunidades los
GABAsg@1) Y GABAB() (figura 14). Forman parte de la familia C de receptores
acoplados a proteinas G, los cuales se caracterizan por tener 7 segmentos
transmembranales y un largo dominio extracelular “Dominio atrapa moscas”
(VFTD) que contiene el sitio de union a ligando. A pesar que las dos
subunidades poseen un 54% de similitud entre ellas, solo el dominio VFT de
GABAE&: es el sitio de unién a ligandos, como lo son GABA y baclofén (Pin et
al., 2004; Geng et al 2012; Geng et al 2013). Debido a la presencia de una
secuencia de retencion (RSRR) en el extremo C-terminal de GABAB1, esta no
puede incorporarse a la membrana plasmatica celular por si sola; para esto se
requiere un mecanismo por el cual GABAs2 enmascara la sefial RSRR por
medio de un dominio coiled-coil el cual escolta a la subunidad GABAs:1 a la
membrana celular (Galvez et al.,, 2001). GABAs2 no tiene sitio de union a
GABA, pero interactta con el ectodominio para incrementar la afinidad
estabilizando la conformacion de unién a ligando de GABAB1, es decir, el
ensamble de ambas subunidades es necesaria para incrementar la afinidad del
agonista en GABABg: (Liu et al., 2004; Rondard et al., 2008; Geng et al., 2012).
Cuando GABA se une a GABAg1 el VFTD se cierra y esta conformacion
permite una interaccion directa con el VFTD de GABAs2. Este re-arreglo
conformacional de los dimeros de VFTD induce la conformacion activa de los
dominios transmembranales de GABAs2 y por consecuente la activacion de la

proteina G.
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Se ha reportado que se pueden generar 14 isoformas de la subunidad GABAEg1
con diferentes propiedades funcionales. (Bettler et al., 2004). No obstante
GABAB1a Y GABAB1y son las isoformas con mayor expresion en el cerebro
(Benke et al., 1999). Ambas subunidades son traducidas por el gen GABBR1,
estructuralmente no difieren entre ellas excepto por el dominio sushi
expresado en la region amino terminal extracelular de la isoforma GABAB1a.
Sin embargo a pesar de esta diferencia, se ha generalizado que no implica un
cambio en las propiedades cinéticas y farmacolégicas del receptor, por lo que
la discrepancia entre la diferencia en las propiedades de las isoformas se debe
por la wunion de las proteinas auxiliares que incluyen a KCTD
(potassium channel tetramerization domain-containing), Muppl y GISP.

Existe una co-expresion de las subunidades GABAg1a Yy GABAB1b en la mayoria
de las neuronas del cerebro, la cual esta bajo un control transcripcional
independiente y varia durante el desarrollo (figura 14). Hay estudios que
indican que la localizacion en terminales glutamatérgicas de GABABgia €S
esencial en la funcion de los heterorreceptores. GABAB1b esta localizado en
espinas dendriticas que estan opuestas a los sitios de liberacion de glutamato,
justamente donde los GABAsRs conforman un cluster con los GIRKs. No
obstante ambas isoformas de la subunidad GABAg:1 se expresan a lo largo del

tallo dendritico donde se pueden acoplar con los canales VGCCs o TREK2

Figura 14. Se muestra

GABAg 1., GABA la  estructura  del

Dominio receptor GABAg, Sus

Sushi GABA dos subunidades

acopladas, asi como

o las dos isoformas de la

! subunidad  GABA;

(Modificado de

Gassmann and Bettler,
2012)

Proteina G
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Los receptores GABAg pueden estar acoplados a Gia y Goa.; los cuales por su
localizacion estan divididos en presinapticos y postsinapticos. Los GABAsR
presinapticos estan presentes tanto en terminales inhibitorias como excitatorias
y funcionan como autorreceptores los cuales controlan la liberaciéon de GABA y
los heterorreceptores, que inhiben la liberacion de otros neurotransmisores
asociada con la inhibicién de VGCCs por medio del complejo GBy, el cual a su
vez inhibe el influjo de Ca?* en la terminal, afectando la liberacién de vesiculas
que contienen al neurotransmisor. ElI complejo GBy interactia directamente
con la proteina SNARE lo que provoca una limitacion de la fusion vesicular. La
liberacion de Gain también inhibe la fusion vesicular o que reduce la liberacién
espontanea de neurotransmisor, y por consecuencia reduce la frecuencia de

corrientes postsinapticas excitatorias.

Se ha demostrado que los agonistas de GABAGs, por lo general inhiben hasta
el 90% de la liberacion de los neurotransmisores con al menos la inhibicion del
50% de la actividad de los canales de calcio. Esta inhibicién es modulada por la
frecuencia del potencial de accion, donde una fuerte despolarizacion libera los

canales de calcio de su inhibicion mediada por Gfy.

Los GABABR postsinapticos mediante el complejo GBy, activan los canales de
potasio rectificadores de entrada (GIRKs; también conocido como canales Kir3)
los cuales inhiben la actividad neuronal mediante la generacion de (IPSCs)
que hiperpolarizan la membrana. Los receptores GABAs, no solo modulan los
canales i6nicos mediante GBy, también activan e inhiben la adenil ciclasa por
Gia /Goa y Gy. (figura 15). Las proteinas Gia /Goq, inhiben a la mayoria de las
isoformas de la adenil ciclasa. Inhiben las tipo I, lll,V, VI, mientras que GBy
estimula la adenil ciclasa tipo Il, IV y VII, pero esta estimulacion depende de la
presencia de Gsa que resulta de la activacion de GPCRs mediada por
norepinefrina, isoprenalina, histamina o polipeptidos vasoactivos intestinales
(Bettler et al,.2004).
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Figura 15. Se muestran las vias de sefializacion de los receptores GABAg. Observamos el
mecanismo de accion por el cual los receptores GABAg controlan la liberacion de
neurotransmisores. Se ilustra el mecanismo de accion por el cual la activacion de los
receptores GABAg generan un potencial sindptico inhibitorio. Los receptores GABAg
estan localizados pre, post y extrasinapticamente. Los receptores con la isoforma
GABAGg1, Se encuentran situados en espinas dendriticas que estan localizadas de
manera opuesta a los sitios de liberacién de glutamato y los receptores con la
isoforma GABAgia se expresan a lo largo del tallo dendritico de células
piramidales de hipocampo (Modificado de Benarroch, 2012).

Ambos receptores presinapticos y postsindpticos generan un respuesta que
regula la expresiéon de potenciacion a largo plazo (LTP), una forma de
plasticidad sinaptica que esta implicada en procesos de memoria y aprendizaje.
GABAE&R influyen en este proceso mediante la reduccion de la excitabilidad de
la neurona postsinaptica, mediante la reducciéon del flujo de Ca?' de los

receptores NMDA por medio de PKA.

Hay diversos desoérdenes en el SNC en los cuales se cree que los receptores
GABAs participan, como la epilepsia, espasmos, esquizofrenia, ansiedad,
depresion, deficiencias cognitivas y adiccion. También estan implicados en la
supervivencia celular, migracion y la posicion de las neuronas. (Xiang et al.,
2002).
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El receptor GABAc forma parte de la familia de Cys- loop de los canales idnicos
activados por ligando. En esta familia también se incluyen el receptor nicotinico
de la acetilcolina, receptores de glicina y 5-HT3. Los receptores GABAc
también son canales idnicos pentaméricos que muestran una topologia similar

a los receptores GABAA, pero estos son homoméricos.

Los receptores ionotropicos GABAc se componen de subunidades p. Las p1,
que son altamente expresadas en la retina de vertebrados, estan
preferentemente localizadas en células bipolares, y las p 2, p3 se encuentran
en médula espinal y en la pituitaria al igual que en el SNC (Martyniuk et al.,
2007). Cada subunidad consiste en un largo extremo extracelular N-terminal,
cuatro dominios transmembranales (TM 1-4), un largo bucle citoplasmatico
entre TM3 y TM4 (donde se cree que existen sitios de accidn para las proteinas
kinasas necesarias para la guia subcelular y el agrupamiento a receptores) y
un corto extremo C-terminal extracelular. El extremo N-terminal contiene
importantes dominios para la union del ligando y el ensamblado de las
subunidades. La parte interior del poro del canal se forma por TM2 (Qian and
Ripps, 2009).

Los receptores GABAc muestran distintas propiedades eléctricas comparadas
con GABAa. Los GABAc tienen una alta sensibilidad por GABA, su
conductancia es pequefia y no se desensibilizan. Respecto a la participacion de
los receptores GABACc en el desarrollo no hay muchas evidencias al respecto,
ya que basicamente se han estudiado en la retina de animales en estadios
adultos. Sin embargo hay evidencias de un posible co-ensamblaje de la
subunidad p1 de los GABAc con la subunidad a de los receptores GABAA,
dando origen a un receptor heteromérico con capacidades farmacolégicas
diferentes (Milligan et al., 2004). En la figura 16 se muestra un esquema del
receptor GABAc (Popova 2014).
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Receptor GABAC

Picrotoxina

Figura 16. Estructura de los receptores
GABACc. Sitios de union para GABA
localizados en la parte extracelular de
la proteina. Picrotoxina bloquea el
receptor uniéndose en la parte interna
del poro. (Modificado de Popova
2014).

Los receptores a GABA muestran una variedad en sus propiedades
farmacolégicas, como se muestra en la tabla 1. El receptor GABAA consta de
varios polipétidos distintos y es el lugar de accién de varios farmacos
neuroactivos, como benzodiacepinas (ansioliticos), barbitlricos (sedantes),
picrotoxina y muscimol. Estas sustancias interfieren en el funcionamiento y
producen un aumento de la excitabilidad cerebral hasta el punto de producir
crisis convulsivas. Los receptores GABAc muestran un perfil farmacologico
especifico. Son insensibles a los moduladores de GABAA como los barbituricos,
las benzodiacepinas, asi como a los clasicos antagonistas de GABAA,( por
ejemplo, bicuculina,) y ademdas no son activados por el agonista para GABAs
baclofén (Mihic et al. 1997).
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FARMACOS GABAA GABAB GABAc
Agonistas GABA, GABA, Baclofén, | GABA, Muscimol,
Isoguavacina, AZD3355 TACA, CACA,
Muscimol, SK&F97541, TAMP, CAMP
THIP, TACA CGP27492
CGP47656, GHB
Antagonistas | Bicuculina Saclofén, CGP35348 | TPMPA, THIP, 14AA,
Gabazina CGP36742, SR95531,
PHP 501 CGP46381, CGP | SKF97541, 3-APS,
trifluoroacetato 51176, SCH50911, | ZAPA sultate,
CGP36216, CGP27492,
CGP52432, SK&f97541
CGP54626A, CGP36742
CGP55845A,
3-APPA
Faclofén
Moduladores | Barbituricos, CGP7930 Zn?* | La%*
Benzodiazepinas, | CGP13501
Esteroides GS39783, NVP-
BHF177, CMPPE,
COR628,
COR627,ADX71441,
ADX71943
Bloqueadores | Picrotoxina, Zn?*, Picotroxina, TBPS
del canal a CI- | TBPS

Tabla 1. Comparacion farmacoldgica de los receptores a GABA. 3-APPA:4cido 3- aminopropil
fosfinico; 3-3-amino-1-acido propanosulfonico; CACA: acido 4-cis-aminocrotonico; CAMP: (1)-
cis-2-acido aminometilciclopropanocarboxilico; CGP13501: 3,5-bis (1,1-dimetil)-4-hidroxi-a,a-
dimetilbenzenepropanal; CGP27492: 4cido 3- aminopropil fosfonico; CGP 36742 acido fosfinico
3-aminopropiln-butil; CGP7930: 3,5-bis (1,1-dimetiletil)-4-hidroxi-b,b-dimetil benzenepropanal;
GABA: 4cido y-aminobutirico; 14AA: &cido acético-4-imidazol; La3+: lantano; SKF97541:
acido 3- aminopropil(metil)fosfinico; SR95531: (3-carboxipropil)-3-amino-6 metoxifenil-
piridazinium bromuro; TACA: trans 4-acido amonocrotonico; TAMP: (f)-trans-2-acido
aminometilciclopropanocarboxilico; TBPS: t-butil-biciclo_fosforotionato; THIP: 4,5,6,7-
tetrahidroisoxazolo [ 5,4-c] piridin-3-ol; TPMPA: 1,2,56-4cido tetrahidropiridina-4-
metilfosfinico;ZAPA: Z-3-[(aminoiminometil)tio]propil-2-acido enoico); Zn2+:zinc. (Ayad et al.,
2013; Borman and Feigenspan, 1995; Castelli et al., 2012; Froestl, 2010; Kalinichev et al 2014;
Macdonald and Olsen, 1994; Malherbe et al., 2008; Perdona et al., 2011; Urwyler et al., 2001;
Urwyler et al.,2003: Guery et al., 2007)
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Accion de GABA en el neurodesarrollo

GABA es un neurotransmisor inhibitorio en el SNC en la etapa adulta, sin
embargo, en la etapa de desarrollo el rol de GABA es excitatorio. Se destaca
su importancia en que es el primer neurotransmisor en volverse funcional en el
desarrollo de redes neuronales y provee la fuerza excitatoria inicial. Durante el
desarrollo del cerebro los receptores acoplados a ligando son operables antes
de la formacién sinaptica, lo que sugiere que su funcidén no esta restringida a la
transmision sindptica. Los precursores celulares y las neuronas en proceso de
maduracion expresan receptores a GABA funcionales, los cuales pueden
actuar como sensores que detectan GABA extracelular, el cual es liberado por
neuronas migratorias, pioneras, conos en crecimiento y ocasionalmente por
glia. Por lo tanto GABA provee un gran ejemplo de las mdltiples formas y

acciones que una molécula puede ejercer en diferentes estados de desarrollo.

GABA, actuando mediante sus receptores ionotrépicos provee un efecto
excitatorio en el desarrollo. Por lo tanto, en neuronas en desarrollo, al activar
los receptores GABAa resultard en una despolarizacién. Canales de Ca?*
dependientes de voltaje, son activados cuando el potencial de membrana se
despolariza, lo que con lleva a un aumento en el calcio intracelular. EI Ca?*
intracelular es crucial para distintas vias de sefalizacién. EI que GABA
module el incremento de Ca?*, se puede observar en la mayoria de las
neuronas en desarrollo, en varias partes del cerebro, incluyendo hipocampo,
hipotalamo, corteza, estriado, bulbo olfatorio, medula espinal (Obrietan and Van
den Pol 1995).

GABA también actlua a traves de receptores GABAs, los cuales pueden mostrar
una gran expresion durante el desarrollo que en el cerebro adulto (Turgeon
and Albin 1994). No obstante hay estudios que sugieren que los receptores
GABAB&, al menos en la postsinapsis, poseen una leve accion relativamente, en
varias areas del cerebro en desarrollo. Mediante Hibridacion in situ y estudios
inmunohistoquimicos se ha definido un patron temprano de expresion de
GABAB: durante el desarrollo embrionario el ARNm, para GABAg:1 es altamente

expresado en E11 y E12. GABAB: posee dos isoformas, GABAB1a Y GABAB1b,
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siendo la dltima mas abundante en el cerebro adulto y GABAsi1a domina en
edades mas tempranas. Por lo tanto las dos subunidades del receptor GABAs
no estan coordinadas durante el desarrollo, a pesar de que un receptor GABAs
funcional requiere la heterodimerizacion de las dos subunidades (Martin et al.,
2004). Por otro lado, respecto a GABAs, se ha visto implicado en el desarrollo
de algunas vias neuronales. Por ejemplo, las subunidades GABAg1 y GABAB:
estan presentes en el neocortex de rata desde E14, sugiriendo que GABAsRS

son funcionales durante el desarrollo prenatal (Lopez-Bendito et al., 2002).

La contribucion de los receptores GABAs en el neurodesarrollo debe ser
inducido por GABA ambiental. GABA es liberado por los conos en crecimiento
(Taylor and Gordon-weeks, 1991: Gao and Van den Pol, 2000) o por una
actividad paracrina que no tiene que ver con la liberaciébn de vesiculas
(Demarque et al., 2002), lo que resulta en una fuente local y endégena de
GABA. Cuando las sinapsis GABAérgicas estan establecidas, GABA se debe
difundir para activar receptores GABAs extrasinapticos o perisinapticos. Las
respuestas mediadas por GABAs son inducidas cuando una poblacion de
interneuronas estan activadas sincronicamente, o son facilitadas cuando los
transportadores de GABA estan bloqueados, (Dutar and Nicoll, 1988;
Thompson and Gahwiler, 1992b; Isaacson and Nicoll, 1993; Scanziani, 2000)
es decir, el mecanismo de recaptura de GABA esta en un estado inmaduro.
Estos mecanismos promueven un excedente de GABA y la activacion de los

receptores GABAg en el desarrollo del cerebro.

Ha sido reportada la participacion de los receptores GABAs en modular la
migracion o movilidad de las neuronas inmaduras de la médula espinal,
hipotaldmicas y oligodendrocitos. Sin embargo la mayor contribucion se ha
evidenciado en estudios de la corteza en la zona ventricular, donde los dos
tipos de migraciones radial y tangencial son moduladas por los receptores
GABAE& (Behar et al., 2001; Lépez-Bendito et al., 2003; Bony et al., 2013). Por
otra parte la activacion de los receptores GABAs podria servir como sefal de
crecimiento y de guia al participar en la construccion de redes neuronales e

incluso regulando la sinaptogénesis (Chattopadhyaya et al., 2007).



Pagina |32

Se ha observado que la activacion de los receptores GABAgs postsinapticos
decrementa el influjo de Ca?* mediado por GABAa. El receptor GABAA puede
alterar el crecimiento de conos y la extensién de neuritas debido al incremento
de Ca?* intracelular, por lo tanto GABAg puede jugar un rol en la formacién de

las conexiones sinapticas (Obrietan and Van den Pol, 1998).

La despolarizacion de neuronas inmaduras durante el periodo de su desarrollo
morfolégico y la sinaptogénesis, representa un mecanismo de sefalizacion
fundamental para la regulacion del desarrollo neuronal y el ensamblaje de
circuitos (Akerman and Cline 2007), por lo que tiene una gran participacion en
eventos como la proliferacion, migracion neuronal y formacién de sinapsis
(Represa, 2005).

Lo que ocasiona que GABA, siendo el principal neurotransmisor inhibidor en el
SNC se comporte como excitador en etapas en desarrollo del SNC, lo que esta
fundamentado en la gran permeabilidad a CI- que posee la membrana en
etapas de desarrollo. La importancia de las variaciones de las concentraciones
extracelulares e intracelulares de Cl- permite el equilibrio para mantener
procesos celulares como la regulacién del volumen celular, cambios en el pH
tanto en compartimientos externos e internos y sus efectos sobre excitabilidad
celular. A partir de 1980 se dedujo que la concentracién intracelular del cloro
difiere entre tipos celulares, y que esto depende de la actividad de los
transportadores de Cl- (Eckhard et al., 2011). Respecto a la gran variedad de
transportadores de CI, la mayoria de los CCC (cotransportadores de cationes-
cloro) se expresan en neuronas o en células gliales, con excepcion de NKCC2
y NCC gue son especificos para rifidn. En neurociencia, los cotransportadores
de mayor interés son NKCC1l, KCC2 y KCC3. NKCC1l estd altamente
expresado en neuronas del cerebro en desarrollo, KCC2 tiene una mayor
expresion en células maduras y es una isoforma especifica en neuronas
(Payne et al., 1996) y KCC3 se expresa en SNC y en otros tejidos (Mount et
al., 1999).

Los cambios de concentracion se deben por la expresion de dos

cotransportadores. La expresion del cotransportador 1 (NKCC1), que se
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encarga de incrementar la concentracion interna de cloro, es predominante en
neuronas inmaduras (figura 17). El cotransportador KCC2, por el contrario,
mantiene bajos los niveles de ClI, por lo tanto su expresion es mayor en

neuronas maduras (Li et al, 2008).

a Alto [CI]; (Inmadura) b Bajo [CI"]; (Madura)

Despolarizacion Hiperpolarizacion

KCC2

Nat/K+
GABAA N KCC]. GABAA Na+/K+
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Figura 17. Se muestra el mecanismo de despolarizacion e hiperpolarizacién de GABA segln
su estado. En a), las altas concentraciones de Cl- en neuronas inmaduras provocadas por una
alta expresion en NKCC1, provocara despolarizacion que con lleva a la apertura de VDCC.
En b) sucede lo contrario, una hiperpolarizacion provocada por la baja concentracion de Cl-
en consecuencia de la alta expresién de KCC2 (Tomado de Ben Ari . 2002).

NKCC1 y KCC2 usualmente coexisten en la misma neurona, y cuando ambos
transportadores estan simultaneamente activos [Cl]i puede variar entre 65mM
y 3.8 mM dependiendo de que cotrasnportador domine. Cuando Ec> Vm, la
activacion de los receptores a GABA (en su mayoria acoplados a canales de
CI), con lleva a un fuerte eflujo de CI-y por lo tanto a una despolarizacion, que
ocasionaria que el potencial de equilibrio para el cloro se volviera mas negativo
gue el umbral de disparo y desencadenar un potencial de accion mediado por
Na*, activar canales de Ca?* dependientes de voltaje y actuar en sinergismo
con los receptores a NMDA removiendo su bloqueo dependiente de Mg?*
(Eccles, 1964; Marty and Llano, 2005).
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Se confirmé la presencia del cotransportador NKCC1 en la parte basolateral de
las membranas de las células oscuras del sistema vestibular y en las células
marginales de la stria vascularis en la céclea. Su funcién especifica en esta
localizacion es la recirculacion de iones K* a la endolinfa. Asi mismo la
expresion de Na*,K*-ATPasa en las células marginales y en las células oscuras
vestibulares provee un mecanismo para mantener los altos niveles
intracelulares de K* por difusion hacia la endolinfa por medio de canales de K*
localizados en la parte apical de las células. Por lo tanto, al estar ausente
NKCC1 con lleva a una impropia composicion ionica en la endolinfa, un colapso
en el potencial endococlear y fallos en el influjo de K* a la células ciliadas.
(Crouch et al. 1997).

Respecto a la farmacologia de los cotransportadores, la bumetanida tiene
mayor afinidad por NKCC1, y su efecto es la inhibicion del cotransportador. La
furosemida llega a inhibir a NKCC1 y a KCC2, pero también tiene efectos de
inhibicién sobre los receptores NMDA y GABAAa (Russel 2000).
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Antecedentes de la presencia de GABA en el sistema vestibular.

Autor Afo Estudio Preparacion
Flock y Lam 1974  Inhibicion de respuestas espontaneas y Laberinto de la
evocadas por picrotoxina mantarraya
Feliz y 1982  Accion excitatoria de GABA y su Macula sacular del
Ehrenberg bloqueo por bicuculina y picrotoxina  gato
Meza y cols 1982  Demostro la sintesis de GABA Cresta  vestibular
del pollo
Bartheld y 1989  Inmunorreactividad transitoria de Organos
Rubel GABA  durante el desarrollo vestibulares
embrionario del pollo
Usami y cols 1989  Localizacion inmnocitoquimica de Ganglio de Scarpa,
GABA-T células ciliadas y
aferentes en caliz
en el pollo y en
cobayo
Didier y cols 1990  Inmunorreactividad para GABA en Vestibulo de
cresta ampular, utriculo, saculo y cobayo
terminal nerviosa en céliz
Lapeyreycols 1993  Modulacion por GABA de Células ciliadas
conductancias iénicas. Efectos tipo | del canal
mimetizados por baclofén semicircular del
cobayo
Kitaharay cols 1994  Presencia de las subunidades y1 yy2 Vestibulo de rata
Foster y cols. 1995  Identifican por estudios Células ciliadas
inmunohistoquimicos las subunidades tipo |y aferentes en
B2 yB3 del receptor GABAA forma de céliz en el
hamster y en raton
Meza G. 1997  Estudios inmunoblot confirman la Homogenados de
presencia de dos isoformas de GAD, 0rganos
54y 67 kDa vestibulares de rata
Rezaee y cols 1997  Identifican las subunidades a, B, y, de  Organos
los GABAAR por biologia molecular  vestibulares del
cobayo
Holsteiny cols 2004  Accion inhibidora del antagonista Cresta ampular del
CGP55845 para receptores GABAB pez sapo
Holsteiny cols 2004  Localizacion inmunocitoquimica de Cresta ampular del
GABA en células ciliadas pez sapo
Cortes y cols 2013  Efecto excitador de GABA sobre las Vestibulo del pollo
aferentes vestibulares embrionario y

postnatal
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Antecedentes del efecto excitador de GABA en el sistema
vestibular del pollo durante el desarrollo embrionario

Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que GABA es capaz de
provocar un aumento en la frecuencia de descarga basal aferente vestibular
durante el desarrollo embrionario, que es dependiente e inversamente
proporcional a la edad del pollo (figura 18). Por lo cual el mayor efecto se
observé en edades tempranas del desarrollo, es decir, E15y E17. El efecto va
disminuyendo conforme el embridon se acerca a la eclosion y posnatal
temprano. Los resultados indicaron que el posible efecto excitador en la
descarga basal aferente vestibular provocado por la aplicaciéon de GABA se
debe a cambios en el gradiente de concentracién de ClI- durante el desarrollo.
Se demostro por primera vez que la respuesta provocada por GABA disminuye
conforme se avanza en el desarrollo embrionario y postnatal temprano. Se
sugiere que GABA tiene una accidén presinaptica como neuromodulador,
facilitando la actividad espontédnea y la liberacién de glutamato en la sinapsis

aferente vestibular.
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Figura. 18.- Curva dosis- efecto-edad de GABA en pollos de edad embrionaria y posnatal
temprano (n=133). Cada barra representa al menos 5 experimentos. Se observa que el
incremento en la frecuencia de descarga basal de la aferente vestibular es dependiente de la
concentracion en la cual GABA es administrado por microperfusion y de la edad del pollo.
La linea punteada indica el 100% de la descarga basal. El asterisco indica diferencia
significativa (*P<0.05) (Trabajo realizado por Cortes C, 2006, 2013)
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Justificacion

Hay evidencia del posible rol excitatorio de GABA en la transmision sinaptica
del sistema vestibular. Este posible mecanismo de accion se puede deber a
cambios en el gradiente de concentracién de Cl. La accion de GABA a nivel
presinaptico, es decir, en las células ciliadas, tiene un rol importante en la
regulacion de liberacién de glutamato. Esto indica que GABA podria actuar
como un facilitador de la descarga basal de las aferentes vestibulares durante

el desarrollo embrionario del pollo.

Sin embargo, no se puede descartar la posible participacion de GABAs en la
periferia vestibular. En el laboratorio de neurobiologia del Instituto de Fisiologia
de la BUAP, se tienen antecedentes que muestran la presencia del receptor
GABAs en el desarrollo embrionario (E17) del sistema vestibular del pollo. Se
determiné el ARNm correspondiente para la subunidad GABAg1, por medio de
la técnica de RT-PCR en la periferia vestibular del pollo, no obstante no se ha
evaluado su participacion funcional, por lo que parece que esto nos ayudaria a
conocer el papel que juega GABA en el sistema vestibular durante el desarrollo
embrionario. Adicionalmente, tenemos resultados previos en los que a pesar de
haberse bloqueado receptores a glutamato postsindpticos y de haber
blogueado la concentracién de CI-, permanece un remanente a la aplicacion de
GABA, por lo que es factible pensar una posible participacién de los receptores
GABAs
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Hipotesis:

GABA modula la actividad eléctrica espontanea de las aferentes
vestibulares durante el desarrollo embrionario del pollo a través de

receptores metabotropicos

Objetivo general:

Dilucidar el papel de los receptores GABA& en la descarga basal de las

aferentes vestibulares durante el desarrollo embrionario del pollo.

Objetivos particulares

1. Estudiar la accion de baclofén, agonista del receptor GABAs, sobre la

descarga basal de las aferentes vestibulares durante el desarrollo
embrionario (E15, E17, E19, E21).

Estudiar la accion de saclofén sobre la respuesta de las aferentes
vestibulares a la aplicacion de baclofén en las edades E17, E19, E21 y
en concentraciones relevantes que dependeran de los datos obtenidos

de la curva edad dosis respuesta

Estudiar la accion de antagonistas glutamatérgicos para receptores
NMDA (MK 801) y receptores No-NMDA (CNQX, MCPG) sobre la
respuesta de las aferentes vestibulares a la aplicacion de baclofén en la
edad E21.

Corroborar los resultados farmacolégicos usando la técnica RT-PCR
para la determinacion del ARNm para las subunidades GABAs: Yy
GABAB2 de receptores GABAs tanto en crestas como en ganglio
vestibular en embriones E15, E17, E19, E21.
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Materiales y Métodos

Modelo experimental

Se utilizaron embriones de pollo (Gallus domesticus) de 15, 17, 19 y 21 dias
de desarrollo embrionario, los cuales fueron obtenidos de la avicola ALPES
(Tehuacan, Puebla). Los embriones se mantuvieron bajo control de
temperatura entre 36.5° y 37.5° y humedad relativa de 60% en una incubadora

BG-E33 (Instrumentos de laboratorio, México).

Solucion Ringer para ave

Se empled una solucién Ringer para ave con la siguiente composicién (en mM):
NaCl 124; KCI 5; NaH2PO4 2.2; MgSO4 2; NaHCO3 26; CaCl 2; Glucosa 10; con
un pH entre 7.3 y 7.4. La solucion se saturd con una mezcla de gas carb6geno
(O2 al 95% y CO:2 al 5%) durante 5 minutos.

Diseccion

Para obtener la preparacién, el embrién fue anestesiado por disminucion de
temperatura corporal (-12°C) durante 15 minutos. Una vez extraido del huevo,
se retiraron las membranas amnioéticas y coridnica; posteriormente se procedio
a decapitar al animal. Una vez decapitado se realizé una incisidon para retirar
el maxilar inferior, se retiraron la piel y por Gltimo se extrajo la masa encefalica

para disminuir la presion intracraneal.

La preparacion fue colocada en una camara de diseccion con solucion Ringer y
bajo un continuo burbujeo de gas carbdgeno. La diseccion fue realizada bajo

un microscopio estereoscopico con el fin de tener una mejor visualizacién del
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procedimiento. Se retir6 tejido, hueso y cartilago hasta llegar a las estructuras
del oido interno. Una vez identificado el hueso que cubre el ampula posterior,
se procedié a descubrirla junta con su rama nerviosa, para después cortarlo a
nivel del tallo cerebral. A continuacién se separé la capsula otica del resto del
craneo y se coloco en una camara de registro donde se detall6 la diseccidon
mientras estuvo sometida a un continuo flujo de solucién Ringer a una
temperatura de 37°C mediante un controlador de temperatura
(CIDES/technologies) y gas carbogeno. Todo el procedimiento desde la
decapitacion hasta la colocacion de la capsula 6tica en la camara de registro se

llevé a cabo en un tiempo méaximo de 15 minutos.

Registro extracelular multiunitario

Para el registro de la actividad eléctrica de las aferentes del nervio del ampula
posterior se empledé un electrodo de succion, controlado por medio de un
micromanipulador para ubicarlo sobre el nervio y ejercer presién negativa para
succionarlo. El electrodo fue conectado a un amplificador AC (P-511, Grass),
a un osciloscopio (Tektronix) y a un discriminador de ventana (WPI). Las
respuestas de las fibras aferentes del nervio ante distintas drogas y su
actividad basal fueron capturadas en linea mediante el programa Infing (Soto y

Vega, 1987) y almacenadas en una computadora para su posterior analisis.

Ensayo de expresion génica

El ensayo de expresion génica se llevd a cabo mediante la cuantificacion

relativa de los transcritos expresados mediante analisis de RT-PCR.
Extraccion de ARN

Se realizdé la extraccibn de ARN total de muestras de crestas y ganglios

vestibulares de embriones de pollo de E15, E17, E19 y E21, empleando el kit
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comercial ZR RNA MiniPrep de la empresa Zymo Research. Una vez concluida
la extraccion, se evalué la concentracion y calidad del ARN obtenido por
espectrofotometria. Los parametros a considerar fueron para la calidad del

ARN, un cociente 260/280 mayor a 1.6 y la concentracion mayor a 100ug/ml.

a) Reaccion en Cadena de la Polimerasa con transcripcion inversa (por sus

siglas en inglés, RT-PCR)

Para la sintesis de la primera cadena de ADN (ADNc) se empled el kit
comercial “High Capacity cONA Reverse Transcription (Applied Biosystems)”,
siguiendo las indicaciones del fabricante, se elabor6 un mix “master” para tubos

de reaccion con un volumen final de 20 pL

Reactivo puL
Buffer RT 2

dNTP’s 0.8

Iniciadores aleatorios 2
Transcriptasa reversa (Mul) 1

Volumen 5.8

El volumen restante (14.2 uL) fue completado con el ARN de la muestra mas

agua, calculando una concentracién de 2ug por tubo de reaccion.

Los tubos de reaccibn se colocaron en un termociclador “Mastercycler
gradiente (Eppendorf)”, para someterlos al siguiente protocolo: 10 minutos a
25°C, 2 horas a 37°C, 10 minutos a 87°C, finalmente la temperatura de los

tubos se redujo a 4°C, para ser almacenados en congelacién hasta su empleo.

El ADNc obtenido se amplific6 mediante PCR en modalidad semi-cuantitativa,
con la finalidad de evaluar los niveles de expresion de ARN mensajero (ARNm)

gue codifican para diferentes subunidades del receptor GABAs.

Empleando el kit comercial “Dream Taq PCR Master Mix 2x (Thermo

Scientific)”, se prepararon tubos de reaccion con un volumen final de 20 pL.
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REACTIVO uL

Dream Tag PCR Master 10
Mix 2x (Thermo Scientific)

Oligonucleétido Forward 1

Oligonucleétido Reverse 1

Agua 6

ADNCc 2

Volume final 20

El protocolo de PCR const6 de tres fases: a) desnaturalizacion del ADNc, en
esta etapa las muestras se calentaron hasta una temperatura de 94°C durante
30 segundos; b) alineacion, la temperatura descendié durante 30 segundos
hasta la temperatura promedio de alineamiento requerida por cada par de
oligonucledtidos; y c) extension, la temperatura alcanzé los 72°C por un minuto
para permitir que la enzima Taq polimerasa se uniera a cada iniciador y asi,

sintetizar una nueva cadena de ADNCc.

Este ciclo se repitid 40 veces con el objetivo de obtener millones de copias del

fragmento de interés.

Los oligonucledtidos fueron disefiados mediante el software proporcionado por

la empresa IDT-DNA Technology.

Oligo Name Secuencia (5°-3") Tm
GABAB: Fwd ATCGTCTGCTGGATGGTTATG 64
Rev CTCAGGGTGGTCATTGTTAGG
GABA-B2 Fwd CAACAAGGAGGCTGGGAAATA 64
Rev CTCGCTCTGAAACCTCTCTAAAC
ACTINA Fwd CGTGCTGTGTTCCCATCTATC 554

Gallus Rev CACCAGAGTCCATCACAATACC
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b) Electroforesis

Terminado el protocolo de RT-PCR, se procedid con la separacion

electroforética de los productos obtenidos, mediante un gel de agarosa al 1.2%.

La preparacion del gel de agarosa se describe a continuacion: 0.6 gr de
agarosa disueltos en 50 ml de buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE), la solucion se
calentdé durante 1 minuto y medio, 4 uL de bromuro de etidio (BrEt) fueron
afiadidos y se gelificé por 40 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se
colocaron en el gel empleando 8uL de muestra diluidos en 15uL de buffer de

carga “6x DNA Loading (Thermo Scientific)

y como marcador de peso
molecular se emple6 el patréon de ADN comercial “GeneRuler 100 bp DNA
Ladder”.

La separacion electroforética se realizé en buffer TAE a 65 V durante 90
minutos, finalmente, la adquisicién de imagenes se realizé en un documentador
de geles “ChemiDoc (Bio-Rad)”. Para la densitometria de los geles se utilizo el

software Image J y Sigma Plot.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante una prueba ANOVA de dos vias.
Se tomaron en cuenta la edad y la concentracion del farmaco aplicado como
factores independientes. Se us6 una diferencia significativa de p<.05. Por

altimo se realizé una prueba t-Student.
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Resultados

Se registro la actividad eléctrica espontanea de las aferentes vestibulares de
203 preparaciones de pollo de la especie Gallus domesticus correspondientes
a E15, E17, E19 y E21. Se estudio la accién del agonista baclofén (GABAB)
(n=105), el antagonista para el receptor GABAs, saclofén (n=83) y también
estudiamos la accion de los antagonistas a receptores a glutamato tipo NMDA
(MK-801) y no-NMDA (MCPG, CNQX) sobre el efecto de baclofén (n=15).
Todos estos experimentos se llevaron a cabo con 100 embriones de pollo.
Para los ensayos de RT-PCR de las subunidades GABAs1 y GABAs2 del
receptor GABAs, se emplearon un total de 90 crestas vestibulares, y 30
ganglios vestibulares para cada edad (15 embriones), E15, E17, E19y E21, o
que significa que se usaron 60 embriones en total para esta seccion
experimental y se realizé en el laboratorio de endocrinologia bajo el cargo del
Dr. Eduardo Monjaraz Guzman.

Efecto de Baclofén sobre la descarga basal de las aferentes

vestibulares:

Se estudidé el efecto de baclofén, un agonista del receptor GABAs, por
microperfusion  en un rango de concentraciones de 10°M a 103M, en las
edades E15, E17, E19y E21 (n=105). La curva dosis-efecto-edad se muestra
en la Figura 19. Se observa un incremento en la frecuencia de descarga de las

aferentes vestibulares que es dependiente de la edad y de la concentracién.

La mayor respuesta se observa en E21 en la concentracion de 103M (774 +
54%). El efecto tras la aplicacion de baclofén fue reversible por lo menos
después de 20 minutos. Se observa que en E15 la accion del agonista
baclofén sobre la descarga basal de las aferentes vestibulares muestra un
efecto minimo en el rango de concentraciones antes mencionados (10°5M:
127 + 8%;10°M: 136 + 14%; 10“M: 126 +12%; 10°3M: 157 +18%) , Las
concentraciones con mayor efecto sobre la actividad eléctrica espontanea de
las aferentes vestibulares fueron 10*M y 103M, a partir de E17 de 315 +14%
y 558 + 48% , E19: 374+17%, 667 +42% y E21 458+25% 774 +54%

respectivamente.
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En la figura 19 se muestran una graficas versus tiempo que muestran registros
tipicos extracelulares multiunitarios en diferentes edades. Puede observarse el
diferente efecto que ocurre al aplicar baclofén en la concentracion 103M en

diferentes edades.

Se observa que en la concentracién 10°°M no hay diferencia significativa en
ninguna edad. Sin embargo en la concentracion 10“M se observa diferencia
significativa en todas las edades (p < 0.001). Mientras que en la concentracion
10°3M solo se muestra diferencia significativa entre E17 y E19 y todas las

edades respecto a E15.
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Figura 19.- Se muestra la curva dosis-efecto-edad de Baclofén (n=105). Cada barra
corresponde a la media de £ SEM de por lo menos 5 experimentos. EI aumento en la
frecuencia de descarga basal aferente vestibular es dependiente de la concentracion y edad.
La linea punteada indica el 100 % de la descarga basal de las aferentes vestibulares.
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Figura 20.- Se ilustran registros extracelulares multiunitarios en embriones de
diferentes edades. La duracién de cada registro es de 10 min, tomando los primeros dos
como control. La descarga basal aferente vestibular se mide por impulsos/segundo. La
flecha indica el momento de la microperfusion de 20ul de baclofén 10°M. A) Se
observa la respuesta para un embrién de 21 dias, B) respuesta de un embrion de 19 dias,
C) respuesta de un embrion de 17 dias. Se puede observar que la respuesta es
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Efecto de saclofén sobre la accion de baclofén en la descarga basal de las

aferentes vestibulares

La curva dosis-efecto-edad mostrada en el resultado anterior muestra un
efecto significativo en las concentraciones 10“M y 10°M a partir de E17.
Debido a ello se propuso estudiar el efecto de saclofén sobre la accion de

baclofén

En el objetivo anterior se observa que baclofén tiene una accion excitadora a
partir de E17, su efecto es mayor en las concentraciones 10*M y 10-3M, por lo
gue se estudio el efecto de saclofén, un antagonista del receptor GABAs sobre
la respuesta de las aferentes vestibulares a baclofén en este rango de edades
(E17, E19, E21), empleando ambas concentraciones de baclofén. La
administracion de saclofén, (10°°M y 10-°M) fue por perfusion en el bafio. Como
puede observarse en la figura 21, saclofén 10°M decrementé la respuesta de
las aferentes vestibulares a baclofén 10“*M (n=47). En E17 se observa una
respuesta de 315+14% vs 224+ 44%; en E19 la respuesta fue 374+17% vs
189+ 56% y en E21 fue de 458+ 25% vs 347+ 65%. Estadisticamente hubo
diferencia significativa (p<0.001) solo en E17 y E19.

1000 - mmmm Baclofén 107M
@ Baclofén 10™M / Saclofén 10°M

500 -

% Descarga Control

Edad
Figura 21.- Gréafica de barras que muestra el efecto de saclofén (10°M) sobre la accion de
baclofén 10“M, en la actividad eléctrica basal de las aferentes vestibulares. Observandose una
diferencia significativa (p < 0.001) en E17 y E19. Cada barra corresponde a la media de + SEM
de por lo menos 5 experimentos La linea punteada sefiala el 100% de la descarga basal.
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En la concentracién 103M de baclofén se obtiene un incremento en la
frecuencia de descarga basal de las aferentes vestibulares. Sin embargo en
presencia de saclofén 10-5M se observa un decremento en el efecto excitador
de baclofén (n=36). La respuesta observada fue en E17: 558 + 48% vs
485+93%; E19: 667 + 42% vs 367+ 67% E21:774 + 54%vs 372+ 95%, como lo
muestra la siguiente grafica. Se observa una diferencia significativa (p <0.001)
en todas las edades respecto al control de Baclofén 10*M (figura 22).

mmmm Baclofén 10°>M

— . .
Baclofén 10*M + Saclofén 10°M

1000 -

500 -

% Descarga Basal

E17 E19 E21
EDAD

Figura 22.-Gréfica de barras que muestra el efecto de saclofén (10-°M) sobre la accion de
Baclofén 10M en la descarga basal aferente; encontrandose una diferencia significativa (p
< 0.001) en las edades E17 y E21. Cada barra corresponde a la media + SEM de por lo
menos 5 experimentos La linea punteada sefiala el 100% de la descarga basal.
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Estudiamos también el efecto de saclofén sobre la descarga basal aferente
vestibular y encontramos un decremento en dicha actividad con ambas
concentraciones 10°M y 10°M, en E17, E19 y E21 (n=34). Se observé una
disminucién sobre la frecuencia de disparo de las aferentes vestibulares de
43% (10°M) y 29% (10°M) en E19 y de 40.6% (10°M) y 26% (10°M) en E21.
En E17 no se observé un cambio significativo sobre la descarga basal aferente
vestibular (10°M: 5% 10-°M: 10%) (Figura 23).

Efecto de Sacflofén sobre la actividad eléctrica espontanea
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Figura 23.- Efecto del antagonista saclofén [10-°]M y [10-6]M sobre la descarga
basal aferente vestibular en E17, E19 y E21. Cada barra corresponde a la media +
SEM de al menos 4 experimentos. La linea punteada sefiala el 100% de la descarga

basal.
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Efecto de antagonistas glutamatérgicos de receptores NMDA (MK-801) y no-
NMDA (CNQX, MCPG) sobre la accién de baclofén

De acorde al objetivo uno, es decir, la elaboracion de una curva dosis- efecto-
edad para probar el efecto de baclofén en un rango de concentraciones y en
edades, se observo un efecto dependiente de la edad y de la concentracion,
mostrando un mayor incremento en E21. Por esta razon se utiliz6 esta edad
para estudiar la interaccion entre los receptores GABAs y los receptores a
glutamato, principal neurotransmisor en la sinapsis aferente vestibular.
Decidimos utilizar los antagonistas glutamatérgicos: MK 801, un antagonista
selectivo y no competitivo para el receptor NMDA; CNQX, un antagonista para
los receptores AMPA particularmente y Kainato y MCPG, un antagonista para
los receptores Metabotropicos de los Grupos | y Il, para estudiar la accién
conjunta de éstos sobre la respuesta a Baclofén. Los antagonistas se probaron
a una concentracion 10°M por perfusién en el bafio, mientras que Baclofén 10-
4M se aplicd por microperfusién. La respuesta observada fue una disminucién
significativa (p<0.001) en el efecto excitador de baclofén de 458 + 25% vs 190
+ 33% (n= 15), como lo muestra la siguiente grafica (figura 24). En la figura 24
se observa el efecto de los antagonistas para receptores tipo NMDA y no-
NMDA, encontrandose una disminucion del 62% sobre la descarga basal
aferente vestibular. Se ilustra un experimento tipico bajo estas condiciones en

la figura 25.

Figura 24.-
goo ,  E21 J
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hicieron en E21.

mmmm Baclofén [10“M
= Baclofén [10-4]M / MK 801, MCPG, CNQX [10™°]M
mmm Descarga Basal (MK-801, MCPG, CNQX [10”°]M)

Gréafica de
barras que muestra un
* decremento en la respuesta
de las aferentes vestibulares

presencia de antagonistas
glutamatérgicos (barra

muestra en la barra azul. La
linea punteada indica el
100% de la descarga basal.
Todos los experimentos se



Pagina |51

—— Baclofen 10* M
— - Baclofen 10* M + MK-801, CNQX, MCPG 10° M
| — — Baclofen 10™ M (lavado)

Figura 26.- Se ilustran tres registros extracelulares multiunitarios en un embrién de 21 dias en
diferentes condiciones experimentales. Noétese una disminucién significativa del efecto de
Baclofén 10“M en la presencia de antagonistas para receptores glutamatérgicos tipo NMDA y
no-NMDA sobre la descarga basal. La flecha indica el momento de la microperfusion de
Baclofén y la linea horizontal punteada se refiere al tiempo de perfusion de los antagonistas en
el bafo.
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Expresion de ARNm que codifica para las subunidades GABAg1 y GABA&:2 del

receptor metabotropico a GABA.

Para complementar los resultados electrofisioldgicos obtenidos, se realizaron
ensayos de expresion génica con el fin de evaluar el nivel de expresion del
ARNmM que codifica para las subunidades GABAs1 y GABAs:2 del receptor
GABAEs presentes en cresta y ganglio de embrién de pollo para distintas
edades. Definimos el curso temporal de expresion de las dos subunidades del
receptor a GABAs para las edades: E15, E17, E19 y E21. Es importante
mencionar que este seria el primer reporte al respecto. Ya que trabajos
anteriores muestran la presencia del receptor a GABA en edades adultas y por

otras técnicas experimentales.

A nivel de cresta vestibular, el ARNm para las dos subunidades esta presente.
Cuando realizamos el analisis densitométrico no observamos diferencias
significativas en cuanto su nivel de expresion para las diferentes edades
evaluadas. El ganglio por su parte, también expresa el ARNm para la
subunidad GABAs: (E17 1.35 + .184, E19 1.81 + .216, E21 1.39 + .203) y
GABAs2 (E17 1.03 £ 0.09, E19 1.12 + 0.08, E21 1.24 £+ 0.09), sin embargo y a
diferencia de lo observado en cresta vestibular, aqui si se observa un cambio
gradual en su nivel de expresion en funcion de la edad del embrién de pollo. Se
aprecia una mayor intensidad en el nivel de expresion del ARNm que codifica
para la subunidad GABAs2 (E17 1.14 + 0.14, E19 0.93 £ 0.10, E21 1.03 £
0.10) con respecto a GABAs1,( E17 0.82 + .10, E19 1.04+ .06, E21 0.88 + .05)
y que ésta diferencia se acentia conforme el embrion se acerca a las edades
cercanas a la eclosion. Se observa que E21 tiene un nivel de expresion de
20% y 10% mayor a la de E17 y E19 respectivamente (Figura 24 y 25).
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Figura (24).- A) De manera cualitativa se observa la expresion del ARNm que codifica para la
subunidad GABAg; en cresta y ganglio vestibular en E15, E17, E19y E21. B) de igual forma se
observa la expresion del ARNm que codifica para la subunidad GABAGg: en cresta y ganglio
vestibular en las mismas edades. En todos los experimentos de RT-PCR se us6 la expresion de B-
actina  como control. Nétese que los ensayos de RT-PCR no parecen indicar una expresion
diferencial entre las edades, por el contrario se aprecia una expresion constante.
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Figura 25.- A) Las grafica muestra los niveles de expresion del ARNm que codifica para
las subunidad GABAg> en la cresta y ganglio vestibular. Presentando una tendencia al
aumento de la expresion de ARNm para la subunidad GABAGg: en ganglio conforme la
edad. No se observa diferencia significativa entre las edades. B) En el caso para el ARNm
gue codifica para la subunidad GABAGg> se expresa con mayor intensidad en Ganglio que
en cresta, aunque tampoco se presenta diferencia significativa para la expresion del ARNm
para esta subunidad entre las edades estudiadas. En todas las gréficas se normalizo
respecto a E15, n=3 para cada gréfica.
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Discusion

En estudios previos en nuestro laboratorio encontramos que la respuesta a
GABA mediadas por receptores GABAa estan presentes con mayor magnitud
en edades embrionarias tempranas como E15 y E17 (Cortes et al., 2013). Por
otro lado, al estudiar las respuestas a baclofén mediadas por los receptores
metabotropicos GABAg, observamos que son de mayor magnitud conforme el
sistema va madurando, por lo tanto podemos suponer que se inicia una
expresion funcional del receptor metabotrépico a GABA, la cual adquiere mayor

fuerza en edades cercanas a la eclosion.

El Gnico antecedente que se tiene de la participacion de los receptores GABAs
en el vestibulo es el trabajo realizado por Lapeyre y colaboradores (1993)
donde describieron los efectos de GABA en las propiedades electrofisiologicas
de células vestibulares tipo | aisladas de crestas ampulares de cobayo. Ellos
observaron que GABA induce una disminucion en las corrientes de salida
provocadas por la despolarizacion de la membrana, estas corrientes son
conocidas como corrientes de K* dependientes de Ca?'. Este efecto fue
imitado por baclofén y no fue afectado por picrotoxina, una antagonista para
GABAA. Lo que indicaria que la participacion de los receptores GABAs en la
sinapsis aferente vestibular tendria una actividad neuromoduladora. Esta
actividad neuromoduladora la propone de igual forma Foster y colaboradores
(1995) en su estudio al tratar de interpretar el rol de GABA en érganos
vestibulares. Donde propone que el receptor GABAs funcionaria como un
autorreceptor con actividad neuromoduladora localizado en las células ciliadas.
Sin embargo, no se descarta su participaciéon en la postsinapsis e incluso
como receptores extrasinapticos activados por GABA liberados desde
terminales eferentes, y de esta forma modular la actividad de respuesta de las
terminales aferentes vestibulares. Esta posible participacion de los receptores
extrasinapticos en modular la actividad aferente vestibular a través de su
participacion en la neurotransmision eferente se ha observado en el sistema
auditivo, en céclea. Basados en el entendimiento del circuito neuronal coclear,

receptores GABAs en la sinapsis entre terminales aferentes y células ciliadas
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internas pueden responder postsinapticamente a GABA liberado por las

terminales eferentes OC (Maison et al., 2008).

GABA actda clasicamente como un neurotransmisor inhibidor en la
comunicacién sinaptica y puede tener una funcion importante en el desarrollo,
siendo capaz de modular los pasos claves en la formacion de redes neuronales
como la migracion, sobrevivencia celular, formacion y maduracion sinaptica
(Owens and Kriegstein, 2002; Ben Ari et al., 2007; Sernagor et al., 2010). Hasta
al momento se ha dado un mayor papel al receptor ionotrépico de GABA en
aspectos troficos, esto debido a que en el desarrollo el receptor GABAA
acoplado a un canal de cloro, al ser activado induce una despolarizacion en la
membrana que aumenta la concentracion de Ca?* intracelular (Owens and
Kriegstein 2002). Como se ha mencionado anteriormente, este cambio en la
respuesta del receptor GABAAa resulta por el aumento de Cl- intracelular
durante el desarrollo provocado por una alta expresion del co-transportador
NKCCL1. Conforme se avanza en las etapas de desarrollo, hay un cambio en la
expresion de este co-transportador NKCC1, y aumenta la expresion del co-
transportador KCC2, el cual extrae el cloro de las células (Rivera et al., 1999).
No obstante, hay evidencia que la activacidbn del receptor metabotropico
GABAs promueven la migracion celular, diferenciacion, y la sinaptogénesis, por
ello es importante cuestionar el papel de GABAs durante la ontogenia en el

sistema vestibular.

Durante la maduracion del sistema nervioso, se han consolidado distintos
mecanismos en los cuales hay una participacion secuencial de distintos
receptores. Uno de estos sinergismos es el sugerido por Ben Ari en 1997; en
el cual explica que el receptor NMDA es el primero en ser funcional en la
transmision glutamatérgica. Sin embargo estos receptores presentan un
bloqueo por Mg?*, que en estados maduros es desactivado por las
despolarizaciones producidas por los receptores AMPA. No obstante el
sistema GABAérgico antecede al glutamatérgico, y con ello GABA, el principal
neurotransmisor inhibidor en el SNC maduro actia como un excitador en el
desarrollo a través de su receptor ionotropico GABAa debido a un mecanismo
dependiente de la concentracién intracelular de CI- ya antes mencionado. La

activacion del receptor GABAA facilita el desbloqueo por Mg?* del receptor
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NMDA, llevando a cabo el rol del receptor AMPA en estados maduros. De
esta forma donde el sistema glutamatérgicos esta pobremente desarrollado,
GABA provee el estimulo para incrementar el [Ca?*]i y llevar a cabo eventos
donde la excitacion es parte importante de periodos criticos en el desarrollo;
sin embargo, una vez que las sinapsis van madurando se requiere un periodo
de control para evitar la excitoxicidad provocada por intensas
despolarizaciones. Este control es guiado por el receptor GABAA una vez en su
rol de inhibidor y por el receptor GABAs (Ben Ari Y et al., 1997) La activacion
del receptor GABAs en neuronas maduras y en desarrollo causa la
hiperpolarizacién de la membrana y una disminucién en [Ca?']i. Lo que con
lleva a que la activacion de este receptor en neuronas inmaduras produce la
inhibicién del incremento del [Ca?*]i ( Obrietan K and Van den Pol A. 1998). Sin
embargo GABA&R puede ejercer un efecto opuesto. La activacion de GABA&R
potencia el incremento de [Ca?']i provocado por la activacion de mGIuR |
(Hirono et al 2001). No obstante, nosotros observamos un incremento en la
frecuencia de descarga basal de las aferentes vestibulares ante la aplicacion
de baclofén, sin embargo no podriamos atribuir el incremento en la frecuencia
de descarga basal en la aferente vestibular provocada por la activacion del
receptor metabotropico GABAs, a un mecanismo que depende de las
concentraciones de CI- intracelular como lo hace GABAa. Debido a que
GABAE& pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G. Por ello
para entender el efecto observado en nuestro estudio, nos basamos en ciertos
modelos reportados en diferentes regiones cerebrales que podrian explicar el
aumento en la frecuencia de descarga basal en la aferente vestibular durante el

desarrollo

Cada célula usualmente expresa diferentes tipos de receptores acoplados a
proteinas G, debido a la gran codificacibn que presentan. Tan solo en
humanos existen 900 receptores. Por lo tanto hay una integracion de sus
sefales tanto espacial como de forma temporal en la célula que los expresa
(Selbie and Hill, 1998). Sin embargo aun esta por dilucidarse si esta integracién

esta a nivel de la cascada de sefializaciéon o incluso a nivel de los receptores.

Cuando se habla de una capacidad de integracion de las vias de sefializacion

a nivel de los receptores, es debido a la facilidad con la que los GPCR forman
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dimeros u oligomeros. Incluso a la capacidad de formar complejos por la
interaccion entre dos tipos diferentes de GPCRs. Como por ejemplo, en rata, la
oligomerizacion de mGlu2 y el receptor a serotonina 5-HT2A controla la accion
de alucindégenos en la corteza prefrontal (Gonzalez-Maeso et al., 2008). En el
caso del receptor GABAs se han detectado dimeros, tetrameros u oligomeros
en sistemas heterologos. GABAs presenta una preferencia en la formacion de
tetrAmeros y octameros, pero siempre mostrando un equilibrio entre
heterodimeros y oligomeros de un orden mayor (Maurel et al 2008.; Calebiro
et al., 2013) y en neuronas nativas (Schwenk et al.,, 2010). Esta facilidad de
interaccibn entre los GPCR proporciona cualidades farmacoldgicas vy
funcionales que generarian una respuesta fisiologica celular especifica. Por lo
tanto al evaluar la funcionalidad y la participacion del receptor metabotrépico a
GABA podriamos proponer un “crosstalk” entre GABAsR y mGIluR1la en la
sinapsis aferente vestibular durante el desarrollo.

La participacion del grupo | de receptores metabotropicos a glutamato se ha
demostrado en la sinapsis aferente vestibular en los canales semicirculares de
rana. En este estudio se sugiere que la activacion de mGIuR localizados
probablemente en las células ciliadas induce una facilitacién en la liberacion de
glutamato produciendo un mecanismo de retroalimentacion positiva en la
sinapsis aferente. (Guth et al., 1998a). Para corroborar la participacién de los
MGIuR |, se ha identificado la expresién del ARNm para estos en células
ciliadas de crestas, utriculo y saculo, por si fuera poco se demostré la
immunoreactividad para mGIuR la en células ciliadas de crestas (Guth, et al
1998b; Hendricson and Guth, 2002b).

El receptor metabotropico a glutamato del grupo | también pertenece a los
GPCR de clase C, como el receptor GABAs. EIl grupo I incluye a los
receptores mGlul y mGlu5 los cuales estan acoplados a proteinas Gg. Varias
variantes de splicing alternativo se han identificado para mGlul, el primero se
conoce como mGlula (Houamed et al 1991; Masu et al., 1991). La isoforma
PLCPB transduce la sefial iniciada por la activacién del receptor mGlu1, esta
enzima cliva al fosfatidil inositol-4.5-bifosfato (PIP2) en inositol-1,4,5-trifosfato
( IP3) y diacylglicerol (DAG), liberando Ca?* de los almacenes intracelulares y

activa PKC respectivamente. La movilizacién de Ca?* intracelular en respuesta
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a la activacion del receptor mGlul ocurre a través del receptor IP3 y el
receptor a ryanodine. De igual forma la activacion del receptor mGlul puede
incrementar las concentraciones de calcio intracelular a través de canales de

calcio sensibles a voltaje (VSCCs) (Ferraguti et al.,2008).

Se propone que la activacion del receptor GABAs incrementa la respuesta a
calcio generada por el receptor mGlula, como lo observado por Hirono y
colaboradores en células Purkinje del cerebelo (Hirono et al., 2001). Incluso se
ha reportado que ambos receptores se pueden co-immunoprecipitar, sugiriendo
una interaccibn de tipo fisica formando un heteromero GABAs- mGlula
(Tabata et al, 2004). Sin embargo, Rives Yy colaboradores debaten esta
interaccion de tipo fisica demostrando que el “crosstalk” entre estos tipos de
receptores es a nivel de sus cascadas de sefializacion y no necesariamente
una interaccion de tipo fisica. Observando que la potenciacion de la respuesta
de calcio mediada por los mGlula ocurre a través del receptor GABAs
mostrando una dependencia en la activacion del mecanismo mediado por las
vias de sus respectivas proteinas G, Gqy Gi/o, en un punto de convergencia a
nivel de IP3 producido por PLC. La produccién de IP3 inducido por la
activacion de GABAs ocurre como una amplificacion de la actividad constitutiva
de mGlula, es decir, la baja activacion de PLCs producida por la actividad
constitutiva de mGlula, actuando como un primer evento, es potenciada por la
estimulaciéon del receptor GABAs (Rives et al 2009). Remarcando la

importancia de integracion de sefiales tanto temporal como espacial.

Otros efectos atribuidos a los receptores metabotrépicos del grupo | son el
incremento de los niveles intracelulares de AMPc, a través de un mecanismo
dependiente de proteinas Gs (Joly et al., 1995; Thomsen, 1996), y la activacién
de fosfolipasa D (Servitja et al., 1999; Shinomura et al., 2000). Por lo que el
incremento en los niveles de AMPc y probablemente acciones excitatorias de
los receptores GABAs son consecuencia de la activacion de proteinas G las
cuales dependen de la expresion de isoformas de adenil ciclasa y GPCRs
acoplados a Gsa, como los mGIuR (Bowery et al 2002). Las proteinas Gia y
Goa acopladas a los receptores de GABAB, inhiben la mayoria de estas (tipo |,
lll, V, VI). Sin embargo GBy estimulan a los tipos Il, IV y VII, pero esta

estimulaciéon depende de la presencia de Gsa, que resulta de la activacion de
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GPCRs (Bettler et al, 2004). Mientras la proteina Gai/o es inactivada por las
proteinas reguladores de proteinas G (RGS), las subunidades By inhiben la
actividad GTPasa de Gas, esto se ha observado mientras se estimula
receptores [-adrenergicos. Lo que conlleva a una afinidad de la Gas por la
adenil ciclasa. Por lo que la activacion de receptores GABAgs pueden asistir
mediante una sefializacion indirecta el incremente de la actividad de la adenil
ciclasa y un consecuente incremento en la actividad de la PKA (Robichon et
al., 2004). Wackyn vy colaboradores de muestran la expresion de la isoforma lI,
IV y V en Organos vestibulares y en el ganglio de Scarpa en rata e indican
que se expresa una variante de rata de AC VIl solo presente en 06rganos
vestibulares  pero no en ganglio de Scarpa (Wackym et al, 2000). No
obstante cada isoforma de Adenil ciclasa tiene diferentes propiedades de
regulacion, la AC Il es estimulada por GBy y PKC e inhibida por Gai. AC IV
es estimulada por PKC. AC VIl es estimulada por GBy y PKC. Sin embargo el
curso temporal de estimulacién por PKC para ACIl y AC VII es diferente. La
estimulaciéon de la actividad de la AC Il por PKC es gradual por el otro lado
para AC VIl es rapida y de corta duracion (Krupinski and Cali 1998) Estos
patrones de regulacibn permite que las células en la periferia vestibular
respondan a una variedad de sefales extracelulares dependiendo de que

isoforma se exprese.

Una modulacién de la adenil ciclasa afectaria la activacion de kinasas
dependientes de AMPc y los factores intercambiadores de nucleétido de
guanina (GEFs), lo que influiria en la actividad de canales i6nicos como los
canales de potasio activados por calcio (canales BK y SK) (Gerber and
Gahwiler 1994). Una de la consecuencia en cambiar la cinética de los canales
es la afectacion en la entrada de calcio. El calcio como segundo mensajero es
clave en vias de sefalizacion. En el desarrollo el calcio participa en la
diferenciacion neuronal, regulando el fenotipo del neurotransmisor, la
morfologia dendritica, la guia y crecimiento axonal. El calcio transitorio activa
enzimas que transduce sefales idnicas en bioquimicas, estas enzimas
impactan en la diferenciacion a través de mecanismos de transcripcién o por
la regulacion de la dinamica del citoesqueleto. La activacion o represion de

factores de transcripcion controlan la expresion del neurotransmisor, y el
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remodelado del citoesqueleto regula la morfogénesis dendritica y axonal
(Rosenberg and Spitzer 2011). No obstante, la activacion del receptor
GABAE se le atribuye una atenuacion, es decir, una reduccion en la respuesta
generada por la activacion de los canales de calcio dependientes de voltaje,
por lo que se presenta una disminucién en la liberacion de vesiculas
sinapticas, este es uno de los mecanismos por el cual se ha reconocido al
receptor GABAs como un mediador de efectos inhibitorios. Sin embargo, hay
datos que confirman que el receptor GABAs no produce estos efectos
inhibitorios, ya que es capaz de incrementar el calcio intracelular no solo
mediante la liberacion de los almacenes intracelulares, sino por la activacion
de corrientes de calcio tipo L. Asi lo demuestra Mynlieff y colaboradores,
mediante el cultivo de células en desarrollo de hipocampo de ratas, la
activacion del receptor GABAs incrementa corriente de calcio tipo L (Carter
and Mynlieff 2004; Bray and Mynlieff 2009; Bray and Mynlieff 2011). Este
mecanismo en el cual la activacion de GABAg incremente la entrada de calcio
se ha identificado en células retinales de salamandra (Shen and Slaughter
1999). Esto con lleva a un pensamiento en el cual se manifiesta una
expresion del receptor GABAs para modular la concentraciéon de Ca?*
intracelular de acuerdo a los eventos ontogénicos en los que las células estén
participando. Cabe mencionar que los canales de tipo L son los primeros
canales de calcio que se expresan en neuronas; el calcio que fluye a través de
esos canales es la responsable del inicio de eventos regulatorios que influyen
en la diferenciacién neuronal (Pravettoni et al., 2000). Estudios indican que la
activacion de receptores GABAs regulan la sinaptogenesis (Chattopadhyaya et
al.,, 2007), esto puede ser como lo mencionamos anteriormente, que la
activacion de GABAsR induzca la formacion de DAG y una consecuente
activacion de PKC que provocaria la apertura de los canales de calcio tipo L.
El calcio intracelular se incrementaria e iniciaria la secrecion de BDNF que
actuando en Trk-B y modularia la formacién y eficacia de la sinapsis
GABaergica (Fiorentino et al., 2009; Kuczewski et al., 2011). No obstante hay
datos que sugieren un “cross-talk” entre los dos receptores a GABA, es decir,
GABAA y GABABs. Los cuales modulan la tasa de proliferacion dependiendo de
la viabilidad de GABA y el nivel de expresion de ambos receptores y los

efectores de las cascadas de sefalizacion. Mediante una elevaciéon sinérgica
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de Ca?*intracelular en células madres embrionarias de ratén (Schwirtlich et al.,
2010). Incluso se ha reportado una interaccion fisica entre subunidades de los
receptores GABAa y GABAs La asociacion entre GABAg1 con la subunidad
Y2S del receptor GABAa, promueve la expresion en la superficie celular de
GABAB&1 en ausencia de GABABg:2 (Balasubramanian et al., 2004). Por otro lado
la activacion de GABAsR promueve la expresion de GABAAR en la superficie
celular a través del incremento en la secrecion de BDNF (Brain-derived
neurotrophic factor) y la activacion de PLC/DAG/PKC (Kuczewski et al., 2011).

Estudios previos en nuestro laboratorio, se ha observado que el uso del
agonista especifico (1S-3R-ACPD) de los mGIuRs de los grupos | y Il provocan
un aumento en la frecuencia de descarga basal en la sinapsis aferente
vestibular que es dependiente de la concentracion y edad del embrién,
produciendo el efecto maximo en la edad E21. Mientras que los receptores
metabotropicos a glutamato del grupo Il tienen su mayor efecto en edades mas
tempranas en el desarrollo, E16, y disminuye conforme se acerca a la
eclosion. (Varela et al; 2010). Estos datos concuerdan con nuestros
resultados observados en el estudio de la participacidon de los receptores
GABAs en la sinapsis aferente vestibular, ya que se observa un efecto
dependiente de la edad y concentracion tras la aplicacion de baclofén un
agonista especifico para el receptor GABAs, en el cual su efecto maximo es de
igual forma en E21. Lo que podria asumir que la interaccion entre los
receptores metabotrépicos del grupo | y el receptor metabotropico a GABA
podria ser funcional en la ontogenia vestibular del pollo. Al observar el efecto
de saclofén, un antagonista del receptor GABAs sobre el efecto de baclofén
en la descarga basal aferente vestibular, empleamos las edades E17, E19 y
E21, debido a que en E15 no se muestra un efecto en la descarga basal.
Observamos que el efecto de baclofén es disminuido en presencia de saclofén
en todas las edades, siendo mayor en E19 y E21, y dependiente de la
concentracion administrada de saclofén. Por lo que podriamos suponer una
mayor densidad de receptores funcionales a GABAs Yy una consolidacion
sinaptica entre las células ciliadas y aferentes vestibulares, asi como un mayor
desarrollo en el sistema GABAergico interaccionando con el sistema

glutamatérgico.
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En nuestros resultados observamos el comportamiento de la descarga basal
aferente vestibular al aplicar antagonistas para receptores a glutamato tipo
NMDA y no- NMDA y analizamos su efecto sobre la respuesta aferente
vestibular inducida por baclofén en E21, edad previa a la eclosion, donde se
han observado y estudiado en nuestro laboratorio que los agonistas para
receptores a glutamato tipo NMDA( Ramirez et al 2014) y no-NMDA (Varela et
al 2010) ocasionan un efecto méximo al igual que baclofén. El receptor
GABAs no estd envuelto directamente en la neurotransmision excitatoria
rapida, la cual esta mediada por los iGIuR. Adrianov y colaboradores (1995)
sugieren que en la postsinapsis aferente vestibular hay una interacciéon entre
los receptores AMPA y NMDA con los receptores metabotropicos a glutamato.
En esta interaccion la activacion de los mGLUR potencia la respuesta mediada
por los receptores AMPA y NMDA (Adrianov et al., 2005). Quizas por esta
razén, en nuestra seccion experimental donde aplicamos antagonistas tipo
NMDA y no NMDA observamos una disminucién significativa en el efecto de
baclofén sobre la frecuencia de la descarga basal aferente vestibular. No
obstante, Podriamos sugerir que la activacion de los receptores GABAs
potencian la respuesta mediada por los mGIluR, debido a que se considera que
los mGIuR podrian tener baja afinidad a glutamato, o en una localizacién
extrasinapticos y que por ende su participacion en la actividad basal aferente
vestibular sea muy baja o nula, pero podrian participar cuando la
concentracion del neurotransmisor en la sinapsis sea muy alta o alcance

niveles criticos (Scanziani et al., 1997).

El receptor GABAs esta constituido por dos subunidades, GABAg1 y GABABg2,
para que este receptor sea funcional se requiere una heterodimerizacion por
parte de estas subunidades. El extremo N terminal de la subunidad GABAB: es
suficiente para la union a ligando, sin embargo el acople con la subunidad
GABA&: incrementa la afinidad por el agonista. Ambas subunidades poseen un
dominio extrecelular VFTM, el cierre del VFTM de GABAs1 es facilitado por la
subunidad GABABs:2 y el acople a la proteina G por parte de la subunidad
GABAB: es potenciado por la subunidad GABAB1 (Kornau 2006) Estos datos
demuestran por que se requiere una heterodimerizacion para que el receptor

GABAs sea funcional. Sin embargo es posible que cada subunidad
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desempeiia funciones individuales, sin importar si actian como heterodimeros
0 solos, debido a que GABAs1 y GABAs2 no siempre exhiben el mismo patron
de expresion (Bettler and Tiao, 2006). Es posible que receptores GABAs sean
funcionales en neuronas que normalmente carecen de la subunidad GABAB:.
Co-immunoprecipitacion 'y FRET sugieren que las subunidades GABAB:1
puede asociarse como homodimeros estables (Villemure et al., 2005).
Immunoreactividad para las subunidades GABAg1 y GABAg2 se ha observado
tanto en presinapsis y mas abundante en postsinapsis. Presinapticamente el
receptor GABAs se  detecta mayormente en  extrasinapticamente y
ocasionalmente sobre la membrana presindptica en sinapsis glutamatérgicas
y en menor proporcion en terminales GABAérgicas. La asociacion observada
de los receptores GABAB con sinapsis glutamatérgicas en pre- y post-sinapsis
sugieren una estrecha relacién entre excitacion e inhibicion. Mediante
microscopia electronica, las subunidades GABAB1 yGABAB2 se encuentran
tanto en niveles pre- y post- sinapticos en el cerebelo en desarrollo (Lujan and
Shigemoto, 2006), neocortex (Lopez-Bendito et al., 2002) e hipocampo (Loépez-
bendito et al 2004) en etapas de post natal temprano. A nivel postsinaptico,
ambas subunidades estan presentes en tallo dendritico y espinas dendriticas y
en sitios extrasinapticos y perisinapticos. De acuerdo a estudios de la
ontogenia de los receptores GABAs y su funcion, indican que los receptores
GABAE& son funcionales y estan presentes en desarrollo temprano, sin embargo
hay ciertas distinciones de acuerdo a su localizacién en la sinapsis. Por
ejemplo, los receptores GABAg postsinapticos actian a través de la activaciéon
de los canales GIRK, sin embargo ante la aplicacion de baclofén en
hipocampo, la activacion de estos canales no se reporta en el nacimiento
(Gaiarsa et al., 1995; Caillard et al., 1998; Nurse and Lacaille, 1999; Verheugen
et al., 1999) y neocortex (Luhmann and Prince, 1991; Fukuda et al., 1993,
kirmse and kirischuk, 2006), mientras que los receptores GABAs presinapticos
son funcionales y controlan la liberacién de GABA y glutamato (Luhman and
Prince 1991; Fukuda et al 1993; McLean et al., 1996; Caillard et al., 1998). En
la revision elaborara por Gairsa y Porcher en 2013, sugieren que a pesar que
los receptores GABAs post sinapticos estan presentes y funcionales en
desarrollo temprano, existe la posibilidad que no estén envueltos en el control

de excitabilidad mediante la activacion de los GIRK en muchas areas del
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cerebro en desarrollo, no obstante, estén acoplados a vias de sefializacion que
podria instruir o modular el desarrollo neuronal (Gairsa and Porcher, 2013) sin
embargo, este cambio en la respuesta mediada por los receptores GABAs

sigue sin dilucidarse.

La distribucion del ARNm que codifica para las subunidades GABAs1 Yy
GABAB2 esta diversamente expresada en el SNC de varias especies. En
cerebro de rata, el ARNm de la subunidad GABABs1 se puede detectar en la
mayoria de las poblaciones de células neuronales con una alta expresion en
hipocampo, nucleos talamicos y cerebelo; por otro lado el ARNm para la
subunidad GABAs:2 es altamente expresado en la corteza piriforme,
hipocampo y medial habénula. Sin embargo el ARNm para GABAs2 es mas
abundante en las capas de la corteza, en talamo y células Purkinje de cerebelo.
No obstante se observa una diferencia en el patrén de expresion de los
transcriptos para las subunidades GABAs1 y GABABg2, la mayor diferencia se
observa en el estriado y caudado putamen, donde altos niveles de ARNm que
codifica para GABAg1 contrasta el bajo nivel de expresion de ARNm para
GABABg2, sin embargo, con un estudio immunohistoquimico se observa la
proteina de GABA&: esta significativamente expresado en esta estructura. En
el desarrollo temprano, el ARNm esta expresado en varias areas del cerebro,
sin embargo se sugiere que la subunidad GABABs:1 podria participar en la
formacién pre y post sinaptogénica, proliferacién, migracién y maduracion
neuronal. Particularmente esta subunidad tiene una mayor influencia que
GABAB&: en el desarrollo del sistema nervioso central (Kim et al., 2003). Ahora,
los resultados electrofisiolégicos demuestras una ausencia de la funcionalidad
al aplicar baclofén en E15, sin embargo, nuestros datos en expresién génica
del ARNm para ambas subunidades del receptor GABAs se muestra a partir de
E15, lo que podria indicar un posible retardo en el acople entre ambas
subunidades. De igual forma, la falta de funcionalidad de los receptores GABAs
en E15 se puede deber a un crosstalk entre receptores NMDA. Esto se ha
demostrado en espinas de neuronas piramidales en hipocampo, donde el
influjo de Ca?* a través de receptores NMDA activan CaMKII, la cual fosforila
S867 en GABAG&R e induce su endocitosis (Maier et al., 2010). De igual forma
la activacion de receptores NMDA induce una rapida fosforilacion en S783 en
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GABAB2 por parte de PP2A y contribuye a la degradacion de GABAsR
(Terunuma et al 2010). Sin embargo, estas conclusiones dilucidan un tipo de

interaccion pero en estados maduros y no en desarrollo.

Nuestros datos revelan una respuesta a baclofén en el periodo de
neurodesarrollo del sistema vestibular, por lo que sugerimos una presencia de
estos receptores. Con los resultados previos podemos inferir una coexistencia
entre los receptores metabotrépico de glutamato del grupo | y el receptor
GABAE&. Sin embargo para dilucidar completamente a que nivel en la via de
sefalizacion sucede esta interaccion, tendriamos que realizar otro tipo de
protocolos experimentales. Se observé previamente que en la sinapsis
aferente vestibular GABA podria participar como un neuromodulador y
facilitador de la descarga basal. Nuestros datos indican que los receptores
GABAs no fungen con su habitual rol de inhibidores o controladores de la
excitabilidad neuronal en la sinapsis aferente vestibular en el desarrollo
embrionario, por lo que podemos sugerir que mediante los mecanismos ya
discutidos y observados en otras regiones cerebrales los receptores GABAs
mantienen una interaccion con los receptores mGlul y que este mecanismos
tenga como funcion modular la liberacion de glutamato en la sinapsis aferente

vestibular y por su naturaleza desencadenar procesos ontogénicos.
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Conclusiones:

1.- Los receptores GABAsg participan en la descarga basal aferente vestibular

durante el desarrollo embrionario.

2.- La activacion de los receptores GABAs, mediante la aplicacion de baclofén,
incrementan la respuesta de la descarga basal aferente vestibular. Dicha
respuesta es dependiente de la edad del embribn observandose un mayor

efecto en el desarrollo tardio

3.- Los resultados obtenidos mediante ensayos de expresion génica
demuestran la presencia del ARNm que codifica para las subunidades GABAB1
y GABA&g:2 del receptor GABAs en cresta Yy ganglio vestibular en todas las

edades estudiadas.

4.- El antagonista saclofén disminuye el efecto producido por baclofén en
edades cercanas a la eclosion.

5.- Los antagonistas para receptores glutamatérgicos tipo no-NMDA (CNQX,
MCPG,) y NMDA (MK-801) disminuyen considerablemente el efecto producido

por la aplicacién de baclofén en E21.
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