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Resumen

La retinopatia diabética y el dolor neuropatico son algunas de las complicaciones,
de la diabetes mellitus, dichos padecimientos pueden llevar a la ceguera y/o
aumento en la sensibilidad al dolor o por el contrario a la desensibilizacién. La
neurotransmision inhibidora modula la excitabilidad, por lo que alteraciones en la
primera pueden llevar a cambios en la funcion general de las neuronas y los circuitos
que establecen. El receptor de glicina media la transmision glicinérgica inhibidora
en la médula espinal y la retina. El receptor de glicina esta constituido por dos
subunidades a (1-4) y tres subunidades (. Alteraciones en el
funcionamiento/actividad de este receptor se conoce que llevan a diversas
patologias.

En el presente trabajo, se estudié la expresion de las subunidades a (a 1-4) del
receptor post sinaptico de glicina, tanto en la region lumbar de la médula espinal
como en la retina de la rata a tiempos cortos de inducida la diabetes (7, 20 y 45
dias). En la médula espinal, el nivel de expresion de la subunidad a1 disminuy6
progresivamente durante la diabetes (7D: 25 + 4.99 %; 20D: 24 = 4.28 %; 40 +
6.32%), mientras que la subunidad a3 aumentd significativamente
(20D:44+6.21;45D:30+3.9). En la retina de animales diabéticos, la subunidad a1
presento niveles similares a los del control, mientras que las subunidades a2, a3 y
a4 disminuyeron considerablemente (02:20D:16 + 4.53%; 45D:20 = 3.64%.
03:45D:34 + 5.42%. 04:7D:26.5 + 2.25%;24.3 £+ 6.3%,80 + 4.57%). En conjunto
nuestros resultados sugieren que a tiempos cortos de hiperglucemia ocurren
cambios en la neurotransmision glicinérgica tanto en la médula espinal como en la
retina, que pueden estar asociados con las alteraciones nocicepeptivas y visuales

observadas en pacientes diabéticos.



Introduccidn

El receptor post sinaptico de glicina (RGly) es un miembro de la familia de receptores
de tipo cys-loop, que incluye: el receptor nicotinico de acetilcolina (RnACh), el
receptor de serotonina tipo 3 (5-HT3R), los receptores de GABA (&cido vy-
aminobutirico) tipo Ay C (GABAAR y GABACR) y el receptor de Zinc (Lynch, 2004).
La caracteristica que define a los miembros de esta familia de receptores cys-loop,
es la presencia de dos cisteinas altamente conservadas que forman un asa en la
regién amino terminal (NHz) que contiene el sitio de union a glicina; estos receptores
estan formados por cinco subunidades (Miyazawa et al., 2003) que forman un canal

iénico por el que fluyen iones I'> Br> CI> bicarbonatos (Figura 1A) (Betz, 2006).

El RGly se identificé inicialmente en la médula espinal de la rata, en donde se han
realizado la mayoria de los estudios (Laube B. et al., 2002); posteriormente se
demostré su presencia en la retina (Haverkamp et al., 2003, 2004; Heinze et al.,
2007; Sassoé-Pognetto et al., 1994) y algunas regiones del cerebro. La glicina es el
ligando natural y la estricnina es el Unico antagonista demostrado. La estructura
pentamérica del RGly se compone de dos tipos de subunidades, ay [3; se conocen
4 genes que codifican diferentes subunidades a'y soélo uno para la subunidad B,
que naturalmente forman receptores heteromericos, aunque la expresion de
homdmeros en ovocitos son funcionales (Griffon et al., 1999). En la médula espinal
del adulto el RGly presenta una estequiometria de 3p/2a (Grudzinska et al., 2005)
(Figura 1B).

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica, caracterizada por el desbalance
metabdlico de la glucosa, que causa una elevacion de los niveles de ésta en sangre.
Dicha enfermedad favorece el desarrollo de complicaciones graves como la
retinopatia diabética (RD) y el dolor neuropatico (DNP) las cuales llevan finalmente
a la ceguera y a alteraciones en la percepcion al dolor, respectivamente (Harvey et
al., 2004, Tesfaye et al., 2005). En pacientes y modelos animales con RD se han
reportado cambios en la respuesta del electroretinograma (ERG), asi como

alteraciones en la sensibilidad al contraste y en la vision croméatica, aunados a una



reduccion en el grosor de las capas internas de la retina (Barber et al., 1998; Dasso
et al., 1996; Shinoda et al., 2007; Sasaki et al., 2010). Debido a que el RGly modula
la neurotransmision excitatoria, alteraciones en su expresién pueden conducir a
cambios en el proceso visual. En la médula espinal se ha reportado que los RGly
a3 participan en la via nociceptiva (Harvey et al., 2004; Zeilhofer 2005); por lo que
nosotros decidimos estudiar si los niveles de expresion de las subunidades alfa se
ven afectados a tiempos cortos de hiperglucemia.

1. El receptor de glicina.

Cada subunidad del RGly esta formada por alrededor de 480 amino &cidos,
presentan el dominio amino (NHz) y carboxilo terminal (COOH) en la regién
extracelular y se componen de cuatro segmentos transmembranales de tipo a hélice
(TM1-TM4) (Miyazawa et al., 2003) (Figura 1C). El dominio TM1 inicia en el residuo
Y222 y termina en el M246. En la region amino terminal del segmento TM1, se
localiza el sitio de union del ligando (glicina) y los residuos de cisteina que forman
el asa cys-cys que lo caracterizan (Leite et al., 2002, Lynch, 2004). El dominio TM2
comprende del residuo R252 al V280; los segmentos TM2 de cada subunidad
interactian entre si y constituyen el poro del canal. (Miyazawa et al., 2003). El
dominio TM3 inicia en el residuo 1285 y termina en el H311.El dominio TM4
comprende del residuo K385 al V418 (Miyazawa et al., 2003). Los segmentos TM1,
TM3 y TM4 rodean al segmento TM2 y proporcionan una barrera entre el poro
hidrofilico y la membrana hidrofébica. El asa intracelular que conecta a los
segmentos TM3-TM4 presenta diversos sitios de fosforilacion, ubiquitinacion e
interacciones proteina-proteina que determinan su localizacion celular,
desensibilizacion y degradacion (Ruiz-Gémez et al., 1991; Vaelle et al., 1994;
Buttner et al., 2001; Cascio et al., 2001).
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Figura 1. Diagrama del Receptor de glicina. A. Organizaciébn pentamérica del canal i6nico B.
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Receptor heteromérico 2a/3. C. Cada subunidad esta compuesta por cuatro segmentos
transmembranales (TM1-TM4), con sus dominios NHz y COOH en la parte extracelular. (Moss y
Smart, 2001).

El receptor de glicina fue aislado de la médula espinal de la rata usando
cromatografia de afinidad y alta selectividad del receptor por su antagonista
estricnina. Tres proteinas con pesos moleculares de 48, 58, y 93 kDa fueron
detectadas (Pfeiffer et al., 1982); las primeras dos fueron identificadas como las
subunidades a y . Subsecuentes experimentos demostraron que la proteina de 93
kDa, llamada gefirina, se une a la subunidad B y tiene gran afinidad por la tubulina,
importante en el anclaje a la membrana, asimismo se demostré que la gefirina no
es especifica para el RGly, ya que también se une al receptor de GABA (Kirsch, et
al., 1991).

Se han identificado cuatro genes que codifican para distintas subunidades a (01-04)
y solo uno para la subunidad B (Matzenbac, et al., 1994). Los genes de la subunidad
alfa son homélogos, con un 80-90% de identidad, mientras que la subunidad beta
tiene una semejanza del 47% con las subunidades alfa (Grenningloh, et al., 1990).
Las subunidades a pueden formar receptores homomeéricos los cuales presentan
cinco sitios de unién a glicina y heteromeros con tres sitios de unién a ésta
(Velazquez-Flores, 2012), mientras que la subunidad B es incapaz de formar
receptores funcionales de tipo homomeérico (Bormann et al., 1994); encontrandose
en la mayoria de los RGlys una estequiometria de 2a/38 (Grudzinska et al., 2005).



El RGly se localiza principalmente en la médula espinal, tallo cerebral, retina y
algunas regiones del cerebro (Lynch, 2004). En la médula espinal su distribucion es
relativamente difusa a través de la materia gris; en el tallo cerebral se localiza en los
ndcleos trigémino, accumbens, gracile, hipogloso, motor, reticular y coclear; en el
cerebro, en regiones como el hipocampo y corteza prefrontal; en la retina de
mamiferos se distribuye principalmente en la capa sinaptica interna (Lynch, 2004;
Pourcho 1996; Probst et al., 1986). Las funciones del sistema glicinérgico son
controlar la actividad motora y el proceso de informacion sensorial (Maleeva et al.,
2015). La funcién del RGly depende de su localizacion en el sistema nervioso y la
composicién de sus subunidades (Legendre et al., 2001; Lynch, 2004).

En neuronas maduras la activacion del RGly facilita la entrada de iones cloruro hacia
el citoplasma, provocando la hiperpolarizacién de la membrana postsinaptica, y de
este modo reduce el disparo neuronal (Lynch, 2004). En neuronas motoras en
estado embrionario en donde las concentraciones intracelulares de cloruro son
elevadas, la activacion del RGly genera una despolarizacion (Kneussel et al.,2000).
La despolarizacion inducida por glicina puede conducir a la apertura de canales de
calcio dependientes de voltaje e incrementar las concentraciones de calcio
intracelular, desencadenando cascadas de sefalizacion relacionadas con procesos
de desarrollo (Kirsch et al., 1998).

2. Subunidades del receptor de glicina.

2.1 RGly- a1.

La subunidad RGIly a1 es la subunidad predominante en el SNC (Grenningloh et al.,
1987), forma canales heteroméricos a1/B y es la mas estudiada por su relacién con
mutaciones en el gen que la codifica: Glral que causan distintas enfermedades. Los
RGIlys formados por la subunidad al tienen tiempos cortos de apertura y una
cinética rapida de decaimiento. Relacionada con esto Takahashi et al. (1992)
demostraron que el tiempo de apertura y decaimiento de las corrientes

postsinapticas inhibidoras de glicina, registradas en la médula espinal, son mas



sostenidas en RGlys embrionarios (a2) que en receptores a1/ (adultos) (Dutertre
et al., 2012). En la rata, la expresion de esta subunidad en la médula espinal es
detectable a partir del dia 15 embrionario, y alcanza su maxima expresion alrededor
del dia postnatal 15 (Lynch, 2004). La subunidad a1 presenta una variante a's, la
cual es el resultado de un “splicing” proceso alternativo, que contiene una insercion
de ocho aminoécidos en el asa intracelular entre los dominios TM3-TM4; el primer
residuo de esta insercion presenta un posible sitio de fosforilacion por la proteina
cinasa A (PKA) (Malosio et al., 1990).

2.2 RGly- a2.

La subunidad 02, se expresa en estado embrionario y neonatal, puede formar
receptores homomeéricos; presenta corrientes con tiempos de apertura prolongado
y una cinética lenta de decaimiento. Estos receptores parecen regular la trasmision
extrasinaptica, en respuesta a la liberacion de glicina o taurina durante el desarrollo
(Clements et al., 2002; Legendre, 2001). En ratas, en etapas postnatales ocurre un
remplazo de la subunidad a2 por la a1, generando un cambio en el tiempo de
apertura y decaimiento de las corrientes postsinapticas inhibidoras de glicina. Estos
resultados indican que los potenciales postsinapticos de glicina son despolarizantes
y sostenidos en las ratas neonatas y se vuelven hiperpolarizantes y rapidos en el
adulto (Araki et al., 1988; Dutertre et al., 2012

La subunidad a2 presenta dos variantes que resultan de un procesamiento
alternativo, 02A y a2B. La isoforma a2A es mayormente expresada durante el
desarrollo, mientras que la a2B esté presente en el adulto. La variante a2B difiere
de a2A por la sustitucion de los aminoacidos V58| y T59A (Kuhse, et al., 1991). Otra
version de la subunidad a2, es la a2, que presenta la sustitucién del aminoacido
G167E y le confiere insensibilidad a la estricnina (posee una ICsp para estricnina de
500~ veces mayor que aquella que presentan las subunidades a1y a2 (Kuhse, et
al., 1990).



2.3 RGly- a3.

Aunque la distribucion de la subunidad a3 es limitada, ésta se expresa en la capa
plexiforme interna de la retina y en sinapsis inhibidoras de neuronas nociceptivas
en las laminas | y Il del asta dorsal de la médula espinal, primer sitio de integracion
sinaptica en la via del dolor, por lo que esta subunidad ha emergido como un blanco
terapéutico para la analgesia (Dutertre et al., 2012; Zeilhofer., 2005).

En humanos se caracterizaron transcritos de la subunidad a3, llamados a3K'y a3L;
la variante a3K carece de un segmento de 15 aminoacidos en el asa intracelular
entre los segmentos TM3-TM4 (Nikolic, et al., 1998).

2.4 RGly- a4.

La subunidad a4 es la menos estudiada; se obtuvo por clonacion, en la retina del
ratén y su expresion se demostré en la capa plexiforme interna (Matzenbach et al.,
1994; Heinze et al., 2007). Posteriormente se report6 en bajos niveles en la médula
espinal, ganglios periféricos y érganos genitales del embrién de pollo (Dutertre et
al., 2012; Harvey et al., 2000; Wassle, et al., 2009)

2.5RGly-B

La subunidad B se asociada a la subunidad a1, formando el sitio de unién a la glicina
y es requerida para el anclaje del RGly en la region post sinaptica, por medio de su
unién a la gefirina (Betz et al., 2006; Grenningloh et al., 1990; Grudzinska et al.,
2005).

3. Sitio de union de agonistas del receptor de glicina.

Tanto los receptores nativos (a1/B, a3/f) como recombinantes son activados por
distintos aminoacidos que poseen diferente afinidad por el sitio de unién, con el
siguiente orden de potencia: glicina > B-alanina > taurina> GABA (Lynch, 2004). La
estricnina es a la fecha el Unico antagonista del RGly, ésta es un alcaloide extraido
de la planta Strychos nuxvomics que es ampliamente usado en el estudio del RGly,
debido a su alta afinidad por éste(kD 50nM) (Borde et al., 1981; Velazquez-Flores y
Salceda, 2011; Young eta al., 1973;).



Se sabe que los agonistas y el antagonista se unen en el dominio extracelular, en
la interface de las subunidades a y B (Figura 2) (Laube et al., 1997). Diversos
residuos altamente conservados en ambas subunidades estan involucrados en la
unién del ligando, especificamente dos argininas homélogas (a'9%°, [A'986)

localizadas en la interface (-), establecen interacciones idnicas fuertes con el grupo

a-carboxilo de la glicina, mientras que residuos acidos localizados en la interface (+)
(a®lu157 BCIU180) jnteraccionan con el grupo a-amino (Figura 3) (Betz et al., 2006;

Velazquez-Flores y Salceda, 2012).

Figura 2. Modelo de unién de la glicina a la interface de las subunidades ay Badyacentes. El grupo
a-carboxilo de la glicina es ligado por la carga positiva a a1R65 en el sitio (=) generando puentes de
hidrogeno con a1T204 y a1Y202 en el sitio (+) de la interface. En el sitio (+) el grupo amino es
estabilizado por el grupo carboxilo y de a1E157. La subunidad a1 es ilustrada como un fragmento
(sitio + verde; sitio — azul). Los residuos claves son destacados como segmentos grises, atomos de

carbono; rojos, &tomos de oxigeno y azules, &tomos de hidrégeno (Grudzinska et al., 2005).

4. Modulacion del Receptor de Glicina.
Diversas moléculas pueden modular alostéricamente la funcién del receptor, tanto
a nivel extracelular como intracelular (Figura 3) (Maleeva et al., 2014; Yevenes et
al., 2011). La mayoria de estas moléculas no interaccionan directamente con los
sitios de union a glicina (Dutertre et al., 2012; Maleeva et al., 2014; Mukhtarov et al.,
2005; Vaello et al., 1994).



4.1 Etanol.

El etanol, en bajas concentraciones (50 mM) potencial las corrientes de glicina por
un incremento en la afinidad del RGly a su agonista (Aguayo et al., 1996; Crawford
et al., 2007; Perkins et al., 2008). Experimentos realizados en motoneuronas del
cerebro y en la médula espinal, han mostrado que el etanol incrementa la amplitud
de las corrientes potsinépticas de glicina, sugiriendo que la modulacion del RGly por
el etanol podria estar relacionada con algunas de las alteraciones causadas por el
etanol, en el control motor y ritmo respiratorio (Eggers y Berger, 2004; Gibson y
Berger, 2000; Ziskind-Conhaim et al., 2003). La modulacién de las corrientes de
glicina ocurre por una interaccién en sitios especificos de los segmentos TM2
(residuo S267), TM3 (residuo A288) y TM4(residuo 1409, Y410 y K411) (Lobo et al.,
2006; McCracken et al., 2010).

4.2 Neuroesteroides.

Los efectos antagdnicos de la progesterona, su precursor pregnenalona (PREG) y
el sulfato de pregnenolona (PREGS) se mostraron por primera vez en las corrientes
de glicina en neuronas espinales cultivadas, causando una inhibicion de las
corrientes glicinergicas (Masksay et al., 2001; Wu et al.,, 1997). En contraste,
neuroesteroides sintéticos como la minaxolona y alfaxolona, mejoran
significantemente las corrientes de receptores homoméricos RGly a1 (Ahrens et al.,
2009; Weir et al., 2004). Experimentos realizados en neuronas de la asta dorsal de
la médula espinal se ha visto que concentraciones micromolares de minaxolona,
prolongan el tiempo de decaimiento de las corrientes postsinapticas inhibitorias de
glicina (Mitchell et al., 2007).
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4.3 Zn?*,

En varias regiones del cerebro y médula espinal de mamiferos, el cation divalente
Zn?* se encuentra almacenado en vesiculas simpaticas, cuando este ion es liberado
durante la neurotransmision, puede alcanzar concentraciones mayores que 100 uM,
esté cation puede modular diferentes receptores, incluyendo al RGly (Birinyi et al.,
2001; Frederickson y Bush, 2001; Trombley et al., 2011). El Zn?* modula al RGly de
manera bifasica; a bajas concentraciones (<10uM) potencia las corrientes inducidas
por la glicina, mientras que la inhibicion de éstas ocurre con altas concentraciones
(>10 uM) (Laube et al., 2000). La potenciacion es debido a un incremento de la
afinidad del RGly por la glicina, mientras que la inhibicién ocurre por una reduccién
de la afinidad del receptor por su agonista (Yeneves et al., 2011).

Los sitios de unién a Zn?* que son asociados con la potenciacion de las corrientes
de glicina son localizados, en la cara exterior de la region NH2 del RGly a, que
comprende los aminoacidos D80, E192, D194, H215 Y T151 (Laube et al., 2000;
McCrackenet al., 2013). Mientras que los aminoacidos asociados con el efecto
inhibitorio son H107, H109, T112 y T133 (Miller et al., 2005).

En la mayoria de las proteinas el zinc se encuentra coordinado por atomos de
nitrégenos, sulfuro u oxigeno a un lado de las cadenas con residuos de histidina,
cisteina, acido aspartico y &cido glutdmico. Los sitios de unidén a zinc son

usualmente compuestos por dos a cuatro residuos (Auld, 2011).

4.4 Fosforilacion del RGly.

La fosforilacion de los receptores de glicina juega un papel importante en la
modulacién del funcionamiento de las sinapsis glicinérgicas. El asa intracelular que
conecta los segmentos TM3 y TM4, incluye sitios especificos que interaccionan con
proteinas cinasas (Ruiz-Gomez et al., 1991; Vaelle et al., 1994). La fosforilacion de
la subunidad a del RGly por la PKA se demostré en ensayos in vitro (Vaello et al.,
1994). Su activacién incrementa las corrientes de glicina en la médula espinal, asi
como en ovocitos de Xenopus en los que se expresaron RGlys a (Song y Huang,

1900; Tapia et al., 1997; Vaello et al., 1994), mientras que en neuronas de la
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sustancia negra la activacion de esta cinasa disminuye las corrientes inducidas por
glicina (Inomata et al., 1993). Agopyan et al. (1993) encontraron que la actividad de
la PKA disminuye la probabilidad de apertura del receptor en neuronas aisladas del
hipotalamo ventromedial, mientras que en neuronas del trigémino incrementa la
probabilidad de apertura del canal (Song y Huang, 1900).

Por otro lado, el grupo de Ruiz-Gémez et al. (1991) report6 que la subunidad a1 del
RGlyse se fosforila en la serina 391 en respuesta a la activacién de la PKC. En
neuronas del hipocamp (SchOnrock et al., 1995), neuronas corticales de la regién
sacra dorsal (Xu et al., 1996), asi como neuronas aisladas de la sustancia negra
(Nabekura et al., 1996), la activacion de la PKC incrementa las corrientes
producidas por glicina; mientras que esté disminuye en neuronas de la médula
espinal y en RGlys expresados en ovocitos de Xenopus.

En células aisladas de la retina de la salamandra, se observo que la activacién de
ambas PKA y PKC disminuye el tiempo de decaimiento de las corrientes de glicina
(Han y Slaughter, 1998). Asi mismo en la retina de rana la accion de estas cinasas
redujo la unién especifica de la [ H] glicina y la [® H] estricnina al RGLy (Salceda et
al., 2005). Por otro lado, en la retina de la rata se demostré que activacion de la PKA
y PKC inducen la fosforilacion del RGLy, lo que lleva a su internalizacién
(Velazquez-Flores y Salceda, 2011). Respecto a esta modulacion, existe
controversia, por lo que se ha sugerido que este efecto puede deberse al tipo de
subunidades alfa expresadas en los RGlys y/o bien a las isoformas de estas

cinasas, presentes en las diferentes regiones cerebrales.

4.5 Prostaglandina.

En estudios realizados tanto en receptores nativos localizados en la médula espinal
como RGly-a3 recombinantes expresados en la linea celular HEK293, se demostré
que la activacion de la PKA, en respuesta a la prostaglandina E2 (PGEZ2) disminuye
las corrientes producidas por glicina en un 45% (ver seccion Dolor Neuropético)

(Harvey et al., 2004) y la fosforilacién del RGly-a3.
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Zinc - inhibition

Zinc - potentiation

Figura 3. Modulacion alostérica de una subunidad del RGly. Se muestran algunos ejemplos de los
aminoacidos que participan en la interaccién con los distintos moduladores alostericos del receptor.
(Maleeva et al., 2014).

5. Alteraciones en la expresion y funcién del receptor de glicina .
Alteraciones en la expresion génica y funciébn del RGly pueden afectar la
neurotransmision glicinérgica (Lynch, 2004). En humanos una de las enfermedades
causada por mutaciones de la subunidades a1 o 3; es la hiperplexia hereditaria o
enfermedad del sobresalto, un raro trastorno neurologico caracterizado por una
exagerada respuesta a estimulos inesperados (Rees et al., 2002). Las mutaciones
causadas por la hiperplexia reducen la magnitud de las corrientes de glicina,
incrementando el tiempo de desensibilizacion; ya sea por la reduccion en la
expresion de los RGlys, o por una disminucion en la sensibilidad a la glicina (Bakker
et al., 2006). Las alteraciones en la neurotransmisién glicinergica incrementan los
niveles de excitacion en las motoneuronas de la médula espinal (Maleeva et al.,
2014). Otra mutacion relacionada con la hiperplexia es la que ocurre en el gen que
codifica al transportador de glicina GlyT2 (SLC6A5), dicha mutacion altera su
localizacion subcelular, resultando en una disminucion en su actividad de
transportar glicina de la hendidura sinaptica a la membrana presinaptica (Ress et
al., 1994).

Recientes estudios han implicado a la subunidad a3 con desérdenes neuroldgicos

como el autismo, demencia asociada al virus de la inmunodeficiencia adquirida

13



humana, epilepsia y esclerosis lateral amiotrofica (Betz et al., 2006; Gelman et al.,
2004; Sobetzko et al., 2001).

5.1Sindromes del sobresalto murino.

Los sintomas son muy similares a la hiperplexia en humanos; en el ratdn, los
sintomas se presentan alrededor del dia posnatal 20, tiempo en que se da el
remplazo del RGly a2 por RGly a1/B (Lynch, 2004). El sindrome mas caracterizado,
es el del ratdon espasmaddico; un trastorno autosémico recesivo, en donde se han
encontrado mutaciones en la subunidad a1 A52S, la cual genera una reduccion
moderada en la sensibilidad a la glicina (Ryan et al., 1994). Otra mutacion que se
ha reportado es la insercion de un elemento repetitivo Line-1 de 7.1 kb en el intrén
5 de la subunidad B, esto conduce a la formacion de un “splicing” aberrante de la
subunidad (3, que tiene como resultado la acumulacién de proteinas mal plegadas
y como consecuencia una pérdida de la eficiencia de reclutamiento del RGly a la
membrana postsinaptica ((Kingsmore et al., 1994; Hartenstein et al., 1996); esto a
su vez se relaciona con la reduccion de las corrientes postsinapticas inhibitorias de
glicina en neuronas motoras y sensoriales de la médula espinal de ratones
espasticos (Graham et al.,2003; Von et al.,2003).

Una variante del sindrome espasmadico es el sindrome oscilador, la Unica forma
letal de la enfermedad del sobresalto, éste sindrome es causado por una mutacion
en los segmentos transmembranales TM3-TM4 de la subunidad a1 del Rgly. Los
ratones oscilador, después de la segunda semana postnatal desarrollan rigidez
muscular y temblor, respuestas exageradas de sobresalto y posteriormente mueren
(Buckwalter et al.,1994).

6. La médula espinal.
La meédula espinal forma parte del Sistema Nervioso Central, se encuentra
localizada dentro del conducto vertebral. De acuerdo a su localizacion rostro-caudal
la médula espinal puede ser dividida en cuatro partes: cervical, toracica, lumbar y
sacra (Figura 4A-B) (Nogradi et al., 2006). Funcionalmente se divide en dorsal y

ventral que corresponden a las zonas sensoriales y motoras respectivamente
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(Figura 5). En un corte transversal la médula espinal presenta una zona central
llamada sustancia gris que contiene los somas de las neuronas y la zona periférica
o blanca contiene principalmente los axones y células gliales. El asta dorsal contiene
neuronas sensoriales que reciben informacion de la periferia, mientras que el asta
ventral contiene los nucleos motores que inervan musculos y tejidos especificos
(Purves, 2007). La forma y cantidad de sustancia gris varia a diferentes niveles de
la médula espinal. Un corte transversal de la sustancia gris de la médula muestra
un namero de 10 laminas (Capas de células nerviosas) denominadas laminas de
Rexed (Waxman, 2011).
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Figura 4. Médula espinal. A. A lo largo de toda la médula se encuentran 31 pares de nervios espinales
unidos por las raices anteriores o motoras y las raices posteriores o sensitivas. Cada raiz esta unida
a la médula por una serie de raicillas, que se extiende en toda la longitud del segmento medular. C.
nervios cervicales; T. nervios toracicos; L. nervios lumbares; S. nervios sacros. Co. Nervio coccigeo.
B. Segmento de la médula espinal que muestran las cubiertas de la duramadre, aracnoides y
piamadre (Modificado de Stanfield, 2011).
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Figura 5. Sustancia gris de la médula espinal. Seccién transversal de la médula espinal. A En azul

via ascendente. B en morado via descendentes. (Tomado de Stanfield, 2011).

La sustancia blanca esta constituida por vias longitudinales de axones mielinicos
que forman las vias ascendentes, a través de las cuales la informacion sensitiva
llega al encéfalo, y las vias descendentes son portadoras de las 6rdenes motoras
(Figura 5 B) (Nogradie et al., 2006). Cuando las neuronas aferentes son activadas
por un estimulo que actia sobre un receptor sensorial, los potenciales de accion
vigjan a lo largo de la fibra nerviosa desde el receptor sensorial hasta el axén
terminal, normalmente en la asta dorsal de la médula espinal (Figura 5 A). El axdn
terminal libera un neurotransmisor que transmite la sefial a las neuronas de la via
ascendente que llevan la informacion al encéfalo de modo que tenga lugar la

percepcion del estimulo; estas vias se modulan por interneuronas inhibitorias.

Las sefiales del encéfalo viajan a lo largo de las vias descendentes hasta las
neuronas eferentes situadas en el asta ventral. Por ejemplo, las vias piramidales,

ambas se originan en la corteza motora primaria. Los axones de las neuronas de
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estas vias terminan en el asta ventral de la médula espinal; algunas establecen
sinapsis directamente con las motoneuronas, mientras que otras forman sinapsis
con interneuronas. Algunas vias descendentes modulan la informacidén sensorial;
por ejemplo, el organismo tiene sistemas de alivio del dolor (analgésicos) que
bloquean la percepcién del dolor durante periodos de estrés. Estos sistemas
bloguean la transmisidén sindptica entre una neurona aferente de transmisioén del
dolor y las interneuronas de la médula espinal. Al bloquear la transmision de la

informacion del dolor al encéfalo, se evita la percepcion de un estimulo doloroso.

6.1Receptor de glicina en la médula espinal.

Existe abundante evidencia de la existencia de sinapsis glicinérgicas en las vias
motora y sensorial (dolor) de la médula espinal (Taal et al., 1994). Las neuronas
inhibidoras del asta dorsal de la médula usan como neurotransmisores inhibidores
al GABA y a la glicina (Figura 6) (Todd et al., 1996). Se sabe que los circuitos
glicinérgicos se encuentran distribuidos en el asta dorsal; (Figura 7) la subunidad
a1 se localiza ampliamente en todas las capas celulares, mientras que la subunidad
a3 en las capas superficiales | y 1ll, en donde regula la via nociceptiva. (Harvey et
al., 2004, Zeilhofer, 2005) (Figura 8).
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Figura 6. A. Inervacion del asta dorsal de la médula espinal, por nervios aferentes primarios. B.
Circuito inhibidor en el asta dorsal de la médula espinal, muchas de esas neuronas liberan GABA y
glicina simultdneamente, pero la inhibicién sinaptica rapida parece ser mediada por la activacion de
receptores de glicina (Modificado de Zeilhofer, 2005; Zeilhofer et al., 2008)
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El asta dorsal de la médula espinal es el primer sitio de integracion sinaptica en la
via del dolor, en donde la neurotransmisién inhibidora tienen un papel importante,
ya que atenua los estimulos nociceptivos, en ausencia de un estimulo nocivo
previene la actividad espontanea de las neuronas y limita la propagacion espacial

de los estimulos sensoriales (Todd, 2015).

Figura 7. Expresion de las subunidades a del RGly en la médula espinal. Izquierda, micrografia de
florescencia, tomada de una seccion del asta dorsal de la médula espinal toracica. Deteccién de las
subunidades a1 (rojo) y a3 (verde) del RGly. Derecha, imagen de superposicién, muestra pocas
sinapsis de RGly a1 que colocalizan con RGly a3 (puntos de color amarillo) (Tomado de Betz et al.,
2006).
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6.2Dolor neuropaético.

El dolor neuropatico puede ocurrir por lesiones mecanicas o patologias del sistema
nervioso periférico (SNP) o sistema nervioso central (SNC), como consecuencia de
padecimientos como la isquemia, diabetes, infecciones nerviosas (p.ej. VIH y
herpes), etc. Estos tipos de dolor son causados por una disfuncion neuronal, los
cuales estan asociados con procesos de inflamacién y dafios en los nervios (Harvey
LH. et al., 2009).

El dafo tisular favorece la liberacion de multiples factores enddgenos pro-
inflamatorios tanto en el SNP como en el SNC (principalmente a nivel de la médula
espinal). La liberacidon periférica de prostaglandina E2 (PGE2) conduce a la
sensibilizacion de las fibras aferentes primarias, lo que reduce los umbrales
neuronales e incrementa la respuesta nociceptiva. Este incremento de la actividad
periférica contribuye a la hipersensibilidad de la médula espinal (sensibilizacion
central) resultando en un incremento en la capacidad de respuesta a estimulos
nociceptivos, llamadas hiperalgesia y alodinia, la primera se caracteriza por la
respuesta aumentada de un estimulo doloroso, mientras que la segunda es un dolor
generado por estimulos que generalmente no son nocivos. A nivel del SNC, la
liberacién de prostanoides puede inducir la desinhibicién de la médula espinal. Se
ha visto que un mecanismo de desinhibicion espinal ocurre a través de la activacion
post sinaptica de los receptores de la prostaglandina E2 (RPGE2) de tipo EP2 que
induce la activacién de la PKA y la fosforilacién de la serina 346 de la subunidad
RGly a3, localizada en el asa intracelular que conecta los segmentos TM3 y TM4.
Lo que genera una disminuciéon en la amplitud de las corrientes potsinapticas
inhibitorias de glicina (Ahmadi et al., 2002; Harvery et al., 2004; Reinold et al., 2005).

La diabetes se asocia a procesos de inflamacién y dolor neuropético. En modelos
animales, a tiempos cortos de inducida la diabetes, se han demostrado cambios en
los niveles de liberacion de glicina (fluctuaciones) en la médula espinal; esto es
paralelo a una mayor sensibilidad al dolor. Estos resultados sugieren una

disminucion en la actividad glicinérgica (Chiu et al., 2016).
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7. Laretina.
La retina es un tejido que forma parte del SNC, constituye la capa mas interna del
ojo y su funcion es transducir las sefiales luminosas en sefiales eléctricas

(fototransduccion).

La retina esta constituida por diversos tipos neuronales que se organizan en capas:
capa nuclear externa (CNE), formada por los somas de los fotorreceptores (conos
y bastones); capa nuclear interna (CNI), formada por los somas de células bipolares,
horizontales y amacrinas; y la capa de células ganglionares (CCG), formada por los
somas de las células ganglionares. La comunicacion sinaptica ocurre en las capas

plexiforme externa (CPE) e interna (CPI) (Figura 8).
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Figura 8. Estructura de la retina de los vertebrados. La retina esta constituida por diversos tipos
neuronales que se organizan en capas: capa nuclear externa (CNE); capa plexiforme externa CPE;
capa nuclear interna (CNI); capa plexiforme interna CPI y la capa de células ganglionares (CCG).
Las capas sinapticas corresponden a la capa plexiforme externa (CPE) y capa plexiforme interna
CPI. CH células horizontales; CB células bipolares, CG células ganglionares (Modificado de Xu H. et

al., 2004)
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Existen dos vias de comunicacion en la retina, la via vertical y horizontal; en la
primera los fotorreceptores establecen sinapsis en la CPE con las células bipolares,
las cuales, a su vez hacen sinapsis en la CPI con las dendritas de las células
amacrinas y ganglionares; por su parte los axones de las células ganglionares
forman el nervio Optico (Pérez Ledn et al., 1997). En la via horizontal, las células
horizontales reciben el impulso de los fotorreceptores y lo transmiten a otro
fotorreceptor adyacente y/o a una célula horizontal y/o bipolar. A nivel de la CPI, las
prolongaciones de las células amacrinas se extienden y establecen contacto
sinaptico con otras células amacrinas, bipolares y con células ganglionares (Pérez
Ledn et al 1997; Pourcho, 1996). El glutamato es el neurotransmisor de la via
vertical de la retina, mientras GABA y glicina son neurotransmisores de la via

horizontal (Velazquez-Flores, 2011).

7.1 Receptor de glicina en la retina.

En los mamiferos, la accién de la glicina parece ser restringida a la retina interna,
actuando en células ganglionares, amacrinas y bipolares (Stone y Pinto, 1992, 1993;
Boos et al., 1993). En la retina, la acumulacién de dicho aminoacido se concentra
(50%) en las células amacrinas y en menor medida (10%) en las células bipolares
denominadas de conos (Menger et al., 1998; Pourcho et al., 1985; Velazquez-
Flores y Salceda 2012).

A diferencia de otras areas del SNC, en la retina de los vertebrados se expresan
todas las subunidad a (1-4) del RGly. Estudios inmunohistoquimicos demuestran
gue estas subunidades se distribuyen en diferentes estratos de la CPl y raramente
se localizan en el mismo sitio post sinaptico (Wassle et al., 2009). La subunidad a1
se distribuye predominantemente en células bipolares, células amacrinas de tipo Il
y ciertos subtipos de células ganglionares (Figura 9 A) (Lin et al., 2000). La
subunidad a2 se distribuye ampliamente sobre la CPI y se localiza en células
amacrinas y practicamente en todas las ganglionares (Figura 9 B) (Haverkamp et

al., 2004). Por su parte, la subunidad a3 se distribuye en toda la CPI (Figura 9 C).
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Por ultimo, la subunidad o4 se localiza en los estratos 3 y 4 de la CPI, de la reina
del raton (Figura 9 D) (Heinze, 2007).

A GlyRal

OPL

Figura 9. Diversidad de las subunidades del RGly en la retina de ratén. A. La subunidad RGly- a1 es
mas prominente en el exterior de la CPI. B. La subunidad RGly-a2 es igualmente distribuida
alrededor de la CPI. C. La subunidad RGIly-a3 se expresa en cuatro estratos de la CPI. D. La
subunidad RGly a4 se encuentra en pequefias bandas en el borde de los estratos 3 y 4 de la CPI.
Barra de escala 50 um. OPL, capa plexiforme externa; INL, capa nuclear interne; IPL, capa nuclear

interna. (Tomado de Heinze et al., 2007).

8. Diabetes.
La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica caracterizada por
mantener elevados niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia). Existen dos tipos
de DM, la diabetes tipo 1 (insulinodependiente), causada por una deficiencia parcial
o absoluta en la secreciéon de insulina por el pancreas, y la diabetes tipo 2 (no
insulinodependiente), que se caracteriza por una resistencia a la insulina, es decir,
los tejidos no responden adecuadamente a dicha hormona (Belle et al., 2011; Schuit
et al., 2001). En ambos casos, la hiperglucemia conlleva a una variedad de

complicaciones, las mas caracteristicas son la nefropatia, neuropatia y retinopatia
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(OMS 2015). En estas enfermedades, la principal alteracién es vascular y una
variedad de efectos se han sugerido como los causantes de las mismas, entre estan
alteraciones metabdlicas, activacion de la PKC, activaciéon de poli ADP-ribosa
polimerasa (PARP), acumulacién de productos de glicacion avanzada (AGES)
(Lancet, 2010) asi como una sobre produccion de especies reactivas de oxigeno
(EROs) (Browlee, 2001, Cheung et al., 2010).

9. Retinopatia Diabética.

La retinopatia diabética (RD) es considerada como una enfermedad
neurodegenerativa y es una de las principales causas que conduce a la pérdida de
la vision y ceguera, en adultos de entre 20 y 64 afios que padecen DM (Cuncha-
Vaz et al., 2014). Clinicamente, la RD se clasifica en dos tipos: RD proliferativa la
cual se caracteriza por la neovascularizacion y proliferacion de tejido fibroso; y la
RD no proliferativa: presenta hemorragias, microaneurismas y exudados duros
(Kern, 2014).

Adicional al dafo vascular, se han demostrado alteraciones en la sensibilidad al
contraste y en la vision cromatica, asi como anormalidades en los potenciales
oscilatorios (PO) y en las ondas A y B del electroretinograma (ERG) (Dasso et al.,
1996; Shinoda et al., 2007; Sasaki et al., 2010). De igual manera, se ha observado
una reduccion en el espesor de las capas internas de la retina del raton y de la rata
después de varios meses de inducida la diabetes (Barber et al., 1998; Sasaki et al.,
2010). Resultados similares se observaron en la retina de pacientes después de

cinco afios de diagnosticada la enfermedad (Kowluru et al., 2007).

23



Hipotesis:

La diabetes lleva a alteraciones en la funcidon nerviosa (dolor neuropatico,
retinopatia) que pueden estar relacionadas con la transmision inhibidora; entonces,
alteraciones en la expresion del RGly se deben presentar en condiciones de

hiperglucemia.

Objetivo

Identificar los niveles de expresion de las subunidades a del RGly en la retina y

médula espinal de la rata normal y diabética.
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Métodos:

1. Induccién de diabetes.

Se utilizaron ratas de la cepa Long Evans de 180 a 200g. Para la induccion de
diabetes tipo 1, se suministré una sola dosis de estreptozotocina (STZ; 98 mg/kg en
solucion amortiguadora de citratos: acido citrico 90mM, NaCl 10mM, pH 4.8). A los

animales control se les administré el mismo buffer.

La determinacién de la glucosa en sangre se realizé con las tiras reactivas Accu-
chek de Roche. Los animales se consideraron diabéticos si los valores de glucosa
en sangre superaban los 250mg/dL. Los animales se mantuvieron en condiciones
de alimento y agua ad libitum. Estos se sacrificaron a 7, 20 y 45 dias de inducida la
diabetes, paralelamente con ratas de la misma edad. Los 0jos se enuclearon y se
aislo la retina; paralelamente se disecto la regién lumbar de la médula espinal y

ambos tejidos se mantuvieron a 4°C.
2. Obtencion de las muestras para electroforesis de proteinas.

Las retinas aisladas se homogenizaron en 100 uL de Buffer Lisis (EGTA 2mM, NaCl
316 mM, Naz2MoO4 20mM, NaF 50mM, Tris-HCL 20mM, EDTA 100mM, Tritébn X-100
2%, SDS 10 %, H20, Leupeptina (Sigma L-2884), Aprotinina (Sigma A-I153),
NasVO4100Mm, PSMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo 100mM, p.H 7.5).
Posteriormente el homogenado se incubd una hora a 4 °C en agitacion a 1200 rpm,

se centrifugd a 17 000 g durante 30 min, y el sobrenadante y se almacené a -80 °C.

La médula espinal se homogeniz6 al 9% en sacarosa (0.3M-Tris 10mM, pH 7.4),
posteriormente se centrifugé a 2800 g durante 10 min. a 4 °C, se recuperé el
sobrenadante (S1); el pellet se resuspendioé con el mismo volumen de sacarosa y
centrifugo de igual manera. Los sobrenadantes se centrifugaron a 10,000 g durante
20 min. El pellet (fraccion sinaptosomal cruda) se resuspendié en Buffer Lisis y se

trat6 como se indicé anteriormente.
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3. Inmunodetecciéon por medio de Western Blot.

La expresion de las subunidades a (1-4) del RGly, se determiné mediante la técnica
de Western Blot. Las proteinas se separaron en un gel SDS/PAGE 10% y se
trasfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). La membrana se
blogued con 1% (p/V)de albumina y leche deslipidada al 5% en TBS-Tween (Trizma
20 mM, NaCl 136 mM, Tween-20 0.1% pH 7.6) durante 3 horas; posteriormente se
incubo toda la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios: anti-conejo anti-RGly
a1(1:2500,ab 146 003-Synaptic Systems), anti-RGly a2 (1:1000, ab 97628 abcam));
anti RGly a3 (1:1000 ab 118924, abcam), anti-RGly a4 (1:1000, ab biorbyt), y como
control de carga anti ratén, anti- a Actina (1:500, Chemicon, Temecula, CA).

Para la inmunodeteccion de las sefiales se realiz6 la incubaciéon con un anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de rabano anti-conejo a1 (1:25 000), a2 (1:25
000) a3 (1:20 000), a4 (1:15 000) y anti-ratén (1:6000) durante una hora. Las bandas
de proteina se visualizaron por quimioluminiscencia, utilizando un kit de Hyperfilm
ECL (GE Healthacare Ltd.), las que se digitalizaron con el programa DigicDoc Rt
Alfa (Alpha INNOTECH). Las densidades Opticas relativas se determinaron con el

programa Alpha Ease FC Stand Alone.

La proteina total se determind mediante el método de Lowry (1951), con el Kit
comercial DC Protein Assay (Bio-Rad), y albumina de suero bovino como estandar,

utilizando un lector de microplacas a 690 nm.
4. Anélisis estadistico.

El andlisis de las densitometrias, se realizé con el programa Graph Pad Prism 6, la
significancia fue obtenida por medio de una prueba estadistica ANOVA, seguida de
la prueba de Tukey (P<0.05).
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Resultados

1. Niveles de expresion de las subunidades a1 y a3 del RGly en la médula

espinal de la rata.

En la médula espinal de la rata no diabética, identificamos la expresion de las
subunidades a1y a3, los experimentos de western blot detectaron una banda con
un peso molecular de 48 = 0.11kDa para ambas subunidades y se observo una
mayor expresion (2.6 veces) de la subunidad al (Figura 10). En ratas diabéticas los
niveles de expresion de la subunidad a1 disminuyeron progresivamente desde los
7 dias de inducida la diabetes (7D: 25 + 4.99 %; 20D: 24 + 4.28 %), observandose
a los 45 dias de diabetes una disminucion del 40 + 6.32% (Figura 11). Por el
contrario, la expresién de la subunidad a3 aumentd significativamente (44-30%) a
los 20 y 45 dias de diabetes (Figura 12).
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Figura 10. Expresion proteica del RGly al y a3 (PM: 48 kDa) en la médula espinal de la rata.
Control de carga actina (PM:43k + 0.086 KDa). Utilizando la misma concentracién de proteina

(30ug). Los experimentos representan la media £ SEM de tres experimentos
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Figura 11. Expresion proteica del RGly al (PM: 48 kDa) en la médula espinal de la rata.
Control de carga (PM:43k + 0.086 KDa). Condiciones: control (Ctrl), 7(7D), 20(20D), y
45(45D) dias de hiperglucemia. * P<0.05 vs Ctrl. Los experimentos representan la media +

SEM de tres experimentos
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Figura 12. Expresion proteica del RGly a3 (PM: 48 kDa) en la médula espinal de la rata.
Control de carga (PM:43k + 0.086 KDa). Condiciones: control (Ctrl), 7(7D), 20(20D), y
45(45D) dias de hiperglucemia. * P<0.05 vs Ctrl. Los experimentos representan la media +

SEM de tres experimentos
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2. Niveles de expresion de las subunidades a (a1- a4) del RGly en laretina

de la rata.

En la retina de la rata no hiperglucemica, los experimentos de western blot revelaron
una banda de 48kDa + 0.18 kDa, la cual corresponde a la subunidad al del RGly.
Los niveles de expresion de esta subunidad fueron semejantes en las retinas de

ratas normales y diabéticas (Figural3).
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Figura 13. Expresion proteica del RGly a1 (PM: 48 kDa) en la retina de la rata. Control de
carga (PM:43k + 0.086 KDa). Condiciones: control (Ctrl), 7(7D), 20(20D), y 45(45D) dias de
hiperglucemia. * P<0.05 vs Ctrl. Los experimentos representan la media + SEM de tres

experimentos

El anticuerpo dirigido contra la subunidad a2 revelo en la retina de ratas normales,
una banda de 51 = 0.57 kDa, como lo reportan los fabricantes. Los niveles de
expresion de esta subunidad presentaron una disminucion, estadisticamente
significativa (15-20%) 20 y 45 dias de inducida la diabetes (Figura 14).

31



RGlyaz Js B o B 51kDa

100+ I
SOI I
0- :

¢ N\ N

Vv B
Figura 14. Expresion proteica del RGly a2 (PM: 51 kDa) en la retina de la rata. Control de
carga (PM:43k + 0.86KDa). Condiciones: control (Ctrl), 7(7D), 20(20D), y 45(45D) dias de

hiperglucemia. * P<0.05 vs Ctrl. Los experimentos representan la media + SEM de tres
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Para la subunidad a3, se obtuvo una banda con un peso molecular de 48 + 0.27
kDa. La expresion de la subunidad a3 en las retinas de animales de 7 y 20 dias de
diabetes fue similar a la del grupo control; sin embargo, se observo una disminucién
del 34 £ 5.42% en la de aquellas de 45 dias de diabetes (Figura 15).
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Figura 15. Expresion proteica del RGly a3 (PM: 48 kDa) en la retina de la rata. Control de
carga (PM:43k £ 0.86KDa). Condiciones: control (Ctrl), 7(7D), 20(20D), y 45(45D) dias de
hiperglucemia. * P<0.05 vs Ctrl. Los experimentos representan la media + SEM de tres

Unidades arbitrarias de D.O

experimentos

La expresion de la subunidad a4 sélo se ha demostrado en la retina del ratén. Para
demostrar la presencia de esta subunidad en la retina de la rata, se realizé un
experimento en paralelo utilizando la retina del ratén. El anticuerpo contra la
subunidad a4 reconocid, en ambos tejidos una banda con un peso molecular de 49
+ 0.22kDa (Figura 16). Los niveles de expresion de esta subunidad fueron
semejantes en la retina de la rata y el raton. Resultd la disminucién en la expresion
de a4 desde los primeros 7 dias de inducida la diabetes, observandose a los 45 dias

de diabetes una disminucion del 80 £ 4.56 % (Figura 17).
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Figura 16. Expresion proteica del RGly a4 (PM: 49kDa) en la retina de raton y rata. Control
de carga (PM:43k %= 0.86kDa). Utilizando dos concentraciones de proteina (50-100ug). *

P<0.05. Los experimentos representan la media + SEM de tres experimentos.
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Figura 17. Expresion proteica del RGly a4 (PM: 49kDa) en la retina de la rata. Control de
carga (PM:43k £ 0.86KDa). Condiciones: control (Ctrl), 7(7D), 20(20D), y 45(45D) dias de
hiperglucemia. * P<0.05 05 vs Ctrl. Los experimentos representan la media £+ SEM de tres

experimentos
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En la tabla 1 se resumen los resultados mostrados anteriormente, en donde se
muestran los cambios globales en los niveles de expresion proteica de las

subunidades a del RGly en la médula espinal y la retina de ratas con hiperglucemia.

Tabla 1. Cambios en los niveles de expresion proteica del RGly. Fecha roja: disminucion en el % de
expresion de las subunidades a comparada con el control. Fecha azul: aumento en el % de expresién

de las subunidades a comparada con el control. n.s: no significativo.

Médula Retina
RGly Ctl 7D 20D 45D Ctl 7D 20D 45D
af ¥25% ¥ 24% |V 40% n.s n.s n.s
a2 v 16% |¥20%
a3 ns |144% |130% n.s ns |v34%
ad ¥26.5% [$24.3% |¥ 80%
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Discusion

La diabetes es un padecimiento cronico que lleva a una variedad de alteraciones en
el organismo. El tejido nervioso es blanco de las alteraciones de la diabetes,
desencadenando padecimientos como la retinopatia y el dolor neuropéatico (DNP),
que llevan finalmente a la ceguera y aumento en la sensibilidad al dolor,
respectivamente (Harvey et al., 2004, Tesfaye et al., 2005). La neurotransmision
glicinérgica inhibitoria modula la excitabilidad de las neuronas y como consecuencia
los circuitos que establecen; por lo que alteraciones en la transmision inhibitoria
pueden llevar a un aumento en la excitabilidad. El receptor de glicina, junto con el
del GABA, es parte fundamental de la transmision inhibitoria en la médula espinal y
la retina. Alteraciones en la funcion de estos tejidos (Shinoda et al., 2007; Sasaki et
al, 2010; Chiu et al (2016) se demostraron en ratas, a tiempos relativamente cortos
de inducida la diabetes. Por ello, para conocer la posible participacién de la
transmision glicinérgica en dichas alteraciones, estudiamos la expresion de las

subunidades a del RGly en la retina y en la médula espinal de ratas diabéticas.

El RGly presenta su mayor expresion en la médula espinal, en animales adultos se
expresan las subunidades a1y a3, que forman receptores de tipo a1/p y a3/B. La
subunidad a1 esta ampliamente distribuida en todas las capas celulares, mientras
la subunidad a3 se localiza en las capas superficiales | y lll. De acuerdo con estos
estudios, nuestros datos mostraron una mayor expresion de a1 (2.6 veces) que de
a3 en la médula espinal de ratas normales. En la médula espinal de ratas diabéticas
observamos una disminucién en la expresion de la subunidad a1. Esta disminucion,
sugiere una significativa disminucion en la transmision inhibitoria; lo que podria
llevar a una sobre excitacion. En este sentido el grupo de Chiu et al. (2016) encontré
que los niveles de glicina incrementan a tiempos cortos (dia 1-7) de inducida la
diabetes y que posteriormente decrecen (dia 21-28). Esta excesiva liberacion de
glicina durante periodos iniciales de la diabetes sugiere un aumento en la actividad
inhibitoria, sin embargo, también podria incrementar la activacion de los receptores
de glutamato, N-metil-D-aspartato (RNMDA) causando una  sobreexcitacion;
asimismo, el decremento de las concentraciones de glicina durante los siguientes
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periodos favoreceria la pérdida de la inhibicion (Schmeichel et al., 2003) y como
consecuencia una sobre excitacion. Por el contrario, observamos que la expresion
de la subunidad a3 aumento6. Este resultado podria sugerir una adaptacion del
sistema para mantener niveles de inhibicion normales. Esta idea podria relacionarse
con el hecho de que las células de la lamina del asta dorsal, de animales diabéticos
no presentan cambios en la amplitud de los potenciales sinapticos inhibitorios
(mIPSC) (Chiu et al., 2016).

Por otra parte, en la retina de murinos se demostré la expresion de todas las
subunidades del RGly, los estudios inmunohistoquimicos indican que las distintas
subunidades se expresan en diferentes sinapsis sugiriendo que participan en
diferentes circuitos neuronales. (Herize et al., 2007).

De acuerdo con estos resultados, demostramos la expresion de las cuatro
subunidades a del RGly en la retina de ratas normales (Velazquez-Flores et al.
resultados no publicados). La subunidad a4 es la menos conocida de todas las
subunidades y este estudio es el primero en reportar la expresion de la subunidad
a4 en la retina de la rata. Aunque la identificacion de esta subunidad, presentd
dificultades en el sentido de que el anticuerpo disponible comercialmente detecta
varias bandas, lo que indica que es relativamente inespecifico, el anticuerpo
reconoce una banda que corresponde al peso molecular reportado para la a-4
(49kDa), misma que identificamos tanto en la retina de la rata como en la del ratén.
De manera interesante los niveles de expresion de la subunidad a4 fueron similares

en la retina de la rata y el raton (Figura 16).

En la retina de ratas diabéticas, la expresion de a1 no presenté cambios respecto
al grupo control. Este resultado podria indicar que la via de los bastones no se
afecta en etapas tempranas de la diabetes. El grupo Wassle et al (2009) demostro
gue la mayoria de las sinapsis que involucran a esta subunidad corresponden a las
células bipolares y células amacrinas de tipo Il, las cuales se encuentran relacionas

con la via de los bastones.
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Por el contrario, la expresion de las subunidades a2, a3, y o4, presentd una
significativa disminucion. La subunidad a2, se expresa en las células amacrinas y
casi todas las células ganglionares (Haverkamp et al., 2004); mientras que las
células bipolares de tipo cono, y algunas células amacrinas expresan la subunidad
a3 (Haverkamp et al., 2003). La disminucion en la expresion de estas subunidades
en la retina de ratas diabéticas sugiere una alteracion en la transmisién retiniana,
particularmente en la via de los conos. Estos resultados podrian relacionarse con la
alteracion en la vision de color observada en pacientes diabéticos (Shinoda et al.,
2007; Sasaki et al, 2010). Asimismo, los niveles de expresion de la a4 disminuyeron
progresivamente desde el dia 7 de iniciada la diabetes, y practicamente se perdié a
los 45 dias de diabetes. Aunque poco se conoce de la funcion de la subunidad o4,
la disminucidén de su expresion sugiere alteracion en las sinapsis de las células

amacrinas colinérgicas y los circuitos en los que participan.

En conjunto, los cambios en la expresién de estas subunidades pueden ser el
resultado de la alteracion o muerte de un tipo celular especifico (Barber, et al.,
1998), lo que puede desencadenar en alteraciones en la funcion general de la

retina, que a largo plazo sean la causa de la pérdida de la vision.

Conclusion

En conjunto nuestros resultados sugieren que a tiempos cortos de hiperglucemia
ocurren cambios en la neurotransmision glicinérgica en la retina y médula espinal.
La pérdida de la inhibicién glicinérgica representa una grave alteraciéon en la
homeostasis en los distintos circuitos neuronales, por lo que la identificacién de los
mecanismos que llevan a estas alteraciones es fundamental para proponer

alternativas terapéuticas.
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