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Resumen

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso central de
vertebrados y hasta el momento se han caracterizado tres tipos de receptores de GABA, segiin sus propiedades
farmacoldgicas: GABA,, GABAg y GABA(. Los receptores de GABA, (GABA,R) y GABA: (GABA(R) comparten
ademas su mecanismo de sefializacion, ambos son receptores ionotrépicos con una alta permeabilidad a iones cloruro.
Los receptores de GABAp son metabotrépicos, generalmente acopladas a proteinas G.

En esta tesis se presenta una extensa caracterizacion de las propiedades farmacoldgicas y biofisicas de los receptores
de GABA, con especial énfasis en los GABACR. Este subtipo de receptores de GABA fue el dltimo en ser identificado
y se caracteriza por su insensibilidad al antagonista clasico GABAérgico, bicuculina y por el lento curso temporal de
sus respuestas. Este trabajo se realizo expresando los receptores en ovocitos de Xenopus laevis y estudiando sus
propiedades con dos diferentes técnicas electrofisiolégicas: fijacion de voltaje con dos electrodos (FVDE) y patch-
clamp en la configuracion outside out.

Los receptores ionotrépicos d¢ GABA (GABA-R) son modulables por una diversidad de compuestos de diferente
naturaleza quimica. Entre ellos se encuentran los flavonoides (F), una familia de compuestos aislados de plantas
vasculares que presentan una gran variedad de acciones neurofarmacolégicas. Algunos son ansioliticos y sedantes, y se
ha propuesto que su mecanismo de accion seria a través de los GABA,R. En este trabajo, evaluamos la accion de un
grupo de F sobre las respuestas mediadas por GABA-R. Los F utilizados en este trabajo fueron: quercetina, crisina,
apigenina, morina, flavona y a-naftoflavona. Contra lo esperado, los F evaludados tuvieron un efecto inhibitorio
general tanto sobre los GABA R como los GABACR. Quercetina fue el mas potente para ambos receptores con un ICs
de aproximadamente 4 pM en cada caso. También se evalué la accion de quercetina en otros receptores ionotropicos de
neurotransmisores, como los colinérgicos nicotinicos, serotonina y kainato. En todos ellos se observaron efectos
inhibitorios con distinta potencia.

Tanto los GABA,R como los GABACR son sensibles al alcaloide picrotoxina. Se han propuesto distintos
mecanismos para su accién sobre los GABAAR incluyendo efectos no-competitivos y mixtos. Sin embargo, aun no se
ha esclarecido suficientemente el mecanismo de accién en los GABACR. Picrotoxina produjo una inhibicion reversible
conun ICso = 0.6 £ 0.1 pM. La curva dosis-respuesta (D-R) para GABA en presencia del antagonista (I, 10 y 100 uM)
sufrié un desplazamiento hacia la derecha y para las concentraciones mas altas de esta toxina, una reduccion en la
respuesta maxima. Este resultado sugeriria un mecanismo de accidn de tipo no-competitivo. No obstante, al igual que
los antagonistas competitivos, las respuestas a concentraciones bajas de GABA fueron mas sensibles a picrotoxina que
las mas altas. La inhibicién por esta toxina fue también dependiente del uso, es decir, requirid la activacién de los
receptores para ejercer su efecto. La recuperacion de la inhibicion también fue facilitada por la accion de GABA.
Ademas, picrotoxina produjo un aumento en la velocidad de de-activacion de las respuestas al GABA, sugiriendo un
mecanismo de tipo no-competitivo. En resumen, la inhibicién de los GABACR por picrotoxina tendria un mecanismo
de accién no-competitivo o mixto, y dependiente del uso aunque menos que los GABA 4R.

Los GABACR son sensibles a la modulacién por iones trivalentes de la serie de los lantanidos (L) que producen un
incremento en las respuestas a GABA. En un estudio previo se caracterizé la accion de uno de los elementos
pertenecientes a los L, lantano (La**); mientras que en este trabajo se analizaron los efectos de otro, lutecio (Lu**). Ya
en experimentos preliminares, se observé que la accion de Lu* seria mas compleja ya que produjo un aumento répido
de la corriente, seguido de una atenuacién durante la aplicacién del ién sobre la respuesta a GABA. Lu®>* provocé una
aumento en la afinidad aparente por GABA (0.4 £ 0.1 uM) y un incremento en la respuesta maxima a concentraciones
saturantes de agonista. También se evalué c6mo afectaba la presencia de Lu** a la accién de ciertos antagonistas, como
parametro de la funcion de los GABACR. E! antagonista competitivo, TPMPA, inhibi6 las respuestas evocadas por
GABA en presencia de Lu®* con una potencia semejante a lo observado en ausencia de este i6n. No obstante, no tuvo
un efecto protector de la atenuacién de la respuesta mediada por Lu*, sugiriendo que este proceso seria operado por
este ion independientemente de GABA. Las respuestas evocadas en presencia de Lu** también fueron sensibles a
picrotoxina pero con caracteristicas diferentes a lo ya descripto. Se elabord, ademas, un modelo de gating de los
GABACR y de la accién de Lu®, donde se propone la existencia de dos estados abiertos, revelado por la presencia de
este i6n, que ademas mediaria un proceso de desensibilizacion independiente de GABA.

Los estudios existentes sobre la cinética de los GABA(R fueron hechos con técnicas de pobre resolucién temporal, y
por esto decidimos realizar esta serie de experimentos en parches de membrana con la técnica de parch-clamp en la
configuracion outside out. Las respuestas al GABA obtenidas con esta metodologia presentaron un curso temporal
caracteristico de los GABA¢R: activacion y de-activacion lentas, de varios segundos de duracion, con escasa
desensibilizacion. La afinidad aparente por GABA calculada fue 4.0 = 0.8 uM con un n de Hill = 1.7 £ 0.5. La relacién
corriente-voltaje fue lineal, y el canal mostré6 una permeabilidad alta a cloruro. Se evalud la sensiblidad de los
GABACR en parches de membrana a una serie de agonistas (TACA, (-alanina, glicina), antagonistas (TPMPA,
picrotoxina, quercetina, zinc) y moduladores (La** y Lu*") conocidos. Todos estos produjeron efectos similares al
descripto previamente. Un estudio mas profundo de la cinética de de-activacion de las respuestas mostré que a
concentraciones altas de agonista, la relajacién era mejor descripta por ecuacion de decaimiento exponencial de
segundo orden; mientras a dosis cercanas al ECso, de primer orden. Esto sugeriria un modelo de gating con dos estados
abiertos con distinta cantidad de moléculas de agonista unido, que fue evaluado realizando simulaciones numéricas de
la actividad del receptor.



Abstract

y-aminobutyric acid (GABA) is the main inhibitory neurotransmitter in vertebrate central nervous system. Three
GABA receptors subtypes have been described according to their pharmacological properties: GABA,, GABAj, and
GABAc. GABA, (GABA4R) and GABA; (GABA(R) receptors also share their signaling mechanism, they are both
ionotropic receptors with high chloride permeability. GABAp receptors are metabotropic and commonly coupled to
G protein.

In this thesis, we show an extent pharmacological and biophysical description of GABA receptors with special
interest in GABACR. This is the more recently identified GABA receptor and characterizes by its resistance to the
classic GABAergic antagonist, bicuculine, and its slow time-course responses. Receptors were studied in this work
by means of the expression in Xenopus laevis oocytes and two different electrophysiological techniques: two-
electrode voltage clamp (TEVC) and patch-clamp in outside out configuration.

Ionotropic GABA receptors (GABA-R) can be modulated by a variety of compounds with different chemical
structure. Flavonoids (F) are a group of compounds isolated from vascular plant that show distinct
neuropharmacological effects. Some of them are anxiolytic and sedative, and a mechanism mediated by GABA
receptors has been suggested. In this study, we have evaluated the effects of a group of F on GABA receptors
function. The F tested were: quercetin, chrisin, apigenin, morin, flavone and a-naphtoflavone. Unexpectedly, these F
showed an overall inhibitory effects on GABA,R and GABACR. Quercetin was the most potent antagonist on both
types of receptors with an ICs, value of approximately 4 pM. The actions of quercetin on other ionotropic
neurotransmitter receptors, like cholinergic nicotinic, serotonin and kainate, were also tested. Different degrees of
inhibition were observed in all of them.

Both GABAAR and GABA(R can be blocked by the alkaloid picrotoxin. Different mechanisms of action have
been proposed for the inhibition of this antagonist on GABA,4R, including non-competitive and mix effects..
However, the exact mechanism of action for GABAcR has not been clarified yet. Picrotoxin produced a reversible
inhibition on GABACR with an ICsp = 0.6 £ 0.1 pM. Dose-responses (D-R) curves in the presence of this antagonist
(1, 10 and 100 uM) were right-shifted and an insurmountable blockage was seen for high concentrations of toxin. All
these suggest a non-competitive mechanism of action. However, as described for competitive antagonists, inhibition
was more profound with low agonist concentrations than higher. Picrotoxin action was also use-dependent, i.e.,
receptor activation was required to exert its effect. Antagonist wash out was also facilitated by GABA action. In
addition, picrotoxin produced an increase in de-activation rate of GABA-evoked responses, suggesting a non-
competitive effect. In summary, GABACR inhibition by picrotoxin would present a non-competitive or mix
mechanism of action, and also use-dependent effect, but in a lower degree than GABALR.

GABACR can be modulated by trivalent cations from lanthanides (L) series that produce an increase in GABA-
evoked responses. The actions of lanthanum (La**), one of the L, on GABACR have been characterized in a prevnous
study, and here we have analyzed the effects of other L, lutetium (Lu’"). In preliminary experiments, Lu’** showed
more complex actions, with a fast increase in GABA-evoked current, followed by attenuation during ion application.
An increase in apparent affinity for GABA (0.4 £ 0.1 pM) and also in maximal efﬁcacy was observed in the
presence of Lu**. The inhibition of some antagonists was evaluated in the presence of Lu® as a parameter for
GABACR functlon TPMPA, a competitive antagonist, inhibited the action of GABA and Lu** with a potency similar
to that was observed in the absence of this ion. However, Lu®* mediated current attenuation was not protected by this
antagonist, suggestmg that this process would be operated by this modulator independently of GABA. GABA-
evoked responses in the presence of Lu®* could also be inhibited by picrotoxin but with a different profile than was
previously described. In addition, a model for GABA(R gating and Lu** actions has been elaborated, in which two
open states were proposed based on this ion effect, that would also mediate a desensitization process independent of
GABA.

Currently available studies on GABACR kinetics have been carried out with techniques devoid of a proper time
resolution. This is why we decided to perform experiments on membrane patches with the patch-clamp technique in
outside out configuration. GABA-evoked responses showed typical GABACR characteristics when obtained with this
methodology: slow activation and de-activation kinetics, and poor desensitization even at high agonist
concentrations. An apparent affinity for GABA of 4.0 &+ 0.8 pM was calculated with a Hill coefficient = 1.7 + 0.5.
Current-voltage relation was lineal, and the channel was highly permeable to chloride. GABACR present in
membranes patches were tested with distinct already- known agomsts (TACA, B-alanine, glycine), antagonists
(TPMPA, picrotoxin, quercetin, zinc) and modulators (La** and Lu’*). They all showed similar effects to what was
already described. An extensive study on de-activation kinetics of GABA-evoked currents showed that relaxation at
high concentrations was better fit by a second order exponential decay equation, while at ECs, doses a first order was
used. This would suggest a gating model with two open states with distinct number of agonist bound molecules, that
was evaluated by numerical simulations of receptors function.
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Breve resefia historica de la transmision sinaptica

Las células nerviosas difieren de otras células del cuerpo en su habilidad para comunicarse
entre si rapidamente, y muchas veces a través de largas distancias y con gran precision. Esta
comunicacion rapida y precisa es posible gracias a dos mecanismos de sefalizacion: la
conduccidén axonal y la transmision sinaptica.

Charles Sherrington introdujo el término “sinapsis” a fines del siglo XIX [1] para describir
una zona especializada de contacto entre neuronas, que habia sido por primera vez caracterizada
por Ramon y Cajal como el sitio a través del que se comunican una neurona con otra [2].

Casi toda la primera mitad del siglo XX estuvo marcada por la controversia entre las hipdtesis
de la transmision sinaptica eléctrica y quimica. Los trabajos realizados en esta época se basaban
en el estudio de sinapsis ganglionares y neuro-musculares, y no fue hasta el descubrimiento en
esta ultima del potencial de placa (end plate potential, EPP) a fines de los afios 30, que esta
divergencia comenz6 a allanarse. En un principio, y paraddjicamente, con la caracterizacion del
EPP por J. Eccles, quien apoyaba fuertemente la hipdtesis de la transmision eléctrica [3] y luego,
a través de estudios de Schaefer [4], Kuffler [5, 6] y Fatt y Katz. En estos trabajos se observo que
los EPP tenian un rol excitatorio y precedian siempre al potencial de accion en el musculo.
Fenomenos similares se observaron luego en otras sinapsis periféricas.

Los primeros estudios de la fisiologia sindptica en el sistema nervioso central (SNC) fueron
realizados por Eccles y col.,, quienes casi inesperadamente, descubrieron los potenciales
postsinapticos inhibitorios (PPSIs) [7]. Ellos observaron que el disparo de potenciales de accion
en las motoneuronas de la médula espinal se podia inhibir estimulando la via aferente del
musculo que se oponia al movimiento del musculo inervado por la motoneurona. Las aferentes de
un musculo antagonista producen PPSIs que previenen que el potencial de membrana del
segmento inicial del axon alcance el umbral de disparo. Estos PPSIs hiperpolarizan la membrana
y generalmente atenuan a los potenciales sinapticos producidos por sinapsis excitatorias.

A pesar de que los PPSls de las motoneuronas estudiadas por Eccles estaban mediados por
otro neurotransmisor, en el cerebro y en la médula espinal el principal neurotransmisor que media
la inhibicion sindptica es el acido y-aminobutirico (GABA).

El GABA fue descubierto casi simultaneamente por Awapara y Roberts en 1950 a partir de

extractos de cerebros de mamiferos, pero su rol inhibitorio fue establecido por Florey y col.,




Introduccion

algunos afios después, en neuronas del organo receptor de estiramiento del acocil (en inglés
crayfish).

El mismo Roberts descubrié que el GABA se sintetiza en las neuronas a partir del glutamato
en una reaccion catalizada por un subtipo de la enzima acido glutamico decarboxilasa (GAD) [8].
Las neuronas que sintetizan el GABA se denominan GABAGérgicas. Se estima que alrededor de
un 30% de las neuronas del SNC de mamiferos presentan esta caracteristica, entre las que se
encuentran la mayoria de las intemeuronas de la corteza cerebral [9], las células de Purkinje del

cerebelo [10, 11] y las células amacrinas de la retina.

Receptores de GABA

Como se menciond, el rol fisioldgico preponderante del GABA es el de producir inhibicién
sinaptica en neuronas del SNC a través de los PPSIs en la neurona postsinaptica. Las propiedades
de estos eventos sinapticos dependen del tipo de receptor de GABA que medie la accion del
neurotransmisor.

La clasificacion actual de los receptores de GABA se propuso a mediados de los afios ‘80
[12] y se realizd sobre la base de sus propiedades farmacologicas, designando tres clases de
receptores como: GABA,, GABAg y GABA(c. Los receptores de GABAA (GABAAR) se
caracterizan por su sensibilidad al antagonista bicuculina, mientras que los receptores de GABAg
(GABAGRgR) son insensibles a la inhibicion por este antagonista, pero activables por baclofen.

A su vez, los receptores de GABA¢ (GABACR) son insensibles a ambos compuestos y esta
fue la clave para su caracterizacién. Las primeras evidencias de la existencia de receptores
ionotropicos de GABA diferentes a los receptores de GABA, surgieron a partir de ensayos de
binding en membranas de cerebelo, y casi simultaneamente, a partir de el estudio de las
respuestas sinapticas del tectum oOptico de la rana [13, 14].

Posteriormente, Miledi y col. lograron aislar las primeras corrientes ionicas mediadas por
GABAC(CR mediante experimentos de expresion heteréloga de ARN mensajero de retina bovina en
ovocitos de Xenopus laevis confirmando la existencia de este nueva clase de receptor [15] (ver
Fig. 1). Las respuestas al GABA observadas en los ovocitos inyectados con ARNm de retina,
tenian dos componentes que podian diferenciarse farmacoldgica y cinéticamente. Una fraccion de
la respuesta era bloqueable por bicuculina, y la corriente idnica remanente permanecia inalterada

aun en presencia de altas concentraciones de este antagonista. Por otra parte, el agonista GABAp
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Introduccion

baclofen era totalmente inactivo. Estas respuestas, atribuidas a la activacion de los receptores de
GABACR, mostraban un aspecto muy singular, carecian de desensibilizacion aun a
concentraciones altas de agonista y sus cursos temporales de activacion y de-activacion eran muy
lentos. Como se muestra en la Fig. 1, los ovocitos inyectados con ARNm de corteza cerebral, en

cambio, presentaban respuestas del tipo GABAAx.

CORTEZA RETINA

100 uM Bicuculina 100 uM Bicuculina
100 100 100 100
- e e - o

400 nA (corteza)
100 nA (retina)

4 min

Resistente a bicuculina

Fig. 1: Corrientes idnicas evocadas por GABA en ovocitos inyectados con ARNm total aislado
de corteza cerebral o retina bovina. Corteza: respuestas mediadas por GABA4R, sensibles al
antagonista bicuculina. Retina: respuestas mixtas, mediadas por GABAAR y GABACR. La
region sombreada en el trazo de la izquierda corresponde a la componente GABA, de la
respuesta, sensible a bicuculina. El trazo de la derecha, mediado por GABACR, corresponde a
la componente insensible a este antagonista. (tomado de [15])

Estructura de los receptores de GABA

Receptores de GABA, y GABA¢

Ademas de las diferencias farmacoldgicas, los receptores de GABA se distinguen por su
mecanismo de funcionamiento. Ambos receptores, GABAAR y GABACR, son ionotrépicos o sea
canales i6nicos y presentan una alta permeabilidad al i6n cloruro (CI'). Cuando el GABA se une
al receptor, provoca la apertura del canal que lleva al potencial de membrana cerca del potencial

de equilibrio para el CI', disminuyendo la excitabilidad [16].




Introduccion

Por su estructura, se los considera que los GABAAR y GABACR forman parte de la
superfamilia de canales iénicos activados por ligando, y dentro de ésta, a la familia de receptores
con lazo de cisteina (cys loop receptors), que incluye a los receptores de glicina, serotonina y los
colinérgicos nicotinicos (Fig. 2). La topologia tipica de una subunidad perteneciente a los
receptores de esta familia consta de una region N-terminal extracelular muy larga, seguida por 4
dominios transmembrana (M1-M4) y un extremo C-terminal corto extracelular. El N-terminal
contiene un péptido sefial, sitios de glicosilacion y un lazo de 15 residuos cerrado por un puente
disulfuro que ha sido propuesto como un determinante conformacional importante para la
interaccion con el ligando correspondiente [17]. Entre las regiones M3 y M4, ademas, se extiende
un largo lazo intracelular que presenta sitios de fosforilacion para PKA, PKC y tirosina-kinasas,
enzimas que pueden modular la amplitud de la respuesta del receptor y la tasa de
desensibilizacion [18].

Como se puede apreciar en la Fig. 2a, las subunidades se ensamblan para formar una
estructura en forma de anillo que rodea el canal central, el cual esta revestido por los segmentos
M2 contribuidos por cada subunidad [19]. Esta region resulita crucial para la apertura y cierre del
canal (garing) y le confiere selectividad al paso de iones [20].

Sobre la base del andlisis cristalografico del receptor colinérgico presente en la electro-placa
de Torpedo se ha propuesto una estructura pentamérica para los GABAAR y GABACR y se
piensa que los demds miembros de esta superfamilia de receptores compartirian esta
caracteristica.

Los GABAAR son los receptores de GABA ionotropicos prototipicos sobre el cual se han
realizado la mayor cantidad de estudios y muchas de sus propiedades se conocen con bastante
detalle.

Las primeras dos subunidades de los GABAAR fueron clonadas en 1987 [2]] y hasta el
momento, han sido encontradas dieciséis subunidades diferentes involucradas en la formacion de
GABAAR [22]. Estas proteinas son codificadas por genes diferentes y se han clasificadas en seis
clases, todas estructuralmente relacionadas y con un peso molecular aproximado de 50 kDa (o},
Bi.3, Y1.2L2s, €, O, 0 y m). Hay un 30% de identidad de secuencia entre clases de subunidades y un
70% de identidad entre subclases de subunidades [22]. Aunque el nimero de combinaciones
posibles de estas subunidades es teéricamente enorme, se presume que existirian no mas de diez
subtipos de receptores nativos [23]. La determinacion de cudles de ellos existen in vivo reviste de

singular importancia considerando que se ha demostrado que las propiedades farmacologicas y

5




Introduccion

biofisicas de los receptores recombinantes en sistemas de expresion heter6logos dependen de la

composicion de subunidades [24-26].
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Fig. 2: a. Estructura propuesta para los receptores ionotropicos de GABA. b. Subunidades
involucradas en la formacion de receptores de GABA, y GABA( (tomado de [27]).

Segun estudios de inmunoprecipitacion, alrededor de un 40% de los receptores en el cerebro
presentaria la composicion o;,y2, lo cual lo convertiria en el subtipo de receptor GABA mas
abundante [23]. El ensamblado de los receptores con la combinacién de subunidades a-f-y
estaria fuertemente favorecido, mientras que el arreglo a-f también daria lugar a receptores
funcionales [28], pero con propiedades farmacologicas muy diferentes, como se vera mas
adelante. La estequiometria de receptores recombinantes o nativos seria de 2a, 2f y 1y segun
estudios de inmunoprecipitacion [28], aunque existen otros trabajos que indicarian la formacion
de pentameros con 2 subunidades y [29, 30].

La subunidad p; se clond a partir de una biblioteca de ADNc de retina humana [31]. Los
receptores recombinantes expresados en ovocitos con esta subunidad mediaban corrientes ionicas
que tenian las mismas caracteristicas farmacologicas que las descriptas por Miledi y col., es decir,
insensibles a bicuculina y baclofen, y ademas presentaban el mismo curso temporal.

Luego, otras dos subunidades de tipo p fueron halladas y se denominaron p, y ps;, formando

una nueva familia de subunidades de receptores de GABA [32, 33]. Las subunidades p tienen
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aproximadamente un 60-70% de identidad de secuencia entre si y un 30-40% con respecto a
subunidades de los GABAAR [31, 34].

La composicion exacta y estequiometria de las subunidades de los receptores de GABAc
nativos del SNC, es desconocida. Las subunidades p; y p; son capaces de formar homdmeros
funcionales en diferentes sistemas de expresion heterélogos [31, 32, 35]. Si bien las respuestas
mediadas por ambos receptores presentaron propiedades farmacolégicas y electrofisioldgicas
muy similares entre si, la expresiéon de subunidades p, solas dio lugar a corrientes idnicas
considerablemente menores a las que resultaban de la expresion de p;.

Las subunidades p no son capaces de ensamblarse con las subunidades de los GABAAR. La
co-expresion en ovocitos de p con o, B2 y v2 y la co-expresion con la subunidad (3 del receptor de
glicina en células HEK no dio lugar a alteraciones detectables en las corrientes macroscopicas
[36]. Mas aun, experimentos de co-inmunoprecipitacion de subunidades p; y p; humanas con a,
a5 Y B1 no mostraron evidencias de que existieran interacciones entre estas proteinas in vitro [37).
Sin embargo, la subunidad p; mutada en el residuo T314 del segmento M2, que produce
aperturas espontaneas del canal [38], podria co-ensamblarse con subunidades y,s de GABAAR e

incluso con subunidades de receptores de glicina [39].
Receptores de GABAg

Los receptores de GABAg (GABAgR) son metabotropicos (Fig. 3B), generalmente estan
acoplados a proteinas G y sistemas de segundos mensajeros que actiian sobre canales de Ca®' o
de K'. Los receptores presinapticos aumentan la conductancia de K' y disminuyen la
conductancia de Ca®*, inhibiendo de esta forma la liberacién del neurotransmisor. La activacién
de los GABAgR postsindpticos produce una hiperpolarizacion muy lenta por activacion de
canales de K. El clonado de subunidades de este receptor revelé que presentan gran similitud
estructural con la familia de receptores metabotrépicos glutamatérgicos, con un dominio N-

terminal extracelular muy grande y 7 dominios transmembrana [40].
Localizacion de los receptores ionotrépicos de GABA

Los GABAAR son ubicuos en el cerebro y la médula espinal [17]). Segun estudios de

localizacion, las subunidades de los GABAAR con mas amplia distribucién son o, o, a3, B2, B3
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y Y2 [4]1, 42]. La subunidad as tendria una expresion mas restringida, constituyendo
aproximadamente un 20% de la poblacion de GABAAR en el hipocampo. A su vez, la expresion
de la subunidad o se encuentra casi exclusivamente confinada a las células granulares del
cerebelo, e intimamente relacionada con la expresion de la subunidad & [41]. Los receptores
ensamblados con estas dos subunidades presentan ademds caracteristicas farmacoldgicas y

biofisicas muy particulares [43].

Transmitter Receptor

Transmitter
/ Adenylate cyclase

Extracellular

Academic Press items and denived items —
copynight © 1999 by Academic Press

Fig. 3: Estructura de los receptores ionotropicos y metabotropicos. A. Esquema de un receptor
ionotropico de la familia que contiene un lazo de cisteinas. Se ilustra la region extracelular de
unién a ligando, el canal y la compuerta (gate). En el diagrama de abajo se detallan las cinco
subunidades que forman un receptor. B. Esquema de un receptor metabotrdpico, de siete pasos
transmembranales. También se ilustra a su lado, la via de sefializacion a través de la proteina G
y la adenilato ciclasa. En la parte de abajo se muestra con mas detalle la estructura del receptor.

Ademas, distintas isoformas de una misma subunidad pueden ser dirigidas a compartimentos

neuronales diferentes: en las células piramidales del hipocampo, o, esta presente en sinapsis axo-
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axdnicas mientras que o se halla uniformemente distribuida en sinapsis somaticas, en dendritas
proximales y distales, en las espinas y en el segmento inicial del axon [27].

En este sentido, se ha propuesto que la gefirina, un proteina clave en el control de la
localizacion postsinaptica del receptor de glicina, también cumpliria un rol muy importante en la
estabilizacion de los GABAAR en la membrana postsinaptica, protegiéndolos contra la
endocitosis, a través de su interaccion con la subunidad y; [44, 45].

Otra proteina, denominada GABARAP, co-inmunoprecipita con los GABAAR de extractos de
cerebro e interactia con los micrtibulos [46]. Los GABACR, por el contrario, no interactian con
gefirina ni con GABARAP, sino con una proteina asociada a los microtubulos llamada MAP-1B

[47].

Localizacion y funcion de los GABAcR

Estudios de localizacion confirmaron la presencia de las subunidades p de los GABACR en la
retina de distintas especies animales. Mas precisamente, se observd una intensa
inmunoreactividad correspondiente a las subunidades p en la capa plexiforme interna, donde se
ubican las interconexiones entre los terminales de las células bipolares y las ganglionares y entre
las células amacrinas y las bipolares. Los terminales de las células bipolares son gigantes y
constituyen tienen el sitio de liberacién del glutamato hacia las células ganglionares. Estas
terminales sinapticas son inervadas por un tipo especial de células amacrinas GABAérgicas. En
una preparacion de células disociadas de la retina, se observo que las subunidades p estarian
localizadas dentro de esta terminal [48].

Mediante técnicas de hibridizacién in situ y RT-PCR se observd que la subunidad p», pero no
la py, presenta un alto nivel de expresion en muchas regiones del cerebro, incluyendo cerebelo,
corteza, hipocampo y médula espinal [49]. La funcién de la subunidad p; en estas regiones del
cerebro, es desconocida.

Se han descripto corrientes i6nicas evocadas por GABA con las caracteristicas de los
GABACR en la retina de distintas especies animales. Por un lado, en las células bipolares de la
retina de rata y salamandra tigre se describieron corrientes idnicas evocadas por GABA
insensibles a bicuculina y baclofen [50, 51]. Estas respuestas, bloqueables por picrotoxina, s6lo

se observaron cuando el GABA se liberé mediante aplicaciones locales sobre los terminales de
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estas células, pero no cuando se realizaban sobre el soma o las dendritas [S1]. La activacion de
los GABACR provocé una disminucidn de la entrada de calcio en los terminales a través de
canales de calcio voltaje dependientes, sugiriendo un importante rol inhibitorio presindptico en
estas células [52, 53].

La transmision GABAérgica de las células amdcrinas hacia las terminales de las células
bipolares forma ademas un lazo de realimentacion negativo ya que una parte de la informacion
que las células bipolares envian a las células amacrinas vuelve a su terminal [52]. Esto podria
aumentar la relacion sefial-ruido, ampliando el ancho de banda de la respuesta. De esta manera, la
sinapsis amdcrina-bipolar proveeria un sitio de control de la ganancia para la sinapsis bipolar-
ganglionar.

Recientemente, se ha descripto que en ratones en los que se ha efectuado una delecion del gen
que codifica para la subunidad p), las respuestas de tipo GABA(¢ estan completamente ausentes
[54]. El procesamiento visual de estos ratones resulté alterado por lo que estos resultados
demuestran que la subunidad p; es requerida para la expresion de receptores funcionales de
GABAC( y que la ausencia de los mismos afecta al flujo de informacién dentro de la retina.

También se describieron respuestas tipo GABA( en células bipolares del pez dorado [55] y en
las células horizontales de la retina del pez gato y perca blanca [56, 57] e incluso en
fotoreceptores de porcinos [58].

Ademas de la retina, se han observado respuestas tipo GABA¢ en distintas regiones del
cerebro de mamiferos, como en el hipocampo de animales jovenes [59] y en édreas subcorticales
relacionadas con el procesamiento visual. Una de estas regiones es el coliculo superior donde es
posible encontrar receptores de GABA de tipo A y también C, con efectos contrastantes ya que
estos ultimos tendrian un efecto desinhibitorio en lugar del rol clasico inhibitorio [60, 61]. Los
GABACR estarian localizados en ciertas intemeuronas GABAérgicas que mediarian, a su vez, la
inhibicién sobre neuronas que reciben entradas excitatorias de la retina o corteza. También se
hallaron resultados similares en interneuronas del nicleo geniculado lateral, otra area visual del

talamo, donde existirian respuestas mediadas por los tres tipos de receptores de GABA [62].
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Propiedades farmacolégicas de los receptores ionotrépicos de GABA

Agonistas de los receptores ionotropicos de GABA

El ligando fisiolégico de los receptores de GABA es el GABA. Sin embargo se han
encontrado en el SNC, otros compuestos capaces de interactuar con estos receptores, como el
acido imidazol-4-acético y [-alanina, que también fueron postulados como agonistas enddgenos
(ver Fig. 4) [63].

La molécula de GABA posee una considerable flexibilidad conformacional debido a que cada
unién simple puede rotar libremente. Esto permite encontrar una gran variedad de analogos
conformacionales del GABA con propiedades agonistas. Los receptores de GABA, presentan
preferencia por las formas parcialmente plegadas de la molécula de GABA y se han encontrado
analogos de esta conformacidon que son potentes agonistas. Algunos de ellos son: el acido
nipecdtico, isoguvacina, THIP (4,5,6,7-tetrahidroisoxazolo [5,4-c]piridin-3-0l) y P4S (acido
piperidin-4-sulfénico). Mientras que un analogo de la conformacién totalmente extendida, el
14AA (acido imidazol-4-acético), es también un agonista GABA,, pero menos potente (ver Fig.
4) [63, 64].
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Fig. 4: Estructura de algunos agonistas de los receptores ionotropicos de GABA (tomado de
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El muscimol es uno de los agonistas exdgenos mas utilizados en el estudio de los receptores
de GABAA. Esta molécula es un heterociclo que puede existir en forma completamente extendida

o en la conformacion plegada y exhibe una gran potencia y afinidad por estos receptores.

La union y des-unién de cada uno de estos agonistas a su sitio en el receptor representa una
reaccion quimica que sigue la ley de accion de masas. En estos procesos existe una constante de
tiempo que describe la velocidad de entrada de la molécula, que se denomina k,,, y otra para la
salida, ko, que son diferentes para cada agonista. El esquema de la reaccion se muestra a

continuacion:

kOff
A+R S AR (1)
k

on

Donde A, representa a la molécula de agonista y R, al receptor. La relacion entre estas dos
constantes, Ko/ Kon, determina la afinidad del receptor por cada uno de ellos y por lo tanto, afecta
también en parte al valor de la afinidad aparente (o concentracion efectiva para el 50% de la
respuesta, ECso).

Ademas, se sabe que la de-activacion de las corrientes idnicas mediadas por los receptores
esta fuertemente determinada por el valor de la constante koyr. Los cursos temporales de las
respuestas evocadas por cada uno de los distintos agonistas son muy diferentes y se ha observado
que la relajacion de las respuestas esta correlacionada con la afinidad aparente del agonista
utilizado [65, 66].

A su vez, la unién de los distintos agonistas tipo GABA, presenta la particularidad de tener
una constante de tiempo (ko,) muy lenta con relaciéon a lo reportado para otros receptores
ionotropicos. Es decir, que la entrada del agonista a su sitio en el receptor esta limitada por una
barrera de energia, superior a lo esperado para una limitacién simplemente difusiva, que seria ain
mas determinante que la constante ko sobre la afinidad aparente por cada agonista [65].

Si bien la naturaleza quimica de todos los agonistas GABAA enumerados es muy diferente,
asi también como la flexibilidad conformacional o la orientacidn, ninguno de estos factores
parece poder explicar las diferencias en las afinidades observadas. Por el contrario, existe una
excelente correlacién entre este parametro y la “longitud” de la regién de cada una de las distintas
moléculas que es similar al GABA [65].

Las propiedades farmacolédgicas de los receptores GABA4 dependen de la composicion de
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subunidades del receptor [24, 25]. Por ejemplo, la afinidad del GABA por el receptor o 32y2, una
combinacion muy frecuente en el SNC, es de aproximadamente 10 uM. Para otras combinaciones
de subunidades se han reportado valores que van desde 1 pM (asP3,) hasta 487 pM (asBay2) [24,
25, 67).

Los receptores de GABA( presentan una sensibilidad al GABA mayor que la exhibida por los
de GABAA,, con valores de afinidad que tipicamente van de 1 a 4 uM [15, 32, 56, 68-70]. Por
otro lado una caracteristica distintiva de los receptores de GABA( es que los analogos del GABA
de rotacién restringida acido trans-4-aminocrotonico (TACA) y acido cis-4-aminocroténico
(CACA) son activadores muy fuertes (Fig. 4). En estos receptores, TACA es el agonista mas
potente, seguido por GABA y el muscimol [67]). Otros agonistas GABA¢ de relevancia
fisiologica son f-alanina y glicina aunque presentan una afinidad y eficacia maxima mucho
menor [71].

Se ha demostrado que la afinidad aparente de los agonistas mas potentes de los GABACR,;
GABA, muscimol y TACA; presenta un grado importante de correlacion con la eficacia de cada
uno de ellos [66]. Es decir, que la afinidad de binding de estos tres agonistas es idéntica pero no
asi sus eficacias.

Los agonistas GABA THIP, 4cido isonipecotico y P4S se comportan como antagonistas del
receptor GABA( [67].

Antagonistas de los receptores ionotropicos de GABA

El antagonista competitivo clasico de los receptores GABA4 es la bicuculina, un alcaloide
aislado de la planta Dicentra cucullaria (ver Fig. 5). Como se menciond anteriormente, los
receptores GABA( son resistentes a la accion de concentraciones bastante altas de bicuculina [15,
63]. Otra clase de antagonistas competitivos de los receptores de GABAA son los derivados
piridazinicos del GABA, entre los que se encuentra SR95531 que si tiene un efectos inhibitorios
sobres los GABACR [63, 71, 72].

Existe un antagonista especifico GABA¢, denominado TPMPA ((acido 1,2,5,6-
tetrahidropiridin-4-il) metilfosfonico; Fig. 5) de origen sintético, que es dos 6rdenes de magnitud
mds potente sobre esta clase de receptores respecto de los otros receptores de GABA [73]. Su

mecanismo de accion es de tipo competitivo puro.

13




Introduccion

Una gran variedad de compuestos son capaces de inhibir las respuestas mediadas por los
receptores ionotropicos de GABA en forma no-competitiva 0 mixta, como por ejemplo:
picrotoxina (Fig. 5) y TBPS (t-butilciclofosforotionato) [16, 63, 74-77].

Picrotoxina es una mezcla equimolar de dos compuestos, picrotoxinina y picrotina, aislados
de la planta venenosa Anamirta cocculus. Su accion antagonista se produce por interaccion con
sitios de reconocimiento ubicados en la proximidad del canal anidnico. Picrotoxina es incapaz de
inhibir la fijacion de agonistas a los receptores de GABA,, a diferencia de la bicuculina puede
producir su efecto aun aplicada intracelularmente [16, 63].

Los mecanismos por los cuales picrotoxina bloquea las corrientes de ClI" mediadas por GABA
son complejos. La aplicacion de esta toxina produjo una reduccion de la frecuencia de apertura
del canal medida mediante registros de canal unico [75]. Segun estos autores, la picrotoxina se
uniria preferentemente a una forma del receptor de GABA, unida al agonista y estabilizaria los
estados cerrados del canal idnico asociado a GABA. Este mecanismo de accion diferencial segun
el estado del canal fue originalmente descripto para farmacos bloqueantes de canales abiertos y se
denomind “dependencia del uso” [78]. Sobre la base de estos resultados han postulado un
mecanismo alostérico de bloqueo para la picrotoxina sobre los GABAAR.

Yoon y col. propusieron que la accién de la picrotoxina es mediada por dos mecanismos
diferentes. Por un lado, un bloqueo de las corrientes i6nicas activadas por GABA rapido y no-
competitivo; y en paralelo, una inhibicidn de naturaleza acompetitiva que depende del *“uso” y
requiere un paso previo de uniéon de moléculas de GABA a su receptor. En este modelo la
picrotoxina se comportaria como un antagonista mixto [77].

Los GABAC(R también son sensibles a la inhibicidn por picrotoxina aunque su mecanismo de
accion seria diferente al descripto para los GABAAR. Distintas evidencias indicarian que
mecanismo de accidn no-competitivo puro no describiria exactamente las acciones de picrotoxina
sobre los GABACR [32, 72, 79]. Ademas, la dependencia del uso de este antagonista seria menos
marcada en receptores de bovinos y de vertebrados inferiores [57, 72]. No obstante, muchos
aspectos de la inhibicion de los GABACR por este antagonista permanecen sin aclarar, y es por
esto que hemos indagado en sus propiedades, en un trabajo que se muestra en el Capitulo II de

esta tesis.
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Moduladores de los receptores ionotrdpicos de GABA: Benzodiazepinas,
barbituricos y B-carbolinas.

Las benzodiazepinas (BZD) son el grupo de psicofirmacos con mas alto indice de
prescripcion médica desde hace décadas debido a sus propiedades ansioliticas, sedantes,
miorrelajantes, anticonvulsivantes e hipnoticas [80-82].

A mediados de los afios ‘70 las sinapsis GABAérgicas fueron identificadas como el sitio de
accion de las BZD. Mas tarde se descubrié que estas drogas modulaban la actividad de los
receptores de GABA,, potenciando sus efectos inhibitorios sobre la actividad neuronal [63, 81-
85]. Las BZD no tienen actividad por si mismas pero incrementan la magnitud de las respuestas
al GABA mediadas por receptores de GABAA. Sobre la base de su potencia farmacoldgica, es
decir, al valor maximo alcanzado de su efecto se clasifican en agonistas totales o parciales. En la

Fig. 5 se muestra la estructura quimica de diazepam, una de las BZD mds potentes y conocidas.

Nl
CcH,
HN

TPMPA

Picrotoxina

i 9 HOY

Diazepam Alfaxolona

Fig. 5: Estructura de algunos antagonistas y moduladores de los receptores ionotrépicos de
GABA (tomado de [22]).

Las BZD se unen a la subunidad o del receptor de GABAA. Sin embargo la presencia de la

subunidad y; le confiere al receptor de GABA4 una alta sensibilidad a BZD [86].
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Esta modulacion es altamente selectiva. Ninguno de los otros receptores a neurotransmisores
(como por ejemplo: aminoacidos inhibitorios como glicina o excitatorios, como glutamato y
aspartato; o monoaminas) son afectados por BZD a concentraciones terapéuticas [81].

Otros moduladores farmacoldgicos de la actividad de los receptores de GABA, son las f3-
carbolinas y los barbitiricos. Sus mecanismos de accién presentan caracteristicas similares a las
descriptas para las BZD.

Los barbituricos fueron utilizados durante afios por sus efectos sedantes y anestésicos, hasta
la irrupcion de las BZD. La razén de este desplazamiento se debid a la extremadamente baja
toxicidad de estas ultimas. Los barbitiricos poseen dosis letales cercanas a los ECso y ademads sus
acciones farmacologicas son muy amplias [63].

Sin embargo, existen también algunas B-carbolinas y BZDs como por ejemplo DMCM (6,7
dimetoxi-4 etil-B carbolin-3-carboxilato), o B-CCB y 4'-Cl-Diazepam (RO 5-4864), que poseen
efectos completamente opuestos. Son ansiogénicas y proconvulsivantes, y ademas inhiben las
corrientes i0nicas mediadas por los GABARR, lo que llevé a que se llamaran agonistas inversos
del sitio de BZD [63].

Ciertas BZD modulan la actividad de los receptores de GABA(, sin embargo el perfil
farmacoldgico de estas acciones es claramente distinto. La ausencia de subunidad y, en los
pentameros y otras caracteristicas estructurales contribuyen a esta propiedad [87].

Hasta el presente no se han encontrado efectos modulatorios de -carbolinas y barbituricos

sobre receptores de GABA constituidos por subunidades p.

Moduladores de los receptores ionotropicos de GABA: Esteroides

Los esteroides poseen una amplia y variada influencia sobre las neuronas del SNC de
mamiferos. Por ejemplo se encuentran involucrados en diversos procesos en el desarrollo del
cerebro, en la migracion y regeneracion neuronal, en la determinacion de la estructura dendritica,
y la modulacién de la actividad neuronal y comportamental [88-91]. Muchas de estas acciones
responden a la capacidad de muchos esteroides para regular, positiva o negativamente, la
expresion génica [90]. Sin embargo, existen esteroides que median eventos de control de la
actividad neuronal que son independientes de su accién sobre el genoma. Estos efectos se
desarrollan con latencias de segundos a unos pocos minutos, aun en presencia de inhibidores de

la sintesis proteica e incluso bloqueando su acceso a los receptores intracelulares [89-91].
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Los esteroides pueden actuar sobre distintos tipos de receptores de neurotransmisores y
canales 16nicos, incluidos los receptores ionotropicos de GABA, y otros receptores como los de
glicina y glutamato [92-95].

Se denominan “neuroesteroides” a aquellos derivados del colesterol sintetizados en células de
la glia en el SNC. Algunos de los esteroides para los cuales se ha demostrado este camino
biosintético son, por ejemplo, 3B-hidroxi-Sa-pregnan-20-ona (pregnenolona) y varios derivados.
Algunos de ellos, como la alopregnanolona (3a-hidroxi-5a-pregnan-20-ona) o el alotetrahidro
DOC (alotetrahidrodeoxi corticosterona), se encuentran en altas concentraciones en la corteza
cerebral y el hipotalamo de ratas sometidas a estrés [96]. Por el contrario, los ‘“esteroides
neuroactivos” son moléculas naturales o sintéticas que presentan algun tipo de actividad sobre el
SNC [97].

Gran parte de los esteroides neuroactivos, incluyendo aquellos con efectos anestésicos, como
la alfaxolona (ver estructura en Fig. 5), ejercen su accién potenciando alostéricamente las
respuestas mediadas por los receptores de GABA, [89, 91, 98-103]. Otros esteroides que ejercen
acciones similares son, por ejemplo: la progesterona, DOC (deoxicorticosterona),
alopregnanolona o los isémeros de la pregnenolona 3a-OH-DHP y THDOC [91, 92].

También se han encontrado neuroesteroides con efectos proconvulsivante y excitatorios de la
actividad neuronal. Ejemplos de éstos son la pregnenolona-sulfato y la DHEAS que presentan
una accion inhibitoria sobre las corrientes iénicas evocadas por GABA [90, 91, 104-106].

En un principio se especuld que el sitio de accion de estos esteroides en los receptores de
GABA, era el mismo que el de los barbituricos, sobre todo teniendo en cuenta su perfil
bioquimico y electrofisiologico [89, 105, 107, 108]. Sin embargo, mds tarde se descubrié que
s6lo compartian algunos aspectos de su mecanismo de accién [98-100, 109, 110].

La accion de los esteroides sobre los receptores de GABA( difiere en muchos aspectos. Los
anestésicos esteroides clasicos, como alfaxolona, alopregnanolona y 5a-THDOC presentan
efectos contrapuestos: inhiben a altas concentraciones de agonista y potencian a bajas [103, 111,
112]. Otros esteroides como pregnanolona, SB-THDOC y 58-DHP, inhiben reversiblemente las
respuestas mediadas por los GABAcR. Pregnanolona fue el esteroide con mayor potencia

inhibitoria, con un mecanismo de accién no-competitivo [113].
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Moduladores de los receptores ionotrdpicos de GABA: Flavonoides

Los flavonoides son sustancias de bajo peso molecular que se encuentran en plantas
vasculares [114, 115], pertenecen al grupo de las fenil-benzopironas y presentan una variedad de
estructuras basicas. Generalmente se hallan conjugados a azucares, aunque la forma libre también
ha sido identificada en la naturaleza. Los flavonoides son importantes constituyentes de la dieta
humana, ya que se encuentran en frutas, vegetales, nueces, semillas, tallos y flores [116]. Se han
descripto una amplia variedad de actividades bioldgicas para los mismos [114, 117, 118].
Muchos poseen propiedades antivirales y antinflamatorias, actividades vasculo-protectora y
antitrombadtica, espasmolitica y efectos estrogénicos, antioxidantes y protectores del rifion [117-
120].

También se han caracterizado acciones neurofarmacolégicas como analgesia, efectos sobre la
movilidad y el suefio [121, 122], la modulacién del metabolismo oxidativo neuronal [123], y
efectos proconvulsivantes, anticonvulsivantes, sedantes y ansioliticos [116, 121, 124-128]. Estos
efectos sobre el sistema nervioso central (CNS) son complejos e involucran diferentes
mecanismos [116, 119, 129], incluyendo acciones sobre receptores sinapticos o canales i6nicos
[116, 130-138].

Segun estudios farmacolégicos realizados en roedores, ciertos flavonoides presentan
actividad ansiolitica (ej: crisina) o sedante (ej: apigenina). Ademas numerosos estudios de
binding han sugerido que algunos flavonoides serian ligandos especificos del sitio de BZDs en
receptores de GABA [124, 125, 127, 130].

Basados en estas y otras evidencias, se ha propuesto un mecanismo similar al de las BZDs
para la modulacion por flavonoides de los receptores de GABA [116, 134, 139]. Sin embargo, no
existe todavia una confirmacion experimental, a través de estudios funcionales, de esta hipotesis
y por esto decidimos ponerla a prueba en el Capitulo I, evaluando los efectos de un grupo de
flavonoides (sus estructuras quimicas son ilustradas en la Fig. 6 de dicho Capitulo) sobre las

corrientes ionicas mediadas por dos tipos de receptores de GABA.

Moduladores de los receptores ionotrépicos de GABA: iones

La capacidad de diversos cationes de modular la actividad de receptores sinapticos y canales

idnicos se conoce desde hace afios. Por ejemplo, los receptores de glutamato y de glicina son
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susceptibles a modulacion por iones [140-143]. En particular, los receptores de glutamato tipo
NMDA son inhibidos por Zn*', mientras que las corrientes mediadas por los receptores de tipo
AMPA fueron potenciadas por este mismo ién [141, 142]. Notablemente, se ha encontrado Zn>"
dentro de los terminales nerviosos [144, 145] y se observd ademds, liberacion de este catidn a la
brecha sindptica luego de la estimulacion nerviosa [146, 147]. Estas observaciones sugirieron que
la modulacion por Zn** de receptores sindpticos podria tener una singular relevancia fisioldgica.

La primera descripcion acerca de la modulacién de los GABAAR por cationes inorganicos fue
realizada en la sinapsis neuromuscular de la langosta [148]. En ese trabajo se mostré como las
corrientes ionicas evocadas por GABA eran bloqueadas por Zn** (y Cu). Luego, se reportaron
resultados similares para este mismo i6n y también Cd** en neuronas del SNC de vertebrados
[149].

También se ha caracterizado el efecto de Hg®" y otros cationes como los trivalentes
correspondientes a la serie de los lantdnidos, que produjeron un efecto potenciador de las
respuestas de los GABAAR [150, 151].

Los lantanidos, que pertenecen a los elementos de transicién intema segun la clasificacion
periddica, produjeron un aumento en las corrientes ionicas evocadas por GABA, con un ranking
de potencia muy definido: los elementos de mayor nimero atémico eran los que producian mayor
efecto. Una caracterizacion mas profunda mostré que dos de los elementos pertenecientes a la
serie, terbio (Tb*") y lantano (La**, el primero de la serie), produjeron un aumento en la afinidad
aparente por el GABA [151, 152]. La potenciacién fue dependiente de la concentracion y
completamente reversible, lo que sugiere que el efecto estaria mediado por una interaccion
directa con los GABAAR. Ademas, Tb>* tuvo un efecto per se a concentraciones milimolares,
independiente de la presencia de GABA.

Sin embargo, se ha reportado que los GABAAR de las neuronas de la raiz dorsal de ratas son
inhibidos por La®* [153]. En esta preparacion, La** produjo una leve potenciacién en
concentraciones de alrededor de 30 uM, pero antagonizo las mismas en el rango milimolar. Estos
resultados aparentemente paradojicos podrian ser atribuidos a una accion contraria de La®' segun
las subunidades que componen los receptores en uno y otro estudio.

Los GABACR presentan una sensibilidad a los iones similar a la de los GABAAR. Se ha
demostrado que los GABACR son bloqueables por los cationes divalentes Zn*, Ni** y Ccu®,
pertenecientes al periodo 4 de la Tabla Periddica de los elementos [154]. El mecanismo de accion

propuesto para Zn®" fue de tipo mixto: a bajas concentraciones, competitivo y a altas, no-
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competitivo [155]. Otros iones que corresponden al periodo 5, como Cd?' y Co?*, también tienen
efectos bloqueantes sobre los GABACR [154, 156].

Tanto Hg®* como los lantanidos presentan un efecto modulatorio sobre los receptores de
GABAC( expresados en ovocitos [154, 156]. Las respuestas mediadas por estos receptores se
vieron incrementadas en presencia de estos cationes trivalentes, y al igual que para los GABAR,
la potencia fue mayor para los elementos de mayor nimero atémico, y menor radio iénico. La**
produjo un aumento en la afinidad de las respuestas al GABA, provocando un desplazamiento de
la curva D-R para este agonista, pero conservando el valor de la respuesta maxima [154].

En el estudio incluido en el Capitulo IIl, caracterizamos la accidn del elemento de la serie de
los lantanidos de mayor niimero atomico, lutecio (Lu’*). En experimentos preliminares, Lu**
mostré un efecto sobre las corrientes idnicas mediadas por los GABACR que sugirio un
mecanismo de accion diferente al de La**. Para este capitulo, se realizaron una serie de
experimentos y simulaciones numeéricas para intentar entender los efectos de estos iones y

proponer su mecanismo de accion.

Propiedades biofisicas de los receptores ionotropicos de GABA

Permeabilidad y conductancia unitaria

Como se ha visto, los receptores de GABA, son canales anidnicos a través de los cuales
permean, en condiciones fisiologicas, fundamentalmente iones CI. Estudios previos de los
potenciales sinapticos inhibitorios (IPSPs) mediados por estos receptores permitieron demostrar
que estos canales pueden conducir otros iones inorganicos y organicos [157]. La secuencia de
permeabilidad a aniones inorganicos es: SCN" > I' > NO3” > Br> NO;" > CI' > HCO3" > F >
H,PO4". Las permeabilidades relativas se obtuvieron midiendo el potencial de reversion de la
corriente evocada por GABA cuando el Cl" del lado citoplasmatico del canal era reemplazando
por distintas especies anidnicas. Sin embargo, la secuencia de conductancia es casi la inversa lo
cual indicaria que la tasa de transporte i6nico se encuentra limitada por la unidn de los aniones a
sitios dentro del poro del canal [158]. Los experimentos de sustitucion idnica han permitido

determinar para el receptor GABA A un tamaiio de poro de aproximadamente 5.6 A.
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Estudios de *“patch-clamp” en neuronas de la médula espinal en cultivo revelaron que los
GABAAR tienen multiples niveles de conductancia. El nivel predominante seria de 30 pS, pero
también existirian otros estados de menor probabilidad con conductancias de 12 pS, 19 pS y 44
pS [159]. Es posible que los distintos estados de conduccién encontrados reflejen la coexistencia
de subtipos de receptores ensamblados con distintas combinaciones de subunidades del receptor.
Por ejemplo, en células transfectadas con ADNc de las subunidades o y (3, los canales
presentaron una conductancia media de 11 pS, mientras que en las células que expresaban
combinaciones o[, se registrd la actividad de canales con conductancias de 17 pS [16, 25]. Por
su parte, los receptores ensamblados con la combinacién a,f3;y; poseerian una conductancia de
30 pS [16].

Segun diferentes estudios, la conductancia unitaria de los GABACR de distintas preparaciones
seria muy pequefia, en el érden de 1 pS [50, 160]. Por lo tanto, todos los estudios relacionados
con las propiedades intrinsecas al canal se ven dificultados por la pobre resolucién de eventos
unicos de apertura. No obstante, la permeabilidad relativa para distintos iones pudo ser
establecida, observandose una secuencia muy similar a la de los GABAAR, pero con una
permeabilidad mas alta respecto de éstos receptores para SCN’, I', NOy", Br' y HCOj', lo que

sugeriria un mayor didmetro del poro [160].
Propiedades cinéticas
En los estudios preliminares de las propiedades cinéticas de los GABAAR, se observo que el

proceso de activacion seria mas compleja que el modelo propuesto por Del Castillo y Katz (1)

para canales activados por ligando [161, 162].

kuﬂ‘ a
R S AR 5 AR* )
5k(m p

En aquellos trabajos se realizd un exhaustivo analisis de los tiempos en los que el canal
permanecia abierto y cerrado, y se observo que la frecuencia de apertura aumentaba conforme se
incremento la concentracion de GABA. Y por otro lado, que las distribuciones de los tiempos en
los que el canal permanecia abierto se debian ajustar, al menos, a dos funciones exponenciales,

sugiriendo mas de un estado abierto y de conectividad algo mas compleja.
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Las corrientes unitarias a través del canal abierto del receptor GABA4 pueden ser descriptas
como rafagas de actividad interrumpidas por breves periodos de cierre del canal. Estos episodios
tienen una duracion de 15-40 mseg. con 2-3 interrupciones por rafaga [159]. Las rafagas de
actividad serian expresion de receptores que unieron GABA y cuyas aperturas y cierres dentro de
dicho fendémeno ocurririan independientemente del ligado o liberacién de nuevas moléculas de
GABA. Se propusieron tres estados abiertos para este receptor que serian el reflejo de las
aperturas con tres constantes de tiempo diferentes. Las constantes no dependerian de la
concentracion de agonista, y por lo tanto, el aumento en la magnitud de la corriente (o de la P,)
evocado por mayores concentraciones de GABA seria el reflejo de un incremento proporcional
de las aperturas con los tiempos mas largos en detrimento de las de menor duracién [163].

Este modelo de gating fue luego confirmado con registros de corrientes macroscopicas fuera
del estado estacionario, donde ademas se observd que la desensibilizacién del receptor juega un
rol importante en la delineacion del curso temporal de la respuesta [164].

La desensibilizacion es un proceso de disminucion en la amplitud de la respuesta, que se
observa para distintos tipos de receptores ionotropicos durante la aplicacion prolongada de
concentraciones saturantes de agonista [17]. Este fendmeno fue estudiado por primera vez en los
receptores de acetilcolina (AChR) y representaria un importante mecanismo fisiologico de
control de la excitacién e inhibicion en el tiempo [165]). En los GABAAR la desensibilizacion
tendria caracteristicas similares a las de los AChR, como la dependencia del voltaje; y otras
distintas, como la insensibilidad a la concentracién de Ca®* (extra o intracelular) [165, 166]. La
magnitud de la desensibilizacion y la constante de tiempo con la cual se desarrolla dependerian
de la concentracion de GABA utilizada [167].

Como se menciond previamente, la conductancia unitaria de los GABACR seria de un valor
muy pequeiio, dificultando hasta ahora la posibilidad de realizar estudios de canal unico para
caracterizar las propiedades cinéticas del canal. No obstante, existen evidencias que indicarian
que el tiempo medio de apertura seria largo, de cientos de milisegundos o incluso unos pocos
segundos, que es coherente con la lenta cinética de relajacion observada para estos receptores
(ver Fig. 1, retina) [50, 160, 168]. La de-activacion de las respuestas macroscopicas se ajust6 a
una ecuacion de decaimiento exponencial de primer orden con una constante, Tycact, de ~ 25 seg.
[168]. También se demostré que la molécula de agonista seria capturada por el receptor, durante

la apertura del canal, y que esta seria la causa de que se observen tiempos de abierto tan largos.
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Los GABACR se caracterizan ademds porque presentan un grado de desensibilizacién
particularmente bajo, aun a concentraciones altas de agonista [15, 50].

Por esta misma dificultad para resolver eventos de apertura en experimentos de canal unico,
no ha sido posible hasta ahora determinar en forma directa la cantidad de estados cerrados y
abiertos del receptor y sus constantes de tiempo caracteristicas. Sin embargo, existen algunos
estudios que por métodos indirectos permitieron plantear un esquema de gating determinado.

Uno de ellos se realizé mediante la expresion de GABACR “heteroméricos”, ensamblados con
la subunidad p, salvaje o con una mutacion que disminuia la afinidad aparente por GABA [169].
Al inyectar en ovocitos los ARNc de estas dos subunidades en distintas proporciones fue posible
determinar que la cantidad de moléculas de agonista necesarias para activar los receptores seria

de entre tres y cuatro. El modelo planteado, entonces, es el que se detalla a continuacidn:

k 2k ko a

oflT
RS AR S ALRS A, RS AR
Sken ke ey P 3)
Kon = 0.96 10° M™'s™! kor=0.18 5" a=031s" B=3.6s"

donde, A representa la molécula de agonista; y R, AR, AR, y A3R al receptor en el estado
cerrado, ya sea, no unido a agonista, unido a una molécula, a dos moléculas o a tres,
respectivamente. A su vez, AjR* representa al receptor en su estado abierto. Las constantes ko ¥
ko determinan la afinidad por el agonista y tienen el mismo significado que lo expresado para el
modelo (1). Mientras que a y B son independientes del agonista y son las que esencialmente
determinan las propiedades cinéticas del canal, como tiempo medio de abierto, tiempo medio de
cerrado o probabilidad de apertura maxima (Po, max).

Los unicos valores reportados para la mayoria de estas constantes de transicion fueron
obtenidos con una combinacion novedosa de técnicas de electrofisiologia y “binding” en ovocitos
[168]. En este y otro estudio, se planted la existencia de un solo estado abierto conductor [160,
168].

Generalmente estas constantes son estimadas a partir de registros de canal unico, pero debido
a la dificultad para realizar esta clase de experimentos en los GABAcR, sdlo o fue determinada

de este modo [168]. La constante [3 se calculd indirectamente, obteniéndose un valor muy alto.
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Si bien la P, max tampoco pudo ser estimada en forma directa, a concentraciones saturantes de
agonista queda definida por la relacién B / (o + ), que considerando los valores mencionados
determinan una probabilidad muy alta (0.92).

Aunque sus resultados son sélidos, adolecen de la falta de resolucion temporal y la dificultad
de obtener registros de canal unico confiables. Por todo esto, decidimos realizar un estudio de la
cinética de las corrientes idnicas macroscdpicas mediadas por los GABACR con un sistema que
permita resolver adecuadamente los cursos temporales de activacién y de-activacion sin alterar
sus propiedades intrinsecas. En el Capitulo IV, se muestran los experimentos realizados en este

sentido, intentando plantear un esquema cinético del canal que explique los resultados obtenidos.
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OBJETIVOS

l. Realizar una extensa caracterizaciéon de los receptores ionotropicos de GABA, con especial

énfasis en los receptores de GABA(.

2. Evaluar la acciéon de un grupo de flavonoides naturales y sintéticos sobre las respuestas
mediadas por receptores de GABAA y GABA(c y relacionar los efectos observados con sus

propiedades ansioliticas y/o sedantes.

3. Estudiar el mecanismo de accion del alcaloide picrotoxina en los receptores de GABAc y

comparar sus propiedades inihbitorias con las reportadas para los receptores de GABA,.

4. Caracterizar la modulacion de los receptores de GABA( por el i6n lutecio, perteneciente a la

serie de los lantanidos, y plantear un modelo cinético del canal que explique sus efectos.

5. Realizar un estudio de los receptores de GABAc en parches de membrana con un sistema de
perfusion rapido que permita resolver la cinética de las respuestas sin afectar su curso temporal

intrinseco.
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MATERIALES Y METODOS

Las propiedades farmacolégicas y biofisicas de los receptores ionotrépicos de GABA que
fueron el eje de este trabajo de tesis, se estudiaron mediante la expresion heteréloga en ovocitos
de Xenopus laevis y el registro de las corrientes idnicas evocadas por agonistas a través de
diferentes técnicas electrofisiologicas. En las proximas secciones se expondran detalladamente

los procedimientos utilizados.
Expresion de receptores sindpticos en ovocitos de rana

La expresion de los receptores sinapticos estudiados se realiz6 mediante la inyeccion de los
ovocitos con soluciones de distintos ARN codificantes. Los ARN se obtuvieron, a su vez, por
transcripcion in vitro de templados de ADN copia (ADNCc), o por aislamiento de ARNm nativo a

partir de cerebros de rata [170].
Preparacion de los templados de ADNc y transcripcion in vitro de los ARNc

Se utilizaron las secuencias completas de ADNc de las subunidades de los distintos
receptores, subclonadas en plasmidos aptos para realizar la reaccién de transcripcién in vitro.

La subunidad p; de los receptores de GABAC(, utilizada en este trabajo, se subcloné [154] en
el sitio EcoRl del plasmido pBluescript KS+ (donado por Dres. Ricardo Miledi y Ataudlfo
Martinez-Torres). Para lograr mayores niveles de expresion de esta subunidad, como los
requeridos en los experimentos del Capitulo 1V, se utiliz6 el plasmido pGEMHE. Este plasmido
se disefi0 especialmente para aumentar la expresion en ovocitos de Xenopus, alargando la vida
media de los ARNc en su citoplasma [171]. El ADNc de p; se subcloné en este plasmido que fue
donado por Dra. A. Belen Elgoyhen. El subclonado fue realizado por la Dra. Mariana del Vas.

Los estudios realizados en el Capitulo I involucraron no sélo a los GABA(CR, sino también los
GABAAR, receptores nicotinicos colinérgicos, de serotonina y kainato. A continuacién se
detallan los materiales utilizados para la expresion en ovocitos de cada uno de estos receptores.
Las subunidades o, y B, de receptores de GABA, de rata, subclonadas en pBluescript SK-

(Promega, Madison, W1, USA) y la subunidad y;s del mismo origen, pero subclonada en el
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plasmido sp6, fueron donadas por el Dr. Peter Seeburg. Para mejorar el nivel de expresién de esta
Gltima, se subclono en pBluescript SK-. El inserto se incluy6 en un sitio tnico, EcoRlI, por lo que
debieron ser chequeados tanto su orientacién, como el nimero de copias en tandem por plasmido.
Esto ser realizé con EcoRV.

A su vez, las subunidades de los receptores nicotinicos neuronales de rata, as y 32, y la
subunidad SHT3;s de los receptores serotoninérgicos de rata, subclonados en el plasmido
pGEMHE fueron donados por los Dres. Stephen Heinemann, Jim Boulter y David Johnson.

Los receptores de kainato se obtuvieron a partir del aislamiento de ARNm total de corteza
cerebelar de rata con columnas de afinidad con oligos dT [172].

Cada una de esas construcciones se propagaron en la cepa bacteriana DHS5a y el ADN
plasmidico se obtuvo mediante una purificacion estandar (maxiprep o miniprep). EI ADN
plasmidico se precipité con AcNa y etanol y el precipitado obtenido se secd y resuspendid en
agua libre de ARNasas y ADNasas (grado biologia molecular; Ambion, Austin, TX). Los
plasmidos con cada inserto se linealizaron con las siguientes enzimas de restriccion: las
subunidades GABAAR de rata, a; con EcoRV, 3 con HindlIll, y,s con Hindlll; GABACR, p,
humana en pBS con Sall; p; en pPGEMHE con Nhel; nAChR o4 y ; en Nhel; y SHT34 con Nhel.

El ARNc (sentido) de cada subunidad se sintetizd usando el kit de transcripcion T7
mMessage mMachine (Ambion) o RiboMAX Large Scale RNA Production System (Promega).
El ARNCc sintetizado se purificéd con columnas especificas para ARN (Rneasy MiniKit, Qiagen,
Valencia, CA) y se separ6 en alicuotas y se congel6 a -70°C hasta el momento de su utilizacion.
Para chequear la integridad del ARNc obtenido, y previniéndolo de la degradacion por ARNasas,
se corrid un gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio, en hielo y durante no mas de 30
min. La determinacién de la cantidad de ARNc sintetizado se realizé mediante la medicién de la
absorbancia de luz con longitud de onda de 240 nm en espectrofotometro.

Como se menciono, se utilizé el sistema de expresion de los ARNc en ovocitos de la rana

Xenopus laevis [170].

Obtencion, preparacion y mantenimiento de los ovocitos

Los ovocitos fueron obtenidos de ranas de ufia africanas de la especie Xenopus laevis

(Xenopus one; Ann Arbor, Ml o Nasco, Modesto, CA). Estas ranas se mantuvieron en un
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ambiente controlado (18-20°C) con ciclo de 12hs./12hs. luz/oscuridad, en peceras con agua
limpia libre de cloro, y se las aliment6 una vez por semana con higado de vaca molido.

Los ovocitos se aislaron mediante procedimientos quirargicos. Los animales se anestesiaron
afiadiendo éster etil-3-aminobenzoato (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) al agua de la pecera.
A través de una pequena incisién en el abdomen (lcm. aprox.) se extrajeron varios pedazos de
ovario, con cientos de ovocitos cada uno. Estos fragmentos se trataron durante 45 a 60 min con
una soluci6n de colagenasa tipo IA (Sigma) (0.8 mg./ml.) disuelta en una solucién salina sin Ca**
(NaCl 96 mM, KCl 2 mM, HEPES 5 mM, MgCl, 5 mM; pH 7.6) para disgregar los ovocitos. El
tratamiento enzimatico se detuvo lavando repetidamente las células con 8 a 10 volimenes de
solucién salina sin Ca®*. Posteriormente se seleccionaron los ovocitos maduros (estadios V y V1)
por su mayor tamafio relativo y estos fueron separados de a uno y librados de restos de tejido con
la ayuda de pinzas de diseccién bajo lupa (12X). Alin a simple vista, se puede advertir que estas
células presentan un patrén de pigmentacién muy particular, como se muestra en la ilustracion de
la Fig. 6. Una mitad (“hemisferio”) es blanca o ligeramente amarillenta, y la otra, oscura. La
integridad en la separacion de los pigmentos se utilizd como criterio de viabilidad de los
ovocitos.

Finalmente, los ovocitos fueron mantenidos en cultivo en viales de vidrio a 16°C, en grupos
de 20 a 40, en una solucion Barth’s con antibidtico (88 mM NaCl; 0.33 mM Ca(NO;),; 0.41 mM
CaCl,; 1.0 mM KCl; 0.82 mM MgSOy; 2.4 mM NaHCO;; 10 mM HEPES; pH 7.4 ajustado con
NaOH, y gentamicina 1.0 mg/ml).

Inyeccion de los ovocitos

La introducciéon del ARNc dentro de los ovocitos se realizd con un microinyector manual
(Drummond Scientific Company, Broomall, PA). El microinyector posee un émbolo sobre el cual
se montan jeringas de vidrio. Estas se prepararon con capilares (Drummond) estirados por calor
con un estirador de pipetas PB-7 (Narishige Co. Ltd., Tokyo, Japan). Las jeringas se llenaron con
aceite mineral (Sigma) y se cargaron por su punta con la solucion del ARNc. Este paso se llevo a
cabo colocando una gota de alrededor de 1.5 pl de la solucion sobre una trozo de Parafilm, y con
la ayuda de un micromanipulador se introdujo la punta de la jeringa en la gota, y se desplazé
lentamente el émbolo de carga del microinyector.

Una vez preparado el microinyector los ovocitos se colocaron dentro de una camara de
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inyeccidn que constaba de un caja de petri plastica de 35 mm. de didmetro y cuyo fondo posee
membrana de polietileno con pocillos que limitan el movimiento de los ovocitos. La camara se
llena con solucién Barth’s y los ovocitos se disponen con el polo vegetal (zona a inyectar, de
color amarillo o blanco, carente de pigmentos) hacia arriba. La inyeccién se realizé en el
citoplasma celular posicionando el microinyector con micromanipuladores, observando estas
maniobras bajo la lupa (12 a 40X). Cada ovocito se inyectd con 50 nl. de solucién de ARNc de p,
(~ 0.2 ng./nl) y luego se mantuvieron en la incubadora (ver seccion anterior). Los méximos
niveles de expresion de los receptores homoméricos p; se logran aproximadamente en las 72 hs.

después de la inyeccion.

Registro electrofisiologico de las corrientes ionicas mediadas por receptores

Las corrientes i6nicas mediadas por los distintos receptores estudiados se registraron con dos
diferentes técnicas electrofisiologicas: fijacion de voltaje con dos electrodos (FVDE, en los
Capitulo 1, II y IlI) y patch-clamp en la configuracion outside out (Capitulo 1V). Cada una de
estas técnicas sera explicada en detalle; no obstante, parte del “set up” de registro
electrofisiologico, que se describira a continuacion, se utiliz6 en ambos tipos de registros.

El dispositivo utilizado para registrar corrientes i6nicas mediadas por receptores ionotrépicos
transplantados en ovocitos consta de: una lupa con aumentos de 15 a 100X para la observacién de
la célula y una camara de registro que se colocan sobre una mesa anti-vibratoria, un sistema de
perfusion de soluciones por gravedad acoplada a una bomba de succién con trampa de vacio, una
fuente de luz con lampara halégena y fibra Optica, el conjunto de instrumentos de registro
electrofisiolégico compuesto por amplificador, electrodos, filtro de sefial pasabajo y sistema de
adquisicién y digitalizacion de sefiales, y finalmente una jaula de Faraday dentro de la cual se
coloca la mesa, parte del sistema de perfusién y el extremo de la fibra Optica que ilumina la

preparacion.

Registro por la técnica de fijacion de voltaje con dos electrodos de los ovocitos de

Xenopus

Esta técnica permite evaluar la corriente idnica a través de los receptores expresados en toda
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la superficie del ovocito. La célula se coloca en una cadmara de registro, hecha a partir de una
placa de acrilico en la que se tallé una canaleta (volumen 100ul) con un orificio de entrada de la
perfusion para la aplicacion de soluciones en un extremo y un capilar conectado al sistema de
succion en el otro.

Los micro-electrodos de registro se construyeron con capilares de vidrio de borosilicato
(World Precision Instruments, New Haven, CT), estirados con el estirador PB-7 (Narishige),
controlando el didmetro de la punta a través de la medicion de la resistencia que oponen al paso
de una corriente eléctrica (que debe ser de 0.8 a 1.2 MQQ). Su interior se llena con una solucion de
3 M K Cl y ademas se les introduce un alambre de plata (Ag) que previamente se cloruré en
lavandina pura (5 min). De esta manera, el alambre se constituye en un electrodo de Ag/AgCl,
que permite la reaccién redox con la solucién de KCl, habilitando la continuidad eléctrica entre el
amplificador y el microelectrodo de registro.

Los dos electrodos de registro se montaron sobre cabezales (preamplificadores) con ganancias
de 0.1 y 1X y éstos se conectaron a un amplificador Axoclamp 2-B (Axon Instruments, Foster
City, CA). Cada cabezal de registro estaba asociado a un micromanipulador (Newport Co.,
Irvine, CA) para el posicionamiento de los electrodos. Como “tierra” del sistema se utilizaron
otros dos electrodos de Ag/AgCl sumergidos en la misma solucién salina que los ovocitos, dentro
de unos pocillos conectados a la camara de registro mediante puentes de agar.

Los ovocitos se colocaron en el interior de la camara, las puntas de los microelectrodos se
apoyaron sobre la célula y mediante una vibracién mecanica o eléctrica (generada con la funcién
“buzz” del amplificador) se logré acceso al interior celular.

Los ovocitos se perfundieron continuamente (10-20 ml./min.) con una solucidn de Ringer de
rana (115 mM NaCl; 2 mM KCI; 1.8 mM CaCl,; 5 mM HEPES, pH 7).

Los valores del potencial de membrana (V) normalmente fueron de -20 a -60 mV y el
registro de la actividad de los receptores evocada por neurotransmisor se realizé6 mediante la
técnica de fijacion de voltaje con el amplificador descripto anteriormente que permite el control
del potencial de membrana. El potencial de membrana al que se fijaron los ovocitos (V) €n
estos experimentos fue de — 70 mV (salvo indicaciones en contrario, como en las mediciones de
la relacion corriente-voltaje, 1-V), que determina una fuerza electromotriz para el i6n Cl” de
alrededor de — 55 mV (en los ovocitos, el potencial de equilibrio para CI', E¢. = - 25 mV).

Las sefiales se adquirieron con un conversor analdgico digital de 12 bits TL-1 DMA en una

PC (486 DX2) mediante el programa Axotape o pClamp v. 5.1 (Axon Instruments). Los
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resultados se analizaron utilizando los programas Clampfit 8.1 (Axon Instruments), GraphPad

Prism v. 3.0 (GraphPad Software, Inc.) y MicroCal Origin v. 5.0 (MicroCal, Northampton, MA).

Procedimiento
expe rimental Inyeccion (:urricutcs i(mi.rns (-\m-a'das con
de los ovocitos  GABA en ovocitos y registradas
con el ARNm con la técnica de fijacion de voltaje
T7 pl DNAc
transcripcion —_’ ‘
in vitro /
—__/P
e 1.0 [GABA] mMm
Extraccion Separacion .
i de los ovocitos il
del ovario /

I1OO nA

2 min

Fig. 6: Esquema del procedimiento experimental utilizado para la expresion de los receptores
sinapticos en ovocitos de Xenopus y para realizar los experimentos de FVDE.

Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (20-23 °C).

Todas las drogas (Sigma) fueron preparadas en el dia a partir de stocks concentrados (0.1 M)
en solucion Ringer, disueltas en DMSO cuando fue necesario, a una concentracién maxima de
0.1% (V/V), con la cual no se encontraron alteraciones en las propiedades o respuestas del

ovocito durante el tiempo de registro. El pH de cada solucién fue ajustado a 7.0.
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Registro de las corrientes idnicas con la técnica de patch-clamp en la

configuracion outside out

Como se menciond previamente, dos o tres dias después de la inyeccidn, los receptores se
encuentran expresados en la membrana del ovocito. La mayor parte de los receptores se insertan
en la membrana cerca del sitio de inyeccién del ARNc. Si bien no existe aun explicacion para
esta observacién, la concentracion de receptores en una regién de la membrana facilita
considerablemente el registro de corrientes macroscopicas en parches ya que favorece la
obtencidn de una buena relacion sefial / ruido. Se utilizé en forma rutinaria, el centro del polo
vegetal como sitio de inyeccién ya que es facilmente identificable dada la forma y la coloracién
de los ovocitos.

Por fuera de la membrana plasmatica, los ovocitos de Xenopus presentan una membrana
denominada vitelina, y una capa de células foliculares, que es removida durante el tratamiento
con colagenasa [170]. La membrana vitelina impide el acceso a la membrana plasmatica con la
pipeta de parch y por esto, fue necesario retirarla antes de empezar el registro [173]. Para ello, se
utilizaron un par de forceps de punta muy fina, con los que se removid la membrana muy
suavemente de toda la superficie del ovocito.

Para el registro de las corrientes idnicas con esta técnica se utilizaron microcapilares de
borosilicato de 100 pL (VWR). Previamente, son sumergidos en una mezcla de dimetil-dicloro
silano 5 % (v/v) en cloroformo por 20 min y luego secados en estufa. Este procedimiento, facilita
la formacidn del gigasello y atenua el transitorio capacitivo de las pipetas. Los capilares listos se
estiraron en un estirador vertical (modelo P30 Sutter Instruments Co., Novato, CA), de manera de
lograr pipetas con resistencias de entre 4-5 MQ.

Las pipetas se llenaron con una solucién de (en mM): NaCl 115, KC1 1, HEPES 10, MgCl, 1,
ATP 3, GTP 0.3, llevada a pH 7.0 con NaOH. También se utilizaron soluciones que contenian
KF pero no se observé una mejora en la formacién de los sellos, y se reemplazaron por las
soluciones con Cl” por la ventaja representaba la presencia de este ion dentro de la pipeta,
considerando la naturaleza del canal estudiado. Para facilitar ain mas la formacién del sello, se
sumergio la punta de la pipeta (ya estirada y llenada) en una mezcla de aceites minerales liviano y
pesado (Sigma) y Parafilm (American National Can, Chicago, IL) fundido. Posteriormente, se

colocd sobre el cabezal del amplificador, que a su vez, se encontraba montado sobre un
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micromanipulador (modelo MX310R, Newport).

La técnica para obtener registros de patch-clamp en la configuracion outside out consiste en
la formacion de un “sello” entre la pipeta de registro y la membrana del ovocito con una
resistencia eléctrica del orden de los GQ (“gigasello”) [173]. Para esto, la pipeta se sumergio en
la solucion de registro, dentro de la camarita donde habia sido colocado el ovocito (composicon
de la solucién (en mM): NaCl 115, KCl 1, HEPES 10, MgCl, 1, CaCl, 0.2, y llevada a pH 7.0
con NaOH).

\ ﬂ Sello de baja resistencia
l‘\ (50MQ)

v “Gigasello”
Y. Cell attached

Pulso de succiol .
Tirar firmemente

ylo voltaje

3\ \J

Tirar
suavemente
Tirar

Tirar

L V \J

Whole cell Outside out Inside out
GABA Tomado de Hamill e al., 1991
3
hel
>
5 seg

Fig. 7: Esquema de la formacién del “gigasello” en la configuracidon outside out para el
registro de las corrientes i6nicas mediadas por los GABACR.

La formacién del sello se logré ejerciendo una presion negativa dentro de la pipeta, mientras
se controlo la resistencia del mismo con un pulso de 5 mV (comandado con la computadora a
través de la tarjeta de adquisicidn) sobre el electrodo y observando los valores de la corriente

generada, en el osciloscopio. Una vez logrado el gigasello, se procedié a la ruptura de la
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membrana con un golpe rdpido y corto de presion negativa. De esta manera, se logré acceso
eléctrico al interior de la célula.

Finalmente, para conseguir el sello en la configuracién outside out, se procedio a retirar la
pipeta desplazandola hacia atrds suavemente, por medio del micromanipulador. De esta manera,
el parche volvid a formarse, esta vez con la cara extracelular de los receptores mirando hacia el
exterior de la pipeta. Este tltimo paso pudo ser controlado debido a que la resistencia del sello
aumenta en la medida en la que el parche vuelve a formarse.

El registro de la corriente idnica se efectué mediante un amplificador Axopatch 2A (Axon
Instruments) con un cabezal de 3 = 1. El Vyq utilizado fue — 70 mV, salvo alguna indicacién en
contrario, como en las curvas I-V.

La sefial amplificada en un factor de entre 1 y 100, se filtré a 2 kHz en un filtro pasabajo tipo
Bessel de 4 polos con arquitectura Sallen Key. El filtro, fabricado en forma casera, presenta un
control que permite variar la frecuencia de corte entre 20 y 5000 Hz. Ademas, posee una etapa
interna de ganancia de 10 6 100X. Finalmente la sefial pudo observarse en un osciloscopio y se
adquiri6é en una PC como se describié previamente, realizindose el andlisis de los registros como

se sefialo en la seccion anterior.

A B

50 mseg

Fig. 8: Ilustracion del sistema de perfusion sobre parches de membrana, con el sistema de
tubos “tita”. A. Fotografia de la pipeta de registro (al centro) junto al tubo “tita” (a la derecha).
B. Trazo del “potencial de punta” de la pipeta de registro durante el cambio de solucién de
perfusion, con distintas concentraciones ionicas, para ilustrar la velocidad del proceso.

La perfusidn sobre el parche de membrana que contenia los GABA(CR, se realizé mediante un

tubo denominado “tita” (por su forma similar al de la letra griega 0, ver Fig. 8A) (Hilgenberg,
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Malsfeld, Alemania). Estos tubos permitieron hacer pasar dos soluciones diferentes en su interior,
sin que se mezclen, facilitando los cambios de concentracion de las distintas especies de interés
en un lapso de tiempo muy corto. El cambio de soluciones se efectué moviendo ligeramente la
pipeta de registro a través del micromanipulador.

El tiempo requerido para realizar un cambio de soluciones sobre la punta de la pipeta de
registro fue medido para determinar la fiabilidad de los tiempos calculados en los procesos
intrinsecos a los GABACR. En la Fig. 8B se muestra un registro de fijacion de corriente para
determinar este tiempo, obteniéndose un valor de aproximadamente 50 mseg. en un cambio

completo de solucion.
Analisis de los datos

En los experimentos ilustrados en el Capitulo II y IlI, se realizo una estimacion de la cinética
de ciertos procesos relacionados con la funcidon de los GABAcR como la de-activacion de las
respuestas macroscopicas o la inhibicidn por ciertos antagonistas. El métodos utilizado en estos
experimentos fue el de la medicion del tiempo comprendido en el 10% y el 90% del proceso
completo, ya sea la relajaciéon de la respuesta, de la accion de un antagonista o el lavado del
mismo.

Para calcular las constantes de tiempo caracteristicas de los procesos de activacién y de-
activacion de las respuestas estudiadas en el Capitulo IV, se realizaron ajustes individuales de los
trazos de corriente por el método de cuadrados minimos, usando el algoritmo de Levenberg-
Marquardt. Se utilizaron ecuaciones de decaimiento exponencial de primer o segundo orden y el
criterio para seleccionar el ajuste con una u otra, fue el de menor chi cuadrado.

Los datos obtenidos, ya sea como porcentajes de inhibiciéon o constantes de tiempo, se
promediaron, obteniéndose una media y un error estandar (ES). Para comparar estos grupos de
datos se utilizo el test de t de Student o ANOVA de una via con una significancia de 95%.

Las curvas de saturacion (curvas de inhibicion y D-R) se ajustaron a la ecuacion logistica:

Al-A2

[Ago "
: +( )écsodcso)

+ A2
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Donde Al y A2 son constantes entre 0 y 100 (6 0 y 1); [Ago], es la concentracion de
agonista; ECsg, concentracion efectiva para el 50% de la respuesta; ICso, concentracion efectiva
para el 50% de la inhibicion.

Los trazos de las corrientes i6nicas durante las fases de activacion y de-activacién se

ajustaron a ecuaciones de decaimiento exponencial de primer o segundo orden:

Primer orden: Yo+ A, exp(_ (t- ‘%J

Segundo orden: Yo+ A, exp(' (t- ‘%)+ Az(exp_ (t- l%)

Donde y, representa el nivel basal del registro; A, y A, la amplitud relativa; t, el tiempo; t; el

corrimiento temporal; y T y T2, las constantes de tiempo caracteristicas.
Modelo cinético de los GABACR

Las simulaciones numéricas del modelo de gating del receptor fueron realizadas con un
programa casero (donado por el Dr. Ariel Escobar) escrito sobre la plataforma Lab View
(National Instruments). Esencialmente, el procedimiento se realizd sobre la base del algoritmo de
la matriz Q [174], donde se asume que las transiciones entre estados del canal son eventos
estocasticos con una cierta probabilidad de ocurrencia, de la manera de un proceso de Markov
homogéneo. El conjunto de ecuaciones diferenciales que describen el modelo se resolvid,
numéricamente (LabView), fuera del estado estacionario, o encontrando la expresioén analitica
para el equilibrio (utilizando el programa Maple 7.0, Waterloo Maple Inc., Waterloo, Ontario,

Canada). Los trazos simulados representan la  probabilidad de  apertura.
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Resultados y Discusion Capitulo I

I.1. Introduccién

Como se menciond previamente, se han caracterizado diversas acciones neurofarmacolégicas
para los flavonoides que estarian mediadas por diferentes mecanismos. Por ejemplo, se ha
propuesto que dos de estos compuestos, crisina y apigenina, que presentan efectos ansioliticos y
sendantes, respectivamente; tendrian un mecanismo similar al de las BZD sobre los GABAAR
[124, 125, 127, 130]. Sin embargo, todavia no existe una confirmacién experimental de esta
hipétesis y por esto, decidimos ponerla a prueba en este trabajo, evaluando los efectos de un
grupo de flavonoides (sus estructuras quimicas son ilustradas en la Fig. 9) sobre las corrientes
ionicas mediadas por dos tipos de receptores de GABA.

Los flavonoides utilizados fueron: quercetina, crisina, apigenina, morina, flavona y a-
naftoflavona. Todos, menos este ultimo, son de origen natural. En esta serie de experimentos se
examinaron sus efectos sobre las corrientes idnicas mediadas por los GABAAR ensamblados con
las subunidades o;Biy2s Y GABAcR homomérico p,. La selectividad de la accion de los
flavonoides fue también analizada mediante el analisis del efecto de quercetina sobre otros
receptores ionotrépicos de neurotransmisores como el nicotinico neuronal o2, 5-HTs3a y

receptores de glutamato tipo AMPA/kainato.

I. 2. Resultados

Efecto de los flavonoides sobre los GABA4Ry GABACR expresados en ovocitos de

Xenopus

Quercetina, una antoxantina aislada originalmente del roble (género Quercus) y ampliamente
distribuida en la naturaleza (ej: en limén, esparragos, etc.), inhibid las respuestas mediadas por
ambos tipos de receptores (Fig. 10). Quercetina 30 uM inhibié los GABAAR en un 84.5 £ 6.1 %
(n = 3) y los de GABA(c en un 98.9 £ 1 %. Para cada tipo de receptor se elaboré una curva de
inhibicién completa, obteniéndose valores de 1Cso similares. Para los GABAAR el ICs fue de 4.8
+0.5 (n Hill = 1.4 £ 0.2) y para los de GABAc de 4.4 £ 0.4 (n Hill = 1.5 + 0.2). Estas diferencias

no fueron estadisticamente diferentes (test t, p > 0.05).
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HO.
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Quercetina Apigenina Morina
H

OH 0

Crisina a-naftoflavona Flavona

Fig. 9: Estructura quimica de los flavonoides utilizados en este estudio.

Aun a altas concentraciones de GABA, quercetina inhibid las respuestas en ambos tipos de
receptores. Este dato es relevante con relacién al mecanismo de accién de este antagonista para
ambos receptores, indicando un tipo de inhibicién no-competitiva. Hemos realizado un estudio
mas minucioso en este sentido para el efecto de quercetina sobre los GABACR que se mencionara
brevemente en el Capitulo II. La inhibicidén por quercetina se caracteriz6 por la rapidez y
reversibilidad de sus efectos. En la Fig. 10, al final de los experimentos representativos de la
aplicacion de este flavonoide, se puede apreciar una deflexion rdpida en los trazos de corriente,
que serian indicativos de una recuperacion transitoria del bloqueo durante el lavado de las drogas.
Estos pequefios picos en los registros se vieron incrementados para concentraciones mds altas de
agonistas. Las respuestas de ambos tipos de receptores a aplicaciones de GABA en
concentraciones maximas se incluyeron como referencias.

Debido a que los GABAAR y GABAc presentaron afinidades aparentes por GABA
desiguales, los experimentos mostrados se realizaron con concentraciones de agonista
equivalentes en ambos tipos de receptores, correspondientes al ECsy (30 pM para GABAAR y 1
puM para GABACR). Por otro lado, es conocido que los GABAAR ensamblado con la
combinacién de subunidades o 3;y2s presentan un nivel de desensibilizacién importante [16]. Sin

embargo, a las concentraciones de GABA utilizadas en este trabajo la desensibilizacién fue
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pobre, y ademads, se tuvo la precaucion de realizar aplicaciones de agonista cortas (30 s) y

separadas por intervalos de 12 min aproximadamente.

Es importante destacar que el curso temporal de las respuestas mediadas por los GABACR no
solo se didferencian por la pobre desensibilizacion, sino también por la lenta cinética de
relajaciéon, como puede verse claramente en la Fig. 10. Mientras que los GABAAR se de-activan

en unos pocos segundos, los GABA(CR requieren de aproximadamente 1.5 min. de lavado.

A GABA, B GABA,
30 [que] M 30 [que) 1M
200 ” 20 (GABA|M 0 L 1 (GABAJ M
v
% 100 ¢
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Fig. 10: Efectos del flavonoide natural quercetina sobre los GABAAR y GABACR expresados
en ovocitos. A. Respuestas representativas (corrientes de CI') mediadas por GABA,R,
ensamblados con las subunidades o,[,7,, en ausencia o después de la exposicion a quercetina
(que). El flavonoide se aplicd 40 seg. antes y durante la aplicacion de 30 uM GABA. Inset:
Curva de inhibicion para quercetina realizada a la concentracién correspondiente al ECso para
GABA (30 uM). B. Igual que en A, pero 1 uM GABA fue utilizado para evocar las respuestas
mediadas por GABACR homoméricos p,. Inset: curva de inhibicion para quercetina realizada a
la concentracién correspondiente al ECso para GABA (1 pM GABA). (En esta y las siguientes
figuras del Capitulo, Vo =-70 mV).

Efecto de diferentes flavonoides sobre los GABA4R ensamblados con las

subunidades a,0,ss.

La Fig. 11 ilustra respuestas representativas evocadas con 30 puM GABA en ovocitos que
expresaban las subunidades de rata o By2s de los receptores de GABAa. Los registros fueron
obtenidos en presencia (trazo delgado) o en ausencia (trazo grueso) de concentraciones crecientes

de flavonoides.
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Todos los flavonoides probados fueron inactivos a concentraciones nanomolares, mientras
que en el rango micromolar exhibieron diferentes grados de inhibicion. Se observaron efectos
dependientes de la concentracion en los GABAAR para apigenina, crisina y flavona. La Fig. 11y
la Tabla I muestran los resultados obtenidos para aplicaciones de flavonoides a concentraciones

de 10 y 30 uM (con la excepcion de a-naftoflavona, ver mas abajo).

GABA,

'a'a'a'as

_3

30 seg

Fig. 11: Efectos de diferentes flavonoides sobre GABAAR expresados en ovocitos de Xenopus.
Respuestas representativas mediadas por GABAAR evocados por 30 puM GABA en ausencia
(linea gruesa) o en presencia (linea fina) de apigenina (api), morina (mor), crisina (cri), o
flavona (fla) (10 y 30 uM), o a-naftoflavona (naf) (1, 3 y 10 uM). Los trazos se superpusieron
por simplicidad. Los flavonoides se aplicaron 30 seg. antes y durante la aplicaciéon de GABA.

Apigenina (un compuesto encontrado en perejil y en flores de la manzanilla) y morina
(presente en la madera de Maclura tinctoria, conocida como madera de Cuba o madera amarilla
de Brasil) se comportaron en forma similar a quercetina, pero sus efectos inhibitorios fueron
menores. Apigenina 30 pM inhibi6 las respuestas a GABA en los GABAAR un 56.5+ 5.5 % (n=
3), mientras que morina 30 pM un 37.7 £ 43 % (n = 5). Bajo condiciones similares, o-
naftoflavona (sintética) y crisina (que se encuentra en la pasionaria y en los brotes del dlamo)
produjeron un suave efecto en las respuestas al GABA (Tabla I). a-Naftoflavona no pudo ser
evaluada a concentraciones mayores a 10 uM por problemas de solubilidad en la solucién de
Ringer (Tabla I). a-Naftoflavona 10 pM inhibi6 los GABAAR un 17.2 + 3.6 % (n = 5), mientras
que el efecto de crisina 30 uM fue de solamente un 12.1 £ 0.7 (n = 3).

Flavona, un analogo no-sustituido de los flavonoides (ver Fig. 9) encontrado en muchas
plantas, produjo un pequeiio pero estadisticamente significativo efecto de potenciaciéon o
inhibicién de los GABAAR dependiendo de la concentracion utilizada. Flavona 10 pM potencid
las respuestas al GABA un 6.8 + 1.2 % (n =3) y a 30 uM produjo una inhibicién de 14.9 £ 1.1 %
(n=3).
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[Flavonoide] (uM) GABA, GABA.
% de cambio (n) % de cambio (n)

(media +ES) (media + ES)
que 10 719 15 (3) -827 +27 (3)
30 -84.5 +4.9 (3) 989 +1.1 (3)
api 10 274 +11 (3) -396 +2.1 (2
30 -50.6 +0.8 (3) -69.5 +4.2 (4)
mor 10 -146 +08 (4) -169 +3.0 (3)
30 -384 +4.8 (5) 413 +4.0 (3)
cri 10 -97 +04 (2 -69 +03 (4)
30 2121 05 (2) 233 +51 (3)
fla 10 +6.7 £1.0 (4) -269 +39 (3)
30 -148 0.8 (3) 558 +6.2 (3)
naf 1 -37 £01 (2 +37 +0.1 (2)
3 -69 02 (2 +29 +09 (3)
10 -17.2 £32 (5) +10.2 £1.1 (5)

Tabla I: Modulacion de los GABAAR y GABACR por flavonoides naturales y sintéticos. Los
datos expresan los cambios observados (en porcentaje del control, 1 pM GABA) en las
respuestas mediadas por los GABAAR y GABACR en presencia de diferentes flavonoides en
las concentraciones indicadas. Los flavonoides naturales utilizados fueron: quercetina (que),
apigenina (api), morina (mor), crisina (cri), flavona (fla); y el sintético: naftoflavona (naf). Las
respuestas control se evocaron con GABA a las concentraciones correspondientes al ECsq:
30uM para GABA, y | uM para GABA(.

El ranking de potencia de inhibicién para estos flavonoides (30 pM) sobre los GABAAR fue
entonces: quercetina > apigenina > morina > flavona = crisina (test de Student’s, p<0.05). Es
importante destacar, que en experimentos preliminares se obtuvieron resultados similares para
GABAAR ensamblados con las subunidades humanas o,y (datos no mostrados). Quercetina,
apigenina, morina y crisina fueron también ensayados sobre las corrientes idnicas mediadas por
GABA sensibles a bicuculina registradas en ovocitos inyectados con ARNm poliA* de corteza
cerebelar de rata, y todos los flavonoides mostraron efectos idénticos a los descriptos para los
receptores recombinantes.

Como se mencioné en la Introduccion, desde hace tiempo se creia que las propiedades
farmacolégicas de algunos flavonoides estaba mediada por un mecanismo similar al de las BZDs
sobre los receptores de GABA [116, 134, 139]. Por esto, decidimos evaluar si el efecto de

quercetina y apigenina sobre los GABAAR era sensible al antagonista del sitio de BZDs,
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flumazenil. Como se puede observar en la Fig. 12, el efecto de estos flavonoides fue
completamente insensible a flumazenil a concentraciones entre 0.1 y 1 uM, que fueron aiin mas
altas que las utilizadas para bloquear el efecto de diazepam. La inhibicion de las corrientes de CI°
mediadas por los GABAAR por quercetina 10 pM o apigenina 30 pM (valores cercanos al 1Csq)
no fueron prevenidos por flumazenil 1 uM (n = 3) (Fig. 12). A esta concentracion, flumazenil
produjo por si solo un pequeiio aumento de las respuestas evocadas por 30 uM GABA, y previno
efectivamente la potenciacion producida por diazepam (100nM) (Fig. 12C). Estos resultados
indicarian que el efecto inhibitorio de apigenina y quercetina no estaria mediado a través del sitio

de BZDs en este subtipo de receptor de GABA.

A
+ Flumazenil B + Flumazenil ¢ + Flumazenil
que Qe + api + api >0z —_—
GABA _ GABA GABA -

Fig. 12: El antagonista benzodiazepinico flumazenil no previno el efecto de quercetina y
apigenina sobre los GABAAR. A. Respuestas representativas mediadas por GABA 4R evocadas
por 30 uM GABA, en ausencia o en presencia de 10 pM quercetina (+ que) o 10 uM
quercetina y 1 pM flumazenil (+ flumazenil). B. 1dem A, pero se evalud el efecto de 30 uM
apigenina (+ api) en este caso. C. Experimento control representativo del efecto potenciador de
0.1 uM diazepam (+ DZ) sobre la respuesta evocada por 30 uM GABA, que fue prevenido por
1 uM flumazenil (+ flumazenil).

Es importante destacar, que ninguno de los flavonoides estudiados ain a concentraciones
altas (quercetina, apigenina y crisina, hasta 100 pM) tuvo efectos apreciables sobre las
propiedades de los ovocitos, como potencial de membrana, resistencia de membrana, o corriente

basal durante la fijacion de voltaje.

Efecto de diferentes flavonoides sobre los GABAcR homoméricos p,

La accidn de este mismo grupo de flavonoides se evalué en los GABACR ensamblados con la
subunidad p, humana. Sus efectos se resumen en la Fig. 13 y en la Tabla 1. Los flavonoides
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presentaron un perfil inhibitorio general similar al encontrado para los GABAAR, salvo por
algunas diferencias que seran destacadas.

En la Fig. 10B fue mostrado que la quercetina es un antagonista relativamente potente de los
GABACR. Ademas, observamos que la inhibicion por quercetina fue independiente del agonista
utilizado para activar los receptores. Asi es que tanto GABA, los analogos de conformacion
restringida del GABA, los acidos trans- y cis- aminocroténico, como asi también muscimol,
dieron resultados similares (datos no mostrados).

Los efectos causados por quercetina, morina y apigenina (30 pM) en las respuestas mediadas
por los GABACR o GABAAR fueron equivalentes (Tabla I). Las diferencias obtenidas
comparando ambos tipos de receptores no fueron estadisticamente significativas (p>0.05).
Morina inhibié las respuestas de los GABACR en un 41.3 £ 4.0 %, n = 3, mientras que apigenina
un 69.6 £ 4.2 % (n = 4). Por el contrario, crisina y flavona fueron consistentemente mas efectivos
sobre los GABACR respecto de los GABAAR (Fig. 11 y 13) (p<0.05). Crisina 30 uM inhibid las
respuestas mediadas por los GABACR enun 243 £4.3 % (n=3) y 30 uM flavona en un 55.9 +
6.2 % (n=23).

GABA,
api mor chr fia naf
_Ig

30 seg

Fig. 13: Efectos de diferentes flavonoides sobre GABACR expresados en ovocitos de Xenopus.
Respuestas representativas mediadas por GABACR evocados por 1 ptM GABA en ausencia
(linea gruesa) o en presencia (linea fina) de apigenina (api), morina (mor), crisina (cri), o
flavona (fla) (10 y 30 uM), o a-naftoflavona (naf) (1, 3 y 10 uM). Los trazos se superpusieron
por simplicidad. Los flavonoides se aplicaron 30 seg. antes y durante la aplicacién de GABA.

Flavona y a-naftoflavona mostraron diferentes efectos segun el tipo de receptor. Flavona no
potencid las respuestas de los GABACR a ninguna de las concentraciones utilizadas, en forma
contraria a lo observado para los GABAAR. Mientras que a-naftoflavona, que tuvo un leve efecto
inhibitorio sobre los GABAAR, potencié las repuestas mediadas por los GABACR de un modo

exiguo, pero consistente. a-Naftoflavona 10 uM aumenté siginificativamente (p<0.05) las
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respuestas de los GABACR en un 10.2 £ 1.1 % (n = 5). Por lo tanto, el ranking de potencia de
antagonismo por flavonoides (30 uM) sobre los GABACR fue: quercetina > apigenina = flavona

= morina > crisina (test de t, p<0.05).

Efecto de quercetina sobre otros receptores de neurotransmisores

Dado que quercetina fue el modulador mas efectivo de los GABAcR y GABAAR entre los
estudiados en este trabajo, decidimos evaluar sus efectos sobre otros receptores ionotropicos de
neurotransmisores para probar su selectividad. En la Fig. 14 se muestran los trazos de corriente
correspondientes a respuestas mediadas por receptores recombinantes y nativos del cerebro de
rata. Las corrientes idnicas mediadas por los receptores recombinantes nicotinicos neuronales
(c4B2) y los 5-HT3a y los receptores nativos de AMPA/kainato fueron evaluadas en presencia y
ausencia de quercetina en ovocitos pre-incubados con BAPTA-AM. Este quelante fue utilizando
para descartar la posibilidad de que una parte de las respuestas obtenidas a través de los AChR o
5-HT3a, que son permeables a Na'/K*/Ca** [175, 176], pudiera deberse a la activacion de las
conductancias nativas de Cl activadas por Ca” [177]. Ademas, es necesario aclarar que la pre-
incubacion de los ovocitos con este quelante no produjo cambios en las repuestas registradas en
la solucién de Ringer’s normal, ni en su magnitud, ni en su cinética. Por otro lado, las respuestas
de los receptores de glutamato tipo AMPA/kainato [178, 179] fueron estudiadas mediante la
expresion de ARNm de corteza cerebelar de rata. El acido kainico (10 uM a 1 mM) evocéd
corrientes iénicas entrantes que acarrearon principalmente iones Na'/K'/Ca®' [178-180]. El curso
temporal lento de estas respuestas y la falta de desensibilizacion confirmaron que la conductancia
nativa de Cl" no fue activada durante estos experimentos.

Quercetina produjo una inhibicion selectiva de todos estos receptores cuyas corrientes idnicas
son catidnicas. Los AChR neuronales (a4[3;) fueron también muy sensibles a la modulacién por
quercetina (Fig. 14A). Quercetina 10 pM inhibié un 48.1 £ 5.1 % (n = 4) las repuestas evocadas
por 1 uM ACh, mientras que 30 uM produjo una reduccién de 79.9 + 4.9 % (n = 4). Los 5-HT3x
fueron inhibidos por quercetina en un grado menor (Fig. 14B), 10 puM quercetina inhibi6 las
repuestas de | uM 5-HT un 10.5 £ 3.7 % (n = 3) y 30 uM quercetina, un 54.9 £ 7.0 % ( n = 6).
Como se puede observar en la Fig. 14B, un rebote en el trazo de corriente al final la aplicacion de

5-HT fue hallado debido al lavado de la quercetina, en forma similar a lo descripto para los

47




Resultados y Discusion Capitulo 1

receptores de GABA (Fig. 10). Las corrientes iénicas evocadas por kainato, en ovocitos
inyectados con ARNm de corteza cerebelar de rata, fueron inhibidas por quercetina en un modo
mucho menor a lo observado en los otros receptores estudiados (Fig. 14C). Quercetina 100 uM
inhibieron un 31.2 £ 0.6 % (n = 4) las respuestas a 100 pM kainato, mientras que 10 uM
quercetina produjo una reduccion de las mismas un 11.2 £ 1.5 % (n = 4) y no se observaron
efectos para | pM quercetina (n = 4). Ademas, las respuestas de kainato fueron insensibles a
crisina (100 uM, n = 2) en constraste con lo observado para los GABAAR y GABACR que fueron

inhibidas aproximadamente un 40% bajo condiciones similares.

A nAChR (¢p,) B 5-HT,, C Kainate receptors
0 [queluM 20 {que) uM 10 100 [quelpM
100 1 L [(AChM ] 1 1 (5-HT)uM 100 100 100_ [ianate] uM

Yu00L
YuosZ
u00lL

Os 1min

Fig. 14: Efectos de quercetina sobre receptores nicotinicos neuronales, 5-HT y glutamato tipo
AMPA/kainato, expresados en ovocitos de Xenopus. Respuestas representativas mediadas por
receptores de acetilcolina de tipo nicotinico neuronal (ensamblados con las subunidades a4f3;)
(A), 5-HT;, (B) y de glutamato tipo AMPA/kainato (C). Los experimentos se realizaron como
en la Fig. 10. Las concentraciones de agonistas utilizadas fueron: 1 pM acetilcolina, 1 uM 5-
HT, y 100 uM kainato.

I. 3. Discusion

En este Capitulo se muestra la caracterizacion de las acciones farmacoldgicas de un grupo de
flavonoides sobre los receptores ionotropicos de GABA a través de un estudio electrofisiolégico.
Basados en los efectos reportados previamente, ya sea en trabajos con ensayos de binding, o
experimentos de farmacologia in vivo; se eligieron un conjunto de compuestos naturales y
sintéticos. La principal contribucién de esta parte del trabajo es la demostracion de que diversos
flavonoides modulan la funcién de los GABAAR y GABACR y también la de otros receptores

ionotrépicos expresados en ovocitos de Xenopus. Se observé que los flavonoides producen un
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efecto inhibitorio sobres los GABAAR ensamblados con las subunidades o By2s y los GABACR

homoméricos p,, asi como también los AChR neuronales ensamblados con las subunidades o432,

los 5-HT;, y receptores de glutamato tipo AMPA/kainato.

Modulacion de los GABA4R y GABACR por flavonoides

Préacticamente todos los flavonoides analizados mostraron una actividad antagonista sobre los
GABAAR y GABACR. Quercetina fue el mas efectivo, pero otros flavonoides como apigenina,
morina, y crisina, mostraron efectos similares, mientras que el flavonoides sintético, a-
naftoflavona fue practicamente inactivo.

Desde hace tiempo se conoce que apigenina y crisina son capaces de unirse a los GABAAR
en el sitio de reconocimiento de BZDs [124, 127, 135]. También se ha mostrado que apigenina y
crisina presentan propiedades sedantes, ansioliticas o anticonvulsivantes en roedores [124, 127,
181]. Estos y otros resultados llevaron a proponer una accién del tipo de las BZDs para los
flavonoides, con agonistas, antagonistas y agonistas inversos del sitio de las mismas [116, 124,
134, 139]. Sin embargo, los estudios acerca del efecto de los flavonoides sobre las corrientes
ionicas mediadas por GABAAR son escasos [135]. Ademas, la selectividad de las acciones de los
flavonoides por subtipos del receptor de GABA y su posible mecanismo de accién ain no son
conocidos en detalle.

Previamente, se reportd que apigenina inhibe competitivamente la unién de flunitrazepam a
receptores de GABAA, cerebrales con un K; de 4 uM y ademas presenta actividad ansiolitica en
ratones (3-10 mg/kg i.p.) [127]. También se demostré que crisina presenta efectos similares (K; =
3 pM, ansiolitica con 1-10 mg/kg i.p.) [124, 181]. Por otro lado, el analogo quimico quercetina
no comparte ninguno de estos efectos [182]. Pero contrariamente a lo esperado para la accién de
una BZD, encontramos que crisina y apigenina no potenciaron las repuestas de los GABAAR.
Esto pudo evidenciarse claramente a través de una comparacién directa de los efectos de estos
flavonoides y la conocida BZDs, diazepam. Crisina y apigenina, al igual que quercetina, fueron
completamente inactivos en el rango nanomolar, mientras que funcionaron como antagonistas de
los GABAAR a concentraciones micromolares. Ademads, crisina y apigenina presentaron el

mismo efecto en los GABAAR y en los GABACR, en forma opuesta a las BZD que s6lo modulan
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los GABAAR. Se observé también, que los efectos de estos dos flavonoides no pudo ser
prevenido por el antagonista benzodiazepinico, fluameznil (0.1-10 uM).

El efecto inhibitorio de apigenina sobre los GABAAR coincide con resultados reportados
previamente. Avallone y col. observaron que apigenina (1-10 uM) inhibi6 las respuestas
mediadas por los GABAAR nativos de células granulares del cerebelo [135]. Ademds, en forma
contradictoria con resultados anteriores [127], propusieron que los efectos sedantes de este
flavonoides (25-50 mg/kg 1.p.) no estarian mediados por un mecanismo tipo BZD, y que no
tendria efectos ansioliticos (en concentraciones 0.5-10 mg/kg i.p) [135].

Por otro lado, flavona mostr6 tener los efectos mas pronunciadamente diferentes entre los
GABAAR y los GABACR. Seria necesario realizar mas experimentos para determinar la
existencia de flavonoides capaces de discriminar entre tipos de receptores de GABA.

Por lo tanto, los GABAAR y GABACR estudiados en este trabajo se antagonizaron por
diferentes flavonoides independientemente de su sensibilidad a las BZDs. Ningun flavonoide de
los estudiados mostré un efecto potenciador sobre las respuestas de los GABAAR. Nuestros
resultados sugieren que la accién de los flavonoides sobre los receptores de GABA, diferiria de

lo descripto para la modulacién clasica de las BZDs.

Modulacion de otros receptores ionotrdpicos de neurotransmisores por flavonoides

Con el objeto de evaluar la selectividad de la inhibicién de los receptores de GABA por
quercetina, decidimos examinar sus efectos sobre las corrientes idnicas mediadas por otros
receptores ionotrépicos de neurotransmisores. Notablemente, quercetina no sélo afectd la funcion
de canales anidnicos activados por ligando, sino también la de canales catidnicos, como los
AChR neuronales (a4f32), 5-HT;a y receptores de glutamato tipo AMPA/kainato, expresados en
ovocitos de Xenopus. Estos resultados son coherentes con evidencias previas que indicaban que
los flavonoides tendrian efectos multiples y poco especificos sobre el CNS. Por ejemplo, los
flavonoides pueden modular la actividad de receptores metabotropicos (receptores de adenosina
[132] y receptores opiodes [133]), canales de K' y Ca®* [131, 137] y la recaptacion de
catecolaminas [183]. Por lo tanto, el efecto sobre el SNC de un flavonoide en particular podria
involucrar la alteracion de diferentes sistemas de neurotransmisién, cambios en la excitabilidad
neuronal a través de la modulacién de canales idnicos dependientes de voltaje y/o muchos otros

mecanismos. Seria necesario realizar un analisis mas detallado con el objeto de evaluar
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apropiadamente los mecanismos subyacentes a las acciones farmacolégicas de los flavonoides en
el CNS.

La modulacién por flavonoides de los receptores de ACh neuronales, de 5-HT y glutamato no
habia sido descripta previamente y podria tener relevancia debido al valor de estos receptores en
la fisiologia normal y patoldgica; por ejemplo, los efectos de la nicotina en el cerebro humano y
desordenes neuropatoldgicos [175); el rol de la 5-HT en la microcirculacion cerebral, en la
permeabilidad de la barrera hemato-encefélica, en el metabolismo cerebral y en las migraiias
[184, 185]; y la funcién de los aminoacidos excitatorios en la plasticidad neuronal y la toxicidad
[180]. Seria necesario realizar mas experimentos para determinar sensibilidades diferenciales a
los flavonoides de los distintos subtipos de receptores de ACh, 5-HT y glutamato y encontrar

compuestos selectivos.

Mecanismos de accion de la modulacion por flavonoides de receptores

ionotropicos de neurotransmisores

Esta amplia sensibilidad de los distintos receptores estudiados a la accidn de los flavonoides,
podria indicar una interaccion directa con la membrana lipidica. Sin embargo, no parece ser esta
la explicacion debido a que los efectos de quercetina y otros flavonoides en las respuestas
mediadas por estos receptores expresados en ovocitos fueron rapidos, ficilmente reversibles y se
desarrollaron a concentraciones relativamente bajas (1-100 uM). Consecuentemente, no parece
posible que los efectos de la quercetina involucren su insercién o penetracién en la membrana
lipidica que requiere | h o mas para desarrollarse [186]. Y por lo tanto, una interaccion directa
con ciertos residuos aminoacidicos del receptor o con el medio lipidico vecino seria posible.
Tampoco podriamos descartar mecanismos disimiles para diferentes flavonoides.

El ICso de quercetina para ambos tipos de receptores de GABA estudiados fue de alrededor de
4 uM, con un n de Hill de aproximadamente 1.5, lo que sugeriria dos sitios de unién. Una
interaccién directa entre quercetina y GABA no seria posible dado que la misma inhibicién se
observd cuando se utilizaron otros agonistas, no relacionados estructuralmente. Ademas, como
puede observar en el Capitulo II la inhibicién por quercetina sobre los receptores de GABA( seria

no-competitiva.

51




Resultados y Discusion Capitulo 1

Hemos observado que los flavonoles (por ej., quercetina, apigenina, morina, crisina, ver Fig.
9) presentaron propiedades similares en los GABAAR y GABACR, mientras que los analogos
como flavona, o a-naftoflavona que posee grupos fenoles como radicales, mostraron un perfil
diferente. Como estos efectos fueron complejos, y dependieron de la concentracion utilizada de
flavonoide, se deberian realizar mas experimentos para establecer adecuadamente los

mecanismos subyacentes.
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Estudios sobre el mecanismo de accion de picrotoxina

en los receptores de GABA¢
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II. 1. Introduccion

Como se menciondé previamente, la sensibilidad de los GABAAR y GABA(R a distintos
moduladores presenta diferencias substanciales. Los efectos de drogas clasicas que afectan la
neurotransmision GABAérgica como esteroides, BZDs y barbituricos varian notablemente entre
uno y otro tipo de receptor [22]. Los GABA(R serian insensibles a la modulaciéon por BZDs, o
tendrian un efecto en concentraciones muy superiores a las requeridas para potenciar las
repuestas de los GABAAR [87]. Por otro lado, la sensibilidad a esteroides neuroactivos
presentaria un perfil marcadamente diferente entre ambos tipos de receptores [103, 111, 112].

Antagonistas de tipo competitivo como bicuculina y SR-95531 son inactivos o tienen muy
baja afinidad sobre las respuestas mediadas por los GABACR [31, 103], mientras que otros, que
presentan un mecanismo de accién no-competitivo, si presentan un efecto inhibitorio [15, 32, 72,
187]. Algunos de estos ultimos, como picrotoxina y TBPS, han sido evaluados en GABACR y
mostraron una inhibicion semejante a la observada para los GABAAR, pero con algunas
diferencias. Distintas evidencias indicarian que mecanismo de accién no-competitivo puro no
describiria exactamente las acciones de picrotoxina sobre los GABACR [32, 72, 79]. Ademas, la
dependencia del uso de este antagonista seria menos marcada en receptores de retina bovina y de
vertebrados inferiores [72, 187].

Para indagar mas profundamente en la inhibicién producida por el antagonista picrotoxina,
decidimos realizar el presente estudio de sus efectos sobre las repuestas mediadas por los

GABAC(R ensamblados con la subunidad p, de retina humana.

I1. 2. Resultados

Caracterizacion de la accion de picrotoxina sobre los GABA(R.

El primer trazo de la Fig. 12A es una respuesta tipica a 1 uM GABA en un ovocito inyectado
con la subunidad p,, fijando su potencial de membrana en —-70 mV. En los siguientes trazos se
muestran corrientes ionicas evocadas por GABA en presencia de concentraciones crecientes, de

picrotoxina, entre 0.01 y 30 uM, donde la amplitud de las respuestas fue marcadamente menor
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por accion de este antagonista. La inhibicion fue total para las concentraciones maximas de
antagonista aunque el efecto fue siempre reversible.

El curso temporal de las respuestas fue marcadamente diferente cuando se aplico picrotoxina
a ciertas concentraciones. En presencia de 0.1, 0.3 y 1 uM de este antagonista, la respuesta se
activd rapidamente, llegando a un méximo transitorio, inmediatamente después del cual se
observo una disminucién continua en la amplitud de la corriente hasta llegar a un valor estable. El
mismo curso temporal se obtuvo no sdélo cuando se co-aplicaron picrotoxina y GABA, sino
también cuando se realizaron pre-incubaciones con este antagonista (hasta 3 min). Este progreso
en el tiempo del nivel de inhibicidn, se relaciond con la “dependencia del uso” en el efecto de

este antagonista, que sera tratado mas adelante.
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Fig. 12: Inhibicién de los GABACR por picrotoxina. A. Respuestas representativas mediadas
por GABACR evocadas con 1 pM GABA, en presencia de concentraciones crecientes de
picrotoxina. Las aplicaciones de GABA (indicadas por barras) se espaciaron por intervalos de
3 min. de lavado y las corrientes registradas en presencia de picrotoxina (con pre-incubaciones
de 40 seg.) se flanquearon con respuestas controles (no mostrados por simplicidad). Para esta
figura y las siguientes, V,, = - 70 mV, salvo indicaciones en contrario. B. Curva de inhibicion
para picrotoxina. La inhibicién se expresa como fraccion de las respuestas control obtenidas
con 1 pM GABA.

Con el objeto de evaluar la potencia de picrotoxina realizamos una curva de inhibicion,
considerando cada valor de antagonismo en el estado estacionario de la respuesta. La Fig. 12B
ilustra el promedio de 10 experimentos diferentes donde distintas concentraciones de picrotoxina

fueron probadas sobre 1 uM GABA. El ICs, calculado para picrotoxina fue 0.6 £ 0.1 pM con un
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coeficiente de Hill de 1.0 £ 0.2. Cuando se utilizaron mayores concentraciones de GABA (10 y

30 uM) para evocar las respuestas, los niveles de inhibicion alcanzados fueron menores.

Andlisis de las curvas D-R

Se realizaron curvas D-R para GABA en presencia de picrotoxina (1, 10 y 100 uM) a fin de
indagar en su mecanismo de accién en términos de los efectos sobre la afinidad aparente y la
eficacia maxima del agonista. Como se ilustra en la Fig. 13A, en presencia de este antagonista se
produjo un corrimiento hacia la derecha en la curva, con cambios significativos en el ECsy para
GABA. Los valores calculados fueron: control ECso = 1.0+ 0.1 uM (n de Hill=1.8 £ 0.2), 1 uM
picrotoxina ECso= 2.1 £ 0.3 pM (n de Hill = 2.0 + 0.3), 10 uM picrotoxina ECsp= 6.8 £ 0.1 uM
(n de Hill = 1.6 £ 0.3) y 100 uM picrotoxina ECso= 8.6 £ 1.0 uM (n de Hill = 0.5 £ 0.2) (test t,
p<0.05). Para las dos concentraciones mds altas de esta toxina también se observ una reduccion
en la respuesta maxima a concentraciones saturantes de GABA. Los desplazamientos a la derecha
en las curvas, junto a cambios en el coeficiente de Hill y reducciones en las repuestas maximas

serian indicativos de un efecto no-competitivo.
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Fig. 13: Inhibicion de los GABA(R por picrotoxina. A. Curvas dosis-respucstas par GABA en
ausencia o en presencia de (1, 10 y 100 pM) picrotoxina. La amplitud de las respuestas se
expresan como la fraccion de las corrientes evocadas por 30 uM GABA. B. Relacion corriente-
voltaje (I-V) de respuestas evocadas con 1 uM GABA con o sin (10 uM) picrotoxina. El rango
utilizado de potenciales de fijacion fue de —120 a +40 mV.
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Efectos independientes de voltaje de picrotoxina sobre los GABACR.

La acciéon de picrotoxina fue independiente del potencial de membrana. Un cambio
significativo en la pendiente de la relacion I-V, sin desplazamientos en el potencial de reversion

de la corriente fueron observados en presencia de 10 uM picrotoxina (Fig. 13B).

Acciones dependientes del uso de picrotoxina en los GABAcR

La Fig. 14 ilustra una respuesta a 1 pM GABA obtenida por la co-aplicacion de 1 pM
picrotoxina. Como fue mencionado, la corriente idénica alcanzé un maximo transitoriamente y
luego disminuy6 lentamente debido a un aumento continuo en el grado de inhibicion. El
porcentaje de inhibicion medido al pico de la respuesta, bajo estas condiciones fue 45.7 + 2.5% (n
= 6), mientras que los valores en el equilibrio fueron de 64.0 = 4.5 % (n = 6). El trazo punteado
de la misma figura muestra una respuesta control (1 uM GABA). Este retraso en alcanzar el
equilibrio en el grado de inhibicidn fue atribuido a un desarrollo lento de la accion de picrotoxina.
El hecho de que la pre-incubacidn con el antagonista no previniera este curso temporal de la
inhibicion indicaria que la activacion de los receptores fue un pre-requisito para la unién del
antagonista a su sitio.

La diferencia en el nivel de inhibicién entre el méximo transitorio y el equilibrio fue menos
prominente en la medida que se aumentd la concentracion de agonista (no mostrado).

Esta caracteristica “dependiente del uso” de la acci6 n de picrotoxina también se revelé con
aplicaciones sucesivas de 1 pM GABA durante la incubacion sostenida con 1 pM picrotoxina
(Fig. 14B). Bajo estas condiciones, la primer aplicaciéon de GABA evocé respuestas con una
reduccion en la amplitud de 37.7 = 7.1 % (n = 4), mientras que para las siguientes tres se observé
un aumento suave pero continuo del nivel de inhibicidn, alcanzando un méaximo de 55.8 + 4.4 %
(n = 4). Estos valores de inhibicién no difirieron significativamente de los resultados mostrados
en la Fig. 14A, considerando los niveles de inhibicién correspondientes al pico y al equilibrio
(test t, p>0.05).

Por otro lado, el lavado de picrotoxina también fue facilitado por la activacion de los

receptores. Después de la accion sostenida de picrotoxina, largos tiempos de lavado (45 min.) con
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la solucion de Ringer’s fueron necesarios para recuperar los valores controles de las respuestas a

GABA (datos no mostrados).
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Fig. 14: Inhibiciéon dependiente del uso y con cinética lenta de picrotoxina sobre los GABA(R.
A. Trazos representativos de respuestas evocadas con | pM GABA en presencia de 1 uM
picrotoxina (trazo lleno), ya sea pre- 6 co-incubada. En trazo punteado se ilustra la respuestas
control a 1 pM GABA. B. Respuestas caracteristicas de aplicaciones repetidas de | pM GABA
(de 50 seg. de duracién), durante la incubacion continua de 1 pM picrotoxina. La aplicacién
del antagonista se inicié 40 seg. antes de la segunda exposicion al GABA y se extendié hasta la
numero cinco. En las siguientes tres respuestas representan la recuperacion de la inhibicién. El
histograma resume estos experimentos. C. Lavado de la inhibicién de picrotoxina por accion
de distintas concentraciones de GABA (1 uM, en el trazo de la izq. y 3 uM, a la dcha.)
Picrotoxina se removié después de alcanzar el equilibrio. Para comparar niveles de inhibicién
equivalentes, 1 uM picrotoxina se utilizé para inhibir las respuestas evocadas con 1 puM
GABA, mientras que para 3 pM GABA, se aplicé | y 10 uM picrotoxina.

Por el contrario, tres aplicaciones sucesivas de GABA (Fig. 14B) claramente aceleraron el
lavado de picrotoxina, reduciendo el tiempo requerido para la recuperacién a unos 15 min. La
primera de estas tres respuestas durante el lavado de picrotoxina (sexto registro de la Fig. 14B)
mostré una activacién muy lenta y no alcanzé un méximo en el periodo de aplicacion del
agonista (50 seg.), debido a la restitucion parcial de la respuesta control.

Ademas, observamos que la recuperacion de la inhibicién también presenta una dependencia
en la concentracién de agonista. En la Fig. 14C se muestra el efecto de picrotoxina cuando es
aplicado una vez que la respuesta a GABA (1 uM a la izquierda, 3 uM a la derecha) llega a su
maximo. El grado de inhibicién alcanzado no reviste diferencias respecto de lo obtenido con la
co-apliacién de ambos compuestos. Como se muestra la figura, una vez que el antagonista es

retirado la corriente iénica aumenta por la presencia continua del agonista. Cuando 1 uM GABA
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es utilizado, el tiempo de recuperacion (medido como el intervalo entre 10-90% de recuperacion
total) de la inhibicién producida por 1 pM picrotoxina fue tjo.90% = 128 = 13 seg. En la parte
derecha de la Fig. 14C se puede notar claramente que un aumento de la concentracion de GABA
a 3 uM provocé una fuerte aceleracion en el tiempo de lavado para la misma concentracién de
picrotoxina (20 £ 2 seg.) Atin cuando dosis mas altas de inhibidor fueron utilizadas (10 uM), que

provocaron una inhibicion de un 44.0 £ 4.7 %, el lavado fue mas rapido (21 £ 1 seg.)

Efectos de picrotoxina sobre la cinética de de-activacion de las respuestas de los

GABACR

Como se menciono previamente, los cursos temporales de activacion y de-activacién de los
GABACR son relativamente lentos. Un estudio previo caracterizé esta lenta relajacion y la
relaciond con una captura del agonista en su sitio de union por parte del receptor durante los
eventos de apertura [168]. Coherentemente, nosotros observamos que las corrientes iénicas
alcanzaron su nivel basal en aproximadamente 1 min. después de que el agonista (1 uM GABA)
se removié de la camarita de registro. La de-activacién pudo ser ajustada a una funcién
exponencial simple con una constante caracteristica Tgcaee = 16 + 2 seg. (n = 17), que fue similar a
la reportada en aquel trabajo [168].

Por otro lado, se ha demostrado que la relajacion de las corrientes idnicas mediadas por
distintos receptores puede ser acelerada por accion de ciertos antagonistas de naturaleza no
competitiva, pero no asi por inhibidores competitivos [188, 189]. De este modo, se observé que
picrotoxina produjo un incremento en la velocidad de de-activacion de las respuestas mediadas
por GABAAR, pero bicuculina no.

Con el objeto de caracterizar el mecanismo de accién de picrotoxina sobre los GABA(CR,
evaluamos su accion sobre la relajacion de las corrientes idnicas mediadas por estos receptores.
Se midi6 el tiempo comprendido entre el 10% y el 90% de la relajaciéon completa de la respuesta
(tdcact10-90%) como parametro del proceso.

Las respuestas control, evocadas con 1 pM GABA, tuvieron un tgeacti0-90% = 34 + 3 seg. (n =
17). La aplicacién de picrotoxina durante el lavado del agonista acelero significativamente la de-
activacion de los GABA(R (Fig. 15), en presencia de 1 pM de este antagonista el tycaciio-90% fue

18 £ 4 seg. (n=15, p<0.05) y para 10 uM, tjo.90% = 6 + 1 seg. (n = 3, p<0.05).
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Fig. 15: Incremento en la velocidad de de-activacion de los GABACR por picrotoxina, pero no
por TPMPA. Trazos representativos de la relajacion de respuestas a | pM GABA (control) y
en presencia de 1 y 10 uM picrotoxina. Los trazos se superpusieron por simplicidad. El
histograma resume los valores calculados de to.90, para respuestas control y en presencia de
picrotoxina o TPMPA (ver texto).

El hecho de que los antagonistas competitivos no tengan efecto sobre la de-activacion de las
respuestas sirvié también como control de que el agonista no estuviera re-uniéndose durante el
lavado y por lo tanto, que el sistema de perfusién fue suficientemente rapido [188, 189]. Con el
objeto de confirmar que este resultado se verificara en los GABACR, estudiamos el efecto del
antagonista competitivo especifico, TPMPA, sobre la relajacion de las respuestas mediadas por
estos receptores. Observamos que para concentraciones de hasta 10 pM, TPMPA no tuvo efectos
sobre la de-activacion, con un tycaciio-90%. = 36 + 7 seg. (n=4). Estos resultados confirman que
TPMPA seria un antagonista competitivo de los GABACR, mientras que picrotoxina seria no-

competitivo.

I1. 4. Discusion

Mecanismo de accion de picrotoxina

Se han propuesto distintos mecanismos para explicar la inhibicion de las respuestas de los

GABAAR por picrotoxina, o su forma activa picrotoxinina. Un efecto alostérico con
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caracteristicas mixtas, competitivo y no-competitivo fue sugerido [75, 190]. Otros autores
postularon dos modelos mas para la interaccion de picrotoxina. En uno de ellos, picrotoxina
bloquea los GABAAR a través de dos sitios, uno no-competitivo, y otro a-competitivo y
dependiente del uso. El segundo modelo sugiere que picrotoxina podria actuar sobre dos tipos
diferentes de receptores [77]. Sin embargo, todos estos estudios coinciden en descartar como
mecanismo posible un bloqueo de canal abierto.

Para los GABACR hemos observado que picrotoxina causé un desplazamiento hacia la
derecha en las curvas D-R para GABA (Fig. 13A). El efecto de 1 uM picrotoxina pudo ser
completamente revertido por aplicaciones de GABA en concentraciones saturantes. Sin embargo,
a concentraciones mas altas del antagonista, por ej. 10 y 100 uM, la inhibiciéon no pudo
recuperarse, indicando un mecanismo de accion no-competitivo. Por otro lado, es sabido que los
antagonistas no-competitivos puros presentan una potencia de inhibicidon (ICs¢) constante a
cualquier concentracion de agonista. Picrotoxina, contrariamente, inhibié mas fuertemente las
respuestas a bajas dosis de GABA (Fig. 12B). Por lo tanto, un mecanismo mixto de inhibicion,
competitivo y no-competitivo, como el propuesto por Wang y col., no podria ser descartado {32,
79].

En un trabajo reciente, se ha revelado que picrotoxina no induciria rearreglos estructurales en
el bolsillo de union al ligando en los GABACR, pero si en otras regiones de la proteina
involucradas en la apertura del canal [191]. Estos resultados argumentarian a favor de un
mecanismo de accién no-competitivo.

Como se ha demostrado previamente, la de-activacién de los GABAAR es acelerada por la
presencia de antagonistas de tipo no-competitivos, pero no para los competitivos [188)]. Esta
propiedad se atribuyé a un fuerte aumento de la afinidad por el agonista cuando el canal asociado
esta en su estado abierto. De este modo, bicuculina no produjo ningiin cambio en la de-activacion
de las repuestas de los GABAAR debido a su incapacidad para desplazar al agonista de su sitio de
union. En cambio, picrotoxina acelera la relajacion ya que su accion no depende de la union del
agonista al receptor.

Los GABACR presentan una cinética de de-activacién muy lenta que ha sido relacionada con
un mecanismo de captura del agonista en su sitio de union durante la apertura del canal en forma
similar (aunque previa) a lo observado para los GABAAR [168]. Basados en toda esta evidencia,
hemos evaluado el mecanismo de accidon de picrotoxina sobre la relajacion de las corriente

ionicas mediadas por los GABAcR. Se observé un fuerte aumento en la velocidad de de-
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activacion en presencia de picrotoxina, ain a una concentraciéon de 1 uM, que sélo produce un
desplazamiento a la derecha en la curva D-R.

Bajo condiciones similares, el antagonista competitivo especifico de los GABACR, TPMPA,
no indujo cambios en los tiempos de relajacion. Esto indicaria que no se produjo un re-ligado del
agonista al receptor durante el lavado ya que el sistema de perfusion fue suficientemente rapido.
Por lo tanto, el curso temporal de la relajacion de las respuestas de los GABACR no estaria
distorsionado por defectos en el sistema de perfusion. También fue posible medir la tardanza en
el recambio de la perfusién dentro de la camarita de registro y este tiempo nunca fue superior a 3
seg., que es bastante menor que la relajacion completa de la corriente.

Sin embargo, y con el objeto de evitar hacer referencia directa o indirecta a las constantes de
transicion microscopicas del esquema de gating, comparamos los procesos de de-activacion
calculando el tiempo comprendido entre el 10 y 90 % del proceso de de-activacion en lugar de
ajustar los trazos de corriente a ecuaciones exponenciales y calculando el caracteristico t.

Nuestros resultados estan de acuerdo con lo reportado para los GABACR de retina bovina y
humana expresados en ovocitos de Xenopus (32, 72]. Obtuvimos un ICso de 1.1 £ 0.1 uM para
picrotoxina, que es muy parecido a los valores calculados en aquellos trabajos. Sin embargo,
otros estudios realizados en GABAcR nativos de distintos animales de sangre fria encontraron
valores diferentes de ICsos: 0.2 uM [70], 0.6 uM [187], y 2.4 uM [192], en todos los casos
calculados con dosis saturantes de GABA; indicando que podrian existir diferentes variantes del

receptor.

Dependencia del uso

El efecto dependiente del uso de picrotoxina ha sido extensamente caracterizado en los
GABAAR de diferentes tipos neuronales [72, 75, 77). Los efectos de picrotoxina sobre los
GABACR también fueron dependientes del uso, pero en un grado mucho menor [72]. Estudios
con mutaciones puntuales sugirieron que el sitio de unién de picrotoxina en los GABAAR y
GABACR estaria localizado en el extremo interno del segmento M2 [38, 193-195]. Por lo tanto,
la union de GABA podria inducir un cambio conformacional en la estructura del sitio de

picrotoxina que diera cuenta del efecto dependiente del uso descripto para picrotoxina.
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Durante la aplicacién continua de picrotoxina, se desarrolld un aumento en el grado de
inhibicion con aplicaciones repetidas de GABA (Fig. 14B). Alternativamente, como los
GABACR no desensibilizan, o desensibilizan muy poco a concentraciones moderadas de
agonista, los aumentos en la eficacia de bloqueo pueden ser evaluados adecuadamente con
respuestas sostenidas en el tiempo (Fig. 14A). Atribuimos este aumento en la potencia de
picrotoxina observada en ambos tipos de experimentos a una accidon dependiente del uso.
Resultados similares fueron previamente observados para el efecto de picrotoxina en GABACR
de la retina bovina y del pez gato [72, 187].

El uso de altas concentraciones de agonista previno la aparicion del pico transitorio en el
trazo de corriente producido por efecto de picrotoxina. Esto indicaria que el equilibrio de
inhibicion se alcanzo mas rapidamente con dosis mas altas de GABA. Dicho de otro modo, el
curso temporal de la accién de picrotoxina dependié de la concentracion de agonista. Por otro
lado, el aumento en la concentracidon de picrotoxina también eliminé los maximos transitorios,
sugiriendo que las transiciones a los estados bloqueados también eran dependientes de la
concentracion, como era esperable.

La recuperacion de la inhibicidn por picrotoxina pudo observarse en ausencia de GABA sélo
después de largos lavados con soluciéon de Ringer, aunque fue claramente facilitado por la
activacion de los receptores (Fig. 14B). Similarmente, los GABA¢R de retina bovina y pez gato
también mostraron dependencia del uso durante la recuperacion de la inhibicion [72, 187].
Previamente, habia sido demostrado un efecto similar para picrotoxina sobre los GABAAR [75].

Se observo también, una clara dependencia en la concentracion de agonista durante el lavado
de picrotoxina en presencia de GABA. Altas concentraciones de agonista facilitaron la

recuperacion de la respuesta independientemente de la concentracién de picrotoxina utilizada.

Inhibicion de los GABACR por otros antagonistas.

En el marco del presente estudio del mecanismo de accién de picrotoxina sobre los GABACR,
también se caracterizd la accién de otros dos antagonistas: quercetina, un flavonoide, y
pregnanolona, un esteroide. La descripcion correspondiente a estos dos ultimos antagonistas se
realiz6 casi completamente en la Tesis de Licenciatura del Lic. Juan D. Goutman y por eso no ha
sido incluida en este trabajo. Sin embargo, consideramos que es importante hacer una breve

sintesis de los efectos observados para quercetina y pregnanolona ya que el objetivo original
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consistia en la comparacion del mecanismo de accion de estos tres antagonistas. Los
experimentos realizados fueron similares a los mostrados aqui para picrotoxina, es decir, curvas
de inhibicién, D-R, relacién 1I-V, y los efectos sobre los cursos temporales de activacion y de-
activacion.

La inhibicion producida por quercetina se desarrollé rapidamente con un 1Cso calculado de
44 = 0.4 pM. Las curvas D-R de GABA en presencia de este antagonista mostraron un
desplazamiento hacia la derecha y una reduccion en la respuesta maxima, indicando un
mecanismo de accién no-competitivo.

En contraposicion a lo observado para picrotoxina, quercetina no mostré dependencia del uso
en su accion y la recuperacion de la inhibicién fue rdpida y no requirié de la aplicacién de
agonista. La activacion de las respuestas al GABA en presencia de quercetina (pre-incubada) fue
mas lenta que el control. Los valores obtenidos para la constante de tiempo ta 10-90% fueron de 42
+ 6 sec (n = 4) en presencia de 10uM quercetina y 23 + 3 sec (n = 7) en ausencia de este
flavonoide. Este efecto sobre el curso temporal de las respuestas al GABA no fue observado para
ninguno de los otros dos antagonistas analizados. Ademas, la aplicacion de quercetina al inicio de
la de-activacion produjo una aceleracion en el tiempo de relajacion de las respuestas, lo que
confirmaria el efecto no-competitivo de este antagonista en los GABACR.

Pregnanolona inhibid las respuestas de los GABACR en una manera rapida, pero el tiempo
requerido para la recuperacion de la respuesta control fue largo, requiriendo varios minutos de
lavado con solucion de Ringer’s. Anteriormente se habia reportado que el efecto de los esteroides
neuroactivos sobre los GABACR dependia fuertemente de la concentracion de GABA utilizada, y
por esto realizamos tres curvas de inhibicién con tres concentraciones diferentes de agonista. Sin
embargo, las tres curvas dieron valores de ICso de aproximadamente 1 pM.

Este antagonista produjo una disminucion de la respuesta maxima en las curvas D-R a
concentraciones saturantes de agonista, pero no se observaron cambios en la afinidad aparente
por GABA. No obstante, es importante destacar, que no pudieron ser evaluadas concentraciones
mayores a 10 pM de este esteroide por problemas de solubilidad.

Pregnanolona no mostré dependencia del uso en su accion, y si bien el lavado de la misma

fue lento, no se observo una recuperacion mas rapida debido a la activacion de los receptores.
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III. 1. Introduccion

Desde hace afios se conoce la capacidad de diversos cationes de modular la actividad de
receptores sinapticos y canales ionicos en el SNC, con efectos que presentan una singular
importancia fisiologica y toxicoldgica [141, 142, 144-148].

En particular, se ha observado que los receptores de GABA son sensibles a la accién de
distintos cationes divalentes y trivalentes [149-151). Por ejemplo, zinc (Zn®") y cadmio (Cd*")
inhiben reversiblemente a los GABAAR y GABACR, mientras que mercurio (Hg2+) produce un
aumento en las respuestas mediadas por ambos tipos de receptores [149, 150, 154, 196].

Otro grupo de iones con efectos potenciadores sobre los receptores ionotropicos de GABA
son los lantanidos. Este conjunto de cationes trivalentes presenta un ranking de potencia, para
ambos tipos de receptores, que sigue estrictamente el orden de nimero atémico de la tabla
periddica de los elementos. Ademas, se ha demostrado que terbio (Tb**) produce un incremento
en la afinidad aparente por GABA en los GABAAR y que lantano (La’) presentd un efecto
similar sobre los GABACR [151, 154].

En el presente estudio tratamos de caracterizar el mecanismo de accién de otro elemento
perteneciente a la familia de los lanténidos, lutecio (Lu*"), sobre los GABACR. Este ién es el
ultimo en la serie de los lantanidos, y por lo tanto, el mas potente. En experimentos preliminares,
se observo un efecto de Lu®* sobre las corrientes iénicas mediadas por los GABACR que sugirié
un mecanismo de accién diferente al de La**. Por eso, decidimos realizar este estudio para
caracterizar el efecto de Lu** sobre los GABACR, tratando de proponer un mecanismo de accién

que explique las diferencias encontradas con La*.
II1. 2. Resultados
Efecto de Lu’* y La’* sobre el curso temporal de las respuestas a GABA

En la Fig. 16 se ilustran respuestas a GABA (3 uM) en ovocitos inyectados con la subunidad
p, humana, en presencia de La (A)o Lu (B). Ambos iones fueron aplicados sobre el maximo
de las respuestas y puede advertirse el efecto de La’* que provocé un aumento en la corriente

ionica mediada por los GABACR. El efecto de La®* se sostuvo en el tiempo mientras duré la
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aplicacion, y una vez iniciado el lavado, el trazo de la corriente retorné en unos pocos segundos
a] valor correspondiente a la activacion debida al GABA.

En la Fig. 16B se muestra el efecto de Lu®' sobre las respuestas a 3 uM GABA. Como puede
observarse, Lu®* también produjo un incremento rapido de la respuesta (indicado con una a en el
trazo de corriente) y como se menciond en la introduccion, este ion fue el mas potente de la serie

de los lantanidos.

GABA GABA

- L

wuo02

2 min

Fig. 16: Modulacion de los GABACR por La’* y Lu®*. A. Respuesta representativa de la accion
de (1 mM) La*" sobre la corriente iénica evocada por (1 uM) GABA. Puede observarse como
una vez llegado al maximo cl trazo sc mantuvo constante durante toda la aplicacién del ién y
una vez retirado, vuelve al valor de la respuesta cvocada por GABA. B. Respuesta
representativa de la accién de (1 mM) Lu** sobre la corricnte ionica evocada por (1 pM) GABA.
El curso temporal de la respuesta fue complejo, observindose un incremento rapido de la
respuesta (indicado con una a) hasta llegar a un méaximo transitorio seguido de una atenuacién
en la amplitud de la corriente (indicado con una b). Por ultimo, se observé una fase de “rebote”
(indicado con una c).

No obstante, después de haber alcanzado el maximo, la corriente idénica sufrié un proceso de
atenuacion que en aproximadamente 2 min revirtié casi completamente el efecto potenciador
(indicado con una b en el trazo de corriente de la Fig. 16B). Si bien este curso temporal nunca se
observo con La*', si se obtuvo para otros lantanidos como gadolinio (Gd>).

El mismo trazo de la Fig. 16B muestra que una vez retirado el modulador, ain en presencia
de GABA, se advirtié una caida casi inmediata en la amplitud de la misma hasta valores por

debajo del que correspondia a la activacion por GABA (indicado con una ¢ en el trazo de
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corriente). Pero luego, el trazo de corriente se recuperd lentamente hasta un valor similar al
inicial. Esta ultima accién de “rebote” en el trazo de corriente se registré sdlo en los casos en los
que un grado importante de atenuacion habia sido alcanzado previamente.

En este trabajo intentamos explicar las diferencias encontradas en los cursos temporales de las
respuestas en presencia de La® y Lu*". Esto involucré la caracterizacion de los efectos de Lu®*,
como se mostrard a continuacion, con el objeto de establecer diferencias y similitudes con lo
descripto previamente para La’*.

Complementariamente, utilizamos herramientas matematicas para simular a través de un
proceso de Markov, la accion de los GABACR en respuesta al GABA y a estos moduladores, con
el objeto de comprender sus mecanismos de accion. El modelo cinético propuesto, que se muestra
mas adelante en la Discusion, fue elaborado sobre la base de lo reportado previamente por otros
autores [168)] pero modificado para un mejor ajuste de los resultados obtenidos aqui. Si bien el
comportamiento del modelo se tratara extensamente mas adelante, es importante destacar que la
principal novedad fue la introduccion de un segundo estado abierto, que no habia sido descripto

anteriormente, revelado por la accion de los lantanidos.
Analisis de las curvas D-R

En la Fig. 17A, se muestran registros superpuestos de aplicaciones de Lu’* en
concentraciones crecientes sobre las respuestas evocadas por | uM GABA. Ademas del aumento
en la amplitud de la corriente io6nica, a medida que se aumento la concentracion del ién, se
observé un incremento de la velocidad con la que se alcanzé el maximo de respuesta. La curva
construida a partir de estos datos, que se muestra en la Fig. 17B, no llegd a un valor de
saturacion, debido a que no pudieron ser evaluadas concentraciones de este idn mas altas que 1
mM por limitaciones en la solubilidad. A esta dosis (1 mM) se experimenté un aumento en las
respuestas a GABA de un 115.7 £ 19.2 % (n=9).

También realizamos una curva D-R de GABA en presencia de 300 uM Lu’" para estudiar el
efecto de este i6n sobre la afinidad aparente del receptor y su eficacia maxima.
Sorprendentemente, y en contraste con el efecto descripto para La**, Lu** produjo un aumento en
la respuesta maxima de GABA (Fig. 17A). Incluso para concentraciones de GABA de 10 6 100

puM, las respuestas fueron potenciadas en un 19.3 £ 4.7 % y 20.1 + 1.0 % respectivamente. En
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experimentos preliminares observamos que el aumento de la respuesta maxima pudo ser incluso

mayor para concentraciones superiores de Lu**.
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Fig. 17: Modulacién de los GABACR por Lu**. A. Respuestas representativas del efecto de
concentraciones crecientes de Lu’* sobre el maximo de las corrientes evocadas por 1 pM
GABA (los trazo fueron superpuestos por simplicidad) Tanto la aplicacién del i6n como su
lavado fueron realizados en presencia de GABA. B. Curva de potenciacién de Lu**. El efecto
se expresa como la fraccion de incremento de la respuesta obtenida con 1 uM GABA.

Ademas, en presencia de Lu** se observé un aumento en la afinidad aparente de los
GABACR, como se muestra en la Fig. 18A. En ausencia de este ion, el ECsg calculado fue 0.7 +
0.1 uM con un n de Hill de 2.2 + 0.2, mientras que con Lu®* el ECs fue 0.4 + 0.1 pM con un n de
Hill=1.6 £0.1.

En la Fig. 18B se representan los mismos datos de la curva D-R en presencia de Lu** de la
Fig. 18A, pero expresados de un modo diferente para ilustrar como depende el grado de
potenciacion producido por este i6n del nivel de activacién alcanzado por GABA. El gréfico
claramente muestra que la potencia de Lu** es mayor para concentraciones inferiores de GABA;
sin embargo, es dificil precisar el limite superior de la potenciacion ya que incluso para dosis de
GABA que per se no lograron evocar respuestas detectables (30nM, por ej.), la co-aplicacién con
Lu** produce una respuesta de una amplitud claramente apreciable (no mostrado).

Al igual que lo reportado para el La®* en los GABACR, Lu®* no fue capaz de evocar
corrientes idnicas per se en estos receptores (no mostrado). Tampoco se observaron efectos en
ausencia de GABA para Tb**, otro elemento perteneciente a la serie de los lantanidos. La

incubacion de los GABAAR con este 16n si produjo una respuesta en ausencia de agonista [197].
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Es importante destacar que los resultados expuestos en esta seccion no constituirian en si
mismos una evidencia directa de la necesidad de un modelo de gating de los GABACR con dos
estados abiertos para explicar el fendmeno de la potenciacion por lantanidos. Aun el incremento
de la respuesta maxima de GABA en presencia de Lu®* podria ser coherente con un modelo de un

solo estado abierto.
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Fig. 18: Modulacion de los GABACR por Lu*’. A. Curva dosis-respuestas para GABA en
ausencia y presencia de 300 pM Lu**. La amplitud de las respuestas se expresa como fraccion
de las corrientes evocadas por 30 uM GABA. B. Grado de potenciacién logrado con 300 uM
Lu’* sobre las respuestas evocadas con distintas concentraciones de GABA, expresado como la
fraccion del aumento en la corriente evocada para cada dosis de agonista.

Efecto de Lu’* sobre la relacion corriente - voltaje (I-V)

En la Fig. 19 se muestran las relaciones corriente-voltaje (1-V) en presencia y en ausencia de
100 uM Lu**. Como puede observarse, el aumento en las respuestas de los GABACR debido a
Lu** no mostré ningin tipo de dependencia del potencial de membrana.

De-activacién de las respuestas mediadas por los GABACR en presencia de Lu®*

Si bien el estudio en el estado estacionario del efecto de moduladores, como las curvas D-R,

brinda importante informacién acerca de sus mecanismos de accion, el andlisis de sus efectos
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sobre las cinéticas de los procesos fuera del equilibrio puede ayudar a determinar el esquema de

gating correspondiente.
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Fig. 19: Modulacion de los GABACR por Lu*. Relacion corriente-voltaje (I-V) de respuestas
evocadas con | uM GABA con o sin 100 uM Lu’*. El rango utilizado de potenciales de
fijacion fue de —120 a +40 mV.

En el experimento de la Fig. 20, se muestran en trazos superpuestos, los cursos temporales de
dos respuestas evocadas por GABA (1 uM) con sendas aplicaciones de Lu** (1 mM) sobre el
maximo, en las que la de-activacion se evalud en presencia de este ion (trazo punteado) o en
ausencia del mismo (trazo lleno). Lu** produjo un notorio enlentecimiento de la relajacion de la
corriente idnica. Es importante indicar que la de-activaciéon obtenida durante el lavado con

solucion de Ringer’s tuvo una cinética que no fue diferente a la relajacion de la respuesta a 1 uM
GABA.

30 sag

Fig. 20: Lu”* retrasa la relajacion de las respucstas al GABA. Registros representativos de la
accion de Lu** sobre la de-activacion de respuestas evocadas por 1 pM GABA en presencia de
(1 mM) de este i6n. En trazo lleno se muestra el lavado realizado con solucién de Ringer’s, y
en trazo punteado, después de la aplicacién de Lu’*.
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Inhibicion por TPMPA y picrotoxina de las respuestas evocadas por GABA en

. 3+
presencia de Lu”".

Luego evaluamos como afectaba la presencia de Lu’* a la accién de ciertos inhibidores de los
GABACR cuyo mecanismo de accion ya ha sido extensamente estudiado. En esta serie de
experimentos se utilizaron los antagonistas TPMPA, que presenta un mecanismo competitivo, y
picrotoxina, que en este mismo trabajo de tesis se mostré que actia como antagonista no-
competitivo o mixto. No obstante, ambos producen una inhibicion dependiente de la
concentracidn de agonista o del nivel de activacion de los receptores [73]. Por esto, disefiamos los
experimentos de manera de poder comparar los niveles de inhibicion alcanzados, y las constantes
de tiempo calculadas para estos procesos, en respuestas de grados de activacion similares, ya sea
con o sin Lu*'. Las respuestas mediadas por 1 uM GABA y 300 pM Lu** en promedio evocaron
corrientes ionicas de similar amplitud a las registradas con 3 uM GABA (ver Fig. 21A y B) y por
eso, éstas fueron las concentraciones utilizadas.

En la Fig. 21A, se representa una respuesta evocada con | uM GABA donde una vez
alcanzado el maximo, se aumento la concentracion de agonista a 3 uM. La respuesta obtenida se
mantuvo durante varios minutos notandose un ligero grado de desensibilizacidn, que si bien no
fue de gran amplitud, pudo ser observado reiteradamente a concentraciones altas de GABA.
Luego, se aplico nuevamente 1 pM GABA y finalmente la respuesta se relajé al retirar el
agonista del sistema de perfusion. En trazo punteado, se muestra un experimento similar, pero en
el que ademas se aplicé 30 pM TPMPA sobre el méximo de dicha respuesta, produciendo una
inhibicién de un 93.6 + 6.4 % (n = 2). La velocidad con la que este antagonista ejercié su efecto
se estimd con una constante de tiempo, tjo.90%, que en este caso fue 51 + 2 seg (n = 2). El
antagonista se lavo en presencia de 3 uM GABA, como también se ilustra en la figura. En unos
pocos segundos, la respuesta se recuperé completamente, y en forma notable se observé que la
amplitud alcanzada fue ligeramente mayor que la registrada con la aplicacion sostenida de GABA
(graficada en trazo lleno). Esta diferencia se atribuyd a una proteccion de la desensibilizacion
operada por el antagonista competitivo que al desplazar al GABA de su sitio impediria que este
proceso, dependiente del agonista, avance. Un fenémeno similar se ha reportado en GABAAR de

neuronas de hipocampo de rata [188].
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Fig. 21: Inhibicion por TPMPA de las respuestas evocadas por GABA en presencia o ausencia
de Lu*". A. Respuestas representativas evocadas con 3 uM GABA en ausencia (trazo lleno) o
frente a la aplicacién de 10 uM TPMPA (trazo punteado) sobre el maximo de la misma. Esta
concentracion de agonista se utilizd para comparar los efectos del antagonista sobre respuestas
con o sin Lu** pero con niveles de activacion similares. El lavado del TPMPA se llevé a cabo
en presencia de 3 uM GABA. B. Respuestas representativas evocadas con 1 uM GABA y 300
uM Lu** sobre el maximo, en ausencia (trazo lleno) o en presencia de 10 uM TPMPA (trazo
punteado).

Las respuestas mediadas por GABA y Lu®** también fueron sensibles al antagonista TPMPA.
En la Fig. 22B se muestra, en trazo lleno, el efecto de Lu** sobre el maximo de las respuestas al
GABA en la que después de alcanzado el méaximo, se inicia un proceso de atenuacién de la
corriente o desensibilizacidn, como se menciond anteriormente. Se puede observar, al comparar
los trazos en presencia o ausencia de Lu*", que el grado de desensibilizaciéon es mayor en las
respuestas donde existié una potenciacién mediada por este i6n. Cuando TPMPA fue aplicado,
como se muestra en la figura en el trazo punteado, una reduccion en los niveles de la corriente de
93.9 + 3.8 % (n = 2) fue observada, similar a lo detallado anteriormente. El curso temporal fue
mas lento, con un tg.900, de 100.6 + 10.8 s (n = 2, p<0.0S), pero ademas, no se observé ninguna
proteccion en el proceso de atenuacién o desensbilizacion de la respuesta. Esto ultimo, junto al
hecho de que los niveles alcanzados de desensibilizacién son diferentes, sugeriria un mecanismo
independiente del operado por GABA.

En la Fig. 22A se muestra el efecto de picrotoxina sobre las respuestas evocadas con GABA.

La aplicacion sobre el maximo de la respuesta produjo una inhibicién rapida de la misma, con

73



Resultados y Discusion Capitulo 111

una constante de tiempo dependiente del nivel de activacién (ver Capitulo II), que para 3 uM

GABA fuede 8 £ 1 s (n=2). La inhibicion alcanzada fue de 56.7 + 7.8 % (n = 2).
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Fig. 22: Inhibicién por picrotoxina de las respuestas evocadas por GABA en presencia o
ausencia de Lu’*. A. Respuestas representativas evocadas con 3 uM GABA en ausencia (trazo
lleno) o frente a la aplicacion de 3 pM picrotoxina (trazo punteado) sobre el maximo de la
misma. Esta concentracién de agonista se utilizd para comparar los efectos del antagonista
sobre respuestas con o sin Lu** pero con niveles de activacion similares. El lavado del
picrotoxina se llevd a cabo en presencia de 3 pM GABA. B. Respuestas representativas
evocadas con 1 uM GABA y 300 uM Lu’* sobre el méximo, en ausencia (trazo lleno) o en
presencia de 3 pM picrotoxina (trazo punteado).

Cuando se aplicé (3 pM) picrotoxina sobre las respuestas evocadas por GABA en presencia
de Lu**, observamos que su efecto fue diferente al registrado en las respuestas a 3 uM GABA. La
inhibicion progres6 muy lentamente, y el nivel alcanzado fue de 71.2 £ 0.8 % (n = 2). Como
puede observarse, el grado de inhibicidon fue sensiblemente mayor que el indicado para 3 uM
GABA (p<0.05), pero no fue diferente al registrado con una concentracion de agonista menor (1
UM GABA: 71.3 £ 6.1 % (n = 3)). El tiempo requerido para alcanzar el maximo de inhibicion fue
de 37 + 1 seg., que es mucho mas lento que el calculado cuando la respuesta fue activada con 3
uM GABA (p<0.05) o incluso con 1 uM de este agonista (17 £ 1 seg., n = 3, p<0.05). Esto es
importante, considerando que la constante de tiempo para la inhibicion parecia depender del nivel

de activacion de las respuestas, es decir, de la concentraciéon de agonista utilizada, segun lo
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reportado por Woodward y col. y nosotros mismos [72, 113)]. Sin embargo, la sensibilidad a

picrotoxina pareceria no depender simplemente de la probabilidad de apertura (P,).

I11. 3. Discusion

Desde hace tiempo se conoce que las respuestas mediadas por los GABAAR son modulables
por iones de la familia de los lantanidos. En particular, Tb** potencia las corrientes iénicas a
través de estos receptores en el rango micromolar alto. Ademads, en concentraciones milimolares
fue capaz de evocar corrientes idnicas per se en los GABAAR, al igual que lo observado aqui
para Lu**. El efecto mediado por Tb** seria a través de un mecanismo diferente al observado para
los barbitiricos y su sitio seria independiente del descripto para cationes divalentes como Zn?' y
Cu®* [152).

En este trabajo se realizé un estudio extenso del mecanismo de accién de Lu** sobre las
respuestas mediadas por los GABACR. En experimentos preliminares se mostro que las
respuestas al GABA en presencia de este ion presentaban un curso temporal diferente al
observado con La*'. Este resultado sugeria que Lu*" tendria un mecanismo de accién distinto al
de dicho i6n.

La aplicacion de Lu** sobre el maximo de las respuestas al GABA produjo un efecto
complejo que consistid de un rdpido incremento inicial de la corriente idnica seguido de un
proceso mas lento de atenuacién. Para explicar esta segunda fase del efecto de Lu®* se
propusieron distintas hipdtesis.

Primero, se propuso un bloque del canal mediado por este i6n, que se descartd debido a la
naturaleza anidnica del mismo. Los canales anidnico, como este, presentan en el vestibulo un
anillo formados por residuos de argininas, con una alta densidad de cargas positivas que repelen
el acercamiento de cationes, particularmente un cation trivalente, como Lu*.

Luego, se especuld con un efecto indirecto o mediado por mecanismos de sefializacion
intracelular. Sin embargo, existian dos observaciones que contradecian esta hipétesis: el efecto
era facilmente reversible, y ademads, tenia una dependencia de la concentracién de GABA y del
tipo de agonista utilizado. Por ejemplo, a concentraciones de GABA de 3 uM se observo un

grado de atenuacion importante, mientras que a 0.3 pM practicamente, no existid. Y a su vez, era

mayor con B-alanina que con GABA.
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Por ultimo, se postuldé un mecanismo de desensibilizacién operado por Lu**, que
practicamente estaria ausente en las respuestas evocadas s6lo por GABA. Esta fue la hipotesis
mas firme con relacion a los resultados experimentales obtenidos y subyace al mecanismo de

gating propuesto en el modelo que se discutira més adelante.

Analisis de las curvas D-R

El efecto de Lu®* sobre los GABACR no pudo ser evaluado a concentraciones mas altas que 1
mM de manera de lograr una curva de saturaciéon completa, debido al limite de solubilidad que
presentaba este i6n en la solucion de Ringer.

Por otro lado, se obtuvo una alta variabilida en el grado de potenciacién de 1 mM Lu**, con
valores entre 45 — 190 %. Diversos factores podrian haber contribuido a esta variabilidad. En
primer lugar, la escasa solubilidad de la sal de Lu** utilizada (LuCls). Por otro lado, la curva D-R
para Lu** se realiz6 a una concentracién de 1 uM GABA que representé una concentracién muy
cercana al ECso en los GABACR. Las respuestas evocadas con una dosis de agonista de este tipo
tienen generalmente una alta variabilidad en el grado de activacion respecto al méximo (30 uM
en este caso). Esto se debe a que las curvas de saturacién que siguen la ecuacion logistica (ver
Materiales y métodos) tienen una fuerte pendiente en el rango de concentraciones alrededor del
ECso y consecuentemente, pequeiias diferencias en el valor de concentracién producen grandes
cambios en los niveles de respuesta. Por lo tanto, parte de la variabilidad en el grado de
potenciacion por Lu* puede adjudicarse a diferencias en el nivel de respuesta evocado con 1 uM
GABA ya que como se ve en la Fig. 18B a menor nivel de activacion por agonista correspondid
un mayor incremento de la respuesta por Lu.

Lu** produjo un aumento en la afinidad aparente por GABA en los GABACR, al igual que lo
reportado para La** [154]. Un fenémeno similar se observé también en los GABAAR con Tb*'
[197]. No obstante, en ninguno de los estudios realizados previamente, se obtuvo ademas un
aumento en la respuesta maxima de GABA como el que se muestra aqui con Lu®* en la Fig. 18A.

Este resultado cobra importancia con relacion al alto valor de probabilidad de apertura
maxima (P, max) atribuido a los GABACR [168], que se estimd indirectamente y con un alto
margen de error. Mas adelante, en la discusion del modelo de gating propuesto para este trabajo
de tesis se tratara este problema en detalle, pero es importante indicar aqui que un 20 % (o mas)
de aumento en la respuesta maxima es incompatible con una P, m.x mayor a 0.8.
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No se observaron respuestas de los GABACR por accién de Lu** o La’* per se. Todos los

efectos descriptos para estos iones estuvieron mediados por la activaciéon con GABA
Interaccion de Lu’* y antagonistas

Hemos mostrado también la sensibilidad de las respuestas evocadas por GABA en presencia
de Lu** a antagonistas de los GABAcR como TPMPA vy picrotoxina.

TPMPA es un antagonista especifico de los GABACR, para el que ha sido planteado un
mecanismo de accion de tipo competitivo al unirse al sitio de reconocimiento para GABA en los
receptores [73]. Las respuestas evocadas por GABA en presencia de Lu** fueron sensibles a
dicho antagonista, incluso en un nivel similar a lo advertido para GABA en ausencia de dicho
i6n. El tiempo requerido para alcanzar el equilibrio fue ciertamente mayor en las respuestas
evocadas en presencia de Lu*".

Si bien los GABACR han sido descriptos como receptores carente de desensibilizacién [169],
la disminucién en la amplitud de la respuesta durante las aplicaciones prolongadas de GABA,
indicaria que existe un proceso de desensibilizacion muy suave (Fig. 21A). Ademas, la
proteccion de este proceso observada con TPMPA confirmaria esta hipétesis ya que un fendmeno
similar se ha reportado para bicuculina en los GABAAR que presentan una pronunciada
desensibilizacion [188]. Esta disminucion en la amplitud de las respuestas no podrian atribuirse a
una caida en la concentracidn intracelular de Cl" debido a que la cantidad calculada de iones CI°
que mediarian esta corriente (~10" moles y ~700nA, respectivametne) seria varios drdenes de
magnitud menor que la cantidad de CI” presente en el citoplasma celular (~2 10 moles).

La desensibilizacion observada durante la aplicacién de Lu’* no fue protegida por la accion
de TPMPA (Fig. 21B), en contraste con lo observado para GABA. Esta diferencia indicaria que
la atenuacién en la amplitud observada durante las aplicaciones de Lu** estaria medida por este
ion en forma independiente de la accion de GABA. Ademads, la disminucidn en la corriente fue
siempre mas marcada durante la accién de Lu’*.

La inhibicién por picrotoxina presentd algunas diferencias entre lo observado para las
respuestas evocadas en presencia y ausencia de Lu**. Enel equilibrio, la inhibicién alcanzada en
las respuestas evocadas por 1 uM GABA en presencia de Lu* fue similar a la observada para
esta concentracion de agonista y en ausencia de dicho i6n. Recientemente ha sido reportado un

estudio sobre la accion de pregnenolona sulfato (PS) sobre las corrientes mediadas por los
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GABAAR que presentaba caracteristicas similares en cuanto a la dependencia en la activacion
[198]. Sin embargo, alli se mostré como dicha dependencia tenia un sentido contrario a lo
observado aqui en el Capitulo 1I. Este neuroesteroide es mds potente a concentraciones mayores
de agonista contrariamente a lo que ocurre con picrotoxina, que alcanza mayores niveles de
inhibicion con menores dosis de agonista. Ademas, fue demostrado en aquel trabajo, mediante el
uso de un agonista parcial, que la apertura del canal es el factor determinante en dicha
observacion y no la mera ocupacion del sitio de agonista en el receptor.

Sobre la base del efecto dependiente del uso de picrotoxina que fue expuesto en el Capitulo
II, y los resultados obtenidos en las respuestas evocadas con o sin Lu**, proponemos que la
inhibicion producida por este antagonista requeriria de la unién del agonista a su sitio de
reconocimiento en el receptor y no la apertura del canal.

Como se menciond en el Capitulo II, el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio en la
inhibicién por picrotoxina, expresado como el tjo.90%, fue dependientes del nivel de activacion de
las respuestas. Por ejemplo, el tig.000, con 1 pM GABA fue el doble que el de 3 uM. En las
respuestas evocadas con Lu**, la inhibicién por picrotoxina fue mas lenta y tardé mds tiempo en
alcanzar el equilibrio con relacion a lo observado en ausencia de este ion. Esto confirmaria que la
accion de este antagonista no requirio de la apertura del canal, sino que involucré un mecanismo

mas complejo.
Modelo de gating de los GABACR en presencia de Lu’*

Con el objeto de conocer en mayor detalle los efectos producidos por Lu®* sobre las
respuestas de los GABACR, realizamos simulaciones numéricas a partir de un modelo
matematico de la actividad de los canales incluyendo la accién de estos iones. El esquema basico
fue tomado de Chang & Weiss, donde se caracteriz6 la actividad de los receptores de GABAc
ensamblados con la subunidad p, humana expresados en ovocitos de Xenopus [168].

El modelo (que se muestra a continuacion) fue sugerido a partir de estudios de expresion de
receptores “heteroméricos”, ensamblados con la subunidad p; salvaje o con una mutacion que
disminuia la afinidad aparente por GABA [169]. Al inyectar en ovocitos los ARNc de estas dos
subunidades en distintas proporciones fue posible determinar que la cantidad de moléculas de

agonista necesarias para activar los receptores seria de entre tres y cuatro.
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Kogr 2kopr K} 997 o
3A+R 5 2A+AR 5 A+A,R S A,R S5 A R* 3)
5k°“ 4kon 3kon B

En el modelo, A representa la molécula de agonista; y R, AR, A;R, y A3R al receptor en
estados cerrados, ya sean, no unido a agonista, unido a una molécula, a dos moléculas o a tres,
respectivamente. A su vez, A;R* representa al receptor en su estado abierto. El significado y los
valores reportados de las constantes de tiempo kon, ko, & y B, se indican en la Introduccion.

La existencia de multiples estados cerrados seria coherente con la lenta cinética de activacion
observada en las respuestas macroscépicas mediadas por los GABACR. A su vez, el curso
temporal de relajacion de las corrientes idnicas macroscdpicas evocadas en ovocitos, junto a
algunos registros de canal unico realizados, aunque con pobre resolucion, sugirieron que los
GABACR poseerian un 1unico estado abierto [168].

Antes de profundizar la discusiéon de los modelos, es importante aclarar algunos puntos
relativos a la mecanica de funcionamiento del mismo ya que es la misma légica que sera utilizada
en el resto de la seccidn. Las transiciones entre estados involucradas en la unién de ligando son
dependientes de la concentracion del mismo, es decir que por ejemplo, la constante
correspondiente a la transicion entre el receptor en el estado no ligado (R) y el unido a una
molécula de agonista (AR) estaria determinada por la expresion 5 ko, [GABA]. Por el contrario,
las transiciones entre estados con mas nimero de moléculas de agonista unidas a otro de menos,
asi como la transicion entre A3R y A3R°, que estd dada por las constantes o y [, serian
independientes de la concentracion de GABA.

Algunas modificaciones fueron introducidas en este modelo para lograr un mejor ajuste de los
resultados obtenidos en este trabajo. Los valores de las constantes utilizadas se muestran también

a continuacion.

Kyt 2k, 3kyq a
3A+R S 2A+ARS A+A,R S AR 5 AR*+L
5k ak,, 3k, B 4)
5 ng':—
A,R*L
o i1 50
D
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kon=0.810°M's" Kor=0.115" B=111s" a=031s"
Lon=0210°M's" Lor=0.3s" Don=3107s" Dor=1072s"

En forma analoga a lo indicado para (2), la transicién entre A3R* y A3R*L depende de la
concentracion de lantanidos, pero no la inversa.

Las primeras modificaciones en el modelo de Chang & Weiss se incluyeron debido a las
diferencias encontradas en las constantes de de-activacion (t4car) de las respuestas al GABA
entre los resultados de estos autores y los nuestros. La tq4cact de las respuestas evocadas por | pM
GABA calculada en este trabajo de tesis fue 16 seg., mientras que segin estos autores la
constante para la relajacion de las respuestas de 3 uM GABA seria 24 seg. Es importante destacar
que la constante de tiempo de este proceso no dependeria de la concentracidon de agonista, segun
predice el modelo (y también se verifica experimentalmente, como se muestra en el Capitulo V).
Sin embargo, las diferencias que subsisten entre los resultados de Chang & Weiss y los nuestros
no parecen ser despreciables e incluso, en nuestras manos, las respuestas evocadas con una y otra
concentracién de agonista no presentaron consistentemente la misma tqcact . Si bien no fue posible
encontrar una explicacion concreta a estas diferencias, la principal causa propuesta seria la pobre
resolucion temporal de los registros de fijaciéon de voltaje con dos electrodos en ovocitos de
Xenopus. Debido al gran tamafio de estas células, es muy dificil realizar cambios rapidos en las
concentraciones extracelulares de agonistas o moduladores ( <2 seg.) y por lo tanto las respuestas
pueden sufrir distorsiones o cambios en su cinética de activacion o de-activacion.

Otra de las modificaciones introducidas esté relacionada con el valor de Py max, y por lo tanto
de las constantes de transicion o y 8. Como se mencioné anteriormente, el valor reportado por
Chang & Weiss para la Pomax de los GABACR se estim¢ indirectamente a partir de las constantes
de transicion 3 y a [168]. En aquel trabajo, se atribuy6 a 3 un valor mucho mas grande que a. En
el equilibrio, para concentraciones altas de agonista, la probabilidad de encontrar un canal en el
estado A3R* (Pomax), seria aproximadamente f3 / (a+f3), es decir, 0.92. Este valor es incompatible
con un aumento de un 20% en la respuesta maxima producido por Lu** con concentraciones
saturantes de GABA. Es posible atribuir esta inconsistencia en los valores de P,, max, a que el a
reportado fue medido a partir de registros de canal unico en los que, debido a la pequeiia
conductancia de los canales asociados a los GABACR, resulta muy dificil resolver eventos de

apertura y cierre. A su vez, B fue calculado indirectamente a partir de otros parametros [168].
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Para que nuestro modelo no adoleciera del mismo problema, corregimos el valor de 8 ya que
consideramos mas apropiado corregir aquella constante cuyo valor reportado no habia sido
medido directamente. No obstante, no encontramos diferencias importantes en las simulaciones
realizadas de las respuestas a GABA con Lo’ ', cuando se conservé el valor de B, y se modificé el
de a. El valor elegido de esta constante fue de 1.11 s, lo que determinaria una P, max a
concentraciones saturantes de agonista (y en ausencia de moduladores), de 0.77. En experimentos
preliminares, se observo que el aumento de la respuesta maxima podria ser algo mayor a un 20 %
si se utilizan concentraciones mayores a 300 uM Lu® *, por lo que se intenté mantener la Py mgx €n
un valor menor a 0.8.

Por otro lado, las constantes korr y kon fueron elegidas de manera de que coincidieran con las
relacion koir / kon calculada mediante el ajuste de la curva D-R para GABA con la ecuacién (3)
(que se muestra a continuacién). Esta ecuacién se obtuvo como solucién en el equilibrio del

sistema de ecuaciones diferenciales planteadas a partir del modelo cinético del canal (2).

10[GABAFJ
s[GABAJSf Ko” + 10[GABAP of + 10[GABAY + K, &+ 10faABAT of K, 4)

Donde [GABA] representa la concentraciéon de GABA utilizada; Kp seria igual a ko / Kon, la
afinidad del sitio de union a GABA (distinto a afinidad aparente, ECsg).

En el esquema planteado se introdujo un nuevo estado abierto, A;RL*, para reproducir los
efectos de Lu** observados experimentalmente. Las constantes de transicién fueron adjudicadas
de manera de reproducir la dependencia en la concentracion de dicho efecto. No obstante, fue
posible confirmar estos valores (en rigor, la relacién Loy / Lon, denominada Kpi) a través del
ajuste de la curva D-R de GABA en presencia de dicho ion (Fig. 18A) con la ecuacidn (5), que se
obtuvo a partir de plantear las ecuaciones diferenciales que describen el modelo, en el
estacionario (sin considerar, ademas, el estado desensibilizado que se describira a continuacion.
Esto ultimo es vdlido, bajo el supuesto que a bajas concentraciones de agonista, la
desensibilizacion es despreciable; y por otro lado, que a altas concentraciones de GABA el
maximo de la respuesta con Lu®* se alcanza lo suficientemente rapido como para considerar que
no se desarroll6 practicamente la desensibilizacion). El valor de Kp, calculado de este modo es

33 puM, mientras que con los Lon y Loff utilizados en el modelo se obtiene una relacioén de 15

pM.
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10GABAPK,,, +10GABAP % L]
(KDG’ %KDL +5[GABAK b AKD,_ +10GABAP % Ko +10GABAP KDG%KD,_ +100GABAPK , +10GABAP %[L])
(5)

Donde, [GABA] representa la concentracion de GABA utilizada; Kpg, la afinidad del sitio de
unién a GABA (distinto a afinidad aparente, ECs); Kpi, la afinidad del sitio de unién a Lu3+; oy
B3, las constante de transicién previamente descriptas; y [L], la concentracidn de Lu** utilizada.

También un estado no conductor denominado D (por desensibilizado) fue incluido con la idea
de representar la atenuacion del efecto potenciador debido a Lu**. Enel esquema propuesto, este
estado puede ser ocupado exclusivamente desde A3;RL*, lo que implica que al igual que este
ultimo, sélo puede ser poblado en presencia de Lu®*. La necesidad de introducir un estado D de
estas caracteristicas provino fundamentalmente de los resultados ilustrados en la Fig. 16B, es
decir, de la atenuacién seguida a la potenciacién de la respuesta obtenida con Lu®*. Los
experimentos realizados en presencia de este ion y TPMPA, que se muestran en la Fig. 21B,
donde se puede observar que la desensibilizacion mediada por Lu** seria independiente de un
proceso similar que podria ser operado por GABA, confirmaria esta hipétesis. Las constantes de
transicion correspondientes a este nuevo estado, Do, Y Do, s€ estimaron a partir de los resultados
experimentales, no obstante, su importn.

En la Fig. 23 se muestra el resultado de las simulaciones realizadas con el modelo de gating
recién descripto de respuestas a GABA, en presencia y ausencia de Lu*. En la parte A, se
ilustran los trazos correspondientes a la activacion de los receptores frente a la estimulacioén con
agonista y con Lu®*. Tanto la activacién como la de-activacion de las respuestas evocadas con 1
1M GABA presentan valores para las constantes Tao, = 9.0 S€g. Y Tdcact = 16.7 seg. similares a los
obtenidos experimentalmente (no mostrado). En la Fig. 23B se ilustra la curva D-R con las
simulaciones realizadas, obteniéndose un ECso = 0.7 uM, con n de Hill = 1.8. El valor de este
ultimo es ligeramente diferente al obtenido experimentalmente, aunque se encuentra entre los
valores reportados para este receptor [15, 199]. A su vez, la curva D-R en presencia de Lu*
sufrio un desplazamiento hacia la izquierda y un aumento de la respuesta maxima (~20 %) al
igual que lo observado experimentalmente. Los valores calculados de ECso y n de Hill para esta

curva fueron 0.3 uyM y 1.8.
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Es importante aclarar aqui la razén por la que proponemos que la transicidn al estado A;RL*
seria a partir de A3R y no otra, como AzR por ejemplo. La potenciacion a concentraciones altas
de agonista, que es una caracteristica distintiva de la modulacién por Lu** de estos receptores, no
es compatible con esta ultima posibilidad. En el equilibrio a concentraciones de 30 uM de
GABA, por ejemplo, la probabilidad de encontrar canales en el estado A3R es muy alta, y en A;R

es muy baja; aun para valores de L,, muy altos.

A
300 M Lu® B
30 1 1 [GABAI(M) 1.0
V M \ oo
o 0.2
R
1 min 0.01

[GABA] (uM)

Fig. 23: Simulacion de respuestas a GABA en presencia o ausencia de Lu** con el modelo de
gating de los GABACR A. Trazos representativos de respuestas a 30 y 1 uM GABA y con
aplicacion de Lu** sobre el méaximo. B. Curva D-R para GABA en presencia o ausencia de 300
uM Lu**,

En la Fig. 24A, se ilustra un trazo representativo de la respuesta a 3 pM GABA y la
aplicacién sobre el maximo de | mM Lu**. Alli puede observarse el curso temporal de la
respuesta simulada, que presenta un incremento rapido de la corriente por accioén de este ion,
seguido de una atenuacion mas lenta en su amplitud. Luego, un se produjo un fenémeno de
“rebote” como en el trazo experimental de la corriente (ver Fig. 16B). En la parte B de la Fig. 24
se muestran trazos representativos de aplicaciones de Lu** en concentraciones crecientes sobre la
respuesta a | pM GABA.

En resimen, el modelo de gating de los GABACR propuesto reproduce fielmente los
resultados obtenidos experimentalmente con respecto a la accion del Lu**. No podemos descartar,
sin embargo, que otro esquema de garting diferente al planteado pueda explicar nuestros

resultados en un modo mas aproximado. Asimismo, creemos que este puede ser considerado un
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mecanismo general para la accion de los lantanidos sobre los GABAcR. Como se ha demostrado
previamente, La®>" produce un incremento en la corriente iénica evocada por GABA pero con una
potencia menor que Lu** y ademas con un curso temporal carente de desensibilizacién. No
obstante, el mismo modelo con cambios en las constantes de tiempo Lo, ¥ Lofy, €s capaz de
reproducir estos resultados.

A B
3 uM GABA 1 uM GABA

30 uM
100 uM
300 uM

1mM

°d 10

|

15 seg

Fig. 24: Simulacion de respuestas a GABA en presencia o ausencia de Lu** con el modelo de
gating de los GABACR. A. Trazos representativos de respuestas a GABA en presencia de Lu*
donde se observa el caracteristico curso temporal durante el efecto de este ion. B. Efecto de
Lu’* en concentraciones crecientes sobre la respuesta a GABA.
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IV. 1. Introduccién

La transicion de un canal i6nico entre un estado cerrado estable a uno abierto es
extremadamente rara a menos que una fuerza externa lleve al canal a abrirse. En el equilibrio, la
proporcion de canales cerrados respecto de los abiertos define la diferencia de energias libres de
Gibbs entre los dos estados [200]. La fuerza externa cambia esta relacion alterando la diferencia
de energias libres. En los canales activados por voltaje, la fuerza electrostatica asociada con el
potencial transmembranal mueve las cargas dentro de la membrana, disparando la apertura del
poro [201]. La energia requerida para estos movimientos puede ser calculada a partir de las
constantes de transicion entre estados midiéndolas con experimentos de saltos de potencial.

La situacion es mucho menos clara para los canales activados por ligando. Desde un punto de
vista experimental, ha sido mucho mas dificil llevar a cabo aplicaciones rapidas de agonista que
escalones de voltaje rapidos. Por lo tanto, gran parte de la informacion sobre los mecanismos de
apertura y cierre de estos canales provino de registros de canal tnico en el estado estable y de
curvas dosis-respuesta macroscopicas utilizando aplicaciones de ligandos relativamente lentas.

La técnica de patch-clamp es muy utilizada para estudiar mecanismos de apertura y cierre
(gating) de canales ionicos ya sean activados por voltaje o ligando. Esta metodologia permite
medir corrientes idnicas de uno o muchos canales mediante distintas configuraciones de registro:
“cell attached”, “inside ouf” y “outside out”. Cada una presenta ventajas de acuerdo al tipo de
canal o propiedad que se desee estudiar. En el caso de los canales operados por ligando, la
configuracidn de ourside out es ideal porque la cara extracelular de los mismos queda hacia fuera
de la pipeta de registro. Esto, permite cambiar las concentraciones de ligando, por ejemplo, en
unos pocos milisegundos y de esa manera activar los canales sin distorsionar su curso temporal
intrinseco. Para producir cambios rapidos se utiliza una segunda pipeta para la perfusiéon con
distintas soluciones cuya punta esta dividida al medio, denominada tubos tita (porque se asemeja
a la letra griega 0).

Dado que la conductancia de los GABA¢R es muy pequefia y los registros de canal inico no
permiten resolver los tiempos de apertura y cierre, aun no se ha podido determinar rigurosamente
su mecanismo de gating. Los esfuerzos realizados en este sentido involucraron una combinacién
novedosa de técnicas de electrofisiologia y “binding” en ovocitos y si bien sus resultados son

solidos, adolecen de la ya mencionada falta de buena resolucién temporal [168, 169]. En el
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estudio mostrado en el Capitulo IIl, sugerimos que los GABACR tendrian dos estados abiertos,
revelado por la accion de los lantanidos, en contradiccion con aquel trabajo.

Por esto decidimos utilizar la técnica de patch-clamp en su configuracion de outside out en
ovocitos de Xenopus inyectados con la subunidad p; de los receptores GABAc. Estos receptores
tienen, a su vez, la ventaja de que presentan constantes de tiempo de activacion y de-activacion
relativamente lentas. Por lo cual, este tipo de técnicas representa un medio 6ptimo con una alta
resolucion temporal para poder estudiar sus propiedades y caracteristicas cinéticas.

En toda la primera parte de este trabajo, realizamos una caracterizacion farmacoldgica y
biofisica de las respuestas de los GABACR evocadas en parches de membrana de ovocitos, para

verificar que todas sus propiedades conocidas estuvieran conservadas.

IV. 2. Resultados

Activacion de los GABACR en parches de membrana de ovocitos

En la Fig. 25A, se ilustra un registro de la corriente idnica mediada por los GABAcR
utilizando la técnica de parch-clamp en su configuracion outside out. La deflexion en el trazo

indica la activacion de los receptores en la medida en la que el GABA se une a su sitio de accion.
A B

10 uM GABA 10 uM GABA

vuos

|

50 seg

wdool

10 seg

Fig. 25: Corrientes idnicas evocadas con GABA en GABACR expresados en ovocitos de
Xenopus. A. Registro con la técnica de patch-clamp en configuracion outside out de respuestas
a 10 uM GABA. B. Registro la técnica de FVDE en ovocitos enteros de respuestas a 10 uM
GABA. Obsérvese la diferencia en las escalas temporales y de amplitud de la corriente idnica.
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Se puede observar como las respuestas evocadas con 10 uM GABA se activan rapidamente y
se relajan en unos pocos segundos una vez que la pipeta se mueve hacia el lado del tubo tita por
el que se hace pasar solucion de Ringer. Con fines comparativos, se muestra a su lado la
respuesta a GABA registrada en un ovocito entero por la técnica de FVDE. Si bien los tiempos de
relajacion son bastante diferentes, en ambos tipos de registros este proceso insume mucho mas
tiempo que el de la activacion. Ademas, el grado de desensibilizacion es muy bajo con las dos
técnicas de registro.

Como se menciond previamente, en primera instancia decidimos evaluar si las propiedades
farmacologicas y fisiologicas extensamente conocidas de los GABACR podian ser repetidas en
las respuestas evocadas en parches de membrana. Entre las mds importantes se encuentra la
relacién D-R. En la Fig. 26A se ilustran las respuestas obtenidas con concentraciones crecientes
de este agonista. En la parte B de esa figura, se puede observar la curva trazada a partir de los
registros obtenidos, calculandose un ECso = 4.0 £ 0.8 uM y un n de Hill = 1.7 = 0.5 (n = 5-23).
Vale recordar que la afinidad aparente obtenida con en el ovocito entero por la técnica de FVDE

fue ligeramente menor a ésta, mientras que el coeficiente de Hill tuvo un valor algo mayor.

A B

1 3 5 10 100 10 W FVOE

5 1 o o
— N - - 80+
VANGNET
w": | 404
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% I/lmax
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Fig. 26: Curva dosis-respuesta para GABA de los GABACR en parches de membrana. A.
Respuestas representativas a concentraciones crecientes de GABA. B. Curva de saturacién
para este agonista. La amplitud de las corrientes idnicas se representan como fraccion de la
maxima (100 pM). Cada punto refiere a la media y ES. Se incluye con fines comparativos la
curva D-R obtenida por FVDE.
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Relacion corriente-voltaje y permeabilidad a CI de las respuestas de los GABAcR

en parches de membrana

En diversos estudios se han caracterizado las respuestas mediadas por los GABACR como
independientes de voltaje. Decidimos evaluar esta caracteristica en las corrientes idnicas
activadas en parches de membrana de ovocitos. Como se ilustra en la Fig. 27A la relacién I-V fue
completamente lineal y sélo se advierten cambios en la pendiente de la recta en respuesta a la
utilizacion de distintas concentraciones de agonista (3, 10 y 100 uM GABA).

En la Fig. 27B se muestra la dependencia del potencial de reversién (E,.,) de la corriente
evocada por | pM GABA a los cambios en la concentracion externa de Cl” ([Cl]¢x). Como se
esperaria para un canal selectivo para CI, cuando no existe otra especie permeante, el E.,
responde a las modificaciones en la [Cl]ex, como lo determina la ecuacion de Nernst (o de
Goldman-Hogkin-Katz) [201]. Las [Cl].x evaluadas fueron 27.4, 53.4 y 118.4 mM, obteniéndose
los siguientes valores de Er.y =-1.2£09mV (n=4), I0mV(n=1)y 197+ 3.9 mV (n=5),

respectivamente.
A B
—8—100 M GABA ¢ | 254
—— 10M -

—A— M 0.64 201
1 > 154

E
3 104

A _
-80 80 54
04
: -5

1(0A) g % P pyos
[CI],, (mM)

Fig. 27: Dependencia del potencial de membrana y permeabilidad a Cl' de los GABA(R en
parches de membrana. A. Relacion I-V de respuestas a distintas concentraciones de GABA.
Solo se observaron cambios en la pendiente de la relacion lineal para las distintas
concentraciones. B. Cambios en el potencial de reversion de la corriente (E.,) por
modificacion de la concentracion externa de Cl' ([Cl ]ex)-
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Cinética de activacion y de-activacion de las respuestas de los GABAcR

Como se mencion6 previamente, la gran ventaja que representa esta técnica de registro es la
posibilidad de realizar cambios en la concentracion de agonistas o0 moduladores de manera rapida
sin alterar el curso temporal intrinseco de las respuestas. Por lo tanto, contamos con un método
preciso de estudiar los cursos temporales de los procesos de activacion y de-activacion de las
respuestas evocadas con GABA u otros agonistas.

En la Fig. 28 se ilustran los trazos de corriente correspondientes a la activaciéon (A) con

distintas concentraciones de GABA (3, 5, 10 y 100 uM) y a la de-activacion (B) de respuestas a 5
y 100 pM. Todas las respuestas han sido normalizadas a su valor maximo para facilitar la

comparacion de sus cursos temporales.

A GABA B
-
! \ 5uM
3uM 100 uM
/ 5uM
100 uM Mg,

10 uM

2s T

Fig. 28: Dependencia en los cursos temporales de activacion y de-activacion de la
concentraciéon de GABA. A. Trazos representativos de la activacion de respuestas a distintas
concentraciones de GABA. B. Trazos representativos de la de-activaciéon de las corrientes
ionicas evocadas con 5 y 100 uM GABA.

Los trazos de las respuestas correspondientes a las fases de activacion y de-activacion fueron
individualmente ajustados a una funcién de decaimiento exponencial de primer o segundo orden
y se calculé la constante tipica T para la activacion (ta) y para la de-activacion (Tgeact)-

Como era esperable, la activacion de las respuestas fue haciéndose mas rapida con
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concentraciones crecientes de agonista. Para 5 pM GABA, que representaba una concentracion
de alrededor del ECsq, la constante T, fue de 1419 = 111 mseg (n = 16), mientras que con 100
HM que evocd la respuesta maxima, T, = 76 £ 13 mseg (n = 16). Los valores de 1,y para las
distintas concentraciones de GABA evaluadas se muestran en la Tabla II.

Mas adelante, en la Discusion del presente Capitulo, se mostrara el modelo de gating
propuesto para el canal asociado a los GABACR junto a las constantes de tiempo que
determinamos. Si bien en esa seccion se tratara con profundidad este tema, es importante destacar
que los valores calculados con el método recién analizado han servido de guia para obtener los
numeros definitivos para las constantes 3 y o que fueron modificados para que las simulaciones
reproduzcan mas fielmente los resultados experimentales.

También se ilustran los cursos temporales de la de-activacion de las respuestas al GABA en la
Fig. 28B. Por simplicidad sélo se muestran los trazos (normalizados) correspondientes a la
relajacion de las respuestas evocadas con 100 y 5 uM de este agonista. Para nuestra sorpresa, el
curso temporal de las corrientes idnicas evocadas con 100 pM GABA fue mas rapido que el
obtenido para 5 pM. Para esta ultima concentracion, la de-activacion de las respuestas fue
ajustada a una ecuacion exponencial de primer orden con una constante de tiempo de 4541 + 449
mseg. (n = 14). Por el contrario, la relajacién de las respuestas evocadas con 100 uM GABA fue
mucho mejor ajustada con una ecuacidn exponencial de segundo orden (ver Materiales y
métodos), con constantes de tiempo Tgcacti = 4663 £ 473 mseg. Y Tgecace = 806 £ 94 mseg., con una
amplitud relativa de la segunda constante, a,= 0.43 + 0.04 (n = 19). Las constantes de tiempo de
de-activacion para 3 pM GABA, que fue ajustada a una exponencial de primer orden, y de 10
KM, para la que una ecuacion de segundo orden fue requerida, son mostradas en la Tabla II.

Los T4eact de las respuestas evocadas con 3 y 5 uM no fueron estadisticamente diferentes entre
si y tampoco mostraron diferencias con las constantes mas lentas de las dos requeridas para
ajustar los trazos de 10 y 100 pM (denominadas t4cac:! €n ambos casos) (ANOVA, p>0.05). Esto
indicaria un mecanismo de de-activacién comun para todas las concentraciones de agonista
utilizadas y para los niveles de activacién alcanzados.

A su vez, las constantes de tiempo mas rapidas utilizadas con 10 y 100 uM (denominadas
Tdaeacz €N ambos casos) tampoco fueron estadisticamente diferentes (test de t, p>0.05). Sin
embargo, la amplitud relativa para la constante rapida fue mayor en la relajacién de las respuestas

evocadas con 100 pM (p<0.05).

91



Resultados y Discusion Capitulo IV
[GABA] | Activacion De-activacion
Tact (Mseg) Tdoactt (MS€Q)  Tueactz (MSEQ) a

(uM) (media £ ES) (n) | (media + ES)(n) (media+ ES) (media + ES)
3 2181+ 411 (8) | 4528 + 985 (6)
5 1419 £ 111 (16) | 4541 + 449 (14)

10 471:79(9) | 5257+385(6) 7671185 0.3210.08

30 263:124(6) | 4665+494(3) 894+122 038+0.18

100 76£13(16) |4663+473(19) 806+94  0.4310.04

Tabla 11: Constantes de activacion y de-activacion de las respuestas evocadas por distintas
concentraciones de GABA. Se muestra media y ES para la/s constante/s de tiempo calculadas a
través del ajuste con una funcion exponencial de primer o segundo orden de las fases de
activacion y de-activacién de las corrientes idnicas evocadas. Para la de-activacion de 10, 30 y
100 uM GABA, se indica ademas la amplitud relativa, a,, de la constante Tyeac2-

Este curso temporal de de-activacion, monoexponencial para dosis bajas de agonista, pero
_biexponencial para concentraciones més altas, seria compatible con un esquema de garing con
dos estados abiertos y dependientes de la concentracion de GABA. Mas adelante, se discutira esta

hipdtesis sobre la base de los resultados obtenidos y el modelo de gating planteado.

Efecto de agonistas y antagonistas sobre los GABAcR en parches de membrana de

ovocitos

Otros agonistas de los GABACR, como TACA, muscimol, B-alanina y glicina, se evaluaron
en este sistema. De entre todos estos agonistas, el inico que presenta mayor afinidad aparente que
el GABA es TACA, que se comporta ademds, como un agonista total. Muscimol, (3-alanina, y
glicina presentan menor afinidad y son ademas agonistas parciales [66, 67, 71].

En experimentos preliminares que se muestran en la Fig. 29B y D, TACA fue mas potente
que GABA, con un ECsg de aproximadamente 1 pM, y con una eficacia maxima equivalente a la

de GABA. Las corrientes ionicas evocadas por TACA tuvieron un curso temporal de de-
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actvacion similar a las de GABA; es decir, monoexponencial a concentraciones bajas (1 pM), y
biexponencial a altas (100 pM). Ambas constantes serian més lentas que las observadas para las
respuestas evocadas con GABA.

A su vez, los agonistas parciales glicina y [(3-alanina también evocaron respuestas, con una
afinidad aparente y eficacia mucho menor que GABA. Ademads, los cursos temporales de

activacion, y fundamentalmente de de-activacion de estas corrientes i6nicas fueron muy rapidos

(Fig. 29C).

A B
3 10 100 [GABA] (uM) 1 100 [TACA] (uM)
_g
> _I-g
5seg 10 seg
o] D
1.0
100 [Glicina] (mM) 10 100 [p-alanina]
_— (mM) 08 8 GABA
w @ TACA
\ | '\.J- u‘—, o5 A Glicina
-] Vv p-alanina
]‘, Eol
10 seg 0.2 :
0.0 — — ey
w0’ 10* 10* w0 10 10 10
[Agonista] (M)

Fig. 29: Activacion de los GABACR en parches de membrana por diversos agonistas. A.
Respuestas representativas evocadas con 3, 10 y 100 uM GABA. B. Idem A., con I, 10y 100
uM TACA. C. Idem A., con 10 y 100 mM glicina y 10 y 100 mM -alanina. D. Curvas D-R
para los distintos agonistas. Se ilusta también la curva de GABA para comparar.

También evaluamos la sensibilidad de las respuestas de los GABAcCR en parches de
membranas a antagonistas de distinta naturaleza. Los antagonistas utilizados fueron: el alcaloide
picrotoxina y el flavonoide quercetina que poseen un mecanismo de acciéon de tipo no-
competitivo, el antagonista competitivo especifico TPMPA y el Zn*, para el que fue propuesto
un mecanismo de tipo mixto [73, 155].

Las respuestas al GABA fueron inhibidas por TPMPA como se muestra en la Fig. 30B. Se
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observo una disminucién de un 82.7 £ 7.7 % (n = 2) en la corriente evocada con 5 uM GABA y
10 pM de este antagonista.

El efecto de picrotoxina fue sdlo ligeramente menos potente que el observado en las
respuestas de los GABAcR evocadas en FVDE. La inhibicién producida por 3 y 10 uM
picrotoxina fue de 57.5+ 7.9 % (n=4) y 76.8 £ 2.7 % (n = 2) respectivamente (Fig. 30B). Vale
recordar que los valores correspondientes a estas mismas dos concentraciones de antagonista en
FVDE fueron 71.3 £ 6.1 %y 91.1 £ 1.5 %.

Ademas, las respuestas en presencia de este antagonista mostraron un curso temporal similar
al observado en los registros obtenidos mediante la técnica de FVDE. En el segundo trazo de la
Fig. 30B, se muestra una aplicacién de picrotoxina sobre el maximo de la respuesta a GABA,
donde el equilibrio en la inhibicién se alcanzé rapidamente; mientras que el lavado fue muy
lento, tomando varios segundos para recuperar el nivel del control. Las respuestas a la aplicacién
conjunta de picrotoxina y GABA tuvieron un curso temporal que se relacion6 con un efecto
dependiente del uso: la corriente i6nica alcanz6 un pico transitoriamente y luego disminuyd
lentamente debido a un aumento continuo en el efecto del antagonista.

Quercetina también inhibio las respuestas al GABA en parches de membrana. Como se ilustra
en la Fig. 30B, 10 pM de este flavonoide produjo una disminucién en la amplitud de las
corrientes ionicas de un 36.5 £ 14.8 % (n = 2).

A su vez, el antagonista de tipo mixto, Zn®*, provocé una inhibicién casi total de las
respuestas a una concentracién de 100 uM (Fig. 30C).

También decidimos evaluar la sensibilidad de las respuestas de los GABACR en parches de
membrana a moduladores clasicos de los GABAAR, como el antagonista (10 pM) bicuculina y
otros con efectos potenciadores como (100 nM) diazepam. Ninguno de estos compuestos tuvo
efecto en las corrientes ionicas mediadas por los GABACR, como era esperable de acuerdo a lo

reportado extensamente (no mostrado).

Modulacion por lantanidos de los GABAcR

En la Fig. 30C se ilustra el efecto de Lu* y La** sobre los GABACR. La aplicacidn de los
lantanidos sobre el maximo de las respuestas a 5 pM GABA produjo un aumento muy rapido en

la corriente iénica. El grado de potenciacién obtenido para | mM de Lu®* fue de 171 £39 % (n =
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6), mientras que para la misma concentracién de La’* fue de 106 + 27 % (n = 6). Ademas, el
curso temporal de la potenciacion fue biexponencial, como se puede advertir claramente para la
accion de Lu®". Las constantes de tiempo calculadas para este ion fueron tgeacs = 558 + 87 mseg.,
Y Tdeacz = 71 £ 13 mseg (n = 5).

10uM TPMPA 10uM picro 3uM picro 10uM que
3

L
vdool

10 seg 10 seg 10 seg

C  100uMznz 1mMLa® 1 mM Lu®*
5

10:eg| \Lf M

Fig. 30: Modulacion de los GABACR en parches de membrana por antagonistas de distinta
naturaleza e iones. A. Respuestas representativas a 100 y 5 uM GABA. B. Inhibicién por
TPMPA, picrotoxina (picro) y quercetina (que) de las respuestas a GABA. Picrotoxina inhibié
las corrientes idnicas ya sea, aplicada sobre el maximo (trazo de la izquierda) o co-incubada
con GABA (trazo de la derecha). C. Efecto de Zn*', La ** y Lu** sobre los GABAcR. Las
aplicaciones de todos los iones fueron realizadas sobre el maximo de la respuesta a GABA.

vdog

IV. 3. Discusion

Aspectos basicos de la biofisica de los GABAcR

Las respuestas mediadas por los GABA¢R exhiben un curso temporal muy singular ya que

ademas de presentar un grado de desensibilizacion muy bajo, atin a concentraciones altas de
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agonista, los procesos de activacion y de-activacion son muy lentos con relaciéon a otros
receptores de neurotransmisores. Sin embargo, como ademds presentan una conductancia unitaria
muy pequeiia (~ 1 pS), no existen estudios sobre la base de registros de canal unico que revelen
en forma precisa parametros cinéticos de estos receptores.

Los esfuerzos realizados en este sentido involucraron la expresion de GABAcR
“heteroméricos”, ensamblados con la subunidad p, salvaje o con una mutacion que disminuia la
afinidad aparente por GABA. Al inyectar en ovocitos los ARNc de estas dos subunidades en
distintas proporciones fue posible determinar que la cantidad de moléculas de agonista necesarias
para activar los receptores seria de entre tres y cuatro [169]. Los unicos valores reportados para
las constantes de transicion entre estos estados fueron obtenidos con una combinacién novedosa
de técnicas de electrofisiologia y “binding” en ovocitos [168]. En ese mismo estudio se plante6 la
existencia de un solo estado abierto conductor. Si bien sus resultados son sélidos, adolecen de la
falta de resolucion temporal y la dificultad de obtener registros de canal Unico confiables.

Afortunadamente, también es posible determinar algunas propiedades cinéticas de canales
ionicos activados por ligando a través del analisis de las corrientes idnicas macroscopicas
evocadas, como por ejemplo: nimero de moléculas de agonista requeridas para la activacion,
cantidad de estados abiertos y cerrados y su conectividad, e incluso, constantes de transicion
entre estados [202-205]. Asi también, la accion de moduladores sobre la funcidn de los receptores
brinda una herramienta para este tipo de estudios. Como se expuso en el Capitulo 1lI, la

potenciacién por lantanidos sugiere la existencia de un segundo estado abierto.

GABACR en parches de membrana

Decidimos realizar esta serie de experimentos en parches de membrana de ovocitos para
indagar en las propiedades cinéticas de los GABACR aprovechando los recursos que brinda esta
técnica con relacion a su mejor resolucidon temporal. Sobre la base de los resultados
experimentales y los criterios utilizados en la bibliografia, se plante6 un esquema de gating del
canal que sera discutido mas adelante. Previamente, fue necesario verificar que las caracteristicas
farmacoldgicas y fisiologicas basicas de estos receptores, que ya han sido extensamente
descriptas, estaban conservadas en las respuestas evocadas en parches de membrana.

Las respuestas al GABA registradas mediante esta técnica tuvieron un curso temporal similar

al descripto para los GABACR en distintas preparaciones [15, 50, 56, 57]. Sin embargo,
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observamos una diferencia importante en los tiempos de activacion y de-activacidn entre los
registros obtenidos en parches de membrana y en el ovocito entero. Mientras que en el primero,
la relajacion no llevé mas de 20 seg., en los experimentos de FVDE la de-activacion completa
demand6 aproximadamente 1.5 min. de lavado. Si bien, como se menciond, los tiempos
calculados con esta ultima técnica podrian estar seriamente comprometidos por la escasa
resolucion temporal, distintas evidencias (como las que se discuten en el Capitulo II) indicarian
que los datos obtenidos, fundamentalmente en lo relacionado con la de-activacion, fueron
relativamente confiables. Por esto, creemos que las diferencias halladas en los tiempos de
activacion y de-activacion entre las respuestas obtenidas en el ovocito entero y en parches de
membrana no podrian adjudicarse completamente a distorsiones en los cursos temporales
intrinsecos por déficits en el sistema de perfusion.

En su lugar, proponemos que diferencias en los entornos en los que estarian situados los
receptores, que en un caso seria el medio intracelular del ovocito y en otro la solucién interior de
la pipeta de registro, podrian dar cuenta de los cambios en la cinética de las respuestas. De hecho,
se ha demostrado que ciertas proteinas de anclaje de receptores sindpticos al citoesqueleto tienen
capacidad de modular las respuestas mediadas por estos receptores [27]. También se ha
observado que la cinética de receptores de ACh nicotinicos y de NMDA puede verse afectada por
la escision del parche de membrana {206-208].

Mas alla de los artificios que introduciria la técnica, vale aclarar que las cinéticas observadas
aqui son muy parecidas a las reportadas para las respuestas de los GABACR ya sean nativos, en
células bipolares de la retina de rata o de peces [50, 56, 57]; e incluso recombinantes, expresados
en lineas celulares humanas (HEK) [209]. La afinidad aparente para GABA, obtenida aqui a
partir de la curva D-R, estd en el rango de los valores reportados para los GABACR en estas
preparaciones [15, 50, 56, 57]. El n de Hill calculado, 1.5, es algo menor que el encontrado en las
curvas D-R en el ovocito entero. Este valor sugiere que al menos dos moléculas de GABA serian
necesarias para producir la activacion del receptor. Como se vera mas adelante, en el modelo de
gating propuesto fueron necesarias al menos tres moléculas de agonista, pero la curva D-R
simulada tiene un valor muy parecido.

Otros agonistas de los GABAcR como TACA, B-alanina y glicina fueron efectivos en esta
serie de experimentos, y si bien no se realizo un estudio extenso, el orden de potencia seria el
mismo que el ya descripto [64, 71].

Es sabido que los GABACR no presentan dependencia de voltaje y que las relaciones I-V
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calculadas son lineales en un rango de Vy, entre —120 y +40 mV. Las respuestas observadas en
este trabajo presentan esta misma caracteristica, y ademds, como era esperable para un canal de
CI', el E,, de las corrientes evocadas varia en respuesta a un cambio en la [Cl])¢ en la manera
predicha por la ecuacion de Nemst [201].

Con el objeto de evaluar las propiedades farmacolégicas de los GABAcR estudiados
mediante esta técnica, se utilizaron una serie de moduladores con efectos conocidos. Los
antagonistas empleados fueron TPMPA, picrotoxina, quercetina y Zn>*. También se probaron
algunos lantanidos como La** y Lu’ * como moduladores positivos de los GABACR. Todos estos
presentaron efectos idénticos a los ya extensamente caracterizados para estos receptores [72, 73,
113, 154, 210].

En particular, la inhibicién producida por picrotoxina, que ha sido estudiada en el Capitulo Il
en experimentos realizados en ovocitos enteros, presentd caracteristicas muy parecidas en las
respuestas evocadas en parches de membrana. Principalmente, las respuestas al GABA en
presencia de picrotoxina tuvieron un curso temporal con un pico transitorio que fue asociado con
el efecto dependiente del uso de este antagonista. Ademas, la inhibicién ejercida seria de una
potencia equivalente a la descripta anteriormente, aunque no hemos realizado una curva de
inhibicién completa para este antagonista.

Respecto de los lantanidos, nuestra intencién era realizar un estudio exhaustivo de su
mecanismo de accién en los GABACR en parches de membrana aprovechando las ventajas de
esta técnica en cuanto a su resolucion temporal. Sin embargo, nos enfrentamos con la dificultad
de que tanto La’* como Lu®* tenian un efecto per se sobre la corriente de fuga del parche,
provocando una disminucién en su amplitud, que distorsionaba el curso temporal de la
potenciacion de las respuestas de los GABAcR. Este efecto indeseado fue relacionado con el
bloqueo de canales mecanosensoriales, que segun reportes anteriores, son sensibles a los iones
lantanidos [211]. Estos canales se activan en respuesta a la presion, pero la misma configuracién
outside out provocaria una tension sobre el parche de membrana que llevaria a la activacion
permanente de los mismos durante el tiempo de registro [212]. Distintos esfuerzos concernientes
a la eliminacion o minimizacion de este efecto espurio de Lu** y La** tuvieron relativo éxito.

No obstante, podriamos destacar el curso temporal de la accion de estos iones sobre las
respuestas evocadas por GABA. Como se muestra en la Fig. 30C, el incremento en la corriente
producto de la aplicacién de Lu** fue un proceso exponencial de segundo orden con una

constante muy rapida, en el rango de las decenas de milisegundos, y otra mas lenta. Si bien este
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mismo curso temporal nunca fue resuelto en las respuestas obtenidas con lantanidos en el
ovocitos entero, las simulaciones realizadas en el Capitulo III, muestran caracteristicas muy

parecidas, con procesos biexponenciales (ver Discusion de ese capitulo).
Cinética de los GABACR

Si bien no es posible establecer univocamente una relacion entre la cinética de las corrientes
i6nicas macroscopicas de un canal con el esquema de transiciones entre estados del mismo,
existen ciertos criterios que permiten determinar algunas caracteristicas de su modo de gating
[213]. Por ejemplo, la relajacion de la corriente idnica en respuesta a una disminucién rapida en
la concentracion de agonista, puede brindar informacion acerca de la cantidad de estados abiertos
posibles, considerando el curso temporal de la de-activacién.

Las cinéticas de activacion y de-activacion de las respuestas al GABA fueron analizadas con
el objeto de determinar algunas propiedades de gating de estos receptores. Los cursos temporales
de activacion de las respuestas a distintas concentraciones de agonista fueron ajustados, en todos
los casos, a una ecuacién de decaimiento exponencial de primer orden ya que la utilizacion de
una ecuacion de segundo orden no brindaba mejores resultados. El aumento en la velocidad de
activacién, revelado como una disminucion en la constante 1, conforme aumentaba la dosis de
GABA hasta valores saturantes, indicaria que el paso limitante en la activacion de las respuestas
fue la union del agonista a su sitio. Por el contrario, a concentraciones mayores, las constantes de
apertura y cierre del canal determinarian la cinética de activacion y no la de unidn del ligando.

La relajacion de las respuestas de los GABACR es muy particular ya que toma varios
segundos para llegar hasta el nivel basal. Esta propiedad fue asociada a un proceso de captura de
la molécula de GABA durante la apertura del canal asociado a los GABACR [168]. Sin embargo,
hasta al momento este proceso no habia sido estudiado con un sistema de perfusion rapido.

Para nuestra sorpresa, la relajacion de las respuestas evocadas con concentraciones altas de
agonista fue mas rapida que con dosis mas bajas. Mas aun, el curso temporal de la de-activacion
de las respuestas a 10 6 100 uM GABA, eran mejor ajustadas por una ecuacion de segundo orden
con constantes de tiempo que diferian en un orden de magnitud. Este escenario era solamente
compatible con un canal con dos estados abiertos diferentes cuyas transiciones a sendos estados
cerrados estuvieran determinadas por constantes de tiempo distintas. Como la de-activacion a
dosis mas bajas no mostraban este curso temporal, fue necesario plantear una dependencia en la
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cantidad de moléculas de agonista para cada estado abierto. Es decir, los estados abiertos estarian

ligados a estados cerrados donde la transicion entre uno y otro seria dependiente de agonista.

Modelo de gating

El modelo de gating que planteamos fue elaborado sobre la base de lo que otros autores han
propuesto previamente [168, 169], pero introduciendo los cambios necesarios para poder
reproducir en las simulaciones los resultados experimentales obtenidos en este trabajo. Entre las
novedades halladas se tuvo en cuenta las diferencias en la afinidad aparente por GABA, y en los
cursos temporales de las respuestas. Especialmente esto ultimo requirié de un detallado andlisis
de las distintas posibilidades por las importantes consecuencias biofisicas de sus resultados.

La principal observaciéon que debidé tomarse en cuenta frente al planteo del modelo que se
propondria fue la cinética de de-activacion de las respuestas a altas concentraciones de GABA.
Por analogia con estudios de otros receptores sinapticos, no encontramos otra explicacion a este
fenomeno que la existencia de dos estados abiertos diferentes y no ligados entre si [205]. El
hecho que este curso temporal no se haya observado para cualquier concentracion de agonista,
indicaria que estos dos estados abiertos planteados tendrian diferente cantidad de moléculas de
ligando unidas.

E!l modelo propuesto para los GABA(R en este trabajo es el que se detalla a continuacion:

Kor ko kyq 2Ky
4A+RS 3A+AR S 2A+A,RS A+AR S AR
sk, 4k, 3k 2%, ©6)
Bt [Tar B2]Ta2
AR* A R*
Kon=0.6 10° M's™! kor=08s" al=0.26s" B1=24s"
a2=19s" B2=445"

Donde, en forma anéloga a lo descripto en el Capitulo 1lI, A representa al agonista; R, AR,
AR y AsR, representan al receptor en el estado cerrado ya sea no unido al agonista, unido a una
molécula, a dos o a tres, respectivamente. A su vez, A,R* y Aj;R* representan al receptor en el

estado abierto unido a dos moléculas de agonista o a tres, respectivamente.
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Como también se indicé en la discusion del modelo del Capitulo 111, las transiciones entre
estados involucradas en la unién de ligando son dependientes de la concentracion del mismo,
como entre R y AR, o AR y A;R. Esto significa que por ejemplo, la constante correspondiente a
la transicion entre el receptor en el estado no ligado (R) y el unido a una molécula de agonista
(AR) estaria determinada por la expresion 5 ko, [GABA]. Por el contrario, las transiciones entre
un estado con mas numero de moléculas unidas de agonista a otro de menos, asi como la
transicion entre A3R y A3R" (y viceversa) y entre A4R y A4R" (y viceversa) que estan dadas por
las constantes a1, a2, 1 y B2 serian independientes de la concentracion de GABA.

Si bien no se contaba con los valores de todas estas constantes para completar el modelo, una
primera aproximacion surgié del ajuste de la curva D-R para GABA, es decir, de la actividad del
canal en el estado estacionario.

La ecuaciéon que surgid como solucion en el estacionario del sistema de ecuaciones

diferenciales que describe el modelo es la que se detalla a continuacidn:

[GABA} %n 5+10{GABAFK,, 0%2
10[GABAT u%z Kp + S[GABA} O%l +Kp* alm “%2 +10[GABAPK c%l u%z + @)
+s[GaBAK,’ @I a2, + 10[GABAT K, g a2 + s[GaBA] g e

Donde [GABA] representa la concentraciéon de GABA utilizada; Kp seria igual a ko / Kon, 12
afinidad del sitio de unién a GABA (distinto a afinidad aparente, ECso); al, a2, 1 y B2, las
constante de transicion previamente descriptas.

Como puede observarse en la ecuacion, el ajuste brinda las relaciones entre las constantes que
se desean averiguar, por lo que este método sirve como aproximacion para la determinacion de
las mismas. Considerando que el valor de la P, nax de la curva D-R es muy critico para la bondad
del ajuste con la ecuacién (7), asumimos en forma anéloga a lo planteado en el Capitulo III, que
este parametro no podia ser mayor a 0.9. Si bien no contdbamos con evidencias concretas para
determinar este valor, consideramos que el criterio elegido era amplio, pero también 1til, ya que
sirvig para descartar otros modelos planteados. Inicialmente, se propuso un modelo diferente, con
dos estados abiertos pero con solo cuatro estados cerrados, y tres sitios de unién a ligando, que
reproducia fielmente las propiedades de gating de los GABACR fuera del equilibrio. Sin

embargo, se descartd porque la ecuacion hallada para la solucién del sistema en el equilibrio no
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era capaz de ajustar los datos experimentales. Esencialmente, no fue posible encontrar valores de
constantes que ajustaran los datos cuando la P, nax €ra menor a 0.95.

Las relaciones encontradas fueron: Kp = 4.4 uM, a1/l = 1.66, y a2/B2 = 0.3. Estos valores
se modificaron luego con el objeto de optimizar el resultado de las simulaciones.

Como puede observarse en la Fig. 31, el modelo reproduce fielmente los cursos temporales de
las respuestas a 100 y 5 uM GABA. Se puede notar como la relajacion seguida a la respuesta
maxima presenta un curso temporal biexponencial, mientras que a concentraciones mas bajas, es
solo monoexponencial.

Las constantes de tiempo de la de-activacion con 100 pM fueron tgeaety = 4271 mseg., ¥ Tdeacr2
= 636 mseg, con una amplitud relativa de la componente rapida a; = 0.49. Estos valores son muy
similares a los observados experimentalmente, como se mostr6 en la Fig. 28 y la Tabla II. Esta
fue una de las caracteristicas mas salientes de los resultados experimentales y pudo ser
reproducido con el modelo planteado. En Fig. 31, se incluyen también respuestas representativas

de los GABA(R en parches de membrana a 5y 100 uM GABA, con fines comparativos.

100 uM 5uM
Simulacién
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\—.\M ."/-

_K
=]
>

5 seg

Fig. 31: Simulacion de las respuestas a GABA con el modelo de gating propuesto para los
GABACR. Simulacion: trazos de la corriente iénica simulada evocada con 100 y 5 uM GABA.
Experimental: trazos representativos de las respuestas a las mimas concentraciones de agonista
de los GABA(CR en parches de membrana.
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Las simulaciones de las respuestas con 10 y 30 uM de GABA, presentan relajaciones con
cinéticas intermedias, es decir, con un curso temporal biexponencial, pero donde la componente
rapida (Tgcacr2) tuvo una amplitud relativa menor (no mostrado).

En la Fig. 32 se muestran trazos simulados de respuestas a concentraciones crecientes de
GABA y la curva D-R construida a partir de estos datos. El ECsy calculado fue 3.9 uM,
practicamente idéntico al determinado experimentalmente (4.0 £ 0.8 uM). No obstante, la
constante de Hill obtenida en las simulaciones fue algo mayor a la experimental: 2.3.

El programa de simulaciones permite ademas determinar con qué curso temporal se ocupa un
estado determinado del modelo durante una respuesta o identificar cual de los estados
conductores contribuye a la corriente ionica estimada. Asi, pudimos observar que la gran mayor
parte de la respuesta activada con 5 uM GABA estaria mediada por receptores ocupando el
estado A;R*, como se muestra en la Fig. 33A. Lo mismo se ocurrié6 cuando se simularon
respuestas con concentraciones menores de agonista. Esto explicaria por qué los cursos

temporales de activacion y de-activacidn con estas concentraciones de agonista, fueron

monoexponenciales.
A B
GABA] (uM
t M) 101. Simulacion
1 3 5 10 100 10O Experimental
’ 7 s 0.8
. 061
_E
= 0.4
0.24
o
N
v 0.0
10 seg 10” 10* 10° 10°

[GABA] (M)

Fig. 32: Simulacién de las respuestas a GABA con ¢l modelo de gating propuesto para los
GABACR. A. Trazos simulados de las respuestas a concentraciones crecientes de GABA. B.
Curva D-R construida a partir de las simulaciones. La amplitud de cada respuesta s¢ expresa
como fraccion de la maxima (100 pM). Se incluye con fines comparativos la curva
experimental.

Cuando la activacion se realizé con 100 pM del agonista, se observé que ambos estados
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abiertos, A4R* y A3R* contribuyeron a la respuesta en una proporcion bastante equilibrada. Algo
similar ocurrié con 10 uM, pero en este caso, el estado A4R* fue mayoritariamente poblado.
Como se puede observar en la Fig. 33A estos dos estados conductores presentaron cinéticas de
relajacion diferentes, sugiriendo que esta serfa la causa de que las respuestas obtenidas

experimentalmente (e incluso en las simulaciones) evocadas con estas concentraciones de GABA

presentaran un curso temporal biexponencial.

100 uM GABA 5 uM GABA

[PRCRI—

\‘x' Py ”q
i
L

Simulacién Experimental

5seg

Fig. 33: Curso temporal de ocupacién de los dos estado abiertos del modelo de los GABACR.
A. Trazos simulados de respuestas a GABA (trazos llenos) y del curso temporal de ocupacién
de cada uno de los dos estados conductores (trazo punteado) del modelo propuesto. B. Curso
temporal de las respuestas simuladas o registradas experimentalmente a aplicaciones de 100

uM GABA de 1 (trazo punteado) 6 4 (trazo lleno) seg. de duraciéon. Los trazos
correspondientes a las aplicaciones de agonista de distinta duracién se superpusieron por

simplicidad.

Sugestivamente, en las respuestas a 100 pM cada uno de estos estados se poblé con un curso
temporal propio. Al inicio de la respuesta el estado A4R* contribuyé mayoritariamente al
aumento de la P,, pero inmediatamente después de llegar a un maximo de ocupacion, empezo a
bajar, en contrapartida de lo ocurrido con el estado A3R* que monotdnicamente fue creciendo en

proporeion. Por ejemplo, 1 seg. después del inicio de la activacién, la proporcién de canales en el
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estado A4R* respecto del estado A3R* 3:1, mientras que 4 seg. después fue casi 1:1.
Significativamente, la P, en ambos momentos fue de aproximadamente 0.8. Es decir, que cuando
la P, practicamente alcanzé su maximo, el equilibrio de las transiciones entre estados del canal
aun no habria sido alcanzado. Esto implicaba que de acuerdo a la duracion de la estimulacion con
el agonista, la respuesta estaria mediada por una proporcion diferente de canales en uno u otro
estado conductor. Y dado que cada uno de ellos presentd cinéticas de relajacidon diferentes, la
respuesta de 1 seg. de duracion tendria un curso temporal de de-activacion distinto a otra de 4
seg.

Exactamente esto fue lo que obtuvimos simulando respuestas de duracion diferente y también
lo que observamos experimentalmente. Como se puede observar en la Fig. 33A y B, las
respuestas mas cortas mostraron un curso temporal de relajacion mas rapido.

Esta seria una evidencia adicional de la existencia de un segundo estado abierto, ya que
consideramos que no podria explicarse este fenémeno con un esquema con un unico estado
conductor. Si bien el modelo planteado en este trabajo reproduce fielmente los aspectos mas
criticos de los resultados obtenidos experimentalmente, no podemos descartar que exista otro

modelo alternativo que presente una mejor performance.
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e El grupo de flavonoides evaluado en este trabajo tuvo un efecto inhibitorio sobre las corrientes
ionicas mediadas por los receptores de GABA, y GABA(c. Esto indicaria que los efectos
ansioliticos y/o sedantes de algunos de estos compuestos no estarian mediados por receptores de
GABA y que su mecanismo de accién seria mas complejo involucrando otros sistemas de

neurotransmision.

e La inhibicion de los receptores de GABA( por picrotoxina present un mecanismo de accion no
competitivo, o parcialmente no competitivo y competitivo, es decir, mixto. Sus efectos fueron
dependientes del uso, requiriendo la activacion de los receptores por GABA para alcanzar el

equilibrio.

e La potenciacién de los receptores de GABAc por lutecio sugiere la existencia de un segundo
estado abierto del canal, no descripto hasta el momento. Por otro lado, este i6n mediaria un

proceso de desensibilizacion independiente de la accion de GABA.

e El registro de las corriente idnicas mediadas por estos receptores con la técnica de parch-clamp
en la configuracion outside out, junto a un sistema de perfusion rapido, permitieron resolver sus
cursos temporales intrinsecos y proponer un esquema de gating que poseeria dos estados abiertos.
Esto representa una novedad, en cuanto hasta el momento se creia que los receptores de GABA¢

tenian un solo estado conductor.
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