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Resumen

Estudios electrofisioldgicos en diversas estructuras del Sistema Nervioso demostraron que
el acido y-aminobutirico (GABA) juega un papel fundamental como neurotransmisor. El
GABA funciona mediante la activacion de receptores de membrana plasmadtica con
diversas propiedades electrofisioldgicas, farmacoldgicas, estructurales y génicas. Los
receptores han sido divididos en dos tipos de receptores GABA-A y GABA-B. El receptor
GABA-B es un receptor acoplado a proteinas G, mientras que los receptores GABA-A
forman proteinas canal en las membranas celulares. El receptor GABA-A forma
pentdmeros que estan compuestos por combinaciones de 19 subunidades. Entre estas se
encuentran las subunidades GABAp (p1-3). Los receptores formados por las subunidades
GABAp muestran una alta sensibilidad por el GABA, presentan mayores tiempos de
apertura del canal y una baja conductancia al ion CI respecto al resto de las subunidades
GABA-A; ademds, son activados selectivamente por el CACA y presentan como
antagonista principal al TPMPA. Las subunidades GABAp fueron descritas inicialmente en
la retina de diversas especies; sin embargo, también se les ha localizado en diferentes
estructuras cerebrales como la amigdala, bulbo olfativo, cerebelo, coliculo superior,
corteza visual, cuerpo calloso, hipocampo, médula espinal, nucleo supraquiasmatico,

sistema optico, tdlamo y tallo cerebral.

Ademads, estudios previos realizados en nuestro laboratorio han sugerido que las
subunidades GABAp son expresadas en el nucleo caudado bovino y que los ARNm de
GABAp1l y p2 son expresados en el neoestriado de raton; también se mostré que en
neuronas en cultivo aisladas de la formacion hipocampal se encuentra un componente
GABAérgico insensible a la bicuculina y sensible al TPMPA. Un componente similar se
encontrd en registros electrofisiolégicos de neuronas hipocampales registradas en cortes

de cerebro.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la expresién y localizacion de
las subunidades GABApl y p2 en el neoestriado e hipocampo de ratdn. Ensayos

cuantitativos mediante gRT-PCR indican que los ARNm de estos receptores son
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expresados en menor proporcién en el neoestriado respecto a la retina y que GABAp2 en
el neoestriado es mas abundante que GABAp1l. También, mostramos que las subunidades
GABApl y p2 se expresan en interneuronas que contienen calretinina y calbindina,
ademas de que GABAp2 se localiza en una subpoblacién de neuronas medianas espinosas
que expresan receptores D2 de dopamina. Ademads, andlisis electrofisiolégicos en cortes
de cerebro mostraron evidencia de la presencia de receptores activados por el CACA y que
fueron sensibles al TPMPA, caracteristicas farmacoldgicas que indican la presencia
funcional de los receptores GABAp. Mediante microscopia electrénica de transmision
acoplado al uso de inmuno-oro, localizamos a los receptores principalmente en regiones
peri y extrasinapticas. Finalmente, sugerimos que GABApl y p2 pueden participar en la
gliotransmisién debido a que células positivas a la proteina gliofibrilar acida (GFAP),

expresan GABAp.

Respecto a la formacién hipocampal sugerimos que el componente GABAérgico
insensible a la bicuculina e involucrado en la actividad sinaptica espontanea corresponde a
la presencia de las subunidades GABApl y p2. Ademas localizamos por hibridacién in situ e
inmunofluorescencia la expresion del receptor en neuronas de diversas estructuras
hipocampales como el subiculum, hipocampo propio y el giro dentado. Mediante
microscopia electrdnica de transmision acoplada al uso de inmuno-oro mostramos que en
esta estructura los receptores se ubican de manera preferencial en regiones
extrasinapticas. Adicionalmente encontramos la expresion de los receptores en las areas
anteriores y posteriores de los nucleos basomedial y posteromedial cortical de la amigdala

y en el area medio-medial y medio-lateral de la corteza visual secundaria de raton.

Con estos resultados se describe una nueva poblaciéon de neuronas que expresan
receptores GABAp que pueden conferir una actividad inhibitoria ténica y que puede

contribuir a una diversidad funcional no descrita hasta el momento.
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Abstract

Electrophysiological studies in several structures of the Central Nervous System have

shown that the y-aminobutiric acid (GABA) plays a fundamental role as neurotransmitter.

GABA acts through receptors located in the plasma membrane that display
differential electrophysiological, pharmacological, structural and genetic properties. The
receptors have been divided in two types: GABA-A and GABA-B. The GABA-B receptor is a
G-protein-coupled receptor; whereas GABA-A receptors form ligand-gated ion channels.
GABA-A receptors are heteropentamers made up by 19 known subunits including GABAp
subunits (p1-3). GABAp subunits have higher affinity to GABA, longer medium channel-
opening time and lower chloride conductance than other GABA-A subunits. These
receptors are activated by CACA and antagonized by TPMPA. GABAp subunits were
originally described in the retina of several species; nevertheless, they also have been
found in several brain structures such as amygdala, olfactory bulb, cerebellum, superior
colliculus, visual cortex, corpus callosum, hippocampus, spinal cord, supraquiasmatic

nucleus, visual pathway, thalamus, and brainstem.

Previously, in our laboratory we described that the GABAp subunits are expressed
in bovine caudate nucleus and that their mRNA are expressed in mouse neostriatum. In
situ hybridization disclosed that the receptor mRNAs are distributed to the dorso-caudal
region of the neostriatum, whereas some label was found in rostral and ventral regions,
and scarcely in other regions. The immunohistochemical analysis showed that GABAp1
and p2 are expressed in all the calretinin positive neurons examined and in population of
calbindin positive interneurons. Additionally, GABAp2 was observed in a few medium
spiny neurons that express dopamine D2 receptors. Using immunogold labeling coupled
with transmission electron microscopy; we located the receptors in peri- and
extrasynaptic sites. Finally, we have found that GABAp1 and p2 express in fibrillary acidic

protein (GFAP) positive cells, suggesting their presence in glial cells.
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In adition, we showed the presence of a bicuculline-resistant TPMPA-sensitive
GABAergic component in hippocampal neurons in culture. A similar component was
described in electrophysiological recordings of hippocampal pyramidal neurons in brain
slices. By means of in situ hybridization and immunofluorescence we located the GABAp
subunits in several hippocampal structures such as subiculum, hippocampus proper and
dentate gyrus. Immunogold labeling coupled with transmission electron microscopy
indicated that the GABAp receptors are located preferentially in extrasynaptic regions.
Finally, our results indicate that GABAp are expressed in anterior and posterior areas of
the basomedial and posteromedial cortical nuclei of the amygdala, as well as in the

medio-medial and medio-lateral areas of the secondary visual cortex.

These results describe a new population of neurons expressing GABAp receptors
that may confer inhibitory tonic activity and contribute to the functional diversity of the

GABAergic system.
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Abreviaciones

3-APMPA: acido 3-aminopropil-metilfosfinico
3-APPA: 4cido 3-aminopropil fosfinico

Act: B-actina

ADN: &cido desoxirribonucleico

ADNCc: acido desoxirribonucleico complementario
ARN: acido ribonucleico

ARNm: acido ribonucleico mensajero

BAC: cromosoma artificial bacteriano

bic: bicuculina

BSA: albumina sérica bovina

CA: Cornu Ammonis

CACA: acido 4-cis-aminocrotdnico

CAMP: (+)-cis-2-acido aminometilciclopropanocarboxilico
Cl: Capsula interna

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

CPu: neoestriado

CuN: nucleo cuneiforme

DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DMEM: medio Eagle modificado por Dulbecco
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GABA: 4cido y-aminobutirico

GADPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GAD: descarboxilasa del acido glutamico

GFAP: proteina gliofibrilar acida

GFP: proteina verde fluorescente

GPe: globo palido segmento externo

GPi: globo pdlido segmento interno

HEPES: acido 2-[4-(2-Hidroxietil)-1-Pireracinil-Etanosulfdnico

[4AA: acido acético-4-imidazol

IHQ: inmunohistoquimica

LGIC: ligand gated ion channel

MABT: acido maléico

NTMT: NaCl, tris, MgCl,, Tween20

ON: nucleo olivar

P4S: acido piperidin-4-sulfdonico

PBS: amortiguador de fosfatos

PBS-T20: amortiguador de fosfatos con Tween20

PFA: paraformaldehido

gRT-PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa en transcripcion reversa cuantitativa

R-GABA-A: Receptor GABA-A
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R-GABA-B: Receptor GABA-B

RN: nucleo reticular

RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa en transcripcién reversa
s-GABAp: subunidades GABAp

SNC: sistema nervioso central

SNc: sustancia nigra pars compacta

SNr: sustancia nigra pars reticulata

SSC: sodio mas citrato de sodio

TACA: acido 4-trans-aminocrotonico

TAMP: acido carboxilico 2-trans-aminometil ciclopropano

TBS: amortiguador tris salino

THIP: hidroclururo 4,5,6,7-tetrahidroisoxazol [5,4-c] oiridin-3-ol
TPMPA: acido 1,2,5,6 tetrahidropiridin -4- metilfosfinico

TTX: tetradotoxina

ZAPA: Z-3-[(aminoiminometil)tio] propil-2-acido enoico)
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Introduccion

El acido y-aminobutirico (GABA), es un aminodacido que no conforma proteinas. Su
estructura estd constituida por tres carbonos, un grupo carboxilo y un grupo amino (Fig.
1). Se ha descrito su existencia en bacterias, plantas, invertebrados y vertebrados. El GABA
es sintetizado a partir del a-cetoglutarato, derivado del ciclo de Krebs, por medio de una
reaccién de transaminacion por la enzima a-oxoglutarato transaminasa; el a-cetoglutarato
es convertido a glutamato y a partir de este aminoacido es producido el GABA, mediante
la accién de la enzima descarboxilasa del acido glutamico (GAD); la cual se encuentra
exclusivamente en neuronas GABAérgicas en el sistema nervioso. La GAD tiene dos
variantes, la GAD65 y la GAD67. (D’Hulst et al., 2009; Olsen y Seighart, 2008; Zigmond et
al., 1999).

O OH
N\ /
(‘: Figura 1. Estructura del GABA. A partir de la formula general del
u(‘:HZ GABA (C4HgNO,), se muestra la disposicion de los grupos
4CH, funcionales carboxilo (COOH), en posicién alfa y amino (NH,) en
y(::Hz posicion gama.
NH,

El GABA fue descrito por primera vez por Roberts y Frankel en 1950 como un
constituyente de la poblacién de aminoacidos libres en el cerebro. En los siguientes afios
se demostré que el GABA tenia actividad inhibitoria en el SNC. Por ejemplo, Krnjevic y
Phillis en 1963, mediante andlisis electrofisiolégico indicaron que la actividad excitadora

en células corticales inducida por glutamato, era inhibida por la aplicaciéon del GABA.

En 1974 Bowery y Brown, reportaron que la actividad contractil generada por la
aplicacién de noradrenalina en el ganglio superior cervical de rata y raton, era eliminada
con la aplicacion del GABA. De manera especial indicaron que esta respuesta inhibitoria
fue antagonizada por la exposicion a la bicuculina, recuperandose asi la respuesta
contractil. Evidencias experimentales posteriores demostraron la existencia de un sitio
insensible a la bicuculina pero sensible al GABA y su andlogo estructural el baclofeno

(Bowery et al., 1979).
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Hill y Bowery en 1981, propusieron designar con el

Recuadro 1. Receptores al GABA
nombre de receptor GABA-A (R-GABA-A) a aquellos sitios RLGABA-A (lonat6picol.

sensibles al GABA y a la bicuculina y como receptor GABA-B -
Sensibilidad al GABA

(R-GABA-B), a aquellos que respondian al GABA y al =10uM (ECso), p =1-5uM (ECso).
A su activacion permiten el paso del
baclofeno. Actualmente se sabe que ambos receptores i6n cloruro.

Subunidades: o, B, v, 8, €, @, Py O.

presentan claras diferencias funcionales, moleculares vy .
Agonistas:

farmacoldgicas (ver recuadro 1). M vacing, [4AA,
THIP, Zolpidem, TAMP, CACA (p y -

6), P4S, acido isopecotico y 3APS.

Receptor GABA-B

Antagonistas:
Bicuculina, estricnina, TPMPA (p) y

El R-GABA-B estd conformado por siete dominios SR95531.

transmembranales acoplados a proteinas G; este tipo de R-GABA-B (Metabotropico).

receptor se le puede ubicar tanto a nivel pre como Su activacion modula canales de K*
yCa™.

postsindptico. En la primera condicion funcionan como un SUbUNIdades RTY R2

. y Agonistas:

autorreceptor que produce una activacién de canales de Ky s
Baclofeno, 3-APPA, 3-APMPA

una inhibicién dependiente de voltaje de los canales de Ca* Antagonistas:

Faclofeno

tipo N (Ca,2.2) o tipo P/Q (Ca,2.1). La activacion de estos

canales promueve la liberacion de neurotransmisores desde
la presinapsis. Postsindpticamente la activacion del receptor produce una
hiperpolarizaciéon a través de una corriente inhibitoria dada por la activaciéon de los

canales de potasio rectificadores entrantes (GIRK o Kir3) (Bettler et al., 2004).

La clonacion del R-GABA-B, reveld que tiene una secuencia altamente homdloga
con los receptores de glutamato metabotrdpicos, sin embargo muestra menor similitud

con otros receptores acoplados a proteinas G (Kerr y Ong, 1995; Kaupmann et al., 1997).

Existen dos isoformas de este receptor denominadas R1 y R2, las cuales forman
heterodimeros en la membrana plasmatica y son codificadas por dos genes (GABABR1 y
GABABR2). Se ha demostrado que la expresion de GABABR1 no forma receptores
funcionales; sin embargo cuando se co-expresa con la isoforma GABABR2, se generan
receptores con las caracteristicas farmacoldgicas y funcionales propias de este receptor

(Jones et al., 1998). Esto es debido a que la isoforma R2 permite que la isoforma R1
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alcance la membrana plasmadtica y contiene el sitio de unién con la proteina G, mientras
que la isoforma R1 contiene el sitio de unidén del agonista (Bettler et al.,, 2004). La
formacién de dimeros se ha comprobado mediante estudios de inmuno-oro y microscopia

electrdénica (Charara et al., 2005).

Farmacoldgicamente el R-GABA-B presenta al baclofeno como agonista selectivo y
es antagonizado por el faclofeno, saclofeno, CGP64213 y SGS742 (Gage, 1992; Froest!| et
al., 2004; Helm et al., 2005).

Receptor GABA-A

El receptor activado por el GABA que se encuentra distribuido mas ampliamente es el R-
GABA-A; pertenece a la superfamilia de receptores pentaméricos cys loop LGIC (ligand
gated ion channel) junto con los receptores ionotrdpicos de acetilcolina, glicina vy
serotonina (5HT3) (Barnard, 1992). La union de GABA a este receptor permite el paso
selectivo del ién cloruro a través de la membrana plasmatica (Miledi et al., 1982; Bormann

etal., 1987).

El R-GABA-A esta compuesto por 19 subunidades (a[1-6], B[1-3], v[1-3], §, €, w, p[1-
3] vy 8), las cuales son codificadas por el mismo niumero de genes. Dichas subunidades se
combinan de diversas formas para conformar una proteina pentamérica funcional en las

membranas plasmaticas de las células.

Mediante diversos analisis como inmunoprecipitacién y estudios de localizacién
por microscopia confocal, se ha determinado que las subunidades GABA-A mas
abundantes son al, B2/3 y y2, las cuales representan alrededor del 60 al 90% en el
cerebro adulto y de las cuales se presume que recombinen de la siguiente manera dos al,
una B2 y dos y2 (Benke et al., 1991b; 1994; Duggan et al., 1992; Ruano et al., 1994;
Fritschy y Moller, 1995); mientras que las subunidades a2, a3, a5, B3 y & son
moderadamente abundantes con el 15 al 30%; de ellas se ha reportado que receptores
pentaméricos conformados por subunidades a2/B3/y2 son la segunda combinacion mas

predominante en el cerebro adulto (Duggan y Stephenson, 1990; Benke et al., 1991a,
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1994; McKernan et al., 1991; Endo y Olsen, 1993; Marksitzer et al., 1993; Mertens et al.,
1993; Fritschy y Moller, 1995). Finalmente, un porcentaje menor al 10% corresponde a las

subunidades a4, a6, B1, y1y y3 (Fritschy et al., 1993; Quirk et al., 1994; Togel et al., 1994).

A nivel estructural cada subunidad contiene un segmento amino terminal, en
donde se encuentra el sitio de reconocimiento al neurotransmisor, un corto extremo
carboxilo extracelular ambos hidrofilicos, dos asas citoplasmaticas y cuatro regiones
transmembranales. Con base en la secuencia aminoacidica se predice que cada subunidad
tiene un peso molecular de entre 48 a 64kDa. Las subunidades del R-GABA-A se
ensamblan alrededor de un poro central que forma el canal idnico, se considera que el

pentdmero tiene un peso aproximado de 275kDa (Barnard, 1992).

Las subunidades del R-GABA-A tienen sitios de unidon para benzodiacepinas,
barbituricos, neuroesterdides y alcohol etilico (Bormann, 1988; Doble, 1992; Macdonald y
Olsen, 1994). La activacién de los R-GABA-A puede ser dada por muscimol, dcido 4-trans-
aminocroténico (TACA) (Johnston, 1997), isoguvacina, acido 4-imidazol-acético (14AA),
hidroclururo 4,5,6,7-tetrahidroisoxazol [5,4-c] oiridin-3-ol (THIP), Zolpidem, acido 2-trans-
aminometil ciclopropano carboxilico (TAMP) ademds del GABA; y es antagonizada por
bicuculina y por SR95531 (GABAzina) (Storustovu y Ebert, 2005; Pan et al., 2005; Madsen
etal., 2007).

Existe evidencia temprana donde se reconoce un tercer sitio altamente sensible al
GABA con caracteristicas que lo distinguen de los R-GABA-A y R-GABA-B. Este sitio fue
reportado por Johnston y cols., en 1975 en interneuronas de la médula espinal del gato.
Este receptor presenta caracteristicas ionotrdpicas y se distingue por su insensibilidad a la
bicuculina y al baclofeno, pero sensible al acido 4-cis-aminocroténico (CACA), analogo del
GABA. En 1984 Drew y colaboradores, mostraron que en el cerebelo de rata también se
encuentra un receptor sensible al GABA e insensible a la bicuculina y al baclofeno;

sugiriendo en ese momento el nombre de receptor GABA-C (R-GABA-C).
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Receptor GABA-C (subunidades GABAp)

El R-GABA-C estad conformado por tres subunidades denominadas p1, p2 y p3 las cuales
son codificadas por los genes GABRR1, GABRR2 y GABRR3, respectivamente (Cutting et al.,
1991, 1992; Ogurusu y Shingai, 1996). Estas subunidades forman homopentdmeros en la
retina y heteropentameros fuera de esta estructura. Sin embargo también se ha
demostrado su heterodimerizacién con otras subunidades del R-GABA-A e incluso con la
subunidad al del receptor de glicina (Pan et al., 2000; Hartmann et al., 2004; Milligan et
al., 2004; Frazao et al., 2007). Debido a estas caracteristicas Olsen y Sieghart en 2008 han
sugerido designar como subunidades GABAp (s-GABAp) y pertenecientes al R-GABA-A en
lugar de la designacion de R-GABA-C.

Se piensa que a nivel estructural las s-GABAp son similares al resto de las del R-
GABA-A; presumiblemente conforman una proteina pentamérica con un poro central,
cada una de las cinco subunidades presentan un segmento amino terminal, un extremo
carboxilo extracelular, dos asas citoplasmaticas y cuatro regiones transmembranales
(Estrada-Mondragon et al., 2010). Recientemente se ha propuesto un modelo estructural

para las s-GABAp (Fig. 2).

Figura 2. Modelo estructural de la s-GABApl1. Modelo del pentdmero en vista extracelular de un receptor
GABA ionotrépico (izquierda); se observa la region extracelular en donde se une el ligando (LBD), dominios
transmembranales (TM1-TM4) y dos regiones intracelulares (centro); cada uno de los dominios consisten en
una cadena polipeptidica a su vez esta conformada por una regiéon amino terminal extracelular que contiene
un puente intercisteinas, cuatro a-hélices transmembranales (TM1-4), dos asas intracelulares y un corto
dominio carboxilo terminal extracelular (derecha) (Tomado de: Estrada-Mondragén et al., 2010).
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En el ratén (mus musculus) se ha reportado que la s-GABAp1 estd conformada por
474 aminoacidos que le confieren un peso aproximado de 50kDa; por otra parte la s-
GABAp2 se conforma por 490 aminodacidos con un peso aproximado de 56kDa, mientras
que la s-GABAp3 esta conformada por 464 aminodcidos que le confieren un peso de

53kDa (Greka et al., 1998; Ekema et al., 2002).

A nivel funcional las s-GABAp muestran propiedades electrofisioldgicas especiales;
por ejemplo tiene una alta sensibilidad por el GABA y el canal se caracteriza por mayores
tiempos de apertura y baja conductancia a CI” cuando se le compara con el resto de las

subunidades del R-GABA-A (Feigenspan et al., 1993; Feigenspan y Bormann, 1994).

Los mads potentes agonistas (ademas del GABA), son el muscimol y el TACA. Como
se menciond TACA también es agonista de los R-GABA-A, sin embargo se observa una gran
diferencia en este efecto con el enantiomero de TACA, el acido 4-cis-aminocrotdnico
(CACA), que activa Unicamente a las s-GABAp (Johnston et al., 1975), aunque existe
evidencia de que la subunidad a6 del R-GABA-A puede ser activada con este farmaco
(Wall, 2001). Los enantiémeros cis y trans del acido carboxilico 2-aminometil-ciclopropano
(CAMP y TAMP) son también analogos al GABA. Las s-GABAp son activadas por CAMP de
manera especifica, mientras TAMP es agonista tanto de R-GABA-A como de las s-GABAp
(Bormann y Feigenspan, 1995). Estudios recientes han demostrado que la expresion de la
s-GABA-pl en ovocitos de X. laevis producen corrientes con altas concentraciones de

taurina (Ochoa-de la Paz et al., 2008).

Por otra parte existen antagonistas de las s-GABAp como la isoguvacina, acido 3-
aminopropil-hidroxi-oxofosfanio (3-APPA), acido 3-aminopropil-metilfosfinico (3-APMPA),
acido piperidin-4-sulfénico (P4S) y el ZAPA: Z-3-[(aminoiminometil)tio] propil-2-acido
enoico). Se distinguen los 4,5,6,7-tetrahidroisoxazolo[5,4-c]piridin-3-ol (THIP) y el acido
acético 4-imidazol (14AA) como fuertes antagonistas; sin embargo el 4acido 1,2,5,6-
tetrahidropiridin-4-metilfosfinico (TPMPA) es el antagonista especifico (Ragozzino et al.,

1996; Hanrajan et al., 2001).
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Es importante mencionar que las s-GABAp no responden a todos los moduladores
del R-GABA-A como las benzodiazepinas, barbituricos y neuroesteroides (Polenzani et al.,
1991); en este sentido, se ha reportado que la pregnanolona, el alfaxolane vy
alopregnolona tienen actividad sobre las s-GABAp (Morris et al., 1999; Calvo y Goutman
et al., 2004), y también se ha reportado que algunos esteroides presentan actividad sobre
la s-GABAp1 (Li et al, 2010). El cinc inhibe sus respuestas a GABA (Calvo et al., 1994). El
canal es bloqueado por la picrotoxina y el 5-biciclofosforotionato-t-butilico (Bormann y

Feigenspan, 1995; Woodward et al., 1992; 1993).

Una extensa caracterizacion funcional de las corrientes

generadas por las s-GABAp fue reportada por Polenzani y
colaboradores en 1991. En dicho estudio se aislé acido
ribonucleico mensajero (ARNm) de corteza y retina de bovino,
gue a su vez microinyectaron en ovocitos de Xenopus laevis;
las respuestas obtenidas al estimular con el GABA ovocitos
microinyectados con ARNm proveniente de la corteza cerebral
mostraron claras caracteristicas funcionales y farmacoldgicas
del R-GABA-A: sensibilidad a la bicuculina, bloqueo por
picrotoxina y modulacién por barbituricos y benzodiacepinas y
rapida desensibilizacion (Fig. 3A). En contraste, las respuestas
obtenidas al estimular con el GABA los ovocitos
microinyectados con ARNm obtenido de la retina presentaron

dos componentes: 1) un componente menor que desensibiliza

Recuadro 2. Caracteristicas de las s-GABAp

—'7

Selectividad idnica: cloruro
Subunidades: p1, p2 y p3
Sensibilidad al GABA: 1-5uM (EC50)

Agonistas: CACA, CAMP, TAMP, TACA, glicina,
muscimol y taurina

Antagonistas: TPMPA, 14AA, 3- APPA y 3-
APMPA, Isoguvacina, P4S, THIP, ZAPA y Zinc

Tiempo medio de apertura del canal: 150 a
200 ms

Desensibilizacién: Baja

y es bloqueado por la bicuculina y es potenciado por el pentobarbital o benzodiacepinas
(Fig. 3B y 3D) y 2) un componente mayor que corresponde a las s-GABAp y que generod
respuestas aln a bajas concentraciones de GABA, con baja tasa de desensibilizacién,
resistencia a la bicuculina, y no fue potenciado por las benzodiacepinas o el pentobarbital
y tampoco fue activado por el baclofeno (Fig. 3C). El recuadro 2 resume las caracteristicas

de las s-GABAp mencionadas hasta el momento.
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Figura 3. Corrientes generadas por el GABA en ovocitos de X. laevis. A) izquierda: respuestas de ovocito
microinyectado con ARNm de la corteza cerebral bovina, se observa el componente formado mayoritariamente por el
R-GABA-A, derecha: respuestas de ovocito microinyectado con ARNm de retina bovina donde se observan corrientes
formadas principalmente por las s-GABAp. B) a concentraciones mayores 100uM de GABA se observé un componente
menor (flecha negra) el cual es inhibido con la colocaciéon de bicuculina (bic), cuando se usé GABA a 10uM el
componente menor fue bloqueado parcialmente. C) corrientes resistentes a la bicuculina e insensibles a baclofeno no
muestran desensibilizaciéon a la colocaciéon de 1uM de GABA. D) se observa que el componente menor (area
sombreada) es sensible tanto al pentobarbital (P) como a la bicuculina (Tomado de Polenzani et al., 1991).

Distribucion de las s-GABAp

La distribucién de las s-GABAp es mas restringida respecto al resto de las subunidades del
R-GABA-A; sin embargo, en la retina de vertebrados se encuentran expresadas las tres
subunidades (p1-p3). A este respecto, diversos estudios realizados en la década de los 90’s
evidenciaron que las interneuronas de la retina, las células bipolares, expresan las s-
GABAp1l y p2. En este sentido Feigenspan y colaboradores en 1993, reportaron en dichas
células mediante analisis farmacolégico las cldsicas caracteristicas farmacolégicas de las s-
GABAp, como insensibilidad a moduladores clasicos del R-GABA-A (flunitracepam,
pentobarbital y alfaxalona), ligero bloqueo por la picrotoxina, insensibilidad al antagonista
especifico del R-GABA-A (bicuculina) y al agonista especifico del R-GABA-B (baclofeno),
pero con sensibilidad al analogo del GABA el CACA.

En 1993 Qian y Dowling demostraron electrofisioldgicamente que las células

horizontales de retina de la perca blanca (Morone americana), también presentan las
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caracteristicas de las s-GABAp referidas en el parrafo anterior. Por otro lado, Feigenspany
Bormann en 1994 mostraron nuevas caracteristicas del receptor al estudiar células
bipolares aisladas de la retina de rata, tales caracteristicas fueron: una ECso de 4.2uM de
GABA, un coeficiente de Hill de 2 moléculas aproximadamente, conductancia de 7.9pS y

un didmetro de poro de 5.1A.

Estudios realizados por Dong y cols. (2004), y Takahashi y cols. (2004), evidenciaron
en el bagre (Ictalurus punctatus) que las células horizontales que reciben sefiales de los
conos, expresan dos receptores sensibles al GABA farmacoldgicamente distintos y que
corresponden al clasico R-GABA-A y a un componente generado por las s-GABAp. En 1995
Qian y Dowling indicaron que las s-GABAp se expresan preferencialmente en las dendritas
de las células bipolares de la lobina blanca (Morone chrysops) y de la lobina rayada
(Morone saxitilis), aunque también se les puede ubicar en menor proporcion en la regién
de la terminal axdnica. Estudios realizados por Zhang y Slaugther en 1995 en
preparaciones de retina de salamandra tigre (Ambystoma tigrinum) evaluaron las
corrientes generadas por GABA en presencia de bicuculina y baclofeno. Bajo estas
condiciones el GABA redujo preferencialmente la actividad de las células bipolares ON y
dicha actividad inhibitoria fue sensible a la picrotoxina y al CACA. Asi, se concluyd la

participacidon de las s-GABAp es principalmente en las células bipolares ON.

En la retina existen diversos estudios en animales transgénicos que muestran que
la ausencia de la s-GABAp1 puede tener diversas implicaciones como la completa ausencia
de la expresidon de las s-GABAp, reduccion de la amplitud y tiempo de respuesta en
corrientes generadas por el GABA, asi como la subsecuente pérdida del balance entre la
excitacion e inhibicién en la actividad de las células bipolares (McCall et al., 2002).
Ademas, en ratones knockout (rhol'/') se ha demostrado recientemente que las
alteraciones microvasculares que se presentan debidas a la ausencia en la expresién de la
subunidad son muy similares a las observadas en la retinopatia diabética (Zheng et al.,

2010).

16 Doctorado en Ciencias Biomédicas



Distribucién y funcion de las subunidades GABA(A)p en el neoestriado e hipocampo de raton (Mus musculus)

Expresion de las subunidades GABAp fuera de la retina

Diversos estudios han indicado que ademas de la retina, a las s-GABAp también se les
puede localizar en estructuras cerebrales, aunque en menor proporcién. El paradigma de
la localizacion y funcionalidad del receptor en el SNC se apoya en evidencia experimental
con el uso de técnicas electrofisioldgicas, biologia molecular e inmunolocalizacién y que se

detallan a continuacion.

Amigdala

En la amigdala, parte del sistema limbico y relacionada con emociones como la ansiedad,
aprendizaje emocional, miedo, y el placer han sido reportadas las s-GABAp; por ejemplo
en 1999 Delaney y Sah., determinaron por electrofisiologia la presencia de un
componente sensible al TPMPA en la amigdala de rata; este estudio senté las bases para
determinar la localizacién de las subunidades GABAp en los nucleos amigdalinos. Respecto
a esto en 2005 Fujimura y cols., mediante qRT-PCR e hibridacion in situ, indicaron que las
s-GABApl y p2 se expresan en las regiones centrales, laterales y basolaterales de la
amigdala de rata. Mientras que Flores-Gracia y cols. (2010), indicaron que las respuestas
de miedo y ansiedad son fuertemente moduladas por TPMPA aplicado via intracerebral en
las regiones centrales, laterales, basolaterales y principalmente en las islas paracapsulares
intercaladas y mediales de la amigdala. Finalmente, Rosas-Arellano y cols., en 2011
mediante RT-PCR, hibridacién in situ e inmunofluorescencia indicaron que a dichas
subunidades también se les puede localizar en los nucleos corticales basomediales y

posteromediales en la amigdala de ratén.

Bulbo Olfativo

En 2007 Chen y cols., indicaron mediante RT-PCR e inmunohistoquimica que GABAp1 se
expresa en células de la capa mitral olfativa; ademds demostraron en ratones knockout
(rho1™") mediante pruebas de sensibilidad al olor citrico (que excluye la actividad
trigeminal), que la sensibilidad al olor aumenta cuando esta subunidad estda ausente,
determinando que GABAp1l actia como un modulador inhibitorio en el proceso de la

transmisién de sefiales y procesamiento de informacion olfativa.
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Cerebelo

Los reportes experimentales de la presencia de las s-GABAp en el cerebelo son
abundantes; e incluyen desde la descripcion mediante RT-PCR e hibridacién in situ de
estas subunidades tanto en el cerebelo de pollo (Albrecht et al., 1997), como en el de los
roedores. Por ejemplo, en estos Ultimos Drew y Johnston en 1992 describieron que mas
del 60% de GABA[*H] unido a membranas extraidas del cerebelo de rata no es desplazado
por la bicuculina ni por el baclofeno y que altas concentraciones de isoguvacina y
muscimol son necesarias para inhibir la unién de GABA[?H]. En 1998 Boue-Grabot y cols.,
mediante andlisis de Western blot e inmunohistoquimica determinaron la distribucién de
las tres s-GABAp en el cerebelo de rata, indicando la localizacidn en células de Purkinje,
como también fue reportado en 2002 por Rozzo y cols., mediante técnicas de hibridacion
in situ, Western blot, inmunohistoquimica y electrofisiologia, en este ultimo estudio
también se indicé que las s-GABAp1 y p2 estan presentes en las células en cesta en el

cerebelo de rata.

Otro estudio en el que se aplicaron técnicas de gRT-PCR, hibridacién in situ,
inmunoenzima e inmuno-oro (Mejia et al., 2008) demostraron que las tres s-GABAp se
expresan en el cerebelo de rata desde el primer dia de nacimiento hasta el estado adulto;
ademas indicaron que dichas subunidades se localizan de manera preferencial a nivel
perisinaptico. Por otra parte, en ratdon se describié en 2006 por Harvey y cols., que
corrientes evocadas por la aplicacion de CACA fueron eliminadas tras la colocacién de
TPMPA; de manera importante indicaron que las respuestas generadas por el CACA
presentan un perfil diferencial, presentandose una disminucién de la respuesta cuando el
farmaco se aplica en regiones dendriticas que en el soma de la células de Purkinje; por
otra parte, la inmunohistoquimica indicé que cuando se usa un anticuerpo que distingue a
las tres s-GABAp, el gradiente de distribucién se mantiene conservado, es decir, estas se
ubican en mayor proporcién en el soma que en los arboles dendriticos de estas células.
Finalmente se demostré mediante analisis de inmunoprecipitacion que la subunidad

GABAa1 co-ensambla con la subunidad GABAp1 en células de Purkinje.
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Coliculo superior

Un estudio donde se determind la expresidn de transcritos para las s-GABAp en el cerebro
de rata fue realizado en 1998 por Wegelius y cols., usando técnicas de Northern blot,
hibridacion in situ; RT-PCR seguido de Southern blot, se demostré que las s-GABAp se
pueden localizar en diferentes areas del SNC, incluido el estrato superficial grisaceo del
coliculo superior donde se ha determinado su localizacidn especifica y la funcionalidad de
las s-GABAp mediante técnicas de inmunohistoquimica, electrofisiologia y trazado
neuronal (Pasternack et al., 1999; Schmidt et al., 2001; Born y Schmidt, 2008; Wahle y
Schmidt, 2009). Ademas se ha demostrado en esta region mediante analisis de
inmunofluorescencia que la s-GABAp1 co-expresa con la subunidad GABA-Ay2 (Frazao et

al., 2007).

A diferencia de la retina, donde se reportd en ratones knockout (rhol '/') que la
ausencia de la s-GABAp1 produce la pérdida total de la expresién de otras subunidades p;
en el coliculo superior la ausencia de esta subunidad no produce la pérdida de respuestas
sensibles al TPMPA, ademas de un aumento en la sensibilidad por el neurotransmisor lo
que sugirié la sobre expresion homomerica de otra subunidad GABAp (Schlicker et al.,

2009).

Corteza visual

Los reportes experimentales sobre la expresion de las s-GABAp en la corteza visual son
escasos; los primeros indicios de su presencia fueron realizados por Wegelius y cols., en
1998 quienes indican mediante hibridacion in situ, que la capa VI del area 2L y 2M de la
corteza visual de la rata expresan la s-GABAp2. Por otra parte en la corteza visual de la
rata se ha descrito recientemente que el ARNm de la subunidad GABAp2 se expresa en
aquellas interneuronas que contienen parvalbumina en las capas Il a VI (Wahle y Schmidt,
2009). En estas mismas capas se han reportado mediante hibridacion in situ e
inmunohistoquimica que la corteza visual de ratén en sus regiones medio medial y medio

lateral, expresan las s-GABAp1 y p2 (Rosas-Arellano et al., 2011).
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Cuerpo calloso

En este haz de fibras que tiene como funcion general el comunicar areas interhemisféricas
se ha descrito la presencia de los transcritos de las s-GABApl y p2 (Lopez-Chavez et al.,
2005); Es posible que axones corticales o talamicos presenten los ARNm y que estos sean
traducidos en la regidn sindptica o que sean células de naturaleza glial ubicadas en esta
region las que expresen las subunidades como se ha reportado recientemente (Martinez-

Delgado et al., 2011).

Médula espinal

Los primeros reportes de un componente con caracteristicas farmacoldgicas
correspondientes a las s-GABAp fue realizado en 1975 por Johnston y cols., en
interneuronas de la medula espinal del gato. Mientras que Wegelius y cols., en 1998
indicaron que en el ganglio de la raiz dorsal se localizan los transcritos de las s-GABAp1 y
p3. En 2002 Rozzo y cols., demostraron mediante técnicas de hibridacién in situ, Western
blot, inmunohistoquimica y electrofisiologia que el componente corresponde a las s-
GABAp y que se ubica en interneuronas y en neuronas motoras. Por otra parte en 2003
Zheng y cols., indicaron mediante estudios de inmunolocalizacién que la s-GABAp1l se
expresa en el asta dorsal de la médula espinal, especificamente en la lamina | y Il del
ganglio de la raiz dorsal del ratén, ademas en un raton knockout rho1"? determinaron
mediante la prueba de estimulacion tdctil por los filamentos de Von Frey, que mide umbral
de dolor tactil y dreas de alodinia, que dicha subunidad juega un papel importante en la
modulaciéon y transmision del dolor ya que en ausencia de GABAp1 aumenta la percepcién
al dolor. Otro resultado importante fue reportado por Frazao y cols., en 2007, quienes
demostraron por analisis de doble inmunofluorescencia que la s-GABAp1 co-expresa con
la subunidad al del receptor de Glicina en motoneuronas del asta ventral de la medula

espinal de ratén.

Nucleo supraquiasmdtico

Otros reportes indican que existen otras estructuras cerebrales donde se pueden localizar

las s-GABAp. Por ejemplo, en 1995 O’Hara y cols., describieron en el raton mediante
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anadlisis de Northern blot que respecto a otras estructuras cerebrales, existe una baja
expresién de las s-GABAp en el nucleo supraquiasmatico, estructura implicada en la
generacion de ritmos circadianos, ritmos hormonales y en la regulaciéon del

comportamiento.

Sistema optico

Ademas de la retina, en este sistema se ha descrito en el tectum dptico de rana mediante
estudios electrofisiolégicos por Nistri y Sivilotti en 1985 vy Sivilotti y Nistri en 1989, la
presencia de receptores con actividad inhibitoria y con claras caracteristicas
farmacoldgicas de las s-GABAp: alta sensibilidad al GABA y a sus analogos TACA y CACA,
asi como a la picrotoxina e insensible a la bicuculina y la estricnina (antagonista de los
receptores a glicina). Mediante andlisis de hibridacién in situ también se ha reportado la
presencia de las s-GABApl y p2 en el tectum oéptico y en el nicleo del istmo dptico del
pollo (Albrecht et al., 1997). En 1998 Boue-Grabot y cols., mediante técnicas de Northern
blot, hibridacién in situ y RT-PCR también indicaron la presencia de los transcritos de las
tres s-GABAp en algunas células de la capa del nervio y en numerosas células del tracto
Optico de la rata. Finalmente en el nucleo geniculado lateral, estructura donde las células
ganglionares de la retina proyectan sus axones, Wegelius y cols., en 1998 indicaron la
presencia de la s-GABAp2 mediante andlisis de hibridacion in situ en el cerebro de rata. En
la regidn ventral de este nucleo en la rata, se reportd mediante andlisis electrofisiolégico

la presencia de un componente GABAp (Born y Schmidt, 2008).

Talamo

En esta estructura, encargada de procesar informacidn sensorial, excepto la del olfato,
Albrecht y cols., en 1997, mediante analisis de hibridacién in situ han indicado que el
transcrito de la s-GABAp1 se localiza en el tdlamo dorsal del pollo. Ademdas Wegelius y
cols., en 1998 reportaron mediante andlisis de RT-PCR la presencia de la s-GABAp1 en esta

estructura.
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Tallo cerebral

En esta estructura que tiene la funciéon de comunicar al encéfalo con la médula espinal y
los nervios periféricos, Wegelius y cols., en 1998 describieron mediante RT-PCR, seguido
de Southern blot la presencia de la s-GABAp1. Por otra parte en 2004 Milligan y cols., por
medio de técnicas de RT-PCR, electrofisiologia, Western blot, inmunohistoquimica y co-
inmunoprecipitacién demostraron que las tres s-GABAp se expresan en el tallo cerebral de
la rata; de manera interesante mostraron que de los tres mensajeros de las s-GABAp
detectados mediante RT-PCR, solo es posible determinar la presencia de la s-GABApl
mediante hibridacidn in situ; especificamente en el nucleo del tracto solitario y vagal
dorsal. Otros datos relevantes del estudio se asocian a lo siguiente: 1) a nivel de
ultraestructura la s-GABAp1 fue localizada adyacente a la membrana postsinaptica en 240
sinapsis de tres ratas analizadas y 2) al estudiar la funcionalidad del receptor usando
técnicas electrofisiolégicas de fijacion de corriente en célula completa se determind que
aquellas corrientes que fueron activadas por el CACA (agonista selectivo de las s-GABAp)
también fueron sensibles tanto al TPMPA como a la bicuculina, estas corrientes sdélo
fueron eliminadas cuando ambos antagonistas fueron colocados. Estas respuestas fueron
moduladas con zolpidem, que tiene alta afinidad por la subunidad al del R-GABA-A, estos
datos sugirieron fuertemente la presencia de la subunidad y2 ya que esta es
especialmente sensible al farmaco y se asocia regularmente con la subunidad al (Cope et
al., 2004); por medio de inmunohistoquimica se confirmd la presencia de estas dos
subunidades. Finalmente los resultados de la inmunoprecipitacion sugirieron que

neuronas del tallo cerebral pueden contener heterdmeros que contienen subunidades al,

v2ypl

En relacién a esta co-expresién, estudios realizados por Frazao y cols., en 2007
demostraron por analisis de doble inmunofluorescencia que en neuronas motoras del
tallo cerebral la s-GABAp1 co-localiza con la subunidad GABA-Ay2. En 2005 Lépez-Chavez y
cols., mostraron por analisis de RT-PCR la expresion y distribucién del ARNm de las s-
GABApl y p2 en diversas areas del SNC bovino (Fig. 5), incluido el puente de Varolio y

bulbo raquideo del tallo cerebral de la vaca. Finalmente en 2007 Rosas-Arellano y cols.,
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demostraron por andlisis de inmunohistoquimica en el bulbo raquideo de la vaca, que la s-
GABAp1 se encuentra especificamente en células de soma piramidal, oval y fusiforme de

los nucleos olivar, cuneiforme, cuneiforme accesorio y reticular.

Complejo hipocampal

Existe una amplia gama de reportes sobre la localizacién y funcion de las s-GABAp en esta
estructura relacionada, entre otras funciones, con la memoria espacial. Por ejemplo,
registros electrofisiolégicos realizados por Strata y Cherubini en 1994 en neuronas
piramidales de la region CA3 del hipocampo de ratas entre los dias postnatales PO a P14 y
adultos de 35 dias muestran que existe un componente insensible a la bicuculina y al
baclofeno durante las 2 primeras semanas después del nacimiento y que desparece
conforme madura el hipocampo. Respecto a esta misma drea (CA3 de hipocampo), en
1998 Cherubini y cols., mediante técnicas de Patch Clamp indicaron que en estas células
postnatales y muy probablemente en regiones de las terminales nerviosas de las células
piramidales, se localizan dos clases de receptores GABAérgicos, uno sensible a la
bicuculina y otro insensible a esta, pero sensible a la picrotoxina y con una prolongada
despolarizacion en presencia del GABA, lo que favorece la entrada de calcio a través de
canales dependientes de voltaje, pudiendo ser éste un mecanismo esencial para la
estabilizacién de contactos sindpticos durante periodos criticos del desarrollo. Por otra
parte Wegelius y cols., en 1998, indicaron la presencia de los transcritos de las tres s-
GABAp en el complejo hipocampal durante dias postnatales y en el estado adulto
mediante analisis de RT-PCR, hibridacion in situ y southern blot. Otro ejemplo son los
estudios de Didelon y cols., en 2002, quienes indican que mediante analisis de RT-PCR
fueron encontrados los ARNm de las subunidades GABApl y p2 en el hipocampo en
desarrollo y en la etapa adulta, siendo GABAp2 relativamente mdas abundante que
GABAp1; mientras que la s-GABAp3 fue localizada en niveles relativamente mas bajos
respecto a las otras dos subunidades. Cuando se realizd el estudio electrofisioldgico se
determind que las células insensibles a la bicuculina expresan la s-GABApl en
combinacion con la subunidad GABA-Aa, mientras que aquellas que expresan GABAp2 no

co-expresaban con dichas subunidades a.
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En 2002 Rozzo y cols., demostraron mediante técnicas de hibridacién in situ,
Western blot, inmunohistoquimica y electrofisiologia que las s-GABAp se expresan en
hipocampo de rata, también demostraron la expresion diferencial de GABApl y p2 en
edades postnatales P1 y P7 asi como en el estado adulto; evidenciando que ademas de
ubicarse en células piramidales de la regién CA3 (Strata y Cherubini, 1994), también la
region CA1l vy células granulares del giro dentado expresan ambas subunidades; respecto a
la regién CA1l Hartmann y cols., en 2004 mostraron en las células piramidales de esta
region un componente insensible a la bicuculina, selectivamente activado por CACA y
antagonizado por TPMPA, sugiriendo ademas un posible co-ensamble con otras
subunidades GABA-A; mientras que en 2006 Alakuijala y cols., determinaron que en el
area CA1 del hipocampo de rata los potenciales sindpticos evocados con CACA suprimen la

excitabilidad postsinaptica, efecto que fue antagonizado con la exposicion de TPMPA.

Recientemente registros realizados en células piramidales de hipocampo de ratén
in vitro e in vivo mostraron una actividad sinaptica espontdnea aun en presencia de
100nM de tetradotoxina (TTX) y 2mM de Mg>*. Después de afiadir 4uM de CNQX (6-ciano-
7-nitroquinoxalina-2-3, diona [antagonista de los receptores AMPA]) se evidencié la
actividad espontdnea producida por los recetores GABA, dicha actividad fue eliminada en
su mayoria por 10uM de bicuculina, lo que bloqued sustancialmente al R-GABA-A. Sin
embargo, aun en presencia de bicuculina se observd una actividad espontanea remanente
que fue eliminada con 5uM de TPMPA, lo que sugirié la contribucidn de un componente
GABAp. Ademas se observé que la actividad sindptica GABAérgica fue generada por dos
componentes: uno de mayor proporcidon y que presentd una inactivacién rdpida y otro

menor con una inactivacion lenta, esta ultima atribuida a GABAp (Fig. 4).
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Figura 4. A. Registros de neuronas hipocampales en cultivo. Se muestra la actividad
espontanea en presencia de TTX y Mg2+. Los receptores ionotropicos a GABA fueron
eliminados con bicuculina (bic) y TPMPA. La actividad GABAérgica fue mostrada con
TTX, Mg2+ y CNQX, mientras que la mayoria de esta actividad fue eliminada con
bicuculina; sin embargo, se observa actividad remanente. Dicho remanente fue
eliminado con TPMPA, mientras que la actividad GABAérgica se elimind
completamente con TPMPA vy bicuculina. B. Frecuencia de eventos espontaneos
producida por receptores a GABA o glutamato. En el recuadro superior se observan
trazos de los componentes rapido y lento. C. Registros de neuronas hipocampales en
cortes de tejido. Evidencia de los componentes rdpido y lento y bloqueo parcial con
TPMPA o bicuculina y bloqueo total con TPMPA y bicuculina. D. Frecuencias
sinapticas después del bloqueo del componente glutamatérgico (barra GABA),
evidenciando la actividad de receptores al GABA. El TPMPA reduce 61.3 +2.1% de las
corrientes GABAérgicas. El recuadro muestra los componentes rapido y lento (Rosas-
Arellano et al., 2011).

Neoestriado y nucleo caudado

Los primeros indicios de la presencia de estas subunidades en esta estructura implicada

fuertemente en el control motor y en la memoria motora fueron realizados por Albrecht y
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cols., en 1997 mediante analisis de RT-PCR e hibridacidon in situ en una estructura
altamente relacionada con el neoestriado: el ectoestriado, que en el pollo junto con el
hiperestriado ventral constituyen el neoestriado. Por otra parte Lépez-Chdvez y cols., en
2005; mediante andlisis de RT-PCR se indicd la presencia de los transcritos de las s-
GABAp1l y p2 en el nucleo caudado bovino. De manera particular en este estudio, se
observé la amplificacion de multiples bandas (Fig. 5); lo que sugirié la posibilidad de una
diversidad molecular del transcrito de GABAp1 que podrian codificar para varias formas
alternativas de “splicing” y que pueden corresponder a las isoformas de esta subunidad

previamente reportadas (Martinez-Torres et al., 1998; Demuro et al., 2000).

Figura 5. Distribucion de las subunidades GABApl y p2 en el
Sistema Nervioso Central bovino. Gel de agarosa donde se
muestran los productos de amplificacion mediante RT-PCR
generados con el uso de primers especificos para las
subunidades pl y p2 y GADPH como control (C). La flecha y
cabezas de flecha muestran potenciales variantes alternativas.
(Tomado de Lépez-Chavez et al., 2005).

En 2007 Rosas-Arellano y cols., indicaron que los transcritos reportados en el
estudio anterior (Lépez-Chdvez et al., 2005), se traducen a proteinas en células
poligonales y fusiformes en la regiéon rostral de la cabeza del nucleo caudado bovino (Fig.
6B-F). Este estudio ademas demostré que las respuestas generadas por el GABA en
ovocitos microinyectados con membranas extraidas del nucleo caudado y la retina de
vaca, son altamente sensibles al GABA, resistentes a la bicuculina y presentaron una baja
tasa de desensibilizacién; caracteristicas tipicas de las s-GABAp (Fig. 6A). Recientemente
en nuestro laboratorio, se ha demostrado la presencia de los ARNm de las s-GABAp1 y p2
en la estructura homologa al nucleo caudado en el cerebro de ratédn, el caudado-putamen
(neoestriado) (Fig. 7). La distribucion en el cerebro de las s-GABAp y el método de

deteccidon mencionada en los parrafos anteriores, se encuentra resumidos en la tabla 1.
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A

Figura 6. Distribucion de la subunidad GABAp1 en el bulbo raquideo y cabeza del nticleo caudado bovino. A.
Trasplante de membranas plasmaticas en ovocitos de X. laevis. Corrientes de GABA generadas en ovocitos
inyectados con membranas plasmaticas de retina y ndcleo caudado. El componente GABA-A genera
corrientes de mayor amplitud que desensibilizan rapidamente que fueron antagonizadas por bicuculina (Bic).
El componente GABAp fue identificado por su resistencia a la bicuculina, su lenta tasa de desensibilizacién y
mayor sensibilidad al GABA (5uM). B. Inmunolocalizacién de la subunidad p1 en el tallo cerebral en un corte
horizontal. C. las flechas muestran somas de tipos fusiforme, poligonal y oval. D-F. Inmunolocalizacién de la s-
GABAp1 en la cabeza del nucleo caudado. Las flechas muestran neuronas de tipo piramidal y fusiforme.
Abreviaciones: CuN (Nucleo Cuneiforme); RN (Nucleo reticular); ON (Nucleo Olivar). (Tomado de Rosas-
Arellano et al., 2007).

Retina

CPu

Subunidad
No determinado

No determinado
No determinado
No determinado
No determinado
plyp2

plyp2

210pp ——
200pb ——
170pb ——

210pb ——
200pb ——
170pb ——

Figura 7. Gel de agarosa al 2%, muestra los
productos de amplificacion por RT-PCR de B-
actina (Act), GABAp1, p2 y p3 en retinay en el CPu
(neoestriado).  Abreviaciones restantes: M,
(marcador); C, (control, donde se omitié la
colocacion de ADNc); y E, (experimental). Los
fragmentos esperados para cada producto
fueron: 183, 174, 180 y 197, respectivamente

(Tomado de Rosas-Arellano et al., enviado)

TABLA No. 1
Localizacion de las s-GABAp fuera de la retina

Célula/Tejido
Neuronas motoras de la médula espinal

Tectum optico

Tectum optico

Cerebelo

Neuronas piramidales de CA3
hipocampales

Nucleo supraquiasmatico (escasa

expresion)
Cerebelo, tectum optico, talamo dorsal,

Especie | Método de deteccion Referencia
Gato Electrofisiologia Johnston et al,
1975
Rana Electrofisiologia Nistri y Sivilotti,
1985
Rana Electrofisiologia Sivilotti y Nistri,
1989
Rata Unidn a receptor, Drew y Johnston,
electrofisiologia 1992
Rata Electrofisiologia Stratay
Cherubini, 1994
Ratén Northern blot O’Hara et al,
1995
Pollo RT-PCR e hibridacion in Albrecht et al,
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pl, p2yp3

No determinado

pl, p2yp3

No determinado

pl-p3

No determinado

Pl p2yp3

plyp2

pl

No determinado

Pl,p2yp3

plyp2

plyp2

No determinado

pl-p3

pl

pl

pl

ectoestriado, nucleo pretectal

Estrato superficial grisaceo del coliculo
superior, nervio o6ptico y células de
Purkinje del cerebelo

Area CA3 del hipocampo

Region CA1l del hipocampo, estrato
superficial grisaceo del coliculo superior,
cerebelo, nucleo geniculado lateral,
corteza visual, tdlamo, tallo cerebral y
ganglio de la raiz dorsal

Amigdala

Coliculo superior
Coliculo superior
Hipocampo en desarrollo y adulto

Hipocampo CA1 y CA3, Cerebelo
(Purkinje, células en cesta), médula
espinal (motoneuronas e interneuronas)

lamina | y Il del ganglio de la raiz dorsal,
médula espinal

Células piramidales CAl1 del
hipocampo
Nucleo del tracto solitario y nucleo vagal

dorsal del Tallo cerebral

region

Amigdala

Cerebelo, bulbo raquideo, puente de
Varolio, Nucleo Caudado, médula espinal,
glandula pituitaria, y cuerpo calloso

Area CA1 del hipocampo

Células de Purkinje

Capa mitral del bulbo olfativo

Médula espinal, tallo cerebral y coliculo
superior

Neuronas piramidales, ovales y fusiformes
de nucleos olivar, cuneiforme vy reticular
del tallo cerebral y neuronas fusiformes y

Rata

Rata

Rata

Rata

Rata

Rata

Rata

Rata

Ratén

Rata

Rata

Rata

Bovino

Rata

Ratén

Ratén

Rata
Ratén
Bovino

situ
RT-PCR, hibridacion in
situ

Electrofisiologia

Northern blot,
hibridacion in situ; RT-
PCR y Southern blot

Electrofisiologia

Inmunohistoquimica y
electrofisiologia
Electrofisiologia

RT-PCR, Southern blot
y electrofisiologia
hibridacion in situ,

Western blot,

inmunohistoquimica y

electrofisiologia

Inmunohistoquimica,
knockout (rho1™),

prueba de sensibilidad

al dolor
Electrofisiologia

RT-PCR,
electrofisiologia,
Western blot,
inmunohistoquimica y
coinmunoprecipitacion
gRT-PCR, hibridacién in
situ
RT-PCR

Electrofisiologia

Electrofisiologia,
inmunohistoquimica y
co-
inmunoprecipitacién
RT-PCR,
inmunohistoquimica,
knockout (rhol'/'),
prueba conductual
Inmunohistoquimica
Doble inmunomarcaje
Electrofisiologia e
inmunohistoquimica

1997
Boue-Grabot et
al, 1998

Cherubini et al,
1998

Wegelius et al,
1998

Delaney et al,
1999
Pasternack et al,
1999
Schmidt et al,
2001

Didelon et al,
2002

Rozzo et al, 2002

Zheng et al, 2003

Hartmann et al,
2004

Milligan et al,
2004

Fujimura et al,
2005
Lépez-Chavez et
al, 2005

Alakuijala et al,

2006

Harvey et al,
2006

Chen et al, 2007

Frazao et al, 2007

Rosas-Arellano et
al, 2007
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poligonales del nucleo caudado

No determinado | Nucleo geniculado lateral Rata Electrofisiologia Born y Schmidt,
2008
pl,p2yp3 Cerebelo P1-P60 Rata gRT-PCR, hibridacién in C. Mejia et al,
situ, inmunoenzima e 2008
inmuno-oro
p2 Corteza visual y coliculo superior Rata Hibridacién in situy Wahle y
electrofisiologia Schmidt, 2009
No determinado | Amigdala Rata Conductual Flores-Gracia et
al, 2010
p2 Células gliales cerebelares Ratoén Inmunocitoquimica, Martinez-
trafico intracelular Delgado et al,
2011
plyp2 Hipocampo, amigdala y corteza visual Ratén RT-PCR, Hibridacién in | Rosas-Arellano et
situ, WB, al, 2011

inmunohistoquimica,
inmuno-oro y
electrofisiologia

Como ya se menciond, estudios realizados en nuestro laboratorio indican que los
ARNm de las subunidades GABAp1 y p2 son expresados en el neoestriado de ratdn vy
también que en neuronas de la regién hipocampal en cortes de cerebro y en cultivo se
encuentra un componente farmacoldgico con caracteristicas GABAp. A continuacion se
describird brevemente el neoestriado y la regidn hipocampal por ser las estructuras

estudiadas en la presente tesis.

Caudado-putamen (neoestriado)

El término ganglios basales ha sido usado para referirse a todos los nucleos subcorticales
gue se encuentran cercanos a la base del cerebro e incluyen al nucleo caudado vy al
putamen; ambas estructuras en conjunto son referidas como neoestriado o estriado. La
denominacion mas adecuada es la de neoestriado y se debe a la aparicidn filogenética de
ambas estructuras a partir de los réptiles hasta los mamiferos. Comunmente, como se
menciond también se hace referencia a esta estructura como estriado, sin embrago este
término incluye, ademas del caudado y el putamen al globo palido (Parent, 1986). El
nucleo caudado y el putamen estan separados uno del otro por la cdpsula interna (Cl) en
la mayoria de los mamiferos incluidos los bovinos, caprinos, felinos, caninos y primates.

Sin embargo, en los roedores la Cl no estd muy desarrollada, lo que hace que ambas
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estructuras formen una estructura fusionada conocida como caudado-putamen (CPu o

neoestriado) (Heimer et al., 1995).

El neoestriado es considerado uno de los nucleos subcorticales mas importantes
del cerebro; esto es debido a que representa el primer nivel de recepcién de informacion
cortical que se dirige hacia los ganglios basales. Estd integrado tres componentes
principales: 1) dorsal (Fig. 8B), 2) ventral (Fig. 8C) y 3) regién amigdalina (Fig. 8D); que a su
vez estdn constituidos por dos compartimentos, 1) los parches o estriosomas y 2) la

matriz. (Kawaguchi, 1997; Partridge et al., 2009).

Figura 8. Modelo tridimensional del neoestriado de ratén. A. Neoestriado en vista lateral
(izquierda), y su localizacion cerebral en vista sagital (derecha). B-D. Componentes del
neoestriado B. dorsal, C. ventral y D. regién amigdalina. Abreviaciones: R, rostral; C, caudal; D,
dorsal; V, ventral; M, medial; L, lateral; BO, bulbo olfativo; CC, corteza cerebral; Hp, hipocampo
propio; Th, talamo; CPu, caudado-putamen (neoestriado); Ht, hipotalamo; CS, coliculo superior;
Cm, cerebro medio; P, puente; Cb, cerebelo; Mo, medula oblongada. Modelo elaborado con el
programa Allen Brain Explorer - Allen Institute.

Citolégicamente, el neoestriado esta constituido por dos tipos de neuronas 1)
neuronas de proyeccién y 2) interneuronas, las cuales difieren a nivel estructural,

conectividad, neuroquimica y funcién. Las neuronas de proyeccién son las predominantes
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y constituyen en la rata el 95% de la poblacidn de esta estructura (Kawaguchi, 1997;
Bennett y Wilson, 2000; Partridge et al., 2009). Estas células tienen somas de entre 10 y
20um de didmetro y drboles dendriticos con abundantes espinas, estas dendritas pueden
arborizar en todas direcciones llegando a alcanzar hasta los 500um de didmetro. Se ha
mostrado que tienen un axon principal el cual emite colaterales que pueden estar
asociadas a los arboles dendriticos de las células de proyeccion vecinas. Se han descrito
dos tipos de acuerdo a su proyeccidon axonal y a marcadores neuroquimicos, ambas
expresan la descarboxilasa del acido glutamico (GAD): 1) las que proyectan al globo palido
segmento externo (GPe) utilizan encefalina como co-transmisor, a nivel funcional se les ha
relacionado con la inhibicion de movimientos involuntarios; y 2) por otra parte se han
distinguido tres tipos para aquellas que expresan sustancia P y dinorfina; 2.1) las que
proyectan al globo palido segmento interno (GPi), y funcionalmente se les ha descrito que
facilitan los movimientos planeados del tronco y las extremidades. 2.2) otro subgrupo que
expresa sustancia P y que proyecta a la sustancia nigra pars reticulata (SNr), y que ha sido
involucrado en el movimiento planeado de la cabeza y los ojos; 2.3) finalmente estan
aquellas que proyectan a la sustancia nigra pars compacta (SNc) donde alli modulan a las
neuronas dopaminérgicas que proyectan a su vez hacia el neoestriado (Albin et al., 1989;
Delong, 1990; Graybiel, 1990; Reiner y Anderson, 1990; Gerfen, 1992; Lei et al., 2004).
Respecto a su localizacidon se ha descrito que los somas de las neuronas que proyectan
hacia el GPe, GPi y SNr se localizan en el matrisoma, mientras que en el estriosoma se
encuentran los somas de aquellas que proyectan a la SNc (Graybiel, 1990; Reiner y

Anderson, 1990; Gerfen, 1992).

También se conoce que aquellas neuronas que proyectan sus axones hacia el GPe
expresan receptores D2 de dopamina, mientras que las que proyectan hacia el GPiy la SN
expresan receptores a dopomina D1, aunque se ha descrito una pequeia poblacién de
neuronas de proyeccion que pueden co-expresar receptores D1 y D2 (Surmeier et al.,
1993). Ambos tipos neuronales pueden ser identificados mediante la encefalina y la

sustancia P como marcadores con ensayos inmunohistoquimicos (Kawaguchi et al., 1995).
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En cuanto a las neuronas no espinosas, esta reportado que conforman en la rata el
5% de la poblacién total (Bennett y Wilson, 2000), participan como interneuronas y
tienen somas de diversos tamafos, sus axones no proyectan fuera del neoestriado y sus
dendritas contienen de escasas a nulas espinas. Se han distinguido cuatro tipos respecto a
la presencia de diversos marcadores: 1) acetilcolinérgicas: son consideradas las células
gigantes del neoestriado, son mas abundantes en la region dorsolateral; tienen somas
esféricos u ovales de 20 a 35um que pueden ubicarse tanto en la matriz como en el
estriosoma. Sus dendritas son lisas y radiadas, las cuales pueden bifurcar y ocupar un
volumen de hasta 500um; respecto a su axdn, este se extiende dentro de la region medial
de la matriz del neoestriado (Kubota y Kawaguchi, 1993; Kawaguchi et al., 1995). 2)
GABAérgicas que expresan parvalbumina: sus somas son poligonales o fusiformes y miden
entre 10 y 30um; tienen dendritas que pueden o no ramificar extensivamente, en su parte
proximal son lisas pero con varicosidades en su region distal; sus axones no proyectan
fuera del neoestriado y son proporcionales a la distancia de las dendritas que posean. Se
ubican preferencialmente en la region del matrisoma pero también se les puede
encontrar en el estriosoma. 3) GABAérgicas que expresan calretinina: presentan somas de
9 a 17 um de diametro, de los cuales surgen dendritas no espinosas que en sus extremos
contienen varicosidades. Hasta el momento no se ha descrito la organizacién de sus
axones respecto a su tamafio y distribucién. No esta claro si se ubican en el matrisoma o
en el estriosoma, pero se ha reportado que se distribuyen de manera especial en las
regiones rostrales del neoestriado. 4) GABAérgicas que expresan somatostatina, NADPH,
diaforasa, éxido nitrico sintetasa y calbindina: es un tipo de neurona bipolar con soma de
10 a 20um de diametro, las dendritas no arborizantes, lisas y sin espinas; sus axones son
arborizantes y son los mas ampliamente distribuidos de las interneuronas y
ocasionalmente parecen tener dos origenes axonales. Preferencialmente se localizan en Ia

matriz, pero también se pueden observar en el estriosoma (Bennett y Bolam, 1993).

Aln se desconocen las funciones de las neuronas que expresan somatostatina y
calretinina, mientras que aquellas que expresan acetilcolina y parvalbumina modulan a las

neuronas de proyeccién (Kita et al., 1990; Kawaguchi, 1993; Kawaguchi et al., 1995; Koos y
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Tepper, 1999; Partridge et al.,, 2009). Los cuatro tipos de inteneuronas son
inmunorreactivos a colina acetiltransferasa, parvalbumina, calretinina, calbindina y/o

somatostatina, respectivamente (Kawaguchi et al., 1995).

Respecto a las subunidades GABA-A que se expresan en el neoestriado, se ha
reportado la presencia de las siguientes subunidades: al-5, B2, B3, y2-3, 6 y pl y p2
(Fritschy y Mohler et al., 1995; Piker et al., 2000; Lépez-Chavez et al., 2005; Rosas-Arellano
et al., 2007; Ade et al., 2008); siendo la combinacién a2, B2-3, y2 la predominante
(Fritschy y Mohler et al., 1995). Reportes sobre la distribucién del receptor en el
neoestriado humano realizados por Waldvogel y cols., en 1999 indican lo siguiente: la
subunidad al se encuentra distribuida heterogéneamente, ubicdndose de manera
preferencial en somas de diversas formas y tamanos ubicados en el matrisoma, de los
cuales se distinguen tres tipos: 1) neuronas que conforman el 60% de la poblacién que
expresa la subunidad al, sus somas son ovales de 10 a 18um, con arboles dendriticos
amplios (200 a 300um de diametro), largos, delgados y no espinosos principalmente
localizados en el estriado dorsal y ventral. La expresion de la subunidad GABAal en
abundancia y localizaciéon correlaciond ampliamente con células GAD, parvalbumina,
calbindina, calretinina positivas y en aquellas que expresan encefalina. 2) Células que
representaron el 38% de la expresion de la subunidad al, que tenian apariencia bipolar
con somas ovales de 14 a 24um, dendritas no espinosas y con arboles dendriticos de 300 a
500um de didmetro; éstas células expresaron GAD, calretinina, calbindina, parvalbumina
(que en la rata no se expresa) y ChAT. 3) el tercer tipo de neurona representd el 2%
restante y se observé que esta localizada principalmente en regiones ventrales, y con una

alta expresion de GAD.

Por otra parte, la subunidad a2 mostré una fuerte expresion en el neoestriado
dorsal tanto en regiones del matrisoma como en el estriosoma, en células clasificadas
como tipo 4, las cuales fueron caracterizadas por tener somas ovales de 14 a 18um de
diametro, dendritas primarias cortas y espinosas, dichas células correlacionan

fuertemente con la expresidn y localizacion de células GAD, calbindina y encefalina
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positivas. Por su descripcion morfoldgica su expresién corresponde a las neuronas

medianas espinosas (Waldvogel et al., 1999).

La subunidad a3 fue reportada como moderadamente baja a través del
neoestriado tanto en regiones del matrisoma con en el estriosoma, siendo evidente su
expresion en la region dorsal y en grupos aislados en la region ventral, donde parece
correlacionar bien con la expresion de otras subunidades GABA-A como al, a2, B2,3, y y2.
Su expresion esta relacionada a aquellas células de tipo 2-4, descritas en los parrafos
anteriores; adicionalmente, se describid la presencia de esta subunidad en otro tipo
celular denominada tipo 5, el cual esta caracterizado por tener somas redondeados u
ovales con un didmetro de 25 a 50um, dendritas radiadas no espinosas que emergen en
todas direcciones, y que presentaron la morfologia correspondiente a las células
colinérgicas. También la subunidad a3 fue asociada con la expresion de la subunidad aly

calretinina en células de tipo 2 (Waldvogel et al., 1999).

Respecto a las subunidades B2 y B3 se reportd una alta intensidad de expresion a
lo largo del neoestriado, expresandose en regiones del matrisoma y estriosoma; pero
principalmente en las regiones dorsales, mostrandose también una expresidn en la regién
ventral en menor proporcién, de manera interesante éstas subunidades fueron localizadas
en regiones de expresion de células calretinina positivas y escasamente en regiones de
células que contienen calbindina y encefalina; su localizacién se relaciond con la expresion
subunidad al. GABAB3 ha sido relacionada con neuronas tipo 1-4 descritas previamente

(Waldvogel et al., 1999).

Finalmente, se reportd que la subunidad y2 que se localiza tanto en el matrisoma
con en el estriosoma muestra una moderada expresiéon en el neoestriado, pero a
diferencia de las demas subunidades esta se expresa de manera homogénea;
localizdndose en neuronas de tipo 1-4, donde se relaciond fuertemente con la expresion
de GABAal y a2. Se ha relacionado a la expresidon de células parvalbumina, calbindina y

calretinina positivas (Waldvogel et al., 1999).
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A nivel de redes funcionales se han descrito dos vias en las que participan éstas
células, una conocida como via directa y otra como via indirecta (Fig. 9). La via directa se
origina de las neuronas neoestriatales inhibidoras con GABA y sustancia P como
neurotransmisores, su activaciéon produce una desinhibicién del tadlamo. Mientras que la
via indirecta también es inhibidora con GABA y encefalina, alcanza primero el globo
palido, luego al nucleo subtaldamico mediante proyecciones exclusivamente GABAérgicas y
finalmente desde el subtalamo llega hasta los nucleos de salida mediante una proyeccion
glutamatérgica. La activacidon de la proyeccién estriopalidal inhibidora (GABA/encefalina)
suprime la actividad de las neuronas palidales de modo que desinhiben el subtalamo,
aumentando su accion excitadora sobre los nucleos de salida, lo que a su vez aumenta su
inhibicidn sobre el tdlamo. Ademas, la alta frecuencia de descarga de la mayoria de las
neuronas palidales ejerce una inhibicidn ténica sobre el nucleo subtalamico (Alexander y

Crutcher, 1990).

Figura 9. Via cortico-estriatal. La corteza cerebral y el tdlamo envian sefiales glutamatérgicas de entrada
al neoestriado (flechas verdes). Las sefales de salida del neoestriado son divididas en via directa en
directa, ambas GABAérgicas. La via directa se origina de neuronas medianas espinosas (puntos azules),
las cuales extiendes sus axones (flechas azules) hacia dos nucleos de salida: el globo palido medial (GPm,
también denominado globo pélido interno) y hacia la sustancia nigra pars reticulata (SNr). Activacion de
esta via produce inhibiciéon de GPm y SNr, que se traduce en deshinibicion del talamo, esto facilita la
excitacion taldmica y en consecuencia la de las areas motoras corticales, asi como una retroalimentacion
positiva tdlamo-estriatal. La via indirecta por su parte se origina de neuronas medianas espinosas del
neoestriado (puntos rojos), los axones de estas células terminan en el globo palido (GP, también
denominado globo palido externo), células de esta estructura proyectan hacia el nucleo subtalamico
(STN), que en turno envia sefiales hacia el GPm y la SNr. Activacion de la via indirecta produce inhibicion
de GP y secundariamente activacion de STN que envia impulsos excitadores hacia GPm/SNr
produciéndose inhibicion de tdlamo y nucleos del tallo cerebral que se traduce en una inactivacion de las

areas motoras corticales (Adaptado de Gerfen, 2006).
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Asi, durante la ejecucién de un acto motor especifico, las neuronas relacionadas
con el movimiento en el globo pdlido interno y sustancia nigra reticulata presentan una
excitacion o inhibicién fasica de su frecuencia de descarga espontanea. La inhibicién fasica
juega un papel crucial en el control motor por desinhibicidon del nucleo ventrolateral del
tdlamo, facilitando los movimientos iniciados corticalmente, la excitacidn fasica parece
tener el efecto opuesto. Aunque se desconoce como actlan las entradas de las vias
directa e indirecta sobre las neuronas del globo palido interno y sustancia nigra reticulata,
es posible que las entradas de las vias directa e indirecta que son activadas selectiva y
conjuntamente en relacion con un movimiento iniciado corticalmente pueden ser
dirigidos al mismo grupo de neuronas. De modo que las entradas de la via indirecta
podrian frenar o enlentecer un movimiento que fue reforzado por la via directa. Otra
posibilidad es que las entradas de las vias directa e indirecta asociadas a un movimiento
podrian ser dirigidos a diferentes grupos neuronales, jugando un doble papel en la
modulacion cortical de los movimientos, reforzando por la via directa un acto motor

seleccionado o suprimiendo uno por la via indirecta (Alexander y Crutcher, 1990).

Ademas, a nivel funcional el neoestriado ha sido considerado como una estructura
relacionada con el control motor y procesos de memoria (Devan et al., 1996; Kemp y
Powell, 1971; Packard et al., 2001). Evidencia experimental indica, que alteraciones en la
actividad inhibitoria generada por GABA en esta estructura, se refleja en trastornos del
movimiento (Albin et al., 1989); por ejemplo en la enfermedad de Parkinson la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro medio que proyectan hacia el
neoestriado, induce cambios postsinapticos en las neuronas de proyeccion neoestriatales
produciendo un desequilibrio en tanto la via directa (activacion insuficiente), como en la
via indirecta (inhibicion insuficiente) (Albin et al., 1989; Gerfen, 2006; Braak y Tredici,
2008; Schiff, 2010). La secuela de cambios patoldgicos debida al agotamiento de la
dopamina neoestriatal, produce hiperexcitabilidad en las neuronas de proyeccion,
principalmente en aquellas que expresan receptores de dopamina D2 (pertenecientes a la
via indirecta) (Day et al., 2006; Deutch, 2006; Gerfen 2006; Neely et al., 2007; Flores-

Barrera et al., 2010). Otras evidencias experimentales indican que el neoestriado también
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tiene participacién a nivel mnemaénico, ya que se ha demostrado que cuando se bloquea

la actividad del R-GABA-A, se inducen efectos amnésicos (Salado-Castillo et al., 1996).
Regién hipocampal

A pesar de los extensivos estudios sobre esta area, aln existe controversia relacionada a
los términos de varios de los componentes de la regidén hipocampal. Los términos usados
en el presente estudio fueron obtenidos de diversas referencias (Paxinos y Franklin, 2001;

Paxinos, 2004; Cutsuridis et al., 2010).

Macroscopicamente la regién hipocampal esta constituida por el giro dentado, el
hipocampo propio y el subiculum (Fig. 10). La mayor diferencia entre estas es el nimero

de capas corticales que tienen y la conectividad que presentan (Witter y Amaral, 2004).

Figura 10. Modelo tridimensional de la formacion hipocampal de raton. A. Formacion
hipocampal en vista lateral (izquierda), y su localizacion cerebral en vista sagital (derecha). B-D.
Componentes de la formacién hipocampal. B. giro dentado, C. hipocampo propio y D. subiculum.
Abreviaciones: R, rostral; C, caudal; D, dorsal; V, ventral; M, medial; L, lateral; BO, bulbo olfativo;
CC, corteza cerebral; CPu, caudado-putamen (neoestriado); APO, area predptica, Th, tdlamo; Ht,
hipotdlamo; FH, Formacion hipocampal; CS, coliculo superior; Cm, cerebro medio; P, puente; Cb,
cerebelo; Mo, medula oblongada. Modelo elaborado con el programa Allen Brain Explorer - Allen
Institute.
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La formacion hipocampal es una corteza trilaminar (allocorteza), en su capa mas
profunda se encuentran las dendritas basales de las células piramidales y una mezcla de
fibras aferentes y eferentes que conforman un circuito local con las interneuronas de la
region. De manera superpuesta se encuentra la capa polimorfa, capa celular que estd
compuesta de las células principales. En la parte superior, la capa mas superficial, contiene
dendritas apicales de las neuronas y la vasta mayoria de los axones que proveen sefiales
de entrada a la region. En el giro dentado estas tres capas de manera respectiva son
conocidas como el hilus, capa granular y capa molecular (stratum moleculare) (Witter,

2010; Witter y Amaral, 2004).

Reportes experimentales indican que las subunidades GABAa1-4, a5, B1-3, 5 y y2,
estdn presentes en la formacion hipocampal; de estas se ha indicado que la subunidad a2,
es mas abundante en el giro dentado; a5 es ampliamente expresada en las areas CA y
poco en el giro dentado; mientras que en las células piramidales y su regidn dendritica las
subunidades a2, a5, B2, B3 y2 son muy abundantes. De manera peculiar la subunidad
GABAa1 parece localizarse principalmente en los arboles dendriticos de la regién CAy en
la capa polimdrfica del giro dentado, mientras que la subunidad 6 se expresa escasamente
en neuronas aisladas en el giro dentado (Zhang et al., 1991; Wisden et al., 1992; Fritschy y
Moller, 1995). Respecto a la estequiometria se ha sugerido ensambles a2/B2-3/y2 en
células piramidales y en las células granulares del giro dentado. La combinacion a5/p2-
3/y2 ha sido reportada en las células piramidales; mientras que el arreglo a1/B2-3/y2/6 se

localiza en interneuronas hipocampales.
Giro dentado

Como se menciond, el giro dentado estd constituido por tres capas: la capa
molecular, capa de células granulares y la capa de células polimdrficas que en ocasiones es
referida con los términos de hilus (Witter y Amaral, 2004). Respecto a su citologia, la capa
de células granulares estd integrada por somas elipticos con un ancho de 10um y una
altura de 16um. Cada célula granular estd asociada cercanamente a otras células

granulares y en la mayoria de los casos no estan envueltas de células gliales. Estas células
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tienen arboles dendriticos muy caracteristicos con forma de cono los cuales se dirigen
hacia la porcién superficial de la capa molecular; mientras que en lo profundo de esta
capa granular se encuentran las células en cesta que reciben este nombre debido a que
los axones de estas células forman plexos pericelulares alrededor de las células
granulares. El soma de estas células es de forma piramidal con un didmetro de 25-35um,
la mayoria de estas células son GABAérgicas y ademas de contener a este neurotransmisor
son inmunoreactivas a otras sustancias como las proteinas de unidn a calcio. Dentro de la
misma region subgranular que ocupan las células en cesta, se ubican otros diversos tipos
de células con diversas formas en sus somas y configuracién dendritica, algunas de ellas
son multipolares con dendritas no espinosas, mientras otras tienden a ser fusiformes con
una distribucion dendritica similar. Estas células extienden sus axones dentro de la capa
de células granulares o salen de esta estructura dirigiéndolos hacia la capa molecular
(Freund y Buzsdki, 1996); parece que su funcién es la de modular la actividad de las células

granulares.

Por otra parte la capa molecular esta principalmente ocupada por dendritas de las
células granulares, en cesta y diversos tipos de células polimdrficas. Sin embargo, algunos
tipos de células neuronales también estan presentes en la capa molecular tales como las
células multipolares o de soma triangular de los cuales surgen axones que parecen
contribuir a la formacion de la canasta en la capa de células granulares. Estas neuronas
son positivas para el péptido vasoactivo intestinal y tienen dendritas no espinosas que
permanecen principalmente dentro de la capa molecular. Un segundo tipo de célula ha
sido localizado en la capa molecular del giro dentado que se asemeja a la llamada “arana”
o célula axoaxonica la cual se caracteriza porque su axon desciende desde la capa
molecular hasta la capa de células granulares, donde colateraliza de manera extensiva y
termina exclusivamente dentro de los segmentos iniciales de los axones de las células
granulares. Respecto a sus arboles dendriticos, estos generalmente se expanden a lo
ancho de la capa molecular y las dendritas basales no estdn bien desarrolladas o estdn
ausentes. Estas células son inmunorreactivas al GABA, la GAD vy la parvoalbumina; ademas

poseen sinapsis simétricas. Un tercer tipo de célula ha sido nombrada célula de la capa
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molecular asociada a la via perforante debido a la distribucion de su axén (Witter y

Amaral, 2004).

Por otra parte la capa de células polimdrficas contiene una variedad de células de
las cuales se tiene poco conocimiento. El tipo celular mas comun es la célula musgosa que
tiene soma piramidal de 25 a 35um de diametro, sus dendritas se extienden dentro de la
capa polimérfica, aunque ocasionalmente pueden extenderse hasta la capa granular o
molecular. La principal caracteristica de estas células es que todas las dendritas
proximales estan cubiertas de un complejo espinoso denominado “excrecencia espinosa”
que es un sitio de unién de axones de las fibras musgosas (Frostcher et al., 1991; Ribak et
al., 1985); mientras que las dendritas distales son menos densas. Otro tipo celular en la
capa de células polimérficas es la de tipo fusiforme, que forma un pequefio grupo de
células con somas de tipo redondeado con dendritas no espinosas y axones locales
aunque se ha reportado que en algunas ocasiones sus axones pueden proyectar dentro
del hipocampo propio o en el subiculum (Sik et al., 1997). También células “arafia” han
sido descritas como células con arboles dendriticos dentro de la capa polimérfica que
pueden recibir sefiales de las fibras musgosas. Los axones de estas células terminan en los

segmentos iniciales de las células musgosas (Martinez et al., 1996).
Hipocampo propio

El hipocampo propio es una estructura curveada que aparenta formar los cuernos de un
carnero, por ello recibe el nombre latin de cornu ammonis (CA) (Vida, 2010); que a su vez
esta subdividida en tres areas CA1, CA2 y CA3, las cuales a su vez estan subdivididas en
diferentes subcapas, por ejemplo el drea CA3 se divide en el stratum lucidum, stratum
radiatum y el stratum lacunosum-moleculare. Mientras que la divisién de las dreas CA2 y
CA1 es similar a la del area CA3, con la excepcion que el stratum lucidum esta ausente. La
organizaciéon laminar es similar en todos los campos del hipocampo propio. La capa
principal es la de células piramidales, por debajo de ella se localiza el stratum oriens que
relativamente carece de células; sin embargo, en el area CA3 no asi en CA2 ni en CAl, se

localiza una zona acelular justo por arriba de la capa de células piramidales que esta
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ocupada por las fibras musgosas provenientes del giro dentado, esta capa es denominada
stratum lucidum. Superficialmente al stratum lucidum en el drea CA3 e inmediatamente
por encima de la capa de células piramidales de las dreas CA2 y CA1 se localiza el stratum
radiatum en la cual de localizan asociaciones de areas CA3-CA3 y CA3-CAl1 donde se
encuentran las conexiones colaterales de Schaffer. Finalmente la porcion mas superficial
del hipocampo propio es denominada stratum lacunosum-moluculare, en esta capa se
localizan las fibras de la via perforante provenientes de la corteza entorrinal y que se
dirigen a diversas estructuras como el nucleo reuniens o la linea media del talamo (Witter

y Amaral, 2004).

A nivel citoldgico el hipocampo propio estd constituido principalmente por células
de tipo piramidal, las cuales se ubican de manera predominante en la capa de células
piramidales, presentan arboles dendriticos que se extienden dentro del stratum oriens y
en la fisura hipocampal; mientras que la cantidad de dendritas en el stratum lacunosum-
moleculare provienen de las células piramidales localizadas en los limites del hilus y
regiones distales de las dreas CA3 y CA2 (Ishizuka et al., 1995). Adicionalmente en la capa
de células piramidales se localiza una poblacidn heterogénea de células en cesta con
diversos tamafios y formas, las cuales presentan dendritas de tipo apical y basal con pocas
espinas o sin ellas. Los axones de estas células se extienden transversalmente desde el
cuerpo celular y forma el plexo en cesta que inerva los cuerpos celulares de las células
piramidales. A nivel neuroquimico se ha descrito que expresan de manera abundante
GABA (Ribak et al., 1978) y la mayoria se considera que forma un circuito local. Ademas,
algunas de estas neuronas pueden ser identificadas mediante ensayos
inmunohistoquimicos con anticuerpos que distinguen neuropéptidos (Morrison et al.,,
1982), proteinas de unién a calcio como la parvoalbumina, calbindina o calretinina, o ser
caracterizadas por su distribucién dendritica y axonal (Freund y Buzsaki, 1996; Gulyas et
al., 1999). Las interneuronas del hipocampo propio son denominadas O-LM y neuronas bi-
estratificadas. Las primeras tienen dendritas ubicadas en el stratum oriens y un axén que
inerva el stratum lacunosum-moleculare; estas células generalmente contienen

somatostatina y en algunas ocasiones neuropéptido Y. Dichas células forman sinapsis
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asimétricas con las espinas de las dendritas de las células piramidales. Las neuronas bi-
estratificadas se localizan en el stratum radiatum y en el stratum oriens, inervando las
dendritas de las células piramidales. Otro tipo de interneurona que se encuentra en el
stratum pyramidale o stratum radiatum proyecta sus axones hacia el stratum radiatum
donde forman sinapsis simétricas con las dendritas de las células piramidales.
Adicionalmente, todas las areas del hipocampo tienen células en forma de arafia con
dendritas que corren en paralelo con las dendritas de las células piramidales (Witter y

Amaral, 2004).

Subiculum

Referente al subiculum, la capa superficial es generalmente referida como capa molecular,
algunas veces dividida en porcidn externa e interna, las dos capas restantes son
denominadas como capa de células piramidales (stratum pyramidale) y el stratum oriens
(Witter, 2010). El nivel citolégico no ha sido descrito plenamente; sin embargo se tiene
conocimiento de la presencia de células piramidales de forma y tamafio uniforme que
extienden sus dendritas apicales dentro de la capa molecular, mientras que las dendritas
basales lo hacen en la porcién profunda de la capa de células piramidales del hipocampo
propio. Se ha descrito también la presencia de interneuronas, poblacion que se ubica
entre las células piramidales de la regién, dichas neuronas son GABAérgicas y son

inmunorrecativas a la proteina de unidn a calcio, parvoalbumina (Witter y Amaral, 2004).

Planteamiento del problema

Como se refirié en los parrafos anteriores, el GABA es un neurotransmisor abundante
tanto en el neoestriado como en la fomacién hipocampal; esta abundancia estd asociada a
una alta diversidad en la expresidon de subunidades del receptor GABA-A. Considerando
por una parte que nuestro grupo de trabajo ha determinado la expresion de las s-GABAp
en neuronas poligonales y fusiformes del nucleo caudado de la vaca (Lépez-Chavez et al.,
2005; Rosas-Arellano et al., 2007); y de los ARNm de GABApl y p2 en el neoestriado de

ratdn; en el presente trabajo proponemos determinar, como primera parte, la distribucién
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topografica de ambas subunidades, la identidad de las neuronas que expresan a las s-

GABAp; ademas de esclarecer su localizacidn sinaptica o extra-sindptica.

Por otra parte, proponemos esclarecer si la identidad del componente tdénico
dependiente de GABA y sensible al TPMPA, que reportamos recientemente en la actividad
sinaptica espontanea en el hipocampo de ratén (Rosas-Arellano et al., 2011); corresponde
a la expresion de las subunidades GABAp, ademas de describir su localizacidn tanto a nivel

celular como subcelular.

Ambos apartados experimentales tienen la finalidad de describir la presencia y
ubicacion especifica de este elemento inhibitorio que pudiese conferir inhibicién ténica en

estas estructuras.
Preguntas a contestar

e (Cudles son las regiones donde se expresan las subunidades GABAp en el neoestriado e
hipocampo de ratéon?

e ¢(Cudles son los tipos neuronales neoestriatales a nivel neuroquimico en los que se
expresan GABAply p2?

e ilas subunidades GABApl y p2 se localizan en regiones pre o post sinapticas en el
neoestriado e hipocampo?

e :Segun la localizacién como elementos pre o postsindpticos las subunidades GABAp1 y

p2 se localizan en regiones extra, peri o sinapticas en el neoestriado e hipocampo?

Hipotesis

Las subunidades GABAp1l y p2 se expresan en el neoestriado e hipocampo de ratén, en
ambas estructuras debido a sus propiedades funcionales especiales como alta sensibilidad
por el GABA y mayores tiempos de apertura de canal, estas deben expresarse en baja
abundancia y se les podrd localizar principalmente en regiones extrasinapticas donde
pueden involucrarse en actividades estratégicas relacionadas con la actividad tdénico

inhibitoria.
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Objetivos

General

Determinar la expresion y localizacion de las subunidades GABAp1 y p2 en el neoestriado

e hipocampo de ratén.

Particulares

e Determinar mediante hibridacidn in situ la expresidén y distribucién del ARNm de
GABApl vy p2 en el neoestriado e hipocampo.

e Determinar la expresidon mediante analisis de Western blot en el neoestriado e
hipocampo.

e |dentificar la distribucion espacial de las subunidades en el neoestriado e hipocampo
mediante analisis de inmunohistoquimica.

e |dentificar mediante doble inmuno-flourescencia la identidad neuroquimica de las
neuronas que expresan una o ambas subunidades en el neoestriado.

e |dentificar por microscopia electrénica de transmisidn acoplado al uso de inmuno-oro,

la localizacion sindptica de las subunidades p1 y p2 en el neoestriado e hipocampo.
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Estrategias y métodos
Hibridacion in situ (Sintesis de sondas de ARN)

Los fragmentos del ADNc de GABAp1l y p2 usados como sondas para hibridacion in
situ fueron aislados mediante RT-PCR, usando ARN aislado de retina (Tabla 2). Los ADNc
fueron clonados dentro del plasmido pGEM-T-Easy (Promega) y posteriormente
secuenciados. La transcripcion in vitro fue realizada incluyendo digoxigenina-11-UTPs en la

reaccion, siguiendo las especificaciones descritas por el fabricante (Invitrogen, Roche).

Tabla 2

Gen Forward primers Reverse primers Tamafio Regién

gabrrl 5'-gtgtcctacatcaaagctgtgg-3' 5'-tatgggcctgtgggctcaatge-3' 819pb Segmentos TM3 y TM4

gabrr2 | 5'-ttacagcctctcagagaagcge-3' | 5'-ttcaccagccggcecatcaaagg-3' 514pb Regidn no codificante
5

Hibridacion in situ

En el presente estudio se usaron ratones CD1 macho de 30g obtenidos del bioterio
del Instituto de Neurobiologia de la UNAM. Los animales fueron anestesiados mediante
una inyeccidn intraperitoneal de pentobarbital, posteriormente fueron perfundidos via
intracardiaca con solucion salina (0.9%), seguido de solucion de fijaciéon a base de
paraformaldehido (PFA) al 4% diluido en buffer de fosfatos (PBS) a 0.1M. Una vez
realizada la perfusién fue removido el craneo y obtenido el cerebro completo y ojos,
después de postfijar en la misma solucién durante toda la noche a 4°C se crioprotegio con
diferentes gradientes de sacarosa (10, 20 y 30%) a 4°C hasta que los cerebros precipitaron.
Después, los cerebros y los ojos fueron colocados en medio para montaje (Tissue-Tek,
Sakura) y colocados en una plataforma giratoria durante unos minutos para
posteriormente ser embebidos en medio de montaje fresco y congelados a -80°C. Fueron
obtenidos con un criostato (Leica cm3050s) cortes sagitales de 150um del cerebro
completo y oblicuos del ojo, estos fueron fijados con PFA al 4%, entonces los cortes fueron

lavados con PBS-Tween20 0.1% (PBS-T20), deshidratados y rehidratados en diferentes
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gradientes de metanol (25, 50, 75 y 100%), una vez lavados los cortes fueron aclarados
con H,0, al 6% en PBS-T20; después de lavar fueron tratados con proteinasa K (10u/ml en
PBS-T20) y detenida la reaccién con 3.5% de PFA y 0.2% de glutaraldehido diluidos en PBS-
T20. Una vez lavados los cortes con PBS-T20 la prehibridacion fue iniciada reemplazando
el PBS-T20 con 4ml de buffer de hibridacién (formamida desionizada al 50%, sodio mas
citrato de sodio [SSC] 5X a pH4.5, heparina a 50ug/ml, Tween-20 al 0.1%, ARN de levadura
a 50ug/ml, ADN de esperma de salmoén a 50ug/ml y agua), a 70°C. Seguido a esta
incubacion los cortes fueron hibridados durante 12h a 70°C con las sondas
correspondientes a las subunidades GABApl y p2 (Tabla 2), diluidas en buffer de
hibridacidn a concentracidn de 1ug/ml. Posterior a la hibridacion se realizé el tratamiento
posthibridacion que comprendié lavados secuenciales con tres soluciones: 1. Solucidn de
formamida 50%, SSC a pH 4.5 al 4X, dodecil sulfato de sodio al 1% y agua; 2. Solucién de
NaCl 0.5M, tris pH 7.5 10mM, Tween20 al 0.1% diluidos en agua y 3. Formamida al 50%,
SSC a pH 4.5 2X y agua. Posterior a lavados con MABT (acido maléico 0.1M, NaCl 150mM y
Tween20 0.1%), se colocd solucion de MABT, suero de cabra y anticuerpo que reconoce la
porcién Fab de la molécula de IgG (anti-Fab) en concentracién de 1:3000, en esta solucién
se incubd durante toda la noche a 4°C., posterior a lavados con MABT se lavo con NTMT
(NaCl 0.1M, tris pH 9.5, MgCl, 0.05M, tween 20 a 0.1% y agua) y se incubd con BM Purple
(Roche) hasta obtener una reaccion colorida. Finalmente, la reaccién fue detenida con PBS
y la muestras fueron fijadas con PFA 3.5% durante toda la noche a 4°C antes de su
montaje en portaobjetos cargados (Daigger), y con resina Fluoromont G (SouthernBiotech,
Electron Micoscopy Sciences). La especificidad de las sondas se probd en cortes de retina

de ratdn, los resultados de esta hibridacion in situ se muestran en el apéndice (Fig. Al).

Western Blot

Ratones CD1 de 30g fueron sacrificados de acuerdo a los protocolos aprobados por
el comité de ética del Instituto de Neurobiologia de la UNAM. Una vez obtenido el cerebro
completo y oculares completos y disecada la regiones correspondiente al neoestriado e
hipocampo, estas se homogenizaron en solucién amortiguadora de glicina (Miledi et al.,

2002). Se centrifugaron los lisados celulares y se recuperd el sobrenadante, el cual fue
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ultracentrifugado para obtener el sedimento que contenia proteinas embebidas en
membranas plasmaticas, las cuales fueron resuspendidas en solucién amortiguadora de
glicina 5mM a pH 9.0. Posteriormente, se realizd la electroforesis en gel de poliacrilamida
al 12%; después de electrotransferir a membrana de nitrocelulosa, se realizé el bloqueo
con una solucidn libre de proteinas animales (animal-free blocker de Vector Laboratories),
durante 45min a temperatura ambiente. El paso siguiente fue la incubacidon con
anticuerpos primarios (anti-GABA-pl, antiGABA-p2 o anti-actina [para detalles de
anticuerpos ver tabla Al y A2 del apartado de apéndice]), durante 36h a 4°C. Después de
lavar, se colocd el anticuerpo secundario anticabra IgG conjugado con fosfatasa alcalina
durante 4h a temperatura ambiente. Paralelamente, se utiliz6 una membrana como
control donde se omitié la incubacidon con los anticuerpos primarios (control negativo).
Una vez lavadas las membranas de nitrocelulosa, el revelado fue realizado con una mezcla
comercial BCIP/NBT (Blue liquid substrate system for membranes of SIGMA), la reaccion
fue detenida con TBS 1X. Los resultados donde se observa la expresién de las subunidades

GABAp1l vy p2 en el hipocampo se muestran en el apéndice (Fig. A2).

Inmunofluorescencia y doble inmunoflourescencia

El tejido fue obtenido de dos cepas de ratones trangénicos BAC (bacterial artificial
chromosome) macho de 30g que por separado expresaban la proteina verde fluorescente
(GFP) acoplada al promotor de los receptores a dopamina D1y D2 respectivamente (Gong
et al., 2003; Doig et al., 2010), esta estrategia se abordd para determinar la posible
expresiéon GABAp en neuronas de proyeccion. Por otra parte, para analizar la expresion en

interneuronas se utilizaron ratones CD1 macho de 30g.

Ambas cepas de ratones fueron perfundidas de la siguiente manera: anestesiados
con pentobarbital y perfundidos via intracardiaca con PFA al 4% para posteriormente, fijar
por inmersidon durante toda la noche y crio-proteger con diferentes gradientes de sacarosa
(10, 20 y 30%). Se seccionaron de manera sagital a 30um los cerebros, mientras que el
globo ocular se procesé en corte oblicuo, después se colocaron sobre portaobjetos

(Superfrost®) para ser almacenados a 4°C hasta su posterior uso.
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Se lavé con PBS-T20 para proceder a eliminar sitios inespecificos con: suero normal
de burro (especie donde se generé el anticuerpo secundario), BSA, Tritdn X-100 y
Tween20 diluidos en PBS. Posteriormente, usando Dako Pen (Dako), se marco un circulo
alrededor del drea del tejido a analizar. De manera inicial se realizé una prueba para los
ratones transgénicos que consistié en incubar con anticuerpos para distinguir los
marcadores de interneuronas (ver abajo), esto para confirmar la identidad de las neuronas
Drd1-GFP y Drd2-GFP positivas (los resultados se muestran en la figura A3). Una vez
realizado esto, para todos los ratones utilizados en el presente estudio se incubd a 4°C
durante 36h con el primer anticuerpo primario (anti-GABA p1, o anti-GABA p2 [para
informacién de anticuerpos ver tablas A1 y A2 en apéndice]) en dilucién de 1:100 en PBS-
T20 al 0.1% y timerosal al 0.05%. Posterior a tres lavados con PBS-T20 se incubd en
dilucion de 1:100 con el primer anticuerpo secundario conjugado con Alexa 594. En este
paso finalizd la inmuno deteccién para los cortes de cerebro de ratones transgénicos, los
cuales posterior a tres lavados fueron procesados como se indica en la parte final de la

doble inmunofluorescencia.

Por otra parte la doble inmunolocalizacién continud con la incubacién durante
toda la noche a 4°C con el segundo anticuerpo primario (anti-calretinina, o -colina
acetiltransferasa, o -somatostatina, o -calbindina, o -parvoalbumina, o -GFAP). Posterior a
tres lavados con PBS-T20, se incubd con el segundo anticuerpo secundario conjugado con

Alexa 488, esto durante 12 h a 4°C.

Paralelamente, se utilizaron portaobjetos con tejidos usados como control donde
se omitid la incubacidon con los anticuerpos primarios para ambos ensayos. Finalmente, los
tejidos fueron lavados tres ocasiones y contratefiidos con 4',6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI), para ser deshidratados y montados en resina (Vectashield H-1000 de Vector
Laboratories). Las muestras fueron observadas en el microscopio confocal LSM510 META,
con longitudes de 488nm para la GFP y Alexa 488, 561nm para Alexa 594 y 750nm para
DAPI. Con el fin de determinar la especificidad de los anticuerpos estos se utilizaron

previamente para identificar a los receptores en areas en donde anteriormente se ha
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reportado su expresion (Figs. A4-6). Las imagenes fueron procesadas con el programa
AimlmageExaminer y la poblacién celular fue cuantificada mediante el programa

NIH/Image) analysis.

Inmuno-oro

Los ratones CD1 fueron anestesiados y perfundidos como se describe en el apartado
anterior. La solucion de lavado fue constituida con NaCl 155mM, KClI 2mM, NaH,PO,4
3.4mM, CaCl, 2mM, MgCl, 1mM, HEPES 30mM y 0.08g/100ml de heparina a pH7.4;
posterior a ello se perfundié con solucidn fijadora que contenia HEPES 10mM, CaCl, 2mM,
NaCl 120mM, PFA 4% y glutaraldehido 0.5%. Posteriormente se dejé impregnar la solucién
de perfusién durante 20min, para después proseguir con la extraccién del cerebro, el cual
fue postfijado durante toda la noche en solucién fresca de fijacion referida anteriormente.
Al siguiente dia las areas correspondientes al neoestriado dorsal e hipocampo fueron
cuidadosamente disecadas y postfijadas mediante inmersiéon en solucién de fijacion
fresca. Los tejidos fueron cortados en pequenas secciones de aproximadamente 1mm? y
después de fijar durante 1h se lavé en buffer de cacodilato de sodio al 0.1M a pH 7.0y se
deshidraté en etanol al 70, 96 y 100% para infiltrar en cuatro cambios de London Resin
White (LR White, Polysciences Inc); una vez infiltrado el tejido se colocaron piezas
individuales en cdpsulas de gelatina y se realizé el embebido en la misma resina para
polimerizarse mediante un tratamiento térmico de 60°C durante 24h. Mediante el uso de
un ultramicrotomo (MRC-MTXL) la obtencién de cortes fue realizada a 500nm con navaja
de vidrio y de 60nm con una navaja de punta de diamante. Una vez colocados los cortes
en rejillas de nickel recubiertas con formvar (IACSA), fue realizada la inmunodeteccion.
Después de lavar con agua y PBS, las muestras fueron incubadas en glicina al 0.5M en PBS,
entonces las muestras fueron lavadas nuevamente para proseguir a eliminar los sitios
inespecificos con suero de conejo 2% que ademas contenia BSA, Tritén X-100 y Tween20
diluidos en PBS, posteriormente se incubd con anticuerpos primarios en concentracion de
1:100 para determinar la presencia de las s-GABAp1l y p2 en el neoestriado. Paralelamente

se realizd un doble inmuno-oro en el cual se utilizdé BSA, Tritén X-100 y Tween20 diluidos
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en PBS como solucién de bloqueo y los anticuerpos anti-GABAp1l generado en conejo y
anti-GABAp2 generado en cabra. Después de 36h se lavd con PBS y se incubd con
anticuerpos secundarios, conejo anti cabra conjugado con oro coloidal de 10nm para los
anticuerpos generados en cabra y con anticuerpo cabra anti conejo conjugado con oro
coloidal de 20nm para el anticuerpo generado en conejo, ambos en concentracidon de
1:200 durante 2h a 37°C. Finalmente las muestras fueron contrastadas con acetato de
uranilo al 2% vy citrato de plomo al 2%; lavadas y observadas en un microscopio
electrénico (JEOL JEM 1010). Los resultados del doble inmuno-oro se muestran en la figura

A7.
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RESULTADOS
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Resultado de la presente tesis obtuvimos las siguientes publicaciones:

e Abraham Rosas-Arellano, Arturo |. Machuca-Parra, Daniel Reyes-Haro, Ricardo Miledi,
Ataulfo Martinez-Torres. Expression of GABAp receptors in the neostriatum:
localization in aspiny, medium spiny neurons and GFAP-positive cells. Journal of

Neurochemistry. Aceptado.

La transmision GABAérgica en el neoestriado tiene una funcidn central en la coordinacién
motora, en la cual los receptores GABA-A se combinan para la inhibicién neuronal. Los
receptores GABAp son expresados en el neoestriado; en el estudio mostramos que se
encuentran en todas aquellas interneuronas que expresan calretinina y en una
subpoblacion de células que expresan calbindina. Adicionalmente, mostramos que una
poblacién de neuronas medianas espinosas que expresan receptores D2 de dopamina
expresan la subunidad GABAp2. También mostramos que GABAp1l y p2 pueden contribuir
a la gliotransmisién debido a que un 30% de células positivas a la proteina gliofibrilar acida
(GFAP), expresan a los receptores. Ensayos cuantitativos mediante gRT-PCR sugieren que
los ARNm de estos receptores son expresados en menor proporcién en el neoestriado
respecto a la retina y que GABAp2 en el neoestriado es mas abundante que GABAp1.
Ademas, analisis electrofisioldgicos en cortes de cerebro mostraron evidencia de la
presencia de receptores activados por el acido 4-cis-aminocrotdnico (CACA) y que fueron
sensibles al acido 1,2,5,6 tetrahidropiridin -4- metilfosfinico (TPMPA), caracteristicas
farmacoldgicas que indican las propiedades de los receptores GABAp. Finalmente,
mediante microscopia electrénica de transmisién acoplado al uso de inmuno-oro,
localizamos a los receptores principalmente en regiones perisinapticas asi como en sitios
extrasinapticos. Estas observaciones en conjunto sugieren la expresidon funcional de las
subunidades GABAp y que éstas pueden contribuir a la regulacion inhibitoria, neuronal y

glial.
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Rosas-Arellano A, Parodi J, Machuca-Parra Al, Sdnchez-Gutiérrez A, Inestrosa NC, Miledi R,
Martinez-Torres A. 2011. The GABA(A)p receptors in hippocampal spontaneous activity
and their distribution in hippocampus, amygdala and visual cortex. Neurosci Lett. 500, 20-

5.

Se mostré la existencia de un componente GABAérgico insensible a la bicuculina y sensible
al TPMPA en la actividad espontdnea de neuronas en cultivo y en cortes de hipocampo de
ratdn. Dicho componente GABAérgico mostré dos fases de inactivacién: una lenta
(sensible al TPMPA) y otra rapida (sensible a la bicuculina). Mediante ensayos de RT-PCR,
hibridacién in situ e inmunohistoquimica detectamos la presencia de las subunidades
GABAp en neuronas de diversas estructuras del complejo hipocampal como lo son: el
subiculum, el hipocampo propio y el giro dentado. Finalmente, la microscopia electrdnica
de transmision acoplada al uso de inmuno-oro indicé que los receptores GABAp tienen
una ubicaciéon preferencialmente extrasindptica. Adicionalmente encontramos la
expresion de los receptores en las areas anteriores y posteriores de los nucleos
basomedial y posteromedial cortical de la amigdala y en el drea medio-medial y medio-
lateral de la corteza visual secundaria de ratén. Si bien los receptores GABAp habian sido
descritos ampliamente en el hipocampo, este estudio mostré evidencia de su
participacidn en la actividad sindptica espontanea, asi como su presencia en el subiculum,
area CA2 del hipocampo, nucleos mediales amigdalinos y corteza visual secundaria,

estructuras cerebrales donde no se habia reportado su presencia anteriormente.
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Abstract

GABAergic transmission in the neostriatum plays a central role in motor coordination, in
which a plethora of GABA-A receptor subunits combine to coordinate neural inhibition.
GABAp receptors were originally described in the mammalian retina. These receptors
possess special electrophysiological and pharmacological properties, forming a
characteristic class of ionotropic receptors. In previous studies, we suggested that GABAp
receptors are expressed in the neostriatum, and in this report we show that they are
indeed present in all the calretinin-positive interneurons of the neostriatum. In addition,
they are located in calbindin-positive interneurons and projection neurons that express
the Dopamine D2 receptor. GABAp receptors were also located in 30% of the GFAP-
positive cells, and may therefore also contribute to gliotransmission. qRT-PCR suggested
that the mRNAs of this receptor do not express as much as in the retina, and that GABAp2
is more abundant than GABAp1. Electrophysiological recordings in brain slices provided
evidence of neurons expressing a CACA-activated, TPMPA-sensitive ionotropic GABA
receptor, indicating the presence of functional GABAp receptors in the neostriatum.
Finally, electron-microscopy and immunogold located the receptors mainly in perisynaptic
as well as in extrasynaptic sites. All these observations reinforce the importance of GABAp
receptors in the neostriatum and contribute to the diversity of inhibitory regulation in this

area.

Page 2 of 44



Page 3 of 44 Journal of Neurochemistry

Abbreviations used

©CoO~NOUITA,WNPE

10 aCSF: artificial cerebrospinal fluid

12 Act: actin

14 CACA: cis-4-aminocrotonic acid

16 cc: corpus callosum

18 CNS: central nervous system

20 CPu: caudate putamen (neostriatum)

29 DAPI: 4', 6-Diamidino-2-phenylindole

Den: dendrite

Drd1-GFP: dopamine D1 receptor-green fluorescent protein coupled
217 Drd2-GFP: dopamine D2 receptor-green fluorescent protein coupled
29 GABA: y-aminobutyric acid

31 GFAP: glial fibrillary protein

33 LV: lateral ventricle

35 M: mitochondria

37 MSNs: medium spiny neurons

39 gRT-PCR: quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction
TM: transmembrane domain(s)

42 TPMPA 1,2,5,6-tetrahydropyridine-4-yl methylphosphinic acid



©CoO~NOUITA,WNPE

Journal of Neurochemistry

Introduction

The neostriatum is considered the most important connection between the cortical
input and the basal ganglia, and it has been associated with motor control, learning, and
memory as well as with neurodegenerative disorders such as Parkinson’s and
Huntington’s diseases (Kemp & Powell, 1971; Alexander & Crutcher, 1990; Doig et al.,
2010). Neurons in this area are functionally divided into two types: 1) medium spiny
neurons (MSNs), which are the most abundant and 2) a small population of aspiny
neurons (interneurons). Almost all of these neurons are GABAergic. However, the MSNs
also synthesize neuropeptides, including substance P, dynorphin, and enkephalin
(Kawaguchi, 1997). In addition, the MSNs express dopamine D1 and D2 receptors;
whereas the neurons that express D1 receptors synthesize substance P and dynorphin,
those that express D2 receptors express enkephalin (Gerfen et al., 1990; Surmeier et al.,
1993).

The interneurons of the neostriatum are aspiny with short axons and are divided
into four independent types (Kawaguchi, 1993; 1995; 1997b; Kubota and Kawaguchi,
1993): 1) those that express acetylcholine but not GABA (Zhou et al., 2002); the other
three interneuron types are GABAergic and express either: 2) parvalbumin (Kita et al.,
1990), 3) calretinin (Bennett and Bolam et al., 1993; Rymar et al., 2004), or 4)
somatostatin, NADPH, neuropeptide Y, and calbindin (Bennett and Bolam et al., 1993b).
These four types are distinguished morphologically by their soma diameter and axon

length.
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The neostriatum shows strong expression of many types of ionotropic GABA
receptors including subunits al-5, 2-3, y2, and &6 (Fritschy and Moller, 1995; Albrecht et
al., 1997). GABAp receptor expression in the neostriatum was also demonstrated by
means of RT-PCR and immunohistochemistry (Lopez-Chavez et al., 2005; Rosas-Arellano et
al., 2007). GABAp receptors possess special electrophysiological and pharmacological
properties that set them apart from other GABA, subunits: they desensitize very little
upon activation, are insensitive to bicuculline and baclofen (Polenzani et al., 1991), and
are activated selectively by the specific agonist CACA and are antagonized by TPMPA
(Ragozzino et al., 1996).

Despite the accumulated knowledge about GABAp receptors their specific function
in the central nervous system remains largely unknown. These receptors have been
located in the amygdala (Delaney et al., 1999; Fujimura et al., 2005; Flores-Gracia et al.,
2010; Rosas-Arellano et al., 2011), in the mitral layer of the olfactory bulb (Chen et al.,
2007), Purkinje neurons of cerebellum (Albrecht et al., 1997; Drew and Johnston; 1992;
Boue-Grabot et al., 1998; Rozzo et al., 2002; Mejia et al., 2008; Harvey et al., 2006); in the
gray layer of the superior colliculus (Wegelius et al.,, 1998; Pasternack et al., 1999;
Schmidt et al., 2001; Frazao et al., 2007; Born and Schmidt, 2008; Wahle and Schmidt,
2009), in the oval and pyramidal neurons of layers 1I-VI of the visual cortex (Wegelius et
al., 1998; Wahle and Schmidt, 2009; Rosas-Arellano et al., 2011); in the corpus callosum
(Lopez-Chavez et al., 2005); in brainstem and spinal cord (Johnston et al., 1975; Wegelius
et al., 1998; Rozzo et al., 2002; Zheng et al., 2003; Lopez-Chavez et al., 2005; Milligan et

al., 2004; Rosas-Arellano et al., 2007; Frazao et al., 2007). In addition, several reports
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indicate that the pyramidal neurons of CA1-CA3 areas, dentate gyrus, and subiculum of
the hippocampus express GABAp receptors (Strata and Cherubini et al., 1994; Cherubini et
al., 1998; Wegelius et al., 1998; Didelon et al., 2002; Rozzo et al., 2002; Hartmann et al.,
2004; Alakuijala et al., 2006; Rosas-Arellano et al., 2011).

Our previous studies disclosed the presence of GABAp in the neostriatum (Lopez-
Chavez et al.,, 2005; Rosas-Arellano et al., 2007), and we have now studied their
distribution in this area. GABAp receptors were found mainly in calretinin-positive
neurons, as well as in a population of calbindin- and Drd2-expressing neurons and in
GFAP-positive cells. In addition, recordings in brain slices provided evidence of neurons
expressing a CACA-activated, TPMPA-sensitive ionotropic GABA receptor, indicating the
presence of functional GABAp receptors in the neostriatum. Finally, electron-microscopy

and immunogold located the receptors in extrasynaptic sites.

Materials and Methods

Animals. We used the following mouse strains: CD1, NMRI, and two transgenic strains
Drd1-GFP, Drd2-GFP. All the animals were handled in accordance with the guidelines of
the National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals and
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the Universidad Nacional
Auténoma de México.

RNA isolation and Real Time RT-PCR. Total RNA was isolated with TRIzol®Reagent
(Invitrogen) from 100-300 mg of retinas or striatum of CD1 mice. RNA was reverse

transcribed into cDNA using the SuperScriptWI I RNase H Reverse Transcriptase
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(Invitrogen). Expression levels of GABApl and p2 were determined and compared for
striatum and retina by means of qRT-PCR using The LightCycler™ (Roche Diagnostics,
Indianapolis IN, USA). To determine the relationship between cycle number (Ct) and
expression of each GABAp mRNA, primers were calibrated by using serial dilutions of
cDNA. Data from three independently synthesized samples were collected, and
amplifications were carried out in duplicate. Reactions were performed with “Light Cycler
Fast Start DNA Master SYBR® Green |” using actin and tubulin as standard. Each reaction
included 5 pl of sample cDNA, 2.5 mM MgCl,, 250 uM sense and antisense primers (Table
1, Supplementary information), 1 ul of SYBR® Green Tag ReadyMixqy, and 2 pl of water in
a total reaction volume of 10 pl. Reaction conditions were 95°C for 10 min for one cycle
(hot start), followed by 40 cycles of 95°C for 10 s, 60°C for 10 s, and 72°C for 12 s. The qRT-

BACt method and are illustrated as mean + SE. The

PCR results were analyzed using the 2
data were evaluated and their significance determined by one-way analysis of variance

(ANOVA) followed by the Tukey test for group comparison.

In situ hybridization (ISH). Probes for ISH were isolated by RT-PCR (Table 2,
Supplementary information). The cDNAs were cloned into pGEM-T-Easy (Promega) and
sequenced. In vitro transcription was performed following the manufacturer’s instructions

using digoxigenin-11-UTPs (Invitrogen).

For this analysis, CD1 mice (25-30 g) were anesthetized with pentobarbital and perfused
transcardially with saline (0.9% NaCl) and fixative solutions (4% paraformaldehyde in 0.1

M phosphate buffer). Then, the brain and ocular globes were removed and postfixed, and
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150 um slices of retina and 100 um slices of whole brain were obtained. Hybridization was
performed at 70°C using the method described by the manufacturer (Roche). The slices
were fixed, mounted on microslides (superfrost/Plus, Daigger) with Fluoromont G
mounting medium (SouthernBiotech, Electron Micoscopy Sciences), and observed and
photographed in an Olympus BX60 microscope. Sense probes did not show any label and

the specificity of the ISH probes was confirmed in mouse retina (Not shown).

Western blot and immunohistochemistry. The specificity of the antibodies was tested by
Western blot (for a complete list of antibodies used in this study see Supplementary tables
3 and 4) and by their ability to locate the receptor in retina, cerebellum, and STC1 cells
(not shown). For Western blot, ocular globes and neostriatum of CD1 mice were
processed as previously reported (Miledi et al., 2002). Proteins were resolved in a 12%
PAGE and anti-GABAp1, anti-p2 or anti-actin were probed against the nitrocellulose
membrane. Immunohistochemistry was based on our previous reports (Rosas-Arellano, et
al., 2007, 2011). To assess the expression of GABAp in MSNs we used male mice (25-30 g)
of the BAC (bacterial artificial chromosome) transgenic mice strains Drd1-GFP and Drd2-
GFP that express GFP in neurons that present either D1 or D2 dopamine receptors (Gong
et al., 2003; Doig et al., 2010). 16 slices from 3 different brains of each strain were
processed for immunofluorescence. To determine expression of the receptor in
interneurons, 4 males of the CD1 strain were used for each marker making a total of 96
slices. Mice were perfused as described in the previous section, cryoprotected in sucrose
gradients, and 30 um sagittal sections of whole brain were obtained in a cryostat (Leica

CM1850). Sections exposing the neostriatum in a lateral view were placed on slides
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(Superfrost®/Plus by DAIGGER) and stored at 4°C until processing by immunoflourescence
or double immunofluorescence.

For immunoflourescence, the tissue was washed in PBS-Tween20, and the non-
specific sites were blocked with a solution containing 2% donkey serum. The sections were
incubated at 4°C in the primary antibody solution (anti-GABApl or p2 [supplementary
data Tables 3 and 4], 0.05% thimerosal, and 0.1% Tween20 in TBS), washed in PBS-
Tween20, and incubated at 4°C in the secondary antibody conjugated to Alexa 594.
Finally, the tissues were washed in PBS-Tween20 and treated as described at the end of
this section.

For double immunofluorescence, the primary antibodies included anti-GABAp1
(from goat or from rabbit [for double localization GABAp1/p2]), anti-GABAp2 in
combination with anti-calretinin, anti-choline acetyltransferase, anti-somatostatin, anti-
calbindin, anti-parvoalbumin. After several experiments, we observed that some
processes labelled by the antibodies resembled those of astrocytes; thus, we performed
double immunofluorescence with GABAp1l or GABAp2 with goat IgG anti-glial fibrillary
protein (GFAP).

The tissue was counterstained with DAPI, dehydrated in alcohol gradients, and mounted
with Vectashield H-1000 (Vector Laboratories). For imaging we used a Zeiss LSM510 Meta
confocal microscope; 561 nm was used for excitation of Alexa 594, 488 nm for Alexa 488
and GFP, and 750 nm for DAPI.

For image quantitative analysis, the z-stack images (4 or 5 consecutive confocal sections of

512 x 512) were obtained every 5 um with stack size of X: 450um and Y: 450um and
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processed in Aim Image Examiner. The population of cells labelled by the different
fluorescent probes was measured independently and contrasted with the number of DAPI
labelled nuclei for each confocal section. NIH/Image) analysis software was used for
quantifying simple and double immunolabeling and is reported at the total of
immunolabeling cells per nuclei labelled with DAPI. The statistical analysis was performed
as described previously by Griffiths and Lovick, 2005. The abundance and spatial
distribution of GABAp1 and GABAp2 in the neostriatum were determined by using one-
way ANOVA followed by Fisher’s PLSD post hoc test. Differences were considered

significant at p < 0.05.

Neostriatal brain slices preparation and electrophysiological recordings. Slices were
prepared from 8- to 10-day-old NMR1 mice (Charles River) since neuron access and
identification for patch-clamp recording is easier than in older animals. Slices, artificial
cerebrospinal fluid (aCSF), internal solutions, and patch micropipettes were prepared and
used as previously described (Reyes-Haro et al., 2010).

The neostriatum was recognized using light microscopy, and neurons in the dorsal area of
rostral coronal brain slices were recorded with the patch-clamp technique using the
whole-cell recording configuration (Hamill et al., 1981). Current signals were amplified
with a triple EPC10 (HEKA), filtered at 3 kHz, sampled at 10 kHz, and recorded using the
TIDA software (5.19). Chemicals were obtained from Sigma-Aldrich or Tocris if not
otherwise indicated. Slices were superfused with oxygenated aCSF with 1 uM TTX to
minimize the indirect effect of neuronal electrical activity. Likewise, 25 uM CNQX, 50 uM

D-APV, and 1 puM strychnine were added to the aCSF to block ionotropic glutamate
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receptors and glycine receptors. In general, the number of experiments (n) refers to the
number of GABA- or cis-aminocrotonic-acid (CACA) -evoked responses. A small
hyperpolarizing voltage command (10 mV) was given during the experiment to monitor
access resistance (5-20 Mohms). Access resistance was monitored continuously, and
experiments were abandoned if changes >20% were detected. No cell capacitance, series
resistance, or liquid junction potential compensations were made. Three to five puffs of
the agonist were applied as control responses on each recorded neuron and then applied
in the presence of the antagonist (TPMPA or bicuculline) that was added to the aCSF and
preincubated >1 min before agonist puffs. Statistical analysis was performed using
Origin7.0 software (Origin Laboratories). The results are expressed as mean + S.E.M. if not
otherwise stated. When experiments included a control and more than one test group,
data were statistically evaluated with the Tukey test. We used the Student’s t-test to
compare two groups (control and test) within an experiment. P values < 0.05 were

considered significant.

Immunogold and electron microscopy. This was performed as described previously (Mejia
et al., 2008) with several modifications. Four animals were anesthetized as described
above, and perfused with 155 mM NaCl, 2 mM KCI, 3.4 mM NaH,PQO4, 2 mM CaCl,, 1 mM
MgCl,, 30 mM HEPES, and 0.08 g/100 ml heparin sodium salt, pH 7.4. The fixative solution
contained 10 mM HEPES, 2 mM CacCl,, 120 mM NaCl, 4% paraformadehyde, and 0.5%
glutaraldehyde. After an impregnation lapse, careful dissection of the whole brain was
performed. After postfixing, the region corresponding to the neostriatum was carefully

dissected. The tissue was cut in two sections (dorsal and ventral regions); only the dorsal
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region was placed again in fresh fixative solution. Then it was washed in 0.1 M sodium
cacodylate, pH7.0, with 2.5% sucrose; dehydrated in ethanol gradients, infiltrated in LR
white resin, and embedded for thermal curing in gelatin capsules. Finally, 500 nm slices
were obtained with a glass knife, and from them 60 nm slices were obtained in an
ultramicrotome (MRC-MTXL) using a diamond point knife; these sections were placed on
nickel grids covered with Formvar (by IACSA).

The samples were washed with deionized and distilled water and PBS, and then
incubated in 0.5 M glycine in PBS; non-specific sites were eliminated with 2% rabbit
serum, and antibody anti-GABAp1l or anti-GABAp2 was added. After rinsing in PBS, the
secondary antibody was added (anti-goat 10-nm gold conjugate). Finally the samples were
dyed with 2% uranyl acetate, placed on 2% lead citrate, rinsed, and observed under the
electron microscope (JEOL JEM 1010). For quantitative analysis, the number of nano gold
particles was determined with the NIH/Imagel) software, and statistically analyzed as
described previously by Gundersen et al., 1998. Briefly, micrographs were taken of 4
brains of the dorsal neostriatum at 50,000X magnification, and the number of gold
particles determined in images digitally zoomed at 80,000 X. GABApl and p2
immunoreactivity was quantified in pre and postsynaptic regions and in extra, peri and
synaptic sites. To determine if differences exist in the number of gold particles labelling
each subunit, as well as their spatial distribution, the results were statistically evaluated
performing the non-parametric Kruskal-Wallis test and Mann—Whitney U as post-hoc test.

To assess the co-localization of GABApl and GABAp2, their distribution in ultrathin
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sections was analyzed in the axon terminals, dendritic processes and soma, applying the
same tests described above.

3. Results.

GABAp receptors in the mouse neostriatum. Previous findings indicated the expression of
GABAp receptors in the bovine caudate nucleus, and this prompted us to analyze in more
detail their expression pattern in the homologous and predominantly GABAergic structure
of the mouse (neostriatum). First, to ensure that in this species the expression of GABAp is
preserved, we performed RT-PCR. This analysis detected the three GABAp genes in RNA
isolated from retina (as control), whereas only GABApl and p2 were detected in the
neostriatum (Fig. 1A). gRT-PCR revealed that GABAp mRNAs are not as strongly expressed
in the neostriatum as in retina, with levels of GABAp mRNA in striatum < 10% of those
found in the retina (Fig 1B, and supplementary Fig. 1 and 2). Nevertheless, Western blots
revealed the presence of GABAp1 and p2 in extracts from neostriatum, and showed that

the receptors were indeed less abundant in the neostriatum than in the retina (Fig. 1C).

In situ hybridization. In order to obtain a detailed spatial expression pattern of the mRNAs
of GABApl and p2, in situ hybridization was performed in sagittal sections of the
neostriatum followed by histological analysis. The results indicate that they were
expressed sparsely in cells with soma of diameters close to 20 um (Fig. 2 A, B). Histological
analysis revealed the expression localized mostly to the dorso-caudal region, some was
found in rostral and ventral regions (fundus striati), and scarcely any in other regions (i.e.,
central regions) (not shown). It is interesting to indicate that we located the expression

concentrated mostly in cells with somas of < 10 um of diameter (Fig. 2 C-E, F-H).
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Distribution in neostriatum. Immunohistochemistry and immunofluorescence in slices of
CD1, transgenic Drd1l, and Drd2 mice revealed that the regional localization of the
receptor was consistent with that of their mRNAs. In photomicrographs of 450 x 450 um
of 4 to 5 confocal sections the label of GABAp2 was more abundant than GABApl in
regions lateral to the midline (Figure 2 I-J): at 3.00 mm, GABAp1l was present in 33.3%,
whereas GABAp2 was found in 66.7% of the cells; at 2.28 mm, the relative amounts were
54.8% and 45.2%; at 1.44 mm , 32.3% and 67.7%; at 1.32 mm: 19.1% and 80.2%; finally at
0.84 mm, 32% and 68%, respectively (Fig. 2 I-J). Thus, the analysis of the distribution
suggests that GABAp2 is more abundant than GABAp1 in each plane analyzed except at

2.28mm (ANOVA and Fisher’s PLSD p < 0.05).

In Drd1-GFP and Drd2-GFP and CD1 mice the interneurons were found to represent only
about 3.3% of the total cell population (848 versus 25,455 of DAPI signal), a number
similar to that previously determined for the rat neostriatum (Kawaguchi et al., 1997),
whereas the vast majority corresponded to MSNs expressing either D1 or D2 receptors.
GABAp2 was found only in a few MSNs that express Drd2-GFP (4.1%; Fig. 3A-C) and was
not detected in MSNs that express Drd1-GFP, in contrast GABAp1 was not found in either
Drd1-GFP or Drd2-GFP neurons (not shown). That is to say, only a small population of
MSNs express exclusively GABAp2.

In neurons, most of the label for GABApl and p2 was located in interneurons, and
especially in calretinin-positive cells, 100% of which showed positive label for GABAp1 and
GABAp2 (Figs. 3D-1). GABApl was expressed in 8.7% and GABAp2 in 36.7% of the

calbindin-immunoreactive cells (Figs. 3J-0), whereas the choline acetyltransferase-,
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somatostatin- and parvalbumin-positive neurons merged with neither GABAp1 nor p2 (not
shown).

In all the slices we observed that the GABAp receptors were also found in cells with large
and numerous processes, similar in shape to astrocytes. Therefore, we performed a
double immunofluorescence with anti-GABApl/anti-GFAP and anti-GABAp2/anti-GFAP.
The results showed that GABAp receptors are expressed in a considerable fraction of

GFAP-positive cells (33.9%, 791 versus 2,332 of DAPI signal; e.g. Fig. 4).

Functional expression of GABAp. Our results showed that GABAp1 and p2 subunits were
present in a subset of interneurons and in a small population of MSNs Drd2-GFP. To assess
if the receptors were functional in these cells, we recorded GABA responses from neurons
of the neostriatum in situ. Puffs of 10 uM GABA generated currents with an amplitude of
756 + 147 pA (n = 37). However, only a fraction of the neurons responded to 100 uM
TPMPA (7 out of 18 neurons), which partially blocked the GABA-current (from 756 + 147
to 421 + 105; n=19; p<0.01) (Figure 5B and D); in contrast, the GABA-currents recorded in
the rest of the neurons (11 out of 18) were not significantly affected by TPMPA (from 603
+ 122 to 753 + 140; n=18; p=0.42) (supplementary Fig. 3). We observed that the GABA
response was abolished when 200 uM bicuculline was co-applied with 100 uM TPMPA in
the aCSF (n = 5) (5C and D). We also tested CACA, a highly selective agonist of GABAp, and
found that 500 uM CACA evoked currents with an amplitude of 134 + 7 pA (n = 8) that
were reduced by 37% in the presence of 100 uM TPMPA (2 out of 5 neurons; p<0.05)
(supplementary Fig. 4A and B). These results indicate that GABAp subunits are functionally

expressed and participate in the GABA -evoked currents.
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Immunogold and electron microscopy.

To determine the synaptic distribution of GABAp in the neostriatum, we performed
immunogold labeling and electron microscopy. Most label was found at extrasynaptic and
perisynaptic sites, and little or nothing in the synaptic clefts (Fig. 6A-D). The GABAp1 label
was located as follows: 57.1% extrasynaptic, 33.3% perisynaptic, and 9.5% synaptic (an
average of 4.5 of gold particles per 500nm?); for GABAp2 the label was 54.1%, 43.7%, and
2.0%, respectively (an average of 13.2 of gold particles per 500nm?). The Mann—Whitney
U test, two tails showed (p < 0.05) showed that GABAp2 is more abundant than GABAp1.
In addition, when we compared the distribution of each subunit, the Kruskal-Wallis test (p
< 0.05) indicated differences in the distribution of the number of receptors along the
three compartments observed (extra-, peri- or synaptic), and the non parametric post-hoc
test (Mann—Whitney U test, two tails) showed that the distributions in extrasynaptic vs
synaptic, and perisynaptic vs synaptic are different (p < 0.05). In total, only 1 out of ~50

postsynaptic densities was labelled for GABAp1, GABAp2, or both.

Finally, we performed double immunoflourescence and double immunogold analyses for
GABAp1/p2, in which we found that both subunits are co-expressed in the same cells,

except for a few neurons that expressed only GABAp2 (Fig. 6 F-H).

4. Discussion
The GABAp receptor has been found in several areas of the CNS (see introductory section)
including the bovine caudate nucleus, where GABAp receptors were located in pyramidal

and fusiform cells (Lépez-Chavez et al., 2005; Rosas-Arellano et al., 2007). In the present
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study we confirm and extend our previous reports; by means of RT-PCR, qRT-PCR, and
Western blot we determined that GABAp receptors are expressed in the mouse
neostriatum. ISH and immunofluorescence analyses showed that neurons and glial cells in
rostral, dorsal, and ventral regions display the receptors. Additionally by means of
electrophysiology we demonstrated that GABAp subunits are functional in the
neostriatum.

GABAp receptors were found in all interneurons that express the calcium binding
protein, calretinin. Calretinin-expressing neurons constitute a small population of cells
distributed along the neostriatum, but that show a higher presence towards the rostral
regions; these cells have diameters between 9 and 17 um, and their soma can be either
round, oval or fusiform (Bennet and Bolam, 1993). These characteristics are consistent
with the cells observed in this study to express GABAp. The electrophysiological profile of
these neurons remains mostly unknown and thus, future molecular and functional studies
are required to determine the role of GABAp in these interneurons.

We observed also that a small population of calbindin-positive cells express
GABAp. These neurons are found mostly in ventral regions and have somas with
diameters of 10 to 20 um, which fit well the description reported in the rat neostriatum
(Kawaguchi et al, 1997; Bennet and Bolam, 1993b). It was precisely in this region where
we detected a significant concentration of GABAp positive cells containing calbindin, but
in contrast to calretinin positive cells, not all of the calbindin positive cells express GABAp.
At least two classes of calbindin containing cells have been described: spiny and aspiny

neurons; further studies are needed to determine the identity and connectivity of the
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GABAp-calbindin subpopulation. Again, the role of GABAp receptors in these cells remains
to be explored, but they may well confer tonic inhibition to these interneurons. In
addition, we observed expression of GABAp2 in a small population of MSNs that express
Drd2-GFP. We speculate that tonic inhibition of these projection neurons may be
mediated by GABAp, suggesting an important role in selective signalling to the remaining
MSNss.

Glial cells are known to express GABA, receptors both in culture and in situ,
including in Bergmann cells of the cerebellum, astrocytes of the spinal cord, optic nerve,
retina, hippocampus and pituitary gland (i.e. Berger et al.,, 1992; Miller et al., 1994;
Verkhratsky and Steinhauser, 2000), whereas GABAp2 receptors are known to be
expressed in cerebellar astrocytes in culture (Martinez-Delgado et al., 2011). Here, we
report that both the GABAp1 and p2 GABA subunits are expressed in a population of
GFAP-positive cells of the neostriatum; immunolabeling for GABAp was identified mainly
in processes and in smaller proportion in somas. What is the role of this receptor in the
neostriatal glia? It may be that, similar to other GABA4 subunits expressed in astrocytes,
they modulate the release of neurotransmitter substances from glial cells and serve to
coordinate neuronal electrical activity in response to GABA release. The GABAp receptors
may also be involved in the induction of morphological changes of the astrocytes, or in
stimulating dendrite development (Matusani et al., 1997; 1998; Mong et al., 2002).

The main special properties of GABAp receptors are a high affinity for GABA, slow
desensitization, activation by CACA, blockage by TPMPA, and insensitivity to bicuculline,

which is a classic GABA, antagonist (Polenzani et al., 1991; Ragozzino et al., 1996). While
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recording from neurons in neostriatal slices, we observed some non-desensitizing GABA-
currents which were sensitive to TPMPA, and CACA-activated currents that were also
blocked by TPMPA. In some electrophysiological assays of CACA-currents, we recorded a
small component that was TPMPA -insensitive. We presume that this current is due to the
presence of receptors made up of both GABAp subunits assembled independently or in
combination with GABA, subunits, forming heteromeric complexes with mixed
pharmacology (Pan et al., 2000; Hartmann et al., 2004; Milligan et al., 2004; Harvey et al.,
2006; Frazao et al., 2007). However, this needs to be investigated further by a more
elaborated pharmacological analysis in combination with subunit selective co-
immunopreciptation.

GABAp1 is found alone or in hetero-oligomeric complexes with GABA, al in rat
brainstem, where the receptor is found extrasynaptically in the postsynaptic region,
(Milligan et al., 2004). In the rat retina GABAp1l receptors have been found in both
postsynaptic and extrasynaptic regions (Koulen et al., 1997) and extrasynaptic in the
presynaptic region of Purkinje neurons of cerebellum (Mejia et al., 2008). However, the
specific localization of GABAp2 remains largely unknown. In the present study we show
that this subunit is relatively more abundant than GABApl both in pre- as well as
postsynaptic regions, and both subunits are located in the same places (extra- and
perisynaptic, but little or none in synaptic regions). Thus, due mostly to the perisynaptic
location of GABAp receptors as well as to their peculiar functional properties, it may be
suggested that they play a central role during tonic inhibition. Tonic inhibition mediated

by extrasynaptic GABA, subunits, such as those that include the a5, 3 and & subunits,
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permits cells to sense the environmental levels and spillover of GABA released from
synapses, and could protect or reduce excitotoxic injury and cell death through a
persistent inhibition, allowing the regulation of neural network excitability and
information processing (Barnard et al., 1998; Pirker et al., 2000; Schwarzer et al., 2001;

Ade et al., 2008; Santhakumar et al., 2010; Janssen et al., 2011).

Concluding remarks

The present results show that GABAp receptors are functional in the mouse neostriatum
and suggest that calretinin-positive, calbindin-positive, and Drd2 neurons as well as GFAP-
positive cells express GABAp receptors. These receptors are sparsely distributed, but with
some preference for the rostral, ventral and dorsal regions. Inferences about their role in
the neostriatum are supported merely by their known electrophysiological properties;
however, we localized the population of cells that possess the receptor, thus providing the

basis for further functional characterization.
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Figure legends.

Figure 1. mRNA and protein expression of GABAp in neostriatum and retina. A. RT-PCR
of retina (r) and neostriatum (ns). The synthesized cDNA products were mixed with the
primers for actin (Act) and the three GABAp subunits. The PCR products were separated
by agarose gel electrophoresis containing ethidium bromide and standard molecular
weight markers to determine the fragment size. The PCR products of GABAp1, p2 and p3
were 174, 180 and 197bp respectively. The gel shows the expression of the three GABAp
subunits in the retina and only GABAp1 and p2 in the neostriatum. B. qRT-PCR of GABAp1
and p2 subunits. Expression of GABApl1 and GABAp2 in the neostriatum corresponded to

A% method

1.2 and 4.6% of that found in the retina (Left). Data were analyzed by the 2°
and expressed in percentage to the relative expression of each subunit in the retina. Bars
represent the mean * SE of three independent experiments (p< 0.05). *** Significantly
different from control group. C. Shows a representative Western blot of extracts of
neostriatum and retina, that distinguished the presence of GABAp1 and GABAp2 (~50kDa).

Consistently, the expression of the receptors was more abundant in retina than in

neostriatum. Abbreviations: C, control without cDNA; Act, actin.
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Figure 2 In situ hybridization and immunohistochemistry. ISH analyses in sagittal sections
of the expression of A. GABAp1 and B. GABAp2. The arrows show the sparsely distributed
cells in the dorsal region of the neostriatum. C-E and F-H images showing cells (arrows)
and somas with diameters < 10 um (arrowheads). I. Diagrams of brain sagittal sections
showing the localization of GABAp distribution at several levels along the neostriatum.
Note that both subunits were located mainly in rostral, dorsal, and ventral regions, as
indicated in circles in light- and dark gray. Consistently the label was most abundant in
dorsal areas. J. Relative amounts of the two GABAp subunits as percent of the total along
five levels of the neostriatum, as indicated in the text and figure. Notice that GABAp2 is
more predominant except at 2.28mm. Numbers below the figures indicate the distance to
the brain midline. Scale bars: A and B = 100 um; C-E and F-H = 20 um. Abbreviations: cc,

corpus callosum; LV, lateral ventricle; CPu, caudate putamen (neostriatum).

Figure 3. Expression of GABAp2 in Drd2-GFP mouse neurons and double-
immunolabeling of GABApl or GABAp2/calbindin- and calretinin- positive cells in
sagittal sections of neostriatum. A. Representative immunofluorescence detection of
GABAp2-positive cells stained with Alexa 594 (red) in Drd2-GFP mice. B. Drd2-GFP-
positive cells (green). C. Merge, colocalization of GABAp2 in Drd2-GFP positive cells
(yellow); note that not all GABAp2-positive cells (arrows) are GFP positive, whereas
several D2-GFP-positive neurons express GABAp2 (arrowheads); nuclei were stained with
DAPI. D-F. Co-localization of calretinin (green) with GABAp1 and GABA p2 (red in G-l). In

this case, all of the calretinin-expressing cells were also positive for the receptors. Co-
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localization of calbindin-positive cells immunolabeled with Alexa 488 (green) and GABAp1
(J-L) or GABAp2 (red label in M-0). Merge images (yellow in L and O) showed that not all

calbindin-positive cells are GABAp positive (arrowheads). Scale bars: 20 um.

Figure 4. GABAp receptors in GFAP-positive cells. A. and C. Sagittal sections through the
neostriatum showed immunodetection of GABAp1 and p2 (in red) in cells with large and
numerous processes. B. and D. Double immunofluorescence revealed that those cells
were also GFAP-positive, indicating that they are glial cells. Yellow indicate the merged
image of GABAp receptors and GFAP, nevertheless not all GFAP positive cells (green)

expressed GABAp. Nuclei were stained with DAPI (blue). Scale bars: 5 um.

Figure 5. Functional expression of GABAp in striatal neurons. A. A representative
neostriatal neuron patched in a brain slice and filled with Alexa 594. B. GABA (10 uM)
mediated response was reduced when TPMPA (100 uM) was added to the aCSF (n= 19
GABA mediated responses in 7 neurons out of 18). C. GABA mediated responses were
abolished when TPMPA (100uM) and bicuculline (200 uM) were added to the aCSF (n=5
responses from 5 neurons) D. Summary of experiments with GABA, GABA + TPMPA and
GABA + TPMPA + Bicuculline. Data are mean + S.E.M. Asterisks represent significant
differences: P<0.01 (**) or P<0.001 (***).

Figure 6. Ultrastructural localization of GABAp. A-D. GABAp1 (A and C) and p2 (B and D)
were observed on the presynaptic and postsynaptic sides of asymmetric synapses

(arrows), arrowheads point to axon terminals. E. Schematic representation of the
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localization GABAp, illustrating that the receptors were found in extrasynaptic and
perisynaptic regions, and only in a few cases were detected at the synapse. F-H. Co-
localization of GABAp1 and p2. F. GABAp1 stained with Alexa 488 (green) and G. GABAp2
stained with Alexa 594 (red). H. Merge images showed the expression of both subunits
(arrows) in the same cells, whereas a few cells expressed only GABAp2 (arrowhead).
Abbreviations: Den, dendrite; M, mitochondria; Nf, neurofilaments: E, extrasynaptic; S,

synaptic; P, perisynaptic. Scale bars: A and B, 200 nm. C and D, 100nm. F-H, 20um.
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Figure 1. mRNA and protein expression of GABAp in neostriatum and retina. A. RT-PCR of retina (r) and
neostriatum (ns). The synthesized cDNA products were mixed with the primers for actin (Act) and the three
GABAp subunits. The PCR products were separated by agarose gel electrophoresis containing ethidium
bromide and standard molecular weight markers to determine the fragment size. The PCR products of
GABAp1, p2 and p3 were 174, 180 and 197bp respectively. The gel shows the expression of the three
GABAp subunits in the retina and only GABAp1 and p2 in the neostriatum. B. gqRT-PCR of GABAp1 and p2
subunits. Expression of GABAp1 and GABAp2 in the neostriatum corresponded to 1.2 and 4.6% of that found
in the retina (Left). Data were analyzed by the 2-AACt method and expressed in percentage to the relative
expression of each subunit in the retina. Bars represent the mean + SE of three independent experiments
(p< 0.05). *** Sjgnificantly different from control group. C. Shows a representative Western blot of
extracts of neostriatum and retina, that distinguished the presence of GABApl and GABAp2 (~50kDa).



©CoO~NOUITA,WNPE

Journal of Neurochemistry

769x953mm (72 x 72 DPI)

Page 32 of 44



Page 33 of 44 Journal of Neurochemistry

©CoO~NOUITA,WNPE

31 Figure 2 In situ hybridization and immunohistochemistry. ISH analyses in sagittal sections of the expression
of A. GABAp1 and B. GABAp2. The arrows show the sparsely distributed cells in the dorsal region of the
neostriatum. C-E and F-H images showing cells (arrows) and somas with diameters < 10 um (arrowheads).
33 I. Diagrams of brain sagittal sections showing the localization of GABAp distribution at several levels along

34 the neostriatum. Note that both subunits were located mainly in rostral, dorsal, and ventral regions, as

35 indicated in circles in light- and dark gray. Consistently the label was most abundant in dorsal areas. J.

36 Relative amounts of the two GABAp subunits as percent of the total along five levels of the neostriatum, as

37 indicated in the text and figure. Notice that GABAp2 is more predominant except at 2.28mm. Numbers

33 below the figures indicate the distance to the brain midline. Scale bars: A and B = 100 ym; C-E and F-H =

20 um. Abbreviations: cc, corpus callosum; LV, lateral ventricle; CPu, caudate putamen (neostriatum).
193x135mm (96 x 96 DPI)
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Figure 3. Expression of GABAp2 in Drd2-GFP mouse neurons and double-immunolabeling of GABAp1 or
GABAp2/calbindin- and calretinin- positive cells in sagittal sections of neostriatum. A. Representative
immunofluorescence detection of GABAp2-positive cells stained with Alexa 594 (red) in Drd2-GFP mice. B.
Drd2-GFP-positive cells (green). C. Merge, colocalization of GABAp2 in Drd2-GFP positive cells (yellow); note
that not all GABAp2-positive cells (arrows) are GFP positive, whereas several D2-GFP-positive neurons
express GABAp2 (arrowheads); nuclei were stained with DAPI. D-F. Co-localization of calretinin (green) with
GABAp1 and GABA p2 (red in G-I). In this case, all of the calretinin-expressing cells were also positive for
the receptors. Co-localization of calbindin-positive cells immunolabeled with Alexa 488 (green) and GABAp1
(J-L) or GABAp2 (red label in M-0). Merge images (yellow in L and O) showed that not all calbindin-positive
cells are GABAp positive (arrowheads). Scale bars: 20 um.
127x270mm (96 x 96 DPI)
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39 Figure 4. GABAp receptors in GFAP-positive cells. A. and C. Sagittal sections through the neostriatum
showed immunodetection of GABAp1 and p2 (in red) in cells with large and numerous processes. B. and D.
Double immunofluorescence revealed that those cells were also GFAP-positive, indicating that they are glial
cells. Yellow indicate the merged image of GABAp receptors and GFAP, nevertheless not all GFAP positive
42 cells (green) expressed GABAp. Nuclei were stained with DAPI (blue). Scale bars: 5 pm.

43 127x121mm (150 x 150 DPI)
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Figure 5. Functional expression of GABAp in striatal neurons. A. A representative neostriatal neuron patched
in a brain slice and filled with Alexa 594. B. GABA (10 uM) mediated response was reduced when TPMPA
(100 uM) was added to the aCSF (n= 19 GABA mediated responses in 7 neurons out of 18). C. GABA
mediated responses were abolished when TPMPA (100uM) and bicuculline (200 pM) were added to the aCSF
(n=5 responses from 5 neurons) D. Summary of experiments with GABA, GABA + TPMPA and GABA +
TPMPA + Bicuculline. Data are mean *+ S.E.M. Asterisks represent significant differences: P<0.01 (**) or
P<0.001 (***).
192x85mm (150 x 150 DPI)
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35 Figure 6. Ultrastructural localization of GABAp. A-D. GABAp1 (A and C) and p2 (B and D) were observed on

36 the presynaptic and postsynaptic sides of asymmetric synapses (arrows), arrowheads point to axon

37 terminals. E. Schematic representation of the localization GABAp, illustrating that the receptors were found

38 in extrasynaptic and perisynaptic regions, and only in a few cases were detected at the synapse. F-H. Co-

39 localization of GABAp1 and p2. F. GABAp1 stained with Alexa 488 (green) and G. GABAp?2 stained with Alexa

40 594 (red). H. Merge images showed the expression of both subunits (arrows) in the same cells, whereas a
few cells expressed only GABAp2 (arrowhead). Abbreviations: Den, dendrite; M, mitochondria; Nf,

neurofilaments: E, extrasynaptic; S, synaptic; P, perisynaptic. Scale bars: A and B, 200 nm. C and D,

42 100nm. F-H, 20pm.
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Table 1

Gene Forward primers Reverse primers Size GenBank accession numbers
Act | 5'-ggctacagcttcaccaccacage-3' | 5'-gactcggaaccgctcgttge-3' 183bp AKO075973
Tub 5'-gcctcccactgtggtacccg-3' 5'-ccctectccatgecctcace-3' 174pb NM_001081190
pl 5'-cgaggagcacacgacgatgcc-3' | 5'-ctgcacatccacgeccacagg-3' | 174bp NM_011653
p2 5'-cctgatggctctcgtggagag-3' | 5'-ccaaaggctggectcatggtg-3' | 180bp NM_008075
p3 5'-cctcaccacagtggaggagtg-3' 5'-ctgcacaggggcttcctgtg-3' 197bp NM_008076
Table 2
Gene Forward primers Reverse primers Size Region
pl 5'-gtgtcctacatcaaagctgtgg-3' 5'-tatgggcctgtgggctcaatge-3' 819bp TM3 and TM4 segments
p2 5'-ttacagcctctcagagaagege-3' | 5'-ttcaccagccggccatcaaagg-3' | 514bp non-coding 5" end

Table 3
Primary antibodies used

Antigen Origin specie Catalogue Used for
GABAp1 (N-19) Goat IgG sc-21336 Immunofluorescence (IF)
Santa Cruz Double IF
Biotechnology Immunogold
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Western blot (WB)

GABAp1 (H-70) Rabbit 1gG sc-25707 IF
Santa Cruz Double IF
Biotechnology Immunogold
GABAp2 (5-19) Goat IgG sc-30254 IF
Santa Cruz Double IF
Biotechnology Immunogold
WB
Calretinin (I-13) Goat IgG sc-26512 Double IF
Santa Cruz
Biotechnology
Choline  acetyltransferase | Rabbit IgG sc-20672 Double IF
(H-95)
Santa Cruz
Biotechnology
Calbindin D28K (C-20) Goat IgG sc-7691 Double IF
Santa Cruz
Biotechnology
Parvalbumin a (H-70) Rabbit IgG sc-25727 Double IF
Santa Cruz
Biotechnology
Glial fibrillary protein (N-18) | Goat IgG sc-6171 Double IF
Santa Cruz
Biotechnology
Actin (I-19) Goat IgG sc-1616 WB
Santa Cruz

Biotechnology
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Table 4
Secondary antibodies used

Antigen Origin specie Catalogue Used for
Goat Donkey A-11058 Immunofluorescence (IF)
Alexa Fluor 594 | Molecular Probes | Double IF
conjugated
Rabbit Donkey A-21206 IF
Alexa Fluor 488 | Molecular Probes | Double IF
conjugated
Goat Donkey A-11055 IF
Alexa 488 conjugated Molecular Probes | Double IF
Goat Rabbit Immunogold
IgG 10nm-gold conjugated | 1¢p PELLA, INC.
Rabbit Goat Immunogold
IgG 20nm-gold conjugated | tgp PELLA, INC.
Goat Rabbit 1gG-AP sc-2771 WB
Santa Cruz

Biotechnology

Supplementary figures

Figure S1. gRT-PCR amplification curves for GABApl gene. Representative gRT-PCR

amplification curves showing the PCR products for Actin, Tubulin and GABAp1 in retina

and neostriatum. Samples are indicated in colors.

Figure S2. qRT-PCR amplification curves for GABAp2 gene. Representative amplification

curves of the qRT-PCR showing the PCR products for Actin, Tubulin and GABAp2 in retina

and neostriatum. Samples are indicated in colors.
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Figure S3. Representative traces of GABA (10 uM) evoked responses that were sensitive

(A) or not sensitive (B) to TPMPA (100 uM). C. and D. Summary of experiments from A and

©CoO~NOUITA,WNPE

B respectively. Data are mean + S.E.M. Asterisks represent significant differences: P<0.01

11 (**)

14 Figure S4. A. CACA (500 uM) evoked currents were partially blocked by TPMPA (n = 8
17 responses from 2 neurons out of 5). B. Summary of experiments with CACA and the partial

19 block of TPMPA. Data are mean + S.E.M. Asterisk represent significant differences: P<0.05

22 (*).
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Figure S1. gRT-PCR amplification curves for GABAp1 gene. Representative gRT-PCR amplification curves
showing the PCR products for Actin, Tubulin and GABAp1 in retina and neostriatum. Samples are indicated in
colors.
255x176mm (150 x 150 DPI)
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30 Figure S2. gRT-PCR amplification curves for GABAp2 gene. Representative amplification curves of the qRT-

PCR showing the PCR products for Actin, Tubulin and GABAp2 in retina and neostriatum. Samples are
indicated in colors.
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Figure S3. Representative traces of GABA (10 pM) evoked responses that were sensitive (A) or not sensitive
(B) to TPMPA (100 pM). C. and D. Summary of experiments from A and B respectively. Data are mean %+
S.E.M. Asterisks represent significant differences: P<0.01 (**)
255x186mm (150 x 150 DPI)
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30 Figure S4. A. CACA (500 uM) evoked currents were partially blocked by TPMPA (n = 8 responses from 2
31 neurons out of 5). B. Summary of experiments with CACA and the partial block of TPMPA. Data are mean +
32 S.E.M. Asterisk represent significant differences: P<0.05 (*).

33 169x117mm (150 x 150 DPI)
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A bicuculline-resistant and TPMPA-sensitive GABAergic component was identified in hippocampal neu-
rons in culture and in acute isolated brain slices. In both preparations, total GABAergic activity showed
two inactivation kinetics: fast and slow. RT-PCR, in situ hybridization (ISH) and immunohistochemistry
detected expression of GABAp subunits. Immunogold and electron microscopy indicated that the recep-
tors are mostly extrasynaptic. In addition, by RT-PCR and immunofluorescence we found GABAp present
in amygdala and visual cortex.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Hippocampal neurons in culture develop a series of
neurotransmitter-activated ionic conductances mediated mainly
by glutamate and y-aminobutyric acid (GABA) receptors. In several
species, the functional and pharmacological properties of those
receptors have been studied at different development stages,
including electrophysiological recordings from isolated neurons
in culture and slices e.g. [13,22]. The molecular conformation of
ionotropic GABA receptors expressed in hippocampus corresponds
to a combination of several GABA-A subunits, of which the a1, 32
and 2 are the most abundant, whereas a5 and 8 subunits confer
unique pharmacological properties to the receptor [8,25]. Thus, the
physiological characteristics of the receptors expressed are largely
determined by the subunit composition of the receptors expressed
in the neurons at any given time and experimental condition.

The ionotropic GABAp receptors were first identified at the ver-
tebrate retina [20], where they play a central role in modulating
presynaptic inhibition at the axon terminal of the ON bipolar cells
[24]. Currently, it is known that GABAp receptors are present in
several areas of the brain where their functional role is still elusive
[1,14,15,23].

* Corresponding author.
E-mail address: ataulfo@unam.mx (A. Martinez-Torres).

0304-3940/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.neulet.2011.05.235

Several studies have described GABAp responses that are
clearly evident at early developmental stages of the hippocam-
pus. Cherubini’s group [6] elegantly defined the pharmacological
and single channel properties of those responses while recording
from neurons isolated from the CA3 area during the early post-
natal development [9]. Further investigations indicate that GABAp
receptors may, or may not form part of functional synapses in adult
hippocampus. For example, Cheng et al. [4] found that the GABAp1
subunit expressed via adenoviral transduction is not properly deliv-
ered to the synapses in culture hippocampal neurons; whereas,
Alakuijala et al. [1] described that GABAp receptors are mainly
extrasynaptic and most probably activated by GABA spillover from
the synaptic cleft in CA1 neurons.

While recording the synaptic activity in mouse hippocampal
pyramidal neurons in culture, it came to our attention that a
small component of spontaneous activity was not blocked even
in the presence of a combination of tetrodotoxin (TTX), bicu-
culline, Mg2* and 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2, 3-dione (CNQX).
This report shows that this GABAergic component can be attributed
to the expression of GABAp receptors. Additionally, we show that
a slow-inactivating GABA-component is also present in hippocam-
pal slices. By means of RT-PCR, ISH and immunohistochemistry; we
detected the GABAp subunits in this area. Furthermore, electron
microscopy disclosed their presence in specific synaptic regions. In
addition, we localized the receptors in amygdala and visual cortex.
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In the present study, we used CD1 and C57BL/]J6 mice. All the
animals were handled in accordance with the NIH Guide for Care
and Use of Laboratory Animals and approved by the Institutional
Animal Care and ethic committee of the INB-UNAM.

Hippocampal neurons were obtained from 18 day embryos
(C57BL/]J6). Whole-cell patch clamp recordings of 12DIV neurons
were performed as in previous report [19]. Hippocampal slices
were prepared according to previously published standard pro-
cedures from 22 to 30 day old C57BL/6 mice and used ACFS for
external solution [3]. Neuron membrane currents were recorded
by whole-cell patch clamp using the Axopatch-200B amplifier
(Axon Instruments, Inc., Burlingame, CA). The membrane poten-
tial was clamped at —60mV and the currents were recorded
every 50 s and filtered at 2 kHz. TTX (100 nM), was added to the
external solution to block evoked synaptic activity, thus allow-
ing the detection of the spontaneous miniature synaptic currents
(mIPSCs and mEPSCs); CNQX (4 M) and bicuculline (10 wM)
blocked glutamatergic and most of the GABAergic components,
respectively. In this study 5uM, of 1,2,5,6-tetrahydropyridin-4-

yl-methylphosphinic acid (TPMPA) was used for blocking GABAp
transmission.

RNA was isolated from retina, hippocampus, visual cortex and
amygdala using TRIzol® reagent (Invitrogen), following manufac-
turer’s instructions. Total RNA was reverse transcribed into cDNA
and PCR was performed using gene-specific primers (Table S1).
Probes for ISH were isolated by RT-PCR (Table S2). The cDNAs were
cloned into pGEM-T-Easy (Promega) and sequenced. In vitro tran-
scription was performed following the manufacture specifications
using digoxigenin-11-UTPs (Invitrogen).

For ISH, CD1 mice (25-30g) were anesthetized with pen-
tobarbital, perfused transcardially with 0.9% NaCl, and 4%
paraformaldehyde in phosphate buffer saline (PBS). The brain
and ocular globes were removed, postfixed, cryoprotected and
then 150 wm slices were obtained in cryostat (LeicaCM 1850).
Hybridization was performed using the method described by the
manufacturer (Roche). The slices were placed (Superfrost®/Plus
DAIGGER), mounted (Fluoromont G SouthernBiotech, Electron
Micoscopy Sciences), observed and photomicrographed (Olympus

Fig. 1. (A) Culture hippocampal neurons recordings. Miniature spontaneous activity recording in the presence of TTX and Mg?*. GABA ionotropic receptors are eliminated
with bicuculline (Bic) and TPMPA. GABA-activity is revealed with TTX, Mg?* and CNQX. Most spontaneous activity is wiped out with bicuculline; however some activity
remains (inset). Remaining activity was eliminated partially with TPMPA, and totally with TPMPA-bicuculline. (B) Frequency of spontaneous events due to GABA or glutamate
receptors; inset: traces are sample traces (without filtering) of fast and slow components. (C) GABAp subunits in hippocampal slices. Evidence of the recordings of slow and fast
GABA-components and partial (TPMPA or bicuculline) and total blocking (TPMPA and bicuculline). (D) Frequencies of synaptic after blocking the glutamatergic component
(bar GABA) evidencing the GABA receptors activity. TPMPA reduced to 61.3 +2.1% of the GABA-currents. The inset shows two sample-currents of either fast or slow decay

time.
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BX60 microscope). Sense probes did not show any label, the anti-
sense probes specificity was tested in retina (not shown).

Immunohistochemistry was performed as previously described,
in 30 wm slices of whole brain and ocular globes [23]. For imag-
ing, we used Zeiss LSM510 Meta confocal microscope; wave length
of 561 nm (Alexa 594) and 750 nm (DAPI) were used for excita-
tion of Alexa 594 and DAPI, respectively. The z-stack images were
obtained and processed in Aim Image Examiner. The antibodies
specificity was previously tested in retina and STC-1 cells (data not
shown). Finally, immunogold labeling was performed as previously
described [15].

Spontaneous synaptic activity was recorded from 12 pyramidal
neurons that were maintained in vitro for 12 days. The frequency of
spontaneous miniature synaptic currents was about 1.8 Hz (2 min
of recording per cell) when TTX (100nM) and Mg2* (2 mM), were
added to the medium (Fig. 1A). After adding CNQX (4 M) to block
glutamate receptors, the spontaneous miniature synaptic activ-
ity due to GABA receptors was evidenced. This GABA activity was
mostly abolished when 10 wM bicuculline was also included in
the bath to inhibit GABA-A receptors. Nevertheless, a detailed
analysis of the recordings revealed that in 9 neurons some spon-
taneous activity remained (0.29 Hz), standard error of the mean
(S.E.M.£0.11). When we combined TTX, MgZ*, CNQX, TPMPA and
bicuculline the spontaneous activity was eliminated. The total
GABAergic synaptic activity was generated by two different com-

ponents (Fig. 1B, inset): (a) a frequent component that made up
to the 90% of the GABA-activity and that showed a fast inactiva-
tion constant (=49 +4 ms) and (b) a slow inactivating component
(t=114+21ms) that correspond to 11 £+ 1% of the GABA-activity
(Fig. 1B).

Pyramidal cells of hippocampal slices exposed to TTX (100 nM)
and Mg2* (2mM) showed classical miniature synaptic activity
(1.94+0.15Hz) (Fig. 1C). Addition of TTX (100 nM), Mn2* (2 mM)
and CNQX (1 M) to the recording bath revealed clearly the
GABAergic component which exhibited two kinetics: (1) a fre-
quent fast inactivating component (7 =304 4.2 ms) that made up
about 83% of the GABAergic transmission. (2) A slow inactivating
(t=1204 18 ms) that formed the remaining 17%. These two kinet-
ically different components resemble those observed in cultured
pyramidal neurons (c.f. 1B) and sample traces of these two compo-
nents and their frequencies are compared with the total miniature
synaptic activity (Fig. 1D). Additionally, 5 M of TPMPA wiped
out 17% of the GABA activity (0.5 0.1 Hz), which was recovered
after washing out the compound and substitution of TPMPA with
10 WM bicuculline eliminated most of the GABAergic component
and evidenced solely GABAp activity (0.11 £0.02 Hz). Combining
TPMPA and bicuculline in CNQX absence showed the glutamatergic
activity (1.2 £0.17 Hz). Finally, the presence of CNQX in combi-
nation with GABA-A and GABAp blockers eliminated most of the
miniature synaptic activity. Comparative analysis of the ampli-

Fig. 2. GABAp mRNA expression. (A) RT-PCR GABAp expression in retina and hippocampus by (B and H) ISH for GABAp1 and p2 respectively, in subiculum (S), CA1-3, and
dentate gyrus (DG). (C and I) GABAp1 and p2 are present in subiculum. (D-F) GABAp1 and J-L. GABAp2 mRNAs in CA1-3 in pyramidal layer (Py), oriens layer (Or), and stratum
radiatum (Rad). (G and M) In DG are localized in granular (GrDG), polymorph (PoDG), and molecular layer (Mol).
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tudes of the fast and slow kinetics were not significantly different
in neurons (52+4pA and 43.7+7 for the fast and slow com-
ponent, respectively, ANOVA p>0.05) or in slices (53 +6pA for
the fast and 42 +7pA for the slow, ANOVA p>0.05). Consider-
ing that the remaining synaptic activity suggested the presence
of a slow-inactivating TPMPA-sensitive, we therefore tried to
determine which of the GABAp subunits are expressed in the
hippocampus.

RNA was isolated from 20 retinas and from 20 hippocampi of
30 days old mice. In independent preparations, we found that all
the GABAp subunits were amplified (Fig. 2A). Even though this
assay was not quantitative it seemed that the GABAp3 subunit was
less represented in the hippocampus, and we therefore decided

to concentrate on describing the GABAp1 and GABAp2 distribu-
tion.

Four brains in sagittal slices were used for ISH. We detected the
expression of GABAp1 and GABAp2 in CA1-3 areas, dentate gyrus
as well as subiculum (Fig. 2B and H). In the subicullum, the expres-
sion of both subunits was found in sparsely cells (Fig. 2C and I).
In CA1, CA2 and CA3 the label was found mostly in pyramidal neu-
rons whereas a small population of interneurons also showed some
mark (Fig. 2D-F and J-L); whereas, GABAp2 was also observed in
the processes of pyramidal cells of CA1. Finally, in dentate gyrus
most of the label was detected towards the granular, molecular
and polymorph layers (Fig. 2G and M). In four brains, immunoflu-
orescence revealed that GABAp1 was detected in CA1-CA2, mostly

Fig. 3. GABAp immunolocalization. (A and B) Distribution in pyramidal layer (Py), stratum radiatum (Rad) and oriens layer (Or) in CA1. (C and D) In CA2 in Py and Rad. (E and
F) In CA3 GABAp1 in Or and Rad, GABAp2 in Py and Or. (G and H) Expression in subiculum. (I and J) In dentate gyrus (DG) both subunits are present in polymorph (PoDG), and
molecular (Mol) layers. (K) At ultrastructural localization GABAp1 was found mainly in extrasynaptic sites (arrowheads). The arrows point towards postsynaptic densities.
(L) GABAp1 in synaptic cleft (arrowheads). (M) GABAp2 (arrowheads) outside of synaptic density. Abbreviations: At, axon terminal; Den, dendrite.
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Fig. 4. GABAp expression and localization in amygdala and visual cortex. (A) RT-PCR of GABAp expression. (B, C, E and F) Immunolocalization of both subunits in the same
nuclei of amygdala. (D) Immunofluorescence of GABAp1 was detected mostly in somas. (G) Whereas GABAp2 was localized in soma and processes in Il and III layers, and
sparsely distributed in V and VI layers (not shown). Abbreviations: BM, basomedial nucleus; PMCo, posteromedial cortical nucleus.

in the neuron processes, several somas of interneurons and pyra-
midal layer of CA1, CA2 (Fig. 3A and C), while only a few cells and
processes were positive in CA3 (Fig. 3E). The GABAp2 was detected
mostly in somas and some processes of pyramidal layer of CA1 and
CA2.1In CA3 its distribution was wider that GABAp1 (Fig. 3B, D and
F).

The two subunits were also found in the subiculum (Fig. 3G and
H). In dentate gyrus, both subunits are distributed in somas of the
polymporph and molecular layers (Fig. 31 and ]); we did not find
evidence of their presence in neither the somas or processes of
the granular neurons, where we observed the expression of their
mRNAs.

The fluorescence was localized to puncta in the hippocam-
pal neurons, suggesting that the receptors are at the synapses.
To examine this question we used immunogold and electron
microscopy. We found most of the label at extrasynaptic sites,
either in the plasma membrane or near the cell surface, and only
3 out of more of 20 postsynaptic densities showed some label for
either GABAp1 (Fig. 3K and L) or GABAp2 (Fig. 3M).

Additionally, we found some label for GABAp receptors by
immunofluorescence in anterior and posterior areas of the baso-
medial nucleus, as well as in the posteromedial cortical nucleus
in the amygdala (Fig. 4B, C, E and F), and towards the mediomedial
area of the secondary visual cortex (V2MM) (Fig. 4D and G). RT-PCR
assays confirmed the expression of the three subunits (Fig. 4A). ISH
confirm this mRNA expression in the same areas of amygdala and
in visual cortex (data not shown).

As in previous studies we found very little spontaneous synap-
tic activity in mice pyramidal neurons exposed to antagonists of
GABA-A and glutamate receptors [13,18]. At first, we presumed
that this activity was due to an incomplete block of the receptors
expressed by the neurons in culture. However, an alternative expla-

nation immediately arose, when we obtained partial blockage of
the GABA-currents by including TPMPA, a good blocker of GABAp
receptors [21]. This result suggested that the spontaneous synaptic
activity which remained after the combined exposure to bicuculline
and CNQX was due to the action of GABAp receptors.

Protocols of stimulus-evoked postsynaptic potentials have sug-
gested the presence of GABAp in perisynaptic regions of the
hippocampus CA1 area [1]. It is also known that GABA-A recep-
tors containing the o5 subunit mediate the phasic inhibition in CA1
[26,29]. However, since we found that pyramidal neurons generate
a TPMPA-sensitive component, complementary to the more abun-
dant bicuculline-blocked GABA-A receptors, a role for GABAp in
tonic inhibition should not be discarded.

The presence of GABAp receptors in CA1 perisynaptic regions
has been documented [1]. These observations are partially con-
sistent with our findings, since immuonogold revealed most of
the label at extrasynaptic sites; although additional label was also
found in postsynaptic densities. This suggests a potential role for
GABAp receptors in fast synaptic transmission either as indepen-
dent receptors or forming heteromeric complexes with others
GABA-A subunits, such as those reported in brainstem [16], and
in CA1 [13]. On the other hand, although we observed the expres-
sion of the GABAp mRNAs along the granular layer of DG, the
immunofluorescence did not detect the receptors, thus suggest-
ing the possibility that the proteins are expressed at much lower
levels [16]. It is worth mentioning that the GABA-A a1 subunit has
been found in both synaptic and extrasynaptic sites [2], of pyra-
midal neurons of CA1 and this subunit is known to associate with
GABAp1 [11,13,16].

The functional properties of the GABAp receptors in the subicu-
lum need to be investigated further. We have not found evidence
in the literature of electrophysiological recordings indicating a
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bicuculline resistant receptor in this area; and the GABA-A recep-
tors microtransplanted to frog oocytes from subicula retrieved
from epileptic patients did not show evidence of a GABAp com-
ponent [17]. However, our molecular and immunological evidence
suggests the presence of GABAp receptors in neurons of the
subiculum.

In the amygdala, electrophsysiological recordings identified a
population of TPMPA-sensitive ionotropic GABA receptors that was
segregated from classic GABA-A receptors in dendritic synapses [7].
Previous studies showed that GABAp subunits are presentin several
nuclei of the amygdala [10,12]; however, for the first time in this
study we show by means of RT-PCR, ISH and immunolabeling evi-
dence that these subunits are found in neurons of the basomedial
and cortical nuclei. Our results are consistent with a recent study
that showed that TPMPA injected in the amygdala modulates fear
and anxiety [10].

The distribution of GABAp receptors in the brain cortex is very
sparse. Wegelius et al., suggested the expression of mRNAs for
GABAp2 and GABAp3 in neurons of the VI layer of the rat visual
cortex [28]. This distribution is in part consistent with our findings,
where we found some GABAp1 and GABAp2 in the V-VIlayers of the
V2MM. Our results correlate well with those of Wahle and Schmidt
[27], that indicate that GABAp1 and p2 mRNAs are expressed in
pyramidal neurons throughout layers II-VI in the rat visual cortex.

All our results provide some anatomical and molecular evidence
that defines the presence of GABAp receptors in unexplored areas
such as the amygdala, subiculum and visual cortex. The scattered
information of the distribution of GABAp is just beginning to yield
a general view of their potential involvement in higher functions
such as memory, learning and visual processing [5,10].
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Table S1

Gene Forward primers Reverse primers Size GenBank accession numbers
Tub 5'-gccteccactgtggtacccg-3' 5'-ccctectecatgecctcacce-3! 174bp NM_001081190
pl 5'-cgaggagcacacgacgatgcc-3' | 5'-ctgcacatccacgcccacagg-3' | 174bp NM_011653
p2 5'-cctgatggctctcgtggagag-3' | 5'-ccaaaggctggectcatggtg-3' | 180bp NM_008075
p3 5'-cctcaccacagtggaggagtg-3' 5'-ctgcacaggggcttcctgtg-3' 197bp NM_008076
Table S2
Gene Forward primers Reverse primers Size Region
pl 5'-gtgtcctacatcaaagctgtgg-3' 5'-tatgggcctgtgggctcaatge-3' 819bp TM3 and TM4 segments
p2 5'-ttacagcctctcagagaagege-3' | 5'-ttcaccagccggcecatcaaagg-3' 514bp non-coding 5" end
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Compendio de resultados

Abraham Rosas-Arellano, Arturo I. Machuca-Parra, Daniel Reyes-Haro, Ricardo Miledi,
Ataulfo Martinez-Torres. Expression of GABAp receptors in the neostriatum: localization in

aspiny, medium spiny neurons and GFAP-positive cells. En revisién.

e Ensayos cuantitativos mediante qRT-PCR sugirieron que los ARNm de GABAp se
expresados en menor proporcién en el neoestriado respecto a la retina (< 10%) y que
la expresion de GABAp2 en el neoestriado es mas abundante (4.6%) que GABApl
(1.2%).

e Indicamos que la distribucién a lo largo de diferentes planos sagitales en relacién a la
linea interhemisférica corresponde de la siguiente manera: a 3.00 mm, GABAp1 est3
presente en un 33.3%, mientras que GABAp2 en 66.7%; a 2.28 mm, 54.8% y 45.2%; a
1.44 mm, 32.3% y 67.7%; a 1.32 mm, 19.1% y 80.2%; finalmente a 0.84 mm, 32% y
68%, respectivamente. El analisis estadistico mostré que GABAp2 es mas abundante
que GABAp1l en cada plano analizado excepto a 2.28mm (ANOVA y Fisher PLSD p <
0.05).

e Mostramos que las s-GABAp se expresan en interneuronas, en especial en todas
aquellas que expresan calretinina y que GABAp1 fue expresado en un 8.7% y GABAp2
en un 36.7% de células que expresan calbindina.

e Adicionalmente, indicamos que una pequefia poblacién de células (4.1%), con
caracteristicas morfologicas de neuronas medianas espinosas y que expresan
receptores D2 de dopamina expresan la subunidad GABAp2.

e Ademas, andlisis electrofisiolégicos en cortes de cerebro mostraron que
concentraciones de 10 uM de GABA generan corrientes con amplitud de 756 + 147 pA
(n =37), de ellas soélo una fraccion (7 de 18 neuronas) respondieron a 100 uM TPMPA
(antagonista selectivo de las subunidades GABAp), el cual bloqued parcialmente
corrientes inducidas por GABA (756 + 147 a 421 + 105; n=19; p<0.01). Ademas
mostramos que algunas corrientes generadas por GABA (11 de 18 neuronas) no fueron

afectadas por el TPMPA (603 + 122 de 753 + 140; n=18; p=0.42). Se observé que las
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respuestas a GABA fueron eliminadas cuando se co-aplicé una alta concentracién de
bicuculina (200 uM) en conjunto con 100 uM de TPMPA (n = 5). Cuando se utilizé
CACA (agonista selectivo de las subunidades GABAp) en altas concentraciones (500
M) se obtuvieron corrientes con una amplitud de 134 £ 7 pA (n = 8), que fueron
reducidas en un 37% en presencia de 100 uM de TPMPA (2 de 5 neuronas; p<0.05).
Estos resultados mostraron que las subunidades GABAp son funcionales en el
neoestriado.

De manera interesante mostramos mediante analisis de hibridacién in situ que
GABAp1ly p2 se expresan en somas con diametros < 10 um y que fueron relacionados
a una considerable proporcion (33.9%, 791 vs 2,332 de sefial dada por DAPI) de células
positivas a la proteina gliofibrilar &acida (GFAP), mediante analisis de doble
inmunofluorescencia.

El analisis de microscopia electrénica de transmision acoplado al uso de inmuno-oro
mostramos que 1 de cada 50 regiones sindpticas del neoestriado expresan las
subunidades GABApl, p2 o ambas, siendo su localizacion especifica en sitios
extrasindpticos y perisinapticos y con escasa o nula presencia en regiones de la
hendidura sindptica. GABApl fue localizado de la siguiente manera: 57.1%
extrasinaptica, 33.3% perisinaptica, y 9.5% sinaptica. Mientras que GABAp2 se localizé
en un 54.1%, 43.7%, y 2.0%, respectivamente; mediante andlisis estadistico
reportamos diferencias significativas en la distribucién en los tres compartimentos
(Kruskal-Wallis test, p < 0.05) y que dichas diferencias se observan cuando se
comparan las regiones extrasinapticas vs sindpticas y las regiones perisinapticas vs
sindpticas (andlisis post-hoc no paramétrico U-Mann—Whitney dos colas, p < 0.05).
Respecto a la abundancia el andlisis estadistico indicd que GABAp2 es mas abundante
gue GABAp1 (U-Mann—Whitney, dos colas p < 0.05).

Finalmente los andlisis de doble inmunoflourescencia y doble inmuno-oro para
GABAp1/p2, indicaron que ambas subunidades pueden co-expresarse en las mismas

células y en las mismas regiones sinapticas.
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Rosas-Arellano A, Parodi J, Machuca-Parra Al, Sanchez-Gutiérrez A, Inestrosa NC, Miledi R,
Martinez-Torres A. 2011. The GABA(A)p receptors in hippocampal spontaneous activity
and their distribution in hippocampus, amygdala and visual cortex. Neurosci Lett. 500, 20-

5.

e Actividad espontanea en presencia de TTX (100nM) y Mg2+ (2mM) fue registrada de 12
células piramidales, mostrandose una corriente sindptica miniatura de 1.8Hz, cuando
se bloquearon los receptores glutamatérgicos (CNQX 4uM), se evidencié la actividad
sindptica miniatura debida al GABA y que fue eliminada a la colocacién de 10uM de
bicuculina (antagonista especifico de subunidades GABA-A, excepto de GABAp); sin
embargo, en 9 neuronas se observd un remanente de corriente (0.29Hz) que fue
eliminado cuando se afiadi6 5uM de TPMPA. Estos ensayos farmacoldgicos
permitieron observar dos componentes GABAérgicos, uno que mostrd una rapida
inactivacion (Tt = 49 £ 4ms) y que corresponde al 90% de la actividad GABAérgica y un
componente de inactivacion lenta (t = 114 + 21ms) y que correspondié al restante 10%
de la actividad GABAérgica. Estos mismos componentes fueron observados en
neuronas hipocampales registradas en rebanadas de cerebro donde la inactivacién del
componente rapido presentd t =30 £ 4ms y que correspondid al 83% de la transmisién
GABAérgica, mientras que el componente lento tuvo t =120 + 18ms y que conforma el
restante 17%.

e Mediante ensayos de RT-PCR mostramos que las tres subunidades GABAp (p1-3) se
expresan en el hipocampo, aunque la subunidad GABAp3 expresada escasamente.
Ensayos de hibridacién in situ indicaron que la expresién se localiza en las dreas CA1-3
(en somas y procesos de células piramidales e interneuronas), giro dentado (células de
las capas granular, molecular y polimérfica) y el subiculum (células esparcidas).

e Ensayos de inmunohistoquimica en cortes sagitales de cerebro de ratdon mostraron
gue GABAp1l se expresa en somas y procesos de las dreas CA1 y CA2 y en menor
proporcién en somas y procesos de la regién CA3; mientras que GABAp2 esta presente
en las tres dareas del cornu ammonis. El ensayo también mostré que ambas

subunidades se expresan en el subiculum y de manera interesante fueron localizadas
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en las capas polimodrfica y molecular, no asi en la capa granular donde habiamos
localizado la expresidon de los mensajeros mediante andlisis de ISH.

e La microscopia electrénica de transmisidon acoplada al uso de inmuno-oro indicé que
los receptores GABAp tienen una ubicacion preferencialmente extrasinaptica y que 3
de 20 regiones sinapticas expresan una o ambas subunidades.

e Adicionalmente, mediante analisis de RT-PCR e inmunofluorescencia encontramos la
expresion de los receptores en las areas anteriores y posteriores de los nucleos
basomedial y posteromedial cortical de la amigdala y en el area medio-medial y

medio-lateral de la corteza visual secundaria de raton.
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Discusion

La localizacién de las s-GABAp ha sido descrita en diversas areas del SNC de
diferentes especies, la localizaciéon especifica en el neoestriado permanecia aun
desconocida. En el presente reporte se aportd nueva informacién sobre su distribucion,
identidad neuroquimica de las neuronas que las expresan y localizacidon sinaptica de este
componente GABAérgico. Ademads en esta estructura se reporté una poblacién de células
GFAP positivas que expresan a los receptores. En la region hipocampal determinamos que
aquellas corrientes sindpticas espontdneas sensibles al TPMPA corresponden al
componente GABAp y que este se localiza en diversas estructuras de la regién hipocampal

(subiculum, hipocampo propio y giro dentado).

Existe evidencia no detallada que indica la expresion de mensajeros de las s-GABAp
en el neoestriado; estudios en pollos de edad postnatal P1 sugieren la expresion del
ARNm de la s-GABAp1 en el ectoestriado (componente neoestriatal en las aves) (Albrecht
et al., 1997). Hallazgos en mamiferos (Lopez-Chavez et al., 2005), indican que mediante
RT-PCR se pueden localizar los transcritos de las subunidades GABApl y p2 en la cabeza
del nucleo caudado bovino, estudio donde ademas se indicd que en esta estructura la s-
GABApl presenta una diversidad molecular que puede corresponder a la reportada
previamente en la retina humana (Martinez-Torres et al., 1998). Referente a la expresién
de ARNm, nuestros resultados mediante hibridacién in situ indican que los ARNm de
GABAp1 como de GABAp2 estan presentes en diversas areas del neoestriado de ratdn con
relativa mayor abundancia en las regiones rostrales, ventrales y dorso-caudales. Ademas
observamos que los ARNm se localizan tanto en el soma como en proyecciones que

sugieren su expresion en la region dendritica y axonal.

Diversos estudios han mostrado la expresion de los ARNm de las s-GABAp en el
hipocampo (Wegelius et al., 1998; Didelon et al., 2002; Rozzo et al., 2002); aunque solo
habia sido reportada la expresion en las areas CAl1l, CA3 y giro dentado de la regién
hipocampal (Wegelius et al., 1998; Rozzo et al., 2002). En el presente estudio mediante

andlisis de hibridacién in situ, mostramos que los ARNm de la subunidad GABApl y
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GABAp2 se localizan ademads en el drea CA2 y el subiculum en una poblacién de células
segregadas. Consistente con los hallazgos, el andlisis de inmunohistoquimica confirmé la
expresion de ambas subunidades; sin embargo, pese a que los ARNm fueron detectados
en la capa granular del giro dentado no fue detectada la presencia de las proteinas
mediante andlisis de inmunohistoquimica. Este fendmeno ha sido descrito previamente
(Milligan et al., 2004), y es probable que los anticuerpos no detecten al receptor cuando

su expresion es baja.

La distribucion de las s-GABAp en el nucleo caudado bovino fue reportada en
células poligonales y fusiformes dispersas en la regién interna de la cabeza del nucleo
caudado (Rosas-Arellano et al., 2007); sin embargo, no se indicé la localizacidén topografica
en toda la estructura. Consistente con nuestros hallazgos de hibridacion in situ, en el
presente estudio se ha determinado mediante inmunohistoquimica la localizacién
GABAp1l y p2 en neuronas ubicadas principalmente en regiones rostrales, dorso-caudales

y ventrales en el neoestriado de ratén.

El neoestriado contiene diversos tipos de neuronas de proyeccién e interneuronas,
los cuales difieren en su conectividad, identidad neuroquimica y funcion en los ganglios de
la base (Kawaguchi et al., 1995). La expresion y distribucidn de otras subunidades GABA-A
en el neoestriado ha sido estudiada previamente (Fritschy y Moller, 1995), y se ha
indicado la presencia de las subunidades al-5, B2-3, y2 y 6, sugiriendo la posible
combinacion de estas subunidades tanto en la matriz como en el estriosoma, ademas se
indicd que la subunidad mas abundante en regiones del estriosoma y el extremo ventral
(fundus striati) es la subunidad a5 (Ade et al., 2008). En nuestro estudio hemos
determinado la presencia de las s-GABApl y p2 en todas las células que expresan
calretinina y una poblacién que expresan calbindina, en estas células es posible por una
parte que se formen homopentameros y heteropentameros de estas subunidades; y por
otra, que en esta estructura también se puedan ubicar receptores hibridos conformados
por subunidades GABAp1-al, los cuales han sido reportados previamente en otras areas

del SNC (Milligan et al., 2004; Harvey et al., 2006; Frazao et al., 2007).
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Existe evidencia que indica que células colinérgicas expresan receptores de
dopamina D2 (Alcantara et al., 2003), sin embargo en el presente estudio no observamos
evidencia de que células GFP positivas presenten la co-expresion ChAT-D2 (Fig. A3), la
localizaciéon de la subunidad GABAp2 en neuronas drd2-GFP muestra claramente que
somas con didmetros menores a los 20um estan involucrados en la expresién. Respecto a
la posible estequiometria de GABAp2, que en el presente trabajo se ha localizado en un
subgrupo de neuronas de proyecciéon Drd2 es muy probable que en estas células sélo
forme homopentameros ya que no se ha demostrado que co-ensamble con alguna otra
subunidad que no sea la s-GABAp1 (Feigespan et al., 1993; Albrecht et al., 1997; Enz y
Cutting, 1999); sin embrago, no se puede descartar la posibilidad de su ensamble con
otras subunidades GABA-A. En resumen es posible que Ila s-GABAp2 forme
homopentameros en células de proyeccién, mientras que en interneuronas donde co-

localizan GABAp1l y p2 se formen heteropentameros.

En relacion a la presencia de GABApl y p2 en células calbindina y calretinina
positivas se ha indicado que esta Ultima poblacion se caracteriza por localizarse de manera
preferencial en regiones rostrales del neoestriado (Bennett y Bolam, 1993), misma regién
donde hemos localizado a estas células con expresién con GABAp. Por otra parte, aquellas
que expresan calbindina y somatostatina no se distribuyen de manera especifica en el
neoestriado (Kawaguchi et al.,, 1995), tal y como lo hemos observado en el presente

estudio.

Un hallazgo inesperado fue la localizacion de las s-GABAp1 y p2 en células gliales
en el estriado de ratén. Las células gliales producen GABA ya que se ha determinado que
la descarboxilasa del acido glutamico (GAD) se expresa en este tipo celular (Lee et al.,
2011); otros reportes indican que las células gliales expresan transportadores de GABA
(Park et al., 2009), asi como diferentes combinaciones de receptores GABA de los cuales
se ha sugerido que su activacidon puede iniciar la actividad de segundos mensajeros y
conducir a la modificacion de proteinas preexistentes o a la regulacion de la tasa de
expresion de nuevas proteinas, asi como la participacion en la plasticidad sinaptica (Vélez-

Fort et al., 2011). Respecto a los receptores GABA ionotrdpicos se ha sugerido la presencia
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de las subunidades a2, a3 y & en astrocitos de ratones de edad P5-P12; al y B1 en el
hipocampo (Fraser et al., 1995) mientras que en los adultos se ha indicado la presencia de
las subunidades a2 y y1 en la glia de Bergmann del cerebelo (Riquelme et al., 2002).
También se ha reportado en el cerebelo de ratas neonatales que los ARNm de las
subunidades al-5, B1-3, y1-3 y 6 estan presentes en células gliales (Bovolin et al., 1992).
En el presente estudio mediante andlisis en tejido de doble inmunohistoquimica y doble
inmunocitoquimica en células gliales en cultivo, hemos mostrado la co-expresion de las s-
GABAp1 y p2 con el marcador GFAP. Es posible que la presencia de estas subunidades en
el sistema glial permitan diversas actividades como se ha descrito en el cerebelo: una
actividad coordinada con las neuronas neoestriatales en respuesta a la liberacién de
GABA, funcionando como un sensor GABAérgico para sefializacién de cambios
morfolégicos de células gliales o estimulando el desarrollo de dendritas, como se ha
descrito para otras subunidades GABA-A (Matsutani y Yamamoto, 1997; Matsutani y
Yamamoto, 1998). Respecto a la expresion de subunidades GABAp en células gliales se ha
reportado recientemente que astrocitos en cultivo de cerebelo de ratén expresan GABAp2
(Martinez-Delgado et al., 2011). En nuestro laboratorio existen otros indicios de la
expresion de GABAp en células gliales, por ejemplo en células gliales en cultivo se ha
demostrado la expresion de las s-GABAp1l y p2 a nivel de RT-PCR e inmunocitoquimica y
adicionalmente se ha demostrado su funcionalidad mediante andlisis electrofisioldgico
(Petriz-Reyes, 2011). Ademads en tejidos obtenidos de ratones CD1 adultos se ha
demostrado mediante analisis de RT-PCR, hibridacion in situ, e imunohistoquimica que
células gliales de la region limitante del cuarto ventriculo expresan GABApl y p2
(Gonzalez-Gonzalez, 2011). Estos estudios en conjunto con los nuestros evidencian que
células de identidad glial expresan las s-GABAp. Diversos estudios deberan realizarse para
determinar el papel funcional, estequiometria y tipos especificos de células gliales que

expresan a estos receptores.

Mediante analisis de microscopia electrénica e inmuno-oro mostramos que
aproximadamente en 1 de cada 50 sinapsis en el neoestriado y 3 de cada 20 en el area

CA1 del hipocampo presentan las s-GABAp1l y p2. Su funcién en estas regiones es muy
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posible de cardcter ténico inhibitorio, como se ha propuesto para otras subunidades
ténicas GABA-A (a5, B3 y 6). (Pirker et al., 2000; Schwarzer et al., 2001; Ade et al., 2008;
Kaur et al., 2009; Santhakumar et al., 2010; Janssen et al., 2011) y la s-GABAp1 en el tallo
cerebral de ratén (Milligan et al., 2004). Diversos estudios han mostrado la localizacién del
receptor en posiciones peri, extra y sinaptica; por ejemplo se ha reportado a la s-GABAp1
en la regidn perisinaptica, sola o en combinacién con la s-GABAal en neuronas del nucleo
vagal dorsal en el tallo cerebral de rata (Milligan et al., 2004); también se ha indicado que
las s-GABAp pueden presentarse en las regiones extrasindpticas en conos, bastones y
células bipolares de la retina de rata (Koulen et al., 1997); ademds se ha mostrado que las
s-GABAp1 y p2 se localizan sindptica y extrasindpticamente en células de Purkinje en el

cerebelo de rata (Mejia et al., 2008).

La localizacidn extrasindptica de receptores con alta afinidad al GABA y con
actividad tonica inhibitoria ya ha sido reportada en el neoestriado, en esta estructura se
ha indicado la presencia de receptores conformados por subunidades a5, B3 y & (Banard
et al., 1998; Pirker et al., 2000; Schwarzer et al., 2001; Ade et al., 2008; Kaur et al., 2009;
Santhakumar et al., 2010; Janssen et al., 2011), estas subunidades presentan una ECs a
GABA menor que la de las s-GABAp (0.3 - 0.7uM de GABA) (Farrant y Nusser, 2005).
Mientras que en el hipocampo ademas de las s-GABAp han sido descritas subunidades
GABAaS5 y 6 con actividad inhibitoria tonica en el drea CA1 (Glykys et al., 2008). Ademas se
tiene evidencia de la presencia de receptores ténicos GABA-A en células granulares del
giro dentado (Nusser y Mody 2002; Overstreet y Westbrook 2001). Estos estudios en
conjunto con nuestros resultados sugieren la participacion sinaptica de las s-GABAp en
diversas ubicaciones; en ellas pueden funcionar en la despolarizacion prolongada o como
un sensor de la difusion del neurotransmisor proveniente de regiones sinapticas,
manteniendo asi la concentracién del neurotransmisor en un proceso de
retroalimentacion negativa en células GABAérgicas, cuando se ubica tanto a niveles
extrasindptico como perisinaptico y en la inhibicion ténica en la densidad sindptica. De
manera interesante se ha reportado que la inhibicién ténica mediada por subunidades

GABA-A proporciona proteccién celular a través de una inhibicion persistente,
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disminuyendo el dafio y la muerte celular (Ade et al., 2008; Santhakumar et al., 2010;
Janssen et al., 2011). Mientras que en regiones sindpticas pueden participar en la
actividad espontanea como ya se ha demostrado en el hipocampo (Rosas-Arellano et al.,
2011), en esta ubicacién estratégica pueden proporcionar una inhibicidon prolongada que

impida el inicio de potenciales de accidn cuando vias vecinas son activadas.

Estudios electrofisiolégicos donde se evidencie la actividad de receptores peri y
extrasindpticos mediante el bloqueo de la recaptura de GABA que permitan la difusion de
este neurotransmisor y registros en rebanada en el neoestriado que consideren la via
cortico-estriatal, talamo-estriatal, pdlido-estriatal, nigro-estriatal, estrio-cortical, estrio-
nigral, estrio-subtaldmica y estrio-palidal aportarian nueva evidencia sobre el papel
funcional que tienen las s-GABAp en redes neuronales; sin embargo, por su localizacion
puede jugar un papel en la inhibicién ténica de interneuronas permitiendo en el
neoestriado una potenciacion de la actividad de neuronas de proyecciéon que extienden
sus axones al globo palido externo en el caso de las neuronas calbindina-GABAp. Sin
embargo, aln no podemos sugerir la consecuencia que tendria esta inhibicidon en células
calretinina-GABAp debido al desconocimiento en su conectividad. Por otra parte, en el
caso de inhibir ténicamente a un subgrupo de neuronas Drd2 positivas mediante la
activacion de GABAp2, se permitiria la actividad oscilatoria de los restantes subtipos Drd2

en un procesamiento de sefializacién selectiva.

También determinamos por microscopia electrénica que ambas subunidades se
localizan tanto en la regidn pre como en la postsindptica. En ambas condiciones es posible
que las subunidades permitan una despolarizacion prolongada; generando por una parte
la inhibicién en la liberacidon de GABA en el caso de las neuronas GABAérgicas o inhibiendo

la liberacién de otro tipo de neurotransmisor.

En el caso del neoestriado es posible que la inhibicion prolongada de interneuronas
permita el disparo de las células espinosas; o inhiban un subgrupo de neuronas Drd2 en
aquellas que expresan GABAp2 y la subsecuente activaciéon del disparo de neuronas

ubicadas en el globo pdlido externo. Diversos andlisis deberan considerarse para
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determinar por una parte, la via involucrada en las células que expresan los receptores y
por otra las consecuencias fisioldgicas de esta modulacidn. Existen diversos estudios que
describen la presencia de las subunidades en regiones pre y postsindpticas, algunos de
estos indican que se les puede localizar en la regidn presinaptica, por ejemplo en las
células bipolares de la retina de ratas adultas, células en donde también se ha evidenciado
su localizacidon en regiones postsinapticas en ratas de edad postnatal P7 (Koulen et al.,
1997). Ademas, se ha reportado en el nucleo vagal dorsal en el tallo cerebral, que la s-
GABAp1 se encuentra en la membrana postsindptica (Milligan et al., 2004). Finalmente, se
ha evidenciado en el cerebelo que las regiones sinapticas de las dendritas de las células de

Purkinje expresan GABAp1 y p2 sugiriendo la ubicacién postsinaptica (Mejia et al., 2008).

Los hallazgos en el presente trabajo también muestran que la s-GABAp2 es mas
abundante que la s-GABAp1. Esta variacion en la expresion de ambas subunidades ha sido
bien documentada, por ejemplo Albrecht y cols., (1997) y Bormann (2000), indican que la
subunidad GABAp2 se expresa mas que GABAp1 y con distribucién mas amplia fuera de la
retina, lo que ademas concuerda con los datos del presente estudio donde hemos
localizado a esta subunidad en las mismas poblaciones neuronales que GABAp1l, pero
ademas expresada independientemente en las células de proyeccion en el caso del

neoestriado.

Respecto a la pregunta si GABApl y p2 pueden ser expresadas en un mismo tipo
celular, en nuestro estudio se muestra mediante doble inmunofluorescencia e inmuno-oro
gue ambas subunidades se encuentran en neuronas neoestriatales en el cerebro de ratén
(Fig. A7). Asi, existe una alta probabilidad de que formen la combinacién GABAp1-p2 en
interneuronas calbindina y calretinina positivas. Ademdas, mostramos que la s-GABAp2
esta presente en un subgrupo de neuronas de proyeccién D2 positivas, donde es probable
gue existan homopentaméros de esta subunidad, ya que esta subunidad puede formar
receptores funcionales. Serd importante determinar el subtipo de poblacidon que expresa

esta subunidad, para esclarecer su participacion funcional.
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Conclusiones

Con los resultados anteriores, se sugiere que:

Los ARNm vy las proteinas de GABApl y p2 estdn presentes en el neoestriado e

hipocampo de raton.

El analisis de inmunohistoquimica muestra que en el neoestriado las neuronas que
expresan GABAp1 y p2 se distribuyen preferencialmente en regiones dorso-posterior,
ventro-posterior y fronto-medial del neoestriado, mientras que en el complejo

hipocampal se localizan en el subiculum, hipocampo propio y en las capas polimérfica

y molecular del giro dentado.

Mediante andlisis de inmunohistoquimica determinamos en el neoestriado que una
poblacién con caracteristicas morfoldgicas correspondientes a las neuronas de
proyeccidn y que expresan el receptor D2 de dopamina expresan GABAp2, mientras
gue en un grupo de interneuronas calbindina positivas expresa a las subunidades

GABAp1l y GABAp2. Por otra parte todas las células calretinina positivas expresan a

ambas subunidades.

El doble inmuno marcaje GABAp1/GABAp2 en el neoestriado muestra que ambas
subunidades se co-expresan en una misma neurona, hallazgo que confirmamos

mediante inmuno oro donde observamos la presencia de estas proteinas tanto en

somas como en regiones sinapticas.

Este mismo andlisis de inmuno-oro indica que ambas subunidades son expresadas en
células del neoestriado y sus terminales, asi como en células hipocampales, donde su

localizacion es preferencialmente extra y perisinaptica, en posiciones tanto de pre

como de postsinaptica.

De manera interesante reportamos que un grupo de células GFAP positivas

neoestriatales expresan GABAply GABAp?2.
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Otros resultados

Ademas, como se menciond en la parte del método de inmunohistoquimica, en el
presente estudio se utilizd el cerebro completo de ratdén en vista lateral, esta estrategia
permitio determinar la distribucién de GABAp1 y p2 en varias estructuras; estos resultados
se muestran en la tabla No. 3 Mientras que en las figuras A8-A10 se presentan algunas de

las fotomicrografias obtenidas.

TABLA No. 3
Localizacion mediante analisis de IHQ de las s-GABAp en el SNC
Estructura Localizacion GABAp1 GABAp2
Corteza Motora primaria - +
Motora secundaria + +
Somatosensorial primaria + +
Insular agranular + ND
Entorrinal lateral + +
Frontal de asociacidn + +
Bulbo Olfativo Capa granular + +
Capa glomerular + +
Capa plexiforme externa + =
Hipotalamo Lateral + ND
Coliculo Inferior Corteza externa + +
Nucleo central + +
Pedunculo Cerebeloso Medio + -
Cerebelo Ndcleo interpuesto anterior + +
Nucleo Interpuesto posterior + +
Tallo Cerebral Nucleo vestibular medial + +
Nucleo trigeminal espinal - +
Nucleo paragiganto celular lateral - +
Nucleo espinal vestibular + +
Zona Subventricular Ventriculos laterales + +
Cuarto ventriculo ND +
Plexo coroideo Ventriculos laterales y cuarto + +
ventriculo
Glia limitante perivascular | Cerebro completo + +

ND: No determinado
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Perspectivas

En el presente trabajo se identificé la expresion de los GABAp en el neoestriado e
hipocampo de ratéon en varias poblaciones celulares; sin embargo el aporte funcional a
nivel de redes neuronales que confieren estas subunidades no ha sido abordado; por lo
gue estudios futuros mediante analisis electrofisioldgicos definirdn su papel. Ademas, se
muestra evidencia de su expresién en células GFAP positivas, pero aun no se definen los
subtipos gliales en las cuales se les ubica; por tanto deben ser realizados analisis
especificos de identidad glial, seguidos de andlisis funcional en este tipo celular.
Finalmente estudios de trazado neuronal retrogrado iniciando en el globo externo,
seguido de la inmunolocalizacién de GABAp2 evidenciaran la via en la que participa este
receptor.

La inhibicidn tonica es importante para la proteccion celular, mediante ésta se
disminuye la hiperexcitabilidad. Fendmenos de desequilibrio entre la inhibicion y
excitacion son comunes en diversos desordenes neuronales incluyendo el Parkinson. La
enfermedad de Parkinson es causada en general por la degeneracién de las neuronas
dopaminérgicas y sus proyecciones nigro-estriatales. Estos cambios inducen cambios
postsindpticos en neuronas medianas espinosas, produciendo hiperactividad celular,
siendo la inhibicién tdénica un recurso de proteccion celular en esta condicidn.
Considerando las caracteristicas funcionales de las subunidades GABAp, es importante en
un futuro explorar como puede estar relacionada la expresion de estas subunidades
durante el transcurso de la enfermedad de Parkinson con la finalidad de considerarlas
como posibles blancos farmacolégicos que atenulen algunos signos y sintomas de la

enfermedad.

Diversos estudios tales como gRT-PCR, hibridacién in situ, etc., deberan realizarse
para apoyar los hallazgos arrojados por el ensayo de inmunohistoquimica, en donde se
encontraron al menos 23 dareas en las cuales no se ha reportado la presencia de las s-

GABAp.
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Otros articulos publicados

Martinez-Delgado G, Reyes-Haro D, Espino-Saldafia AE, Rosas-Arellano A, Pétriz A,
Juarez-Mercado P, Miledi R, Martinez-Torres A. 2011. Dynamics of GABAp2 receptors in

retinal bipolar neurons and cerebellar astrocytes. Neuroreport. 2011. 22, 4-9.

Se describe que los receptores GABAp son selectivamente dirigidos hacia el axén terminal
de neuronas bipolares de la retina. El trafico de una proteina quimérica: proteina verde
fluorescente fusionada a GABAp2 (GABAp2-GFP), fue examinada en neuronas bipolares de
retina y en astrocitos de cerebelo. Los resultados obtenidos mediante microscopia
confocal indican que en las células bipolares que expresan la proteina quimérica GABAp2-
GFP, el receptor se distribuye en el soma y a lo largo del axén. Por otra parte en los
astrocitos cerebelares, GABAp2-GFP, fue observada relativamente inmovil, principalmente

ubicada en el soma y escasamente distribuida en los procesos de los astrocitos.

e Mejia C, Garcia-Alcocer G, Berumen LC, Rosas-Arellano A, Miledi R, Martinez-Torres A.
2008. Expression of GABAp subunits during rat cerebellum development. Neurosci

Lett. 432, 1-6.

En este estudio se mostrod evidencia de la expresion de las tres subunidades GABAp (p1-3)
a través de diferentes etapas del cerebelo en desarrollo. El estudio consistid en
microinyectar ARNm en ovocitos de Xenopus laevis, que dio lugar a la expresion de
receptores GABA-A, incluyendo GABAp. Por otra parte la gRT-PCR obtenida de ARN
aislado de cerebelo postnatal, mostré6 que la expresion de cada subunidad es
relativamente baja y que comparativamente se presenta de la siguiente forma: p3 > pl1 >
p2. Mediante andlisis de hibridacidon in situ e inmunohistoquimica se distinguié una
distribucién limitada de los receptores en las células de Purkinje y neuronas de Golgi.
Finalmente mediante ensayos de inmuno-oro y microscopia electrénica se detecté a las
subunidades GABAp1 y p2 principalmente en posicion peri y extrasinaptica en el somay

arboles dendriticos de las células de Purkinje.
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Dynamics of GABAp2 receptors in retinal bipolar

neurons and cerebellar astrocytes

Gustavo Martinez-Delgado, Daniel Reyes-Haro, Angeles E. Espino-Saldafa,
Abraham Rosas-Arellano, Adriana Pétriz, Patricia Juarez-Mercado,

Ricardo Miledi and Ataulfo Martinez-Torres

Gamma-aminobutyric acid (GABA)p receptors are
selectively targeted to the axon terminals of the retinal
bipolar neurons. The traffic of a green fluorescent
protein-tagged GABAp2 was examined in retinal bipolar
neurons and cerebellar astrocytes. In bipolar neurons,
time-lapse laser confocal microscopy revealed that the
fluorescence emitted by GABAp2-green fluorescent
protein accumulates first, in clusters, in the soma

and is then distributed along the axon in at least two
populations: one that remains relatively immobile

and a second population of smaller clusters that
moved constantly to and from the axon end. In
astrocytes, the fluorescent clusters were relatively
immobile and located mainly in the soma. NeuroReport

Introduction

Ionotropic y-aminobutyric acid (GABA)p receptors are
widely distributed along the central nervous system with a
predominant expression in the retina [1-3]. During early
postnatal development, GABAp receptors are distributed
diffusely in retinal bipolar neurons; later, they end clustered
at the axon terminal to receive the GABAergic input from
amacrine cells, and when activated they inhibit the release
of glutamate from the bipolar neurons toward the ganglion
cells, thus modulating the retina dynamic range, temporary
resolution, and light contrast [4,5].

Detailed studies of the dynamic events that govern the
selective targeting of GABAp receptors during ontogeny
and in the mature retina are crucial to understand how
they modulate signal processing and neuronal coding. So
far, there is no clear evidence of how GABAp receptors
are inserted into the cell plasma membrane, or of the
molecular mechanisms that drive their location, number,
and assembly.

To elucidate the traffic of GABAp receptors, we
constructed an adenoviral vector carrying a gene fusion
between the green fluorescent protein (GFP) and the
GABAp2 subunit [6]. The functional properties of the
receptors expressed by this chimera were studied and
their traffic was visualized in primary cultures of retinal
cells, tracking the GFP-tagged receptors by time-lapse
confocal microscopy. In addition, we compared the traffic
and distribution of the GABAp2 receptors in neurons of
the retina and cerebellar astrocytes.
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Methods

Cell primary culture

Retinas of postnatal Wistar rats were used as described
earlier [7]. The animals were anesthetized and euthan-
ized according to the ethical policies for animal care and
handling of Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM). Bipolar neurons were identified by their pearly
soma, long axon, and arborized dendritic tree on the
opposite end [3], and identified by anti-GABAp2 immuno-
fluoresence as described earlier for anti-GABAp1 [8].
Cerebellar astrocyte primary cultures were obtained
similar to those reported from corpus callosum [9].

Molecular biology and electrophysiology

The chimeric receptor was generated by cloning GABAp2
[6] in pEGFP-N2 (Clontech, Palo Alto, California, USA).
The nuclei of Xenopus oocytes were injected with 20 ng
of the plasmid and expression was assessed by two-
microelectrode voltage clamp [10] and laser confocal
microscopy. The replication-deficient adenovirus, AAGA-
BAp2-GFP, was generated using the pAdEasy system
[11] and GABA currents recorded in the whole-cell patch
clamp configuration [9] were obtained from HEK cells
transduced with the virus.

Live cell confocal imaging

HEK cells, astocytes, and bipolar neurons expressing
AdGABAp2-GFP or AdGFP were imaged by a laser
scanning confocal microscope (LSM 510 META Zeiss,
Gottingen, Germany) with 63 x /1.4 NA or 40 x /NA 1.35
oil immersion objectives. In most experiments the optical
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slice (2 dimension) was set to 1 or 2 um. A receptor cluster
was defined as being from 0.5-5pm in diameter and 2-3-
fold more intense than the diffuse background fluores-
cence. Data analysis was performed using Image | software
1.52 (NIH, National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA).

Results

GABAp2-GFP produces functional receptors
GABAp2-GFP-mediated currents were recorded in oocytes
(Fig. 1a), the GABA currents desensitized very little, even
after prolonged exposures to 100puM GABA and they
were reversibly blocked by 10puM of 1,2,5,6-tetrahydro-
piridin-4-yl methylphosphinic acid. Oocytes injected with
GABAp2-GFP showed a clear polarization of receptor
distribution, with strong fluorescence in the animal hemi-
sphere and faint or undetectable expression near the
vegetal pole (Fig. 1b).

HEK cells infected with AdGABAp2-GFP generated
nondesensitizing GABA currents when exposed to several
concentrations of the neurotransmitter (Fig. 1c¢), and
the fluorescence emitted by those cells was observed in

discrete compartments, in contrast to the homogenous
distribution of soluble GFP (Fig. 1d—e).

GABAp2-GFP in retinal cells and astrocytes

Six to 10 days after plating retinal immature cells, some
neurons fitted well the morphological characteristics of
bipolar and ganglion neurons [3,12] and immunocytology
with an anti-GABAp2 evidenced the presence of the
receptor in axon terminals (Fig. 2a) [13].

In bipolar neurons infected with AAGFP, the distribution
of fluorescence was homogeneous, whereas it was clustered

in those infected with AdGABAp2-GFP (Fig. 2b). To verify
the targeting of GABAp2-GFP expressed in the plasma
membrane, we imaged infected cells that were stained
by extracellular application of the red-emitting am-
phyphylic styryl dye, FM4-64, which allowed determining
the extent of GABAp2-GFP at the cell surface by
overlapping of the red and green fluorescence (Fig. 2c).
The accumulation of fluorescence produced by GABAp2—
GFP was time-dependent (Fig. 2¢). The bipolar neurons
expressing GABAp2-GFP showed clusters of different
sizes. The largest clusters accumulated around the
nucleus and correspond to the space occupied by the
endoplasmic reticulum and Golgi apparatus (ranging
from 2.5-4.5 pm of diameter with an average of 3.33 pm *+
0.84, eight neurons, Fig. 3a); whereas along the neuron
hillock and the axon extension several fluorescent
clusters (1.5-2 um of diameter, average of 1.75 pm =+ 0.25
from 267 clusters in 8 neurons) were stationary during
the period recorded; whereas the smallest clusters (0.5—
1.0 pm diameter, average 0.75 = 0.35 from 1044 clusters
in eight neurons), traveled anterogradely or retrogradely.
In addition, we observed the presence of resting pools of
fluorescent clusters (arrows in Fig. 3b).

The dynamics of the GABAp2-GFP complexes showed a
wide variability, and a maximal displacement of less than
1pum was considered as immobile. The clusters were
found mainly in the soma, around the nucleus, and their
distribution extended to the axon, sometimes more than
100 pm from the soma (Fig. 3c).

Immunocytology in primary cultured astrocytes derived
from the mouse cerebellum showed that these cells express
GABAp2 receptors that are located in the soma and in

Fig. 1
@ 100 uM GABA 100 UM GABA (®)
400 nA
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90s
GABApP2-GFP GABAp2 WT
©) C) (®
| UM GABA
10 UM GABA
100 UM GABA
100 pA
50s

(a) Gamma-aminobutyric acid (GABA) currents generated by 100uM GABA in oocytes. (b) GABAp2—green fluorescent protein (GFP) fluorescence
was located mainly at the animal hemisphere of the oocytes (arrow). (c) GABA currents of HEK cells expressing GABAp2-GFP. (d) HEK cells

infected with GFP. (e) HEK cells infected with AAGABAp2-GFP.
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Fig. 2
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(a) Bipolar neurons in vitro were immunopositive for anti y-aminobutyric acid (GABA)p located at the axon end. (b) Bipolar cells expressing
GABAp2- green fluorescent protein (GFP) or GFP. (c) FM4-64 shows the cell surface of a neuron infected with AAGABAp2-GFP. After 8 h of
infection, the fluorescence was evident in clusters located in the cell body and processes. Neurons expressing either GFP or GABAp2-GFP
are shown in the xy and xz planes to contrast the clustered distribution of the receptor with the homogenous fluorescence of GFP alone.

some clusters distributed to the proximal processes
(Fig. 4a—). In these cells, the GABAp2-GFP chimera
was found in clusters whose size was more uniform than
that found in neurons, averaging 0.106/l = 0.005 pm of
diameter (343 clusters from nine cells). The distribution of
the receptor contrasted with that of GFP, which was
homogeneously distributed (Fig. 4d—e). Expression of the
receptor was first observed in the soma and proximal
segment of the processes, and only after 48 h a few clusters

were detected in distal processes. The distribution of
fluorescent clusters shows that the number of clusters is
larger around the soma. Finally, most of the clusters
remained stationary during the image recordings with a
maximal displacement of less than 1 um.

Discussion
The functional expression of GFP-tagged GABAp2
receptors showed that the basic electrophysiological

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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(a) A neuron expressing y-aminobutyric acid p2—green fluorescent
protein. The arrows point to the receptor clusters imaged during

100 min and shown in the panels in (b). The arrows point to the clusters
with little or undetectable movement, whereas the arrowheads point to
smaller clusters traveling along the axon. (c) Number of clusters in 5 um
segments. Data are expressed as mean+ SEM.

properties of the receptor were preserved, that is, they
desensitized very little, were not blocked by bicuculline,
and were antagonized by 1,2,5,6-tetrahydropiridin-4-yI
methylphosphinic acid [14].

Information was obtained about the traffic of GABAp2
receptors in bipolar neurons and astrocytes. Average
diameters of GABAp2-GFP clusters traveling along the
axon of bipolar cells were similar to those reported for
glutamate and acetylcholine receptors [15,16]. However,
there were clear differences between the average size of
clusters found in the soma and those traveling to and
from the axon. The dynamics of the clusters were also
diverse, whereas the large clusters in the soma remained
mostly static, trajectories followed by the small clusters
(0.5-3 um) varied from periods of relatively fast move-
ment to slow mobility. Some clusters even retraced their
pathway during the period of observation. Interestingly,
the velocity of moving GABAp2-GFP clusters (—0.4 pm/s;
data not shown) was similar to earlier studies on GABAJ
receptors in cultured neurons of the hippocampus [17].

This study describes the expression of GABAp receptors in
astrocytes, and their electrophysiological and pharmaco-
logical characterization is still in process. The properties of
protein traffic in astrocytes have recently begun to be
studied for G-protein-coupled receptors [18]. We found
that the size of the GABAp2-GFP clusters was — 100 nm,
similar to other studies of protein traffic in astrocytes
[19,20]. Similarly, most of the GABAp2-GFP clusters
showed no clear directional selectivity, a behavior that is
similar to that of CBR1 receptors in astrocytes [18].

The targeting of neurotransmitter receptors is subjected to
regulation over time and is reactive to activity, but how
newly synthesized receptors are incorporated into the
synaptic buttons is still not well understood. Classic GABA,
receptors are not inserted directly into the synaptic
membrane, but are incorporated first in the juxtasynaptic
membrane and then moved by lateral diffusion until they
reach their final synaptic location [21,22]. It remains to be
determined whether GABAp receptors follow alternative
pathways to their synaptic membrane sites.

Conclusion

GABAp2-GFP clusters were visualized in three major
populations in bipolar neurons in culture: (i) large and
static clusters around the nucleus, (ii) smaller dynamic
clusters in the axon hillock, and (ii1) highly dynamic small
clusters along the axon.

GABAp2 was found to be expressed in cerebellar astrocytes,
in which they are found mainly in the soma as small static
clusters whose displacement is less than 1 pum/s.
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Fig. 4
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differential interference contrast of the same cells. (h) Distribution of the GABAp 2—-GFP fluorescence clusters along the astrocyte process.

References 3 Enz R, Brandstétter JH, Wissle H, Bormann J. Immunocytochemical

1 Polenzani L, Woodward RM, Miledi R. Expression of mammalian localization of the GABAG receptor p subunits in the mammalian retina.
v-aminobutyric acid receptors with distinct pharmacology in Xenopus J Neurosci 1996; 16:4479-4490.
oocytes. Proc Natl Acad Sci 1991; 88:4318-4322. 4 Sagdullaev BT, McCall MA, Lukasiewicz PD. Presynaptic inhibition

2 Cutting GR, Lu L, O'Hara BF, Kasch LM, Montrose-Rafizadeh C, modulates spillover, creating distinct dynamic response ranges of sensory
Donovan DM, et al. Cloning of the y-aminobutyric acid (GABA) output. Neuron 2006; 50:923-935.
p1 cDNA: a GABA receptor subunit highly expressed in the retina. 5 Eggers ED, Lukasiewicz PD. Receptor and transmitter release properties
Proc Nat/ Acad Sci 1991, 88:2673-2677. set the time course of retinal inhibition. J Neurosci 2006; 26:9413-9425.

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.



Dynamics of GABAp2 receptors in neurons and glia Martinez-Delgado et al. 9

Lopez-Chavez A, Miledi R, Martinez-Torres A. Cloning and functional
expression of the bovine GABA( p2 subunit molecular evidence of a
widespread distribution in the CNS. Neurosci Res 2005; 53:421-427.
Watanabe T, Voyvodic JT, Chan-Ling T, Sagara H, Hirosawa K, Mio Y, et al.
Differentiation and morphogenesis in pellet cultures of developing rat retinal
cells. J Comp Neurol 1997; 3:341-350.

Rosas-Arellano A, Ochoa-de la Paz LD, Miledi R, Martinez-Torres A. Brain
distribution and molecular cloning of the bovine GABA rho1 receptor.
Neurosci Res 2007; 57:347-353.

Reyes-Haro D, Miledi R, Garcia-Colunga J. Potassium currents in primary
cultured astrocytes from the rat corpus callosum. J Neurocytol 2005;
34:411-420.

Miledi R. A calcium-dependent transient outward current in Xenopus laevis
oocytes. Proc R Soc London Ser B 1982; 215:491-497.

He TC, Zhou SB, da Costa LT, Yu Y, Kinzler KW, Vogelstein B. A simplified
system for generating recombinant adenoviruses. Proc Nat/ Acad Sci 1998;
95:2509-2514.

Euler T, Wassle H. Immunocytochemical identification of cone bipolar cells
in the rat retina. J Comp Neurol 1995; 361:461-478.

Vaquero CF, de la Villa P. Localisation of the GABAG receptors at the
axon terminal of the rod bipolar cells of the mouse retina. Neurosci Res
1999; 35:1-7.

Murata Y, Woodward RM, Miledi R, Overman LE. The first selective antagonist
for a GABAG receptor. Biomed Chem Lett 1998; 17:2073-2076.

15

16

20

21

22

Pakkanen JS, Stenfors J, Jokitalo E, Tuominen RK. Effect of chronic nicotinic
treatment on localization of neuronal acetylcholine receptors at cellular level.
Synapse 2006; 59:383-393.

Pielage J, Fetter R, Davis W. A postsynaptic Spectrin scaffold defines active
zone size, spacing, and efficacy at the Drosophila neuromuscular junction.
J Cell Biol 2006; 175:491-503.

Tweelvetrees AE, Yuen EY, Arancibia-Carcamo IL, MacAskill AF, Rostaing P,
Lumb MJ, et al. Delivery of GABA-A receptors to synapses is mediated by
HAP1-KIF5 and disrupted by mutant Huntingtin. Neuron 2010;65:53-65.
Osborne KD, Lee W, Malarkey EB, Irving AJ, Parpura V. Dynamic imaging
of cannabinoid receptor 1 vesicular trafficking in cultured astrocytes.

ASN Neuron 2009; 1:283-296.

Crippa D, Schenk U, Francolini M, Rosa P, Verderio C, Zonta M, et al.
Synaptobrevin 2-expressing vesicles in rat astrocytes: insights into
molecular characterization, dynamics and exocytosis. J Physiol

2006; 570:567-582.

Potokar M, Kreft M, Pangrsic T, Zorec R. Vesicle mobility studied in cultured
astrocytes. Biochem Biophys Res Commun 2005; 329:678-683.
Bogdanov Y, Michels G, Armstrong-Gold C, Haydon PG, Lindstrom J,
Pangalos M, et al. Synaptic GABA receptors are directly recruited from
their extrasynaptic counterparts. EMBO J 2006; 25:4381-4389.

Jacob TC, Moss SJ, Jurd R. GABA(A) receptor trafficking and its role

in the dynamic modulation of neuronal inhibition. Nat Rev Neurosci 2008;
9:331-343.

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.



ELSEVIER

Available online at www.sciencedirect.com

ScienceDirect

Neuroscience Letters 432 (2008) 1-6

Neuroscience
Letters

www.elsevier.com/locate/neulet

Expression of GABAp subunits during rat cerebellum development

Carmen Mejia?, Guadalupe Garcia-Alcocer®, Laura C. Berumen?®,
Abraham Rosas-Arellano?, Ricardo Miledi?, Atallfo Martinez-Torres®*

@ Instituto de Neurobiologia, Departamento de Neurobiologia Molecular y Celular, Universidad Nacional Auténoma de

México-Campus Juriquilla, (Boulevar) Universitario 3001, Querétaro, 76230, Mexico
b Facultad de Quimica, Universidad Autbnoma de Querétaro Centro Universitario, 76010 Querétaro, México

Received 8 August 2007; received in revised form 2 November 2007; accepted 29 November 2007

Abstract

In the present study, we provide evidence for the expression of all three GABA receptor p subunits through development of the rat cerebellum.
Injection of cerebellum mRNA into frog oocytes gave rise to the expression of both GABAA and GABA: receptors. gRT-PCR of RNA isolated from
postnatal developing cerebella showed that the expression of each p subunit is relatively low, with a relative comparative expression of p3>p1 > p2.
In situ hybridization and immunohistochemistry revealed a limited distribution of GABA receptors in the Purkinje and Golgi neurons whereas
electron microscopy detected the p1 and p2 subunits in the soma and dendritic tree of the Purkinje cells.

The expression of GABA receptors in the cerebellum adds a new dimension to the regulation of GABAergic neurotransmission and suggests

further experiments to determine their functional consequences.
© 2007 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Neurotransmitter receptor; Purkinje cell; gRT-PCR

In the adult central nervous system (CNS), the neurotransmitter
v-aminobutyric acid (GABA) is widely distributed, mediating
inhibitory synaptic transmission and regulating the excitatory
activity of neurons. The importance of GABAergic neurotrans-
mission in the cerebellum is highlighted by the fact that four of
five types of cerebellar cortex neurons: Purkinje, stellate, basket
and Golgi, all release GABA [10,14].

GABAA and GABAg receptors are widely distributed in the
cerebellum, where they play a central role in the inhibition of
synaptic transmission [10,17,20]. On the other hand, GABA¢
receptors are present mainly in the retina [16], where they
are expressed in the bipolar neurons and upon activation they
generate bicuculline-resistant, non-desensitizing Cl~ currents.
Nevertheless, strong evidence indicates that GABA( receptors
are also expressed in several populations of brain neurons, where
they may play significant functional roles, acting either alone
or forming heteromeric receptors in combination with GABAa
subunits [3,9,15]. Thus, the unique functional and pharmacolog-
ical properties of the GABA receptors [4,16,21,22] may give
rise to synaptic characteristics not previously identified.

* Corresponding author. Tel.: +52 442 2381064; fax: +52 442 2381064.
E-mail address: ataulfo@inb.unam.mx (A. Martinez-Torres).

0304-3940/$ — see front matter © 2007 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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GABA( receptors are formed by functional homo- or hetero-
pentamers composed of p1, p2 and/or p3 subunits [7]. Although
the distribution of the p subunit mMRNAs in the adult brain has
been studied using RT-PCR and in situ hybridization, informa-
tion on the developmental regulation of the receptor in the brain
is scattered and incomplete [3,8,15,18]. Alakuijala et al. [1]
described the distribution of the three GABAc subunits during
postnatal development of the superior colliculus, lateral genicu-
late nucleus and hippocampus evidencing a temporal regulation
of the genes encoding the GABA( subunits.

Further evidence of the presence of GABAc receptors in
the bovine cerebellum was obtained by means of RT-PCR, in
situ hybridization and GABA-current recordings [15]. More
recently [12] GABA¢ currents were recorded from Purkinje
neurons, suggesting the existence of at least three populations of
ionotropic GABA receptors: GABAa, GABA( and heteromeric
receptors formed by GABAA and GABAc receptors. There-
fore a full description of the cellular distribution of the subunits
that form the GABAC( receptor now becomes necessary. In this
study, we have combined functional expression of mMRNA in
frog oocytes, real-time guantitative RT-PCR (qRT-PCR), in situ
hybridization, immunohistochemistry and electron microscopy
to determine the developmental expression of the three GABAc
receptor p subunits in the rat cerebellum.
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Table 1
Nucleotide sequence of primers used for gqRT-PCR of the p subunits

Primers Sequence Fragment size
RholS 5-TGGACAGCAGCTACAGTGACGG-3 209

RholA 5-AAGCAGCTGGGAAAATGATC-3

Rho2S 5-AGAACCATGACGCTGGATGG-3' 248

Rho2A 5'-AACTATGTAGAAGGCAGGAAT-3

Rho3S 5-TGACGGTGAGACTGACGTGGAC-3 193

Rho3A 5-CGGGGAAGACAATTCTAGAGTAGG-3

TubS 5'-CCAGATGCCAAGTGACAAGACC-3 522

TubA 5-GCCTCATTGTCTACCATGAAGGC-3

The table shows the primer sequences and the size of the corresponding ampli-
cons for GABAc subunits as well as for the isoform-6 of human tubulin, used
for quantitative PCR.

Wistar rats were anesthetized and sacrified in compliance
with protocols approved by the UNAM ethics committee. Cere-
bella were isolated, placed immediately in liquid nitrogen, and
stored at —80 °C until processed.

100-200 mg of resected rat cerebellum at different ages (P1,
P12, P18 and P60, n=3), were processed using the Chomczyn-
ski and Sacchi (1987) method [5]. For each RNA extraction we
used three cerebella of each stage, each preparation was repeated
at least three times. Reverse transcription was performed with
the Superscript 1l Reverse Transcriptase (Invitrogen, No. cat.
18064-014) and the cDNA was amplified with Tag DNA Poly-
merase (Invitrogen, No. cat. 11615-010). PolyA* RNA from
adult cerebella was selected by affinity chromatography using
an oligo (dT) cellulose column.

Frogs were obtained from Nasco (Fort Atkinsons WI)
and oocytes removed and processed as previously described
[4,15]. The two-microelectrodes voltage-clamp technique was
performed as previously described [4,15,16]. GABA and/or
bicucculine were applied by bath perfusion while the oocyte
plasma membrane was held at —60 or —80 mV.

Expression levels of GABAc receptor subunit mRNAS (p1,
p2and p3) were determined for the cerebellar RNA isolated from
each age. The cDNA was synthesized and pooled into microtiter
tubes containing cDNA from 100 .g of total RNA. To determine
the relationship between cycle number (C;) and expression of
each mRNA subunit, primers (Table 1) were calibrated by using
serial dilutions of cDNA. In all cases, data from three inde-

pendently synthesized cDNA samples were collected and each
amplification was carried out in duplicate. Reactions were per-
formed with TAQurate GREEN Real Time PCR Master Mix
enzyme (EPICENTRE TECHNOLOGIES, No. cat. TM046400)
using a-tubulin as standard control. PCR amplifications were
generated in an ABI Prism 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). An amplification plot for each sample
was generated showing the increase in fluorescence with each
amplification cycle. The negative control (no reverse transcrip-
tion) consistently showed no increase in fluorescence.

Ct values were analyzed using the 27°2C method, as
described in the user Bulletin 2 for the ABI Prism 7700 Sequence
Detection System: Relative Quantification of Gene Expres-
sion Comparative C; Method (Applied Biosystems, product
no0.4303859). As a reference control, we used the sum of values
obtained from all subunits under examination; data are presented
as number of copies of MRNA of each GABA¢ subunit for
postnatal days 1, 12, 18 and 60.

Whole adult cerebella were fixed in 3.5% paraformalde-
hyde in phosphate buffer saline (PBS), preserved in Superfrost
Plus® media, frozen immediately and stored at —80 °C. In situ
hybridization was performed on 12 wm cryosections using the
method described by the manufacturer (Roche). The pl-p3
probes correspond to the region encoding the large intracellu-
lar loop of each subunit, where the DNA nucelotide sequence
is quite divergent. These fragments were obtained by RT-PCR
and cloned into the plasmid pT7 (Novagen). Identity of the
cloned fragments was corroborated by DNA sequencing. No
hybridization was detected with the sense probe.

P1, P12, P18 and P60 male Wistar rats were anesthetized
with sodium pentobarbital (40 mg/kg, i.p.) and decapitated.
The brains were rapidly removed and fixed overnight in 5%
paraformaldehyde in PBS. The fixed tissues were stored in
sucrose 30%/PBS at 4 °C overnight, immersed in tissue freezing
medium and frozen at —80 °C. Sagital sectionswere cutat 10 pm
on a cryostat, thaw mounted onto superfrost slides and stored at
—20°C. Sections on the glass slides were treated with methanol
containing 0.3% H,O, for 30 min, PBS for 10 min, 3% non-fat
dry milk in PBS for 1 h and incubated overnight with antibod-
ies against each of the GABA¢ subunit, diluted 1:100 in PBS;
pl (Santa Cruz, sc-16879), p2 (Santa Cruz, sc-30254) and p3
(Santa Cruz, sc-22362). After rinsing three times with PBS for
15 min, sections were treated with secondary antibody (diluted

Fig. 1. Functional expression in X. laevis oocytes. (A) GABA-currents were mainly non-desenistizing due to activation of predominant GABAA receptors. (B) The
GABA-currents activated by 1 .M GABA were mostly bicuculline-resistant and blocked by TPMPA. Oocytes were voltage-clamped at —60 mV (A) or —80 mV (B).
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Fig. 2. gRT-PCR of GABA( subunits. Three animals from separate litters were used for each age, and each data point was obtained in triplicate. For each subunit,
the number of copies of mMRNA is plotted from three separate experiments £S.E. Inset shows an agarose gel of the PCR products of p1, p2, p3 and tubulin.

1:1000 in PBS, Santa Cruz, sc-2949) and developed with 3-
3’-diaminobenzidine (DAB) tetrachloride with 0.02% hydrogen
peroxide in PBS.

Male adult rats (60 days old) were anesthetized with an
overdose of pentobarbital injected intraperitoneally and then
perfused transcardially with 0.9% NaCl and the fixative solu-
tion (4% paraformaldehyde and 1% glutaraldehyde). The whole
brain was removed and the region corresponding to the vermis
cerebellosum was dissected, this was cut in coronal sections and
fixed for 30 min in the same solution [6].

Sixty micrometers slices were washed three times in 0.1 M
sodium cacodylate, pH 7.0, dehydrated in ethanol and encapsu-
lated in gelatine, LR white resin was added and left to polymerize
for 24 h at 60 °C, 500 nm slices were obtained with a glass knife
to select an area that included the cerebellar cortex. Following,
60 nm slices were obtained in an ultramicrotome (MRC-MTXL)
using a diamond point knife, the sections were placed in nickel
grids covered with Formvar; washed twice with water and PBS
and submerged in 0.5 M glycine in PBS, then washed again in
PBS and incubated in 0.1% albumine and tween 20 in PBS.
Unspecific sites were blocked with 5% albumine in PBS and
incubated with the primary antibody (1:50 goat IgG anti-GABA
pl or anti-GABA p2, Santa Cruz Technologies); then washed
three times in PBS and incubated with the secondary antibody
(1:200 20 nm gold-conjugated rabbit anti-goat 1gG, PELCO),
finally the samples were dyed with 2% uranyl acetate and lead,
rinsed and observed in the electronic microscope (JEOL JEM
1010) [19].

Injection in oocytes of cerebellum polyA* RNA led to the
expression of a large GABAA component, averaging a current of
689+ 116 nA (1 mM GABA) in 24 oocytes and seven indepen-
dent injections. Fig. 1A, shows sample currents generated by an
oocyte exposed to either 1 wM or 1 mM GABA, revealing the fast
desensitizing component, which is typical of GABAA receptors.
Including 100 wM bicuculline to the medium bath while perfus-
ing with 1 wM GABA, a concentration similar to the GABAc

Fig. 3. In situ hybridization. p subunit mMRNAs were localized to the cortical
layer in the adult cerebellum cortex. Arrows point to positively labeled Purkinje
cells, arrowheads indicate the Golgi neurons positive for p2 and p3. Bar =50 pm.
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ECso [16], drastically reduced the GABAA currents and evi-
denced a small non-desensitizing GABA response (Fig. 1B); this
remaining current is similar, although much smaller (5-17 nA),
to that found in oocytes injected with retina polyA* [16]. In
addition, the bicuculline-resistant component was blocked when
10 uM TPMPA was included in the perfusion bath (Fig. 1B).
Expression in oocytes clearly suggested that the RNA samples
isolated from cerebellum contained a mixture of both GABAA
and GABA( receptors; this observation prompted us to use RT-
PCR, using the same RNA as template, to confirm or discard
the presence of GABA subunits. The results showed that cere-
bellum RNA contain the three p subunits (not shown), and thus
we decided to analyze the relative abundance of each GABAc
subunit mRNA in the adult as well as during cerebellar postnatal
development.

The results shown in Fig. 2 indicate that expression of pl
and p2 remains fairly constant, without any large oscillations,
whereas expression of p3 significatively increased during the
adult life (P60). Of the three subunits, p3 predominated during
cerebellar development and reached its highest expression at
P60; whereas p1 and p2 showed the most regular expression. The
p2 mRNA was constantly the less abundant of the three subunits
and in all cases and ages the transcript for tubulin expressed
more than the GABAc. Therefore, in the adult and developing
cerebellum the relative abundance of GABA( receptor subunit
MRNAS is p3>pl>p2. The low expression of p MRNAS is one

possible explanation for the small GABAc currents found in
the oocyte expression experiments, and may be due to a limited
distribution of the receptor in the cerebllar neurons, thus we
decided to determine where the corresponding GABAc mMRNAS
and protein subunits are located.

Fig. 3A-C shows the detection of each subunit by in situ
hybridization in the adult cerebellum. We found positive signal
mainly along the cerebellar cortex and towards the Purkinje cell
line and several cells that most possibly correspond to basket
neurons; confirming what was previously found for p1 and p2
and providing additional evidence of the distribution of p3. In
addition, using subunit specific antibodies, we found that most
of the GABA( receptor subunit expression is restricted to the
cortical layers through postnatal development (Fig. 4) and most
of the label was found in the Purkinje neurons.

Immunogold and electron microscopy indicted that the pl
and p2 subunits are located in the soma and dendritic tree of
the Purkinje neurons, such as those illustrated in Fig. 5. Fig. 5A
shows a postsynaptic density with some p1; however most of the
positive marks for p1 and p2 were found in extrasynaptic sites
and in the endoplasmic reticulum (Fig. 5B-D).

This report describes the temporal expression of the GABAc
receptor subunits during the development of the rat cerebel-
lum. We provide evidence that mRNA isolated from cerebellum
induced the expression of GABA and GABA( receptors when
expressed in frog oocytes and that all three GABAc subunit

Fig. 4. Immunolocalization during postnatal development in cerebellar cortex. The three GABA( subunits were found mainly along the cortical layers (arrows). The

arrows point to the Purkinje cells.
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Fig. 5. Immunogold and electron microscopy. (A) The white arrow points to some p1 label localized in a density of an axodendritic connection of one Purkinje cell.
Arrowheads indicate presynaptic vesicles. However (A and B), most of the label (black arrows) was found in the extrasynaptic space and endoplasmic reticulum
(ER). (C and D) p2 was found in the proximal dendritic tree of the Purkinje neurons (black arrows) and was not detected in postsynaptic densities (white arrows).

MRNAs are expressed at relatively low levels. In addition,
we determined that their mRNAs and corresponding proteins
are located in the Purkinje and probably basket cells. Ear-
lier experiments already showed that the injection of bovine
cerebellar cortex mRNA into X. laevis oocytes induce the expres-
sion of functional GABAc receptors [15] and other studies
localized the pl and p2 subunits to the Purkinje, Golgi and
basket neurons of the cerebellar cortex [15,18]. Furthermore,
functional evidence of GABAc receptors was found recently
by electrophysiological recordings in mouse Purkinje neurons
[12].

To study the relative level of expression of the three GABAc
subunit mRNAs during development of the cerebellum we
carried out gRT-PCR using RNA from four postnatal stages.
Although the structural organization of the cerebellum is not
completed until the second week after birth [13], we found
expression of GABAc subunit mRNAs through all the stages.
The role and mechanisms of GABA neurotransmission during
early cerebellar development is not completely known, although
it may contribute important developmental cues, such as is the
case for the glycine receptor in the photoreceptors and neo-
cortex [11,24]. The presence of GABA( receptors during early
stages could represent a new potential role of neurotransmission
regulation.

Previous observations suggested that GABA; mMRNA expres-
sion is regulated through retina development [23]. For example,

GABA transcripts were not detected in the new born or even
before P7, suggesting a precise regulation of the expression of
GABAC receptors according to the differentiation of the retina
neurons. In contrast, we observed GABAc RNA expression in
cerebellum since P1, an age at which the neuronal development
of the cerebellum is still incomplete. Differences in the mMRNA
expression of the receptor may be due to a genetically regulated
developmental program. Whether expression of GABA recep-
tors is involved in these events is only speculative at the moment;
nevertheless they may be related to GABA signals necessary for
the proper neural wiring.

The expression of GABAa and GABAg receptors has been
well documented in the Purkinje and Golgi neurons, where they
provide modulatory actions on neuronal excitability and neu-
rotransmitter release, in contrast little is known about the role
played by GABA( receptors in the cerebellar cortex circuitry.
Harvey et al. [12] found a population of Purkinje cells express-
ing an ionotropic GABA receptor with mixed GABAA/GABAc
pharmacology, suggesting a role in the phasic inhibitory trans-
mission at interneurone-Purkinje cell synapses. This class of
chimeric receptors has been found also in the neurons of the
superior colliculus and pretectum [2]. In addition, Harvey et
al. [12] localized the GABA receptors mainly in the soma of
the Purkinje cells, a site of GABAergic contact of the basket
cells axons that corresponds to the immunolabeling revealed by
electron microscopy in our study.
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Figura Al. Hibridacion In situ para las subunidades GABApl y p2 en la retina de ratén CD1. Ay C.
ARNm de GABAp1l y p2 fueron localizados en la capa plexiforme externa y en la capa plexiforme interna
(CPI) (flechas). B y D. Muestras incubadas con sondas sentido para GABApl y p2 respectivamente.
Abreviaciones ER: epitelio retiniano; CNE: capa nuclear externa; CPE: capa plexiforme externa; CNI: capa
nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna; CCG: capa de células ganglionares.
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Figura A2. A. Western blot de GABAp1, GABAp2 y actina (Act) (control) (flechas) en extractos de retina
de ratdn (R). B. Deteccion de ambas subunidades en el hipocampo (Hp). Los nimeros indican el peso
molecular en kDa.
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Figura A3. Inmunolocalizacion de los diferentes tipos de interneuronas en ratones transgénicos Drd1-
GFP y Drd2-GFP. Las flechas muestran en coloracion roja dada por Alexa 594 neuronas inmunorreactivas
a: Ay B. Colina acetiltransferasa (ChAT). C y D. Calretinina. E y F. Calbindina. G y H. Parvalbumina. Se
observa que ninguna tincién Alexa 594 empalma con la coloracién verde generada por GFP. Barras 50um
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Figura A4. Inmunolocalizacion de las subunidades GABApl y p2 en la retina de ratéon CD1. A.
Inmunolocalizacion de la subunidad p1 (rojo), las flechas muestran la region de las terminales de las células
horizontales y dendritas de células bipolares. Las cabezas de flecha a la derecha de las imagenes B y C,
indican su expresién en las capas plexiformes externa e interna. D. Localizaciéon de la subunidad p2. C.
Control donde se omitio la colocacidon del anticuerpo primario. El color azul es dado por la contratincion con
DAPI. Abreviaciones ER: epitelio retiniano; CNE: capa nuclear externa; CPE: capa plexiforme externa; CNI:
capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna; CCG: capa de células ganglionares.

NEEEs———————-v1 g}

Figura A5. Inmunolocalizacidn de las subunidades GABAp1l y p2 en el cerebelo de ratén CD1. A.
Inmunolocalizacién de la subunidad p1 (rojo) y B. subunidad p2, las flechas muestran la de las
células de Purkinje. C. Control donde se omitid la colocacién del anticuerpo primario. El color azul
es generado por la contratincién con DAPI. Abreviaciones CM: capa molecular; CP: capa de células
de Purkinje; CG: capa ganglionar.
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Figura A6. Localizacién de las subunidades GABAp1l y p2 en células STC-1. A. Expresién de la subunidad
GABAp1 y B. GABAp2.

Figura A7. Co-localizacidn de las subunidades GABAp1 y GABAp2 en el neoestriado de raton. Se muestra una
sinapsis asimétrica que es amplificada en la imagen derecha, donde las cabezas de flecha y flecha blanca indican
la presencia de particulas de oro coloidal de 10 y 20nm que localizan a GABAp2 y p1 respectivamente. Flecha
amarilla: region sindptica. Barra: 200nm.
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Figura A8. Localizacion de las subunidades GABAp1l y p2 en diversas areas corticales en ratones CD1. Las
flechas muestran somas con procesos positivos para ambas subunidades GABAp. Abreviaciones: M2: corteza
motora secundaria; S1HL: corteza sensorial primaria, area de extremidades posteriores; V2MM: corteza visual
secundaria medio medial; V2ML: corteza visual secundaria medio lateral; FrA: corteza frontal de asociacion.

Barras: 100um
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Figura A9. Localizacion de las subunidades GABApl y p2 en diversas dreas cerebrales en ratones CD1. Las
flechas muestran somas con procesos positivos para ambas subunidades GABAp. En las figuras | y J se muestra
localizacidn de las subunidades en la region subventricular (flechas superiores) y en el plexo coroideo (flechas
inferiores). Abreviaciones: MEnt: corteza entorrinal medial; GrO: capa de células granulares del bulbo olfativo;
Cl: coliculo inferior; Int: nucleo cerebelar interpuesto; VL: ventriculo lateral. Barras A-H: 100um.
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Figura A10. Localizacion de las subunidades GABAp1l y p2 en diversas areas cerebrales en ratones CD1 y en
astrocitos hipocampales en cultivo. Las flechas muestran somas con procesos positivos para ambas
subunidades GABAp. G. Astrocitos en cultivo del hipocampo con sefial GABAp1, este fue el primer indicio de la
localizacidn de subunidades GABA en glia. H. In vivo demostramos la expresién en somas de Purkinje (control) y
en la glia limitante del 4° ventriculo asi como en el plexo coroideo (flechas inferiores) de la subunidad GABAp2.
Abreviaciones: MVe: nucleo vestibular medial; LPGi: nucleo paragiganto celular lateral; SpVe: nucleo vestibular
espinal; Hp: hipocampo. Barras A-F: 100um.
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Tabla Al
Anticuerpos primarios usados

Antigeno Especie de origen = No. de Catdlogo Usado para
GABAp1 (N-19) Cabra IgG sc-21336 Inmunofluorescencia (IF)
(policlonal) Santa Cruz Doble IF
Biotechnology Inmuno-oro
GABAp1 (H-70) Conejo IgG sc-25707 IF
(policlonal) Santa Cruz Doble IF
Biotechnology Inmuno-oro
GABAp2 (S-19) Cabra IgG sc-30254 IF
(policlonal) Santa Cruz Doble IF
Biotechnology Inmuno-oro
Calretinina (1-13) Cabra IgG sc-26512 Doble IF
(policlonal) Santa Cruz
Biotechnology
Colina Conejo IgG sc-20672 Doble IF
acetiltransferasa (policlonal) Santa Cruz
(H-95) Biotechnology
Calbindina D28K (C- CabralgG sc-7691 Doble IF
20) (policlonal) Santa Cruz
Biotechnology
Parvalbumina a (H- Conejo IgG sc-25727 Doble IF
70) (policlonal) Santa Cruz
Biotechnology
Proteina gliofibrilar Cabra IgG sc-6171 Doble IF
acida (N-18) (policlonal) Santa Cruz
Biotechnology
Actina (I-19) Cabra IgG sc-1616 Western blot (WB)
(policlonal) Santa Cruz

Biotechnology
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Antigeno

Cabra
Conejo
Cabra

Cabra

Conejo

Cabra

Tabla A2
Anticuerpos secundarios usados

Especie de origen

Burro 1gG, conjugado
con Alexa Fluor 594
Burro 1gG, conjugado
con Alexa Fluor 488
Burro 1gG, conjugado
con Alexa Fluor 488
Conejo 1gG, conjugado
con oro coloidal de
10nm

Cabra 1gG, conjugado
con oro colloidal de
20nm

Conejo 1IgG conjugado
con fosfatasa alcalina

Catdlogo

A-11058
Molecular Probes
A-21206
Molecular Probes
A-11055
Molecular Probes

TED PELLA, INC.

TED PELLA, INC.

sc-2771
Santa Cruz
Biotechnology

Usado para

IF

Doble IF

IF

Doble IF

IF

Doble IF
Inmuno-oro

Inmuno-oro

WB
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