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Modulación de los receptores GABAAρ1 por especies reactivas del oxígeno y 

benzodiazepinas 

RESUMEN  

Las especies reactivas del oxígeno (ROS) se asocian generalmente con estrés oxidativo celular, 

pero también tienen un importante rol como mensajeros celulares en la señalización redox, por 

ejemplo,  modulando la actividad de los receptores de neurotransmisores y canales iónicos. Hasta el 

momento no se habían demostrado acciones directas de las ROS sobre los receptores GABAA. En este 

trabajo se estudiaron los efectos de las ROS sobre la función del receptor GABAAʌ1. Se expresaron 

receptores homoméricos GABAAʌ1 humanos en oocitos de Xenopus laevis y se registraron 

electrofisiológicamente las respuestas evocadas por GABA en presencia o ausencia de ROS. Las 

respuestas GABAAʌ1 se potenciaron significativamente en presencia de H2O2, en forma reversible y 

dosis dependiente. Los efectos potenciadores se atenuaron en presencia de un scavenger de 

radicales libres, ácido lipoico, y un inhibidor de la reacción de Fenton, deferoxamina. Para identificar 

los residuos involucrados en las acciones de las ROS se realizaron ensayos de protección química de 

ĐisteíŶas ĐoŶ ageŶtes seleĐtiǀos de sulfhidƌilos Ǉ ŵutagéŶesis sitio diƌigida. Cada suďuŶidad ʌϭ 

contiene solo tres residuos de cisteína, dos extracelulares en el Cys-loop (C177 y C191) y una 

intracelular (C364) en el bucle TM3-TM4. La sustitución de la C364 por alanina o serina generó 

receptores mutantes completamente insensibles a la potenciación por ROS. Las cisteínas del Cys-loop 

no resultaron esenciales para la modulación por ROS. Nuestros resultados muestran que las ROS 

potencian la función de los receptores de GABAAʌ1 y que la cisteína intracelular C364 es el sensor 

para las acciones de ROS. 

Por otro lado, varios subtipos de receptores GABAA son modulados alostéricamente por 

benzodiazepinas (BZD), drogas ampliamente usadas como ansiolíticos, hipnóticos sedantes y 

anticonvulsivos. Se identificó un sitio de unión a BDZs de alta afinidad y al menos tres sitios 

adicionales de baja afinidad en variantes heteroméricos y homomericos de receptores GABAA. Sin 

embargo, nunca se había reportado la modulación de receptores GABAAʌ1 por BDZs y durante 

mucho tiempo se los asumió como completamente insensibles. En el presente estudio, se expresaron 

heterólogamente receptores GABAAʌ1 en oocitos y se registraron las respuestas evocadas por GABA 

en presencia y ausencia de BDZs. El diazepam y 4'-Cl diazepam modularon las respuestas GABAAʌ1 en 

el rango micromolar de forma reversible, dependiente de la concentración e independiente del 

voltaje. El diazepam potenció las corrientes de Cl- evocadas por GABA y el 4'- Cl diazepam produjo 

efectos bifásicos dependiendo de la concentración de GABA, mientras que Ro15-4513 y alprazolam 

actuaron como moduladores negativos. Las acciones de las BDZs resultaron insensibles a flumazenil. 
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Otras BZDs no mostraron actividad significativa en condiciones experimentales equivalentes. 

Nuestros resultados sugieren que las BZDs pueden modular la función del receptor GABAAʌ1 de 

forma selectiva y diferencial.  

 

Palabras clave: Receptor GABAA, receptor GABAAʌ1, especies reactivas del oxígeno, benzodiazepinas, 

retina.  
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Modulation of GABAAρ1 receptors by reactive oxygen species and benzodiazepines 

ABSTRACT 

Reactive oxygen species (ROS) are normally involved in cell oxidative stress but also play a 

role as cellular messengers in redox signaling, for example modulating the activity of 

neurotransmitter receptors and ion channels. However, the direct actions of ROS on GABAA receptors 

were not previously demonstrated. In the present work, we studied the effects of ROS on GABAAʌϭ 

receptor function. Human homomeric GABAAʌϭ receptors were expressed in Xenopus laevis oocytes 

and GABA-evoked responses electrophysiologically recorded in the presence or absence of ROS. 

GABAAʌϭ receptor-ŵediated ƌespoŶses ǁeƌe sigŶifiĐaŶtlǇ eŶhaŶĐed iŶ a dose-dependent and 

reversible manner by H2O2. Potentiating effects were attenuated by a free radical scavenger, lipoic 

acid, or an inhibitor of the Fenton reaction, deferoxamine. Chemical protection of cysteines by 

selective sulfhydryl reagents and site-directed mutagenesis studies were used to identify protein 

residues involved in ROS actions. EaĐh ʌϭ suďuŶit ĐoŶtaiŶs oŶlǇ thƌee ĐǇsteiŶe ƌesidues, tǁo 

extracellular at the cys loop (C177 and C191) and one intracellular (C364) at the TM3-TM4 linker. 

Mutant GABAAʌϭ receptors in which C364 was exchanged by alanine or serine were completely 

insensitive to ROS potentiation implying that this site, rather than a cystein in the Cys-loop, is 

essential for ROS modulation. Our results show that the function of GABAAʌϭ receptors is enhanced 

by ROS and that the intracellular C364 is the sensor for ROS actions. 

On the other hand, many GABAA receptor subtypes are allosterically modulated by 

benzodiazepines (BDZs), which are drugs extensively used as anxiolytics, sedative-hypnotics and 

anticonvulsants. One high-affinity site and at least three additional low-affinity sites for BDZ 

recognition have been identified in several heteromeric and homomeric variants of the GABAA 

receptors. However, the modulation of homomeric GABAAʌϭ ƌeĐeptoƌs ďǇ BD)s ǁas Ŷot pƌeǀiouslǇ 

revealed, and these receptors, for a long a time, were assumed to be fully insensitive to the actions 

of these drugs. In the present study, GABAAʌϭ ƌeĐeptoƌs ǁeƌe heteƌologouslǇ eǆpƌessed iŶ ooĐǇtes 

and GABA-evoked responses electrophysiologically recorded in the presence or absence of BDZs. 

GABAAʌϭ ƌeĐeptoƌ-mediated responses were modulated by diazepam and 4´-Cl diazepam in the 

micromolar range, in a concentration-dependent, voltage-independent and reversible manner. 

Diazepam produced potentiating effects on GABA-evoked Cl- currents and 4´-Cl diazepam induced 

biphasic effects depending on the GABA concentration, whereas Ro15-4513 and alprazolam were 

negative modulators. BDZ actions were insensitive to flumazenil. Other BDZs showed negligible 

activity at equivalent experimental conditions. Our results suggest that GABAAʌϭ ƌeĐeptoƌ fuŶĐtioŶ 

can be selectively and differentially modulated by BDZs.  
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ABREVIATURAS 

 

A: alanina 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

ADNc: ácido desoxirribonucleico copia 

AMPc: adenosín monofosfato cíclico 

ARN: ácido ribonucleico 

ARNc: ácido ribonucleico copia 

CE50: Concentración efectiva 50% 

Cl-: cloruro 

C-R: concentración - respuesta 
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Cys-loop: lazo de cisteínas 
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DFX: deferoxamina 

DMSO: dimetilsulfóxido 

DTNB: Ácido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico 

DTT: Ditiotreitol 

F: fenilalanina 

G: glicina 

GABA: Ácido ɶ-amino butírico 

GSH: glutatión 

GMPC: Guanosina monofosfato cíclico 

H2O2: peróxido de hidrógeno 

HEPES: ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanosulfónico 

I: amplitud de corriente evocada por GABA 

Imáx: amplitud máxima de corriente evocada por GABA 

IPSC: corriente inhibitoria postsináptica  

I-V: corriente - potencial 

LGIC: ligand-gated ion channel, canales iónicos activados por ligando 

M: metionina 

MAP1b: proteína asociada a microtúbulo 1B 

mIPSC: corriente inhibitoria postsináptica miniatura 

n: número de repeticiones 

NEM: N-etilmaleimida 

nH: n de Hill 

NO-: nitroxilo  

NO: óxido nítrico 

NO+: nitrosium  

N-terminal: amino terminal 

O2
-•: superóxido 

OH•: radical hidroxilo 

ONOO−: peroxinitrito  
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PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PKA: protein kinasa A 

PKC: protein kinasa C 

Receptor GABAA: receptor ionotrópicos de GABA 

Receptor GABAAʌ1: receptor ionotrópico de GABA ʌ1 homomérico 

Receptor GABAAʌ1C364A: receptor ionotrópico de GABA ʌ1 con la sustitución C364A 

Receptor GABAAʌ1C364S: receptor ionotrópico de GABA ʌ1 con la sustitución C364S 

Receptor GABAB: receptor metabotrópico de GABA 

Receptor NMDA: receptor de N-metil-D-aspartato 

Receptores IP3: receptor de inositol trifosfato  

Receptores P2Y1: receptor purinérgico 2Y1 

ROS: reactive oxygen species, especies reactivas del oxígeno 

SEM: Error estándar de la media 

SNC: Sistema nervioso central 

SOD: Superóxido dismutasa 

T: treonina 

TEVC: two-electrode voltage clamp, fijación de voltaje con dos microelectrodos 

TM1-4: paso transmembrana 1-4 

UTR: región no traducida 

Vclamp: voltaje al que se fija el potencial de membrana 

Vr: potencial de reposo 

Y: tirosina 

τ act: constante cinética de activación 

τ decat: constante cinética de deactivación 
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A) Receptores ionotrópicos de GABA 

 

i)  Clasificación, estructura, localización y farmacología 

 

 

El áĐido ɶ-aminobutírico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio en el cerebro. 

Ejerce su acción a través de los receptores ionotrópicos GABAA y los receptores metabotrópicos 

GABAB, que difieren en su farmacología, estructura y características moleculares. Los receptores 

GABAA son canales de Cl- activados por ligando y constituyen los principales receptores inhibitorios 

en el sistema nervioso central (SNC). Desde un punto de vista farmacológico, se caracterizan por ser 

activados por GABA y el agonista selectivo muscimol, bloqueados por bicuculina y picrotoxina y 

modulados por benzodiazepinas, barbitúricos y otros depresores del SNC (Macdonald & Olsen, 1994; 

Sieghart, 1995). Por su parte, los receptores GABAB  son activados por GABA y el agonista selectivo 

baclofen, pero son insensibles a ligandos típicos de receptores GABAA, como bicuculina y muscimol. 

Los receptores GABAB se acoplan a diferentes sistemas efectores (ej: canales de K+ o canales de Ca2+) 

dependiendo de la proteína G y el sistema de segundos mensajeros asociados (Bowery et al., 2002; 

Bettler et al., 2004). 

Dada su localización generalizada en el sistema nervioso de mamíferos, los receptores GABAA 

participan virtualmente en todas las funciones fisiológicas del cerebro y actúan como blanco de 

numerosas drogas de importancia clínica (Johnston, 2005). Los receptores GABAA forman parte de la 

superfamilia de canales iónicos activados por ligando (LGIC), específicamente de la familia de 

receptores con lazo de cisteína (Cys-loop), que incluye a los receptores de acetilcolina nicotínicos 

(Corringer et al., 2000; Lukas & Bencherif, 2006), los receptores de glicina (Breitinger & Becker, 

2002), receptores ionotrópicos de serotonina (Davies et al, 1999; Thompson y Lummis, 2006) y un 

canal iónico activado por zinc (Davies et al, 2003). Todos los miembros de la superfamilia LGIC con 

Cys-loop muestran homología de secuencia del orden del 30% de identidad, pero aún mayor similitud 

a nivel de la estructura secundaria y terciaria. Se organizan como proteínas de membrana 

pentaméricas, con un poro central que forma el canal iónico. Cada subunidad consta de un gran 

dominio amino terminal extracelular que contiene el sitio de unión al agonista o sitios modulatorios, 

sitios de glicosilación y un lazo de 15 residuos cerrado por un puente disulfuro característico que 

constituye un determinante conformacional importante para la interacción con el ligando (Lu, 1997), 

aun cuando no forma parte del sitio de unión al agonista (Sedelnikova et al., 2005). Luego del 

dominio N-terminal siguen 4 pasos transmembrana (TM1-TM4) con estructura de α-hélice y con un 

bucle intracelular entre TM3 y TM4 con sitios de fosforilación para PKA, PKC y tirosin quinasas (Zhang 

et al., 2001). La estructura se completa con un dominio carbono terminal extracelular corto (Figura I-
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1) El paso transmembrana TM2 de cada subunidad conforma el canal iónico central (Baenzinger & 

Corringer, 2011) (Figura I-2). 

 

Figura I-1. Esquema de la estructura de los receptores GABAAαβγ. Los receptores GABAAαβɶ, al igual Ƌue el 
resto de los receptores ionotrópicos de GABA, se organizan como proteínas de membrana pentaméricas con un 

poro central que forma el canal de Cl-. Cada subunidad consta de un dominio N-terminal grande, cuatro pasos 

transmembrana (TM) y un dominio C-terminal corto.   

 

Los receptores GABAA de mamíferos son canales aniónicos selectivos. La unión del GABA a si 

sitio de unión a agonista está acoplado a la apertura del poro del canal, que permite el flujo de iones 

Cl- a favor de su gradiente electroquímico. En la mayoría de las neuronas en el adulto, el potencial de 

equilibrio del Cl- es cercano al potencial de membrana en reposo y la concentración de Cl- dentro de 

la neurona es mucho menor que en el líquido extracelular. En consecuencia, el aumento de la 

permeabilidad a Cl- luego de la activación de receptores GABAA reduce la excitabilidad neuronal, 

produciendo inhibición (Martin & Olsen, 2000). Sin embargo, dependiendo de la expresión de 

transportadores de Cl-, la concentración de Cl- dentro de la neurona puede aumentar, generándose 

un potencial de equilibrio del Cl- menos negativo que el potencial de membrana en reposo. Bajo tales 

condiciones, la activación de receptores GABAA puede causar una despolarización de la membrana 

suficiente como para provocar el disparo de un potencial de acción, produciendo excitación. Esta 

situación es especialmente relevante durante el desarrollo temprano (Ben-Ari, 2002). Por otro lado, 

como consecuencia de una fuerte activación de receptores GABAA, el consiguiente aumento de la 

concentración de Cl- dentro de la neurona podría desplazar el potencial de la membrana hacia el 

umbral de disparo, generando excitación en rebote de las neuronas (Marty & Llano, 2005). Además 

de Cl-, los receptores GABAA pueden conducir otros aniones, con distinta permeabilidad. El flujo de 
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bicarbonato podría ser fisiológicamente relevante en determinadas condiciones (Kaila et al., 1997). 

La importancia del bicarbonato varía con el tejido y es dependiente de la actividad de la anhidrasa 

carbónica (Rivera et al., 2005).  

 

Figura I-2. Arreglo espacial los receptores GABAAαβγ. Los TM2 de las cinco subunidades se organizan para 

foƌŵaƌ el poƌo ĐeŶtƌal. Los sitios de uŶióŶ a GABA se loĐalizaŶ eŶ las iŶteƌfases α/β.   

 

Existen 19 genes que codifican para subunidades de receptores GABAA en humanos (Simon et 

al., 2004). Estos incluyen 16 subunidades que conforman la familia GABAA clásica (α1-6, β1-3, ɶ1-3, ɷ, 

ɸ, θ y ʋ) y 3 subunidades ʌ que en un primer momento constituyeron los receptores GABAC. A su vez, 

hay variantes de splicing de muchas de estas subunidades. El ensamblado de los receptores GABAA 

como pentámeros produce subtipos de compleja heterogeneidad estructural, principal determinante 

del perfil farmacológico. Los diversos subtipos de receptores difieren en su abundancia a lo largo del 

sistema nervioso y, en consecuencia, en funciones relacionadas con los circuitos implicados. Si todas 

las subunidades pudiesen co-ensamblar para formar receptores funcionales pentaméricos, el número 

total de receptores GABAA sería enorme. De todas las combinaciones posibles, la mayoría de los 

receptores GABAA están formados por dos copias de una única subunidad α, dos copias de una única 

subunidad β y una copia de otra subunidad, como ɶ, ɷ o ɸ. Actualmente se considera que sólo 11 

subtipos de receptores GABAA están identificados concluyentemente e incluyendo a los que muy 

posiblemente se expresen de forma nativa, suman un total de 26 subtipos (Olsen & Sieghart, 2008). 

Aproximadamente 75 a 80 % de los receptores GABAA del CNS contienen una subunidad ɶ2. La 

subunidad α1 es la más abundante de las α y generalmente co-localiza con β2 y ɶ2, con una 

estequiometría (α1)2(β2)2(ɶ2)1. La subunidad α5 tendría una expresión más restringida, constituyendo 

aproximadamente un 20% de la población de receptores GABAA en el hipocampo. A su vez, la 

expresión de la subunidad α6 se encuentra confinada casi exclusivamente a las células granulares del 



Introducción 
 

16 

cerebelo y está íntimamente relacionada con la expresión de la subunidad ɷ. Por su parte, ɷ se co-

expresa con α4 en giro dentado y cuerpo estriado (Sieghart & Sperk, 2002).  

 Existe una gran diversidad de moduladores de la actividad de los receptores GABAA, que 

incluye benzodiazepinas (Sigel & Buhr, 1997), neuroesteroides (Johnston, 2005), flavonoides 

(Goutman et al., 2003; Hanrahan et al., 2011), pH (Hugel et al., 2012), cationes como el zinc (Calvo et 

al., 1994; Hosie et al., 2003), lantánidos (Goutman et al., 2005) y agentes redox (Pan et al., 1995; 

Amato et al., 1999; Calero & Calvo, 2008). Como se mencionó anteriormente, la sensibilidad a los 

moduladores depende de la composición de subunidades. La modulación de los receptores GABAA 

por agentes redox y BDZs (benzodiazepinas) será tratada en las secciones siguientes. 

 

ii) Receptores fásicos y tónicos 

 

El estudio de los mecanismos de inhibición neuronal mediados por GABA se focalizó durante 

varias décadas en la caracterización del rol de los receptores de GABAA localizados en contactos 

sinápticos (Macdonald & Olsen, 1994). Éstos se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro, 

tienen una afinidad por GABA relativamente baja y median acciones inhibitorias fásicas -rápidas y 

transitorias-, donde la liberación cuántica de GABA desde una neurona presináptica genera un pico 

de concentración de GABA en el rango milimolar e induce en la neurona postsináptica eventos de 

considerable amplitud y rápido decaimiento (Farrant & Nusser, 2005) (Figura I-3A). El curso temporal 

de este evento depende del tamaño y amplitud de las vesículas sinápticas, la geometría de la sinapsis 

y el número y arreglo espacial de los receptores postsináptcos (localizados en grupos o clusters en la 

membrana postsináptica) y los transportadores de GABA. Los subtipos de receptores GABAA fásicos 

predominantes contienen a la subunidad ɶ2 en asociación con α1, α2 o α3 (GABAAα1β2/3ɶ2, 

GABAAα2β2/3ɶ2 y GABAAα3β2/3ɶ2) (Farrant & Nusser, 2005; Brickley & Mody, 2012). La 

neurotransmisión inhibitoria fásica cumple un papel importante en la regulación del disparo de 

potenciales de acción en neuronas (Pouille & Scanziani, 2001) y es clave para el funcionamiento de 

diversos procesos neurofisiológicos, como ser la generación de actividad rítmica en redes neuronales 

(Somogyi & Klausberger, 2005), la generación de actividad eléctrica en dendritas (Klausberger, 2009) 

y la integración sináptica (Pouille et al., 2009). 

Luego de su liberación vesicular, el GABA podría difundir desde el sitio de liberación sináptica 

en fenómeno llamado spillover y activar receptores perisinápticos o incluso más distantes. Estas 

corrientes resultantes conservan la relación temporal con el evento sináptico y por tanto se 

consideran actividad fásica (Farrant & Nusser, 2005) (Figura I-3B). 
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Sin embargo, la activación de los receptores GABAA puede ocurrir también de una forma 

menos delimitada en tiempo y espacio. Durante las últimas dos décadas se identificaron poblaciones 

de receptores GABAA extrasinápticos que permiten a las neuronas detectar bajas concentraciones de 

GABA ambiente presentes en el espacio extracelular, generando una forma de inhibición tónica que 

no había sido previamente considerada en estudios de excitabilidad neuronal (Figura I-3C). Se estima 

que la concentración ambiental de GABA que varía en el rango de decenas de nanomolar a 

micromolar y sería un reflejo de la actividad sináptica GABAérgica, de la acción de los 

transportadores de GABA neuronales y de la liberación y recaptación de GABA mediada por 

astrocitos (Farrant & Nusser, 2005; Brickley & Mody, 2012). 

 

 

Figura I-3. Modos de activación de los receptores GABAA. A. La liberación de una única vesícula de GABA 

desde un terminal presináptico activa solamente los receptores GABAA agrupados en la membrana 

postsináptica que se encuentran en las inmediaciones del sitio de liberación. El sombreado indica la difusión 

del GABA liberado. El registro representa el mIPSC promedio en presencia del bloqueante de canales de sodio 

tetrodotoxina. B. La liberación de múltiples vesículas por un potencial de acción promueve el spillover de GABA 

y activa receptores sinápticos, perisinápticos e incluso más distantes. El promedio de IPSCs evocados por 

estimulación eléctrica es de mayor amplitud y más lento. Se indica en gris oscuro el área del mIPSC. C. Una baja 

concentración de GABA, que persiste a pesar de a la actividad de los transportadores de GABA (GAT1 y GAT3), 

activa receptores extrasinápticos de alta afinidad. El registro muestra la corriente tónica resultante. Se observa 

el ruido producto de la apertura estocástica de los receptores extrasinápticos. La aplicación de un antagonista 

GABAA (SR-95531, gabazina) bloquea las corrientes tónicas y fásicas. El bloqueo de la corriente tónica genera 

un cambio en la corriente de mantenimiento. Los registros provienen de células granulares de cerebelo. 

Adaptado de Farrant & Nusser, 2005. 

 

La actividad GABAérgica tónica fue identificada en primer lugar en células granulares de 

cerebelo de rata registradas en modo de voltage-clamp (fijación de voltaje). Kaneda et al. mostraron 
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que los antagonistas selectivos bicuculina y gabazina no solo bloquean las corrientes postsinápticas 

inhibitorias espontáneos, sino también disminuyen la corriente de mantenimiento necesaria para 

fijar el voltaje de la célula a un potencial determinado (Kaneda et al., 1995). Más adelante, se 

encontraron conductancias GABAérgicas tónicas en giro dentado, amígdala, neuronas tálamo-

corticales, neuronas de la capa V de corteza somatosensorial,  células piramidales e interneuronas de 

la región CA1 de hipocampo y retina (Marowsky et al., 2002; Keros & Hablitz, 2005; Palmer, 2006; 

Bright & Brickley, 2008; Vardya et al., 2008; Belelli et al., 2009). Los receptores GABAA extrasinápticos 

poseen propiedades fisiológicas y farmacológicas que los distinguen de los receptores sinápticos 

fásicos (Stell & Mody, 2002). Presentan una afinidad alta por GABA, median corrientes iónicas de 

menor amplitud con cinéticas de activación y deactivación lentas y sufren desensibilización escasa o 

nula (Farrant & Nusser, 2005). Debido a estas propiedades biofísicas la activación de los receptores 

de GABAA tónicos constituye un mecanismo lento y persistente, aunque muy eficaz, de inhibición que 

permite regular la excitabilidad y el procesamiento de la información en los circuitos sinápticos y 

redes neuronales (Semyanov et al., 2003; Scimemi et al., 2005). Los receptores GABAA que combinan 

subunidades α4, α5, α6, ɷ, ʌ1 y ʌ2 son predominante o exclusivamente extrasinápticos tónicos. Los 

receptores GABAAα5βɶ2 y GABAAα1βɷ se expresan en hipocampo y neocorteza, los GABAAα6βɷ en 

cerebelo y los GABAAα4βɷ en tálamo, estriado, hipocampo y neocorteza (Farrant & Nusser, 2005; 

BƌiĐkleǇ & ModǇ, ϮϬϭϮͿ. EŶ la siguieŶte seĐĐióŶ se detallaƌá la loĐalizaĐióŶ de los ƌeĐeptoƌes GABAʌ. 

La exquisita sensibilidad de los receptores GABAA extrasinápticos a anestésicos, drogas 

promotoras del sueño, neuroesteroides y alcohol, sugiere que la inhibición tónica cumple un papel 

importante en la regulación de los estados de conciencia y que puede estar implicada directa o 

indirectamente en desórdenes del sueño, mediación de los efectos del alcohol y trastornos del 

humor asociados a estrés, ciclo ovárico y embarazo (Maguire & Mody, 2007; Belelli et al., 2009). Por 

otro lado, en patologías como esquizofrenia, epilepsia y enfermedad de Parkinson, se correlacionó la 

existencia de aberraciones en la inhibición tónica con alteraciones en la dinámica de redes 

neuronales (Cope et al., 2009; Maldonado-Avilés et al., 2009). Por último, también se postuló la 

participación de receptores GABAA tónicos en desórdenes visuales como miopía, glaucoma y en la 

recuperación funcional post-stroke (Qian & Ripps, 2009; Clarkson et al., 2010; Brickley & Mody, 

2012).  

 

iii) Receptores GABAAρ1 

 

Durante la década del ͚ϳϬ varios reportes describieron la existencia de una nueva clase de 

receptor GABAA que, en contraste con el resto de los receptores GABAA clásicos, era insensible a 
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bicuculina. Este receptor también se encontró en varias áreas del CNS, incluyendo médula espinal de 

gato (Johnston et al., 1975), tectum óptico de rana (Nistri & Sivilotti, 1985, 1989), colículo superior de 

cobayo (Arakawa & Okada, 1998) y corteza y cerebelo de rata (Polenzani et al., 1991). Sin embargo, 

no fue hasta 1991 cuando la expresión de ARNm de retina en Xenopus laevis demostró claramente la 

presencia de un receptor de GABA ionotrópico insensible a bicuculina y resistente a baclofen 

(Polenzani et al. 1991; Shimada et al. 1992). Este Ŷueǀo ƌeĐeptoƌ fue Ŷoŵďƌado GABAʌ ;ƌhoͿ paƌa 

denotar su origen en retina.  

La primera subunidad de esta familia de receptores se clonó a partir de una biblioteca de ADNc 

de retina humana. El gen se Ŷoŵďƌó GABAʌϭ ;CuttiŶg & Lu, ϭϵϵϭͿ. CuaŶdo se eǆpƌesó en oocitos de 

Xenopus laevis exhibió las mismas características que los receptores encontrados luego de la 

inyección de ARNm retinal. Para destacar las claras propiedades farmacológicas y moleculares del 

receptor, se acuñó una nueva familia - el receptor GABAC - constituida en un primer momento por la 

suďuŶidad ʌϭ peƌo Ƌue luego ĐƌeĐió a uŶ total de tƌes suďuŶidades ;ʌϭ, ʌϮ Ǉ ʌϯͿ. “iŶ eŵďaƌgo, el 

clonado de las subunidades ʌ demostró que el grado de relación de secuencia, estructura y función 

con las subunidades α1-6, β1-3, ɶ1-3, ɷ, ɸ, θ y ʋ es tal que el Comité Nomenclador de la Unión 

Internacional de Farmacología (IUPHAR) recomendó en 2008 no utilizar la denominación GABAC para 

los receptores formados por subunidades ʌ. En adelante, se los consideró como un subtipo de 

receptor GABAA (Olsen & Sieghart, 2008). 

Los receptores GABAAʌ pƌeseŶtaŶ el plan estructural característico de los receptores 

ioŶotƌópiĐos de GABA. Cada suďuŶidad ʌ pƌeseŶta Đuatƌo segŵeŶtos tƌaŶsŵeŵďƌaŶa. UŶ ďuĐle 

extracelular corto conecta el paso TM2 y TM3 y un bucle intracelular largo une los pasos TM3 y TM4 

y a través de su interacción con la proteína del citoesqueleto MAP1b, media la localización, anclaje y 

clustering del receptor en la membrana celular (Hanley et al. 2000). Este bucle también interactúa 

con una proteína de unióŶ a áĐido ƌetiŶoiĐo Đelulaƌ ;C‘ABPͿ. Cada suďuŶidad ʌ ĐoŶtieŶe uŶ doŵiŶio 

C-terminal corto y un dominio N-terminal extremadamente largo que contiene las cisteínas que 

conforman Cys-loop (Figura I-4). El dominio extracelular forma el sitio de unión a GABA, constituido 

en la unión entre dos subunidades vecinas. El paso TM2 se localiza en el lado más interno del 

receptor y conforma el canal de Cl- central. Si bien esta región exhibe un alto grado de homología 

eŶtƌe las suďuŶidades ʌ, difieƌe el aŵiŶoáĐido de la posición 2´ (un residuo de prolina en el receptor 

ʌϭ Ǉ de seƌiŶa eŶ el ƌeĐeptoƌ ʌϮͿ. Este aŵiŶoáĐido iŶfluǇe eŶ la ĐiŶétiĐa, faƌŵaĐología, seleĐtiǀidad 

iónica y conductancia del receptor (Qian et al., 1999).  
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Figura I-4. Esquema de la estructura de los receptores homoméricos GABAAρ1. Al igual que el resto de los 

receptores ionotrópicos de GABA, los receptores GABAAρ1 se organizan como proteínas de membrana 

pentaméricas con un poro central que forma el canal de Cl
-
. Cada subunidad consta de un dominio N-terminal 

grande, cuatro pasos transmembrana (TM) y un dominio C-terminal corto. El bucle intracelular largo media la 

interacción con proteínas citoplasmáticas como CRABP y MAP1b. 

 

 

Figura I-5. Arreglo espacial los receptores GABAAρϭ. Los TM2 de las cinco subunidades se organizan para 

foƌŵaƌ el poƌo ĐeŶtƌal. Los sitios de uŶióŶ a GABA se loĐalizaŶ eŶ las iŶteƌfases ʌ/ʌ.   

AĐtualŵeŶte Ŷo está Đlaƌo si las suďuŶidades ʌϭ-3 forman únicamente receptores 

homoméricos o si pueden combinarse formando heterómeros. Enz & Cutting reportaron que las 

suďuŶidades ʌϭ Ǉ ʌϮ recombinantes pueden formar heterómeros con propiedades físicas distintivas 

(Enz & Cutting, 1999), pero esto es difícil de probar en receptores nativos porque no se dispone de 
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anticuerpos que distingan suďuŶidades ʌ. Poƌ otƌo lado, se ƌepoƌtó el ĐoeŶsaŵďlado de suďuŶidades 

ʌ Ǉ ɶϮ en tronco cerebral de rata (Milligan et al., 2004) y se registraron células de hipocampo que 

muestran propiedades intermedias entre los receptores GABAA Ƌue ĐoŶtieŶeŶ ʌ Ǉ ɶϮ ;Hartmann et 

al., 2004). Sin embargo, hasta el momento no se pudo establecer concluyentemente si las 

suďuŶidades ʌϭ-3 se combinan en forma nativa con otras de las 16 subunidades GABAA (Sieghart & 

EƌŶst, ϮϬϬϱͿ. Poƌ últiŵo, haǇ eǀideŶĐia de la asoĐiaĐióŶ ʌ ĐoŶ receptores de glicina (Pan et al., 2000).  

Durante mucho tiempo se pensó que los receptores GABAAʌ se loĐalizaďaŶ eǆĐlusiǀaŵeŶte eŶ 

retina. Sin embargo, durante los últimos años se reportó la presencia de receptores GABAAʌ en otras 

partes del SNC. 

La expresión de receptores GABAAʌ es aďuŶdaŶte eŶ ƌetiŶa. Los ƌeĐeptoƌes GABAAʌϭ Ǉ 

GABAAʌϮ se loĐalizaŶ eŶ Đélulas ďipolaƌes Ǉ hoƌizoŶtales Ǉ los ƌeĐeptoƌes GABAAʌϯ, eŶ Đélulas 

ganglionares (Lukasiewicz, 1996; Koulen et al., 1997; Feigenspan & Bormann, 1998; Fletcher et al., 

1998; McCall et al., 2002; QiaŶ & PaŶ, ϮϬϬϮͿ. “e deteĐtó taŵďiéŶ la pƌeseŶĐia de suďuŶidades ʌ eŶ 

fotorreceptores (Picaud et al., 1998). El rol de los receptores GABAAʌ se detallaƌá eŶ la siguieŶte 

sección.  

Los receptores GABAAʌ taŵďiéŶ soŶ abundantes en estructuras relacionadas con el sistema 

visual. Numerosos estudios muestran la expresión de receptores GABAAʌ eŶ ĐolíĐulo supeƌioƌ eŶ 

mamíferos (Albrecht et al., 1997; Arakawa & Okada, 1988; Pasternack et al., 1999; Boller et al., 2001; 

Clark et al., 2001; Wall, 2001; Alakuijala et al., 2005; Jost et al., 2006; Frazao et al., 2007; Wahle & 

Schmidt, 2009). En esta estructura los receptores GABAAʌϮ paƌeĐeŶ seƌ de paƌtiĐulaƌ iŵpoƌtaŶĐia, eŶ 

tanto las respuestas GABAAʌ se ŵaŶtieŶeŶ eŶ ƌatoŶes knockouts paƌa la suďuŶidad ʌϭ ;“ĐhliĐkeƌ et 

al., 2009). A su vez, se reportó la expresión de receptores GABAAʌ eŶ ŵeseŶĐéfalo ;KaǁaguĐhi, ϭϵϵϯ; 

Yasumi et al., 1997; Boller & Schmidt, 2003; Jost et al., 2006), estrato óptico (Wahle & Schmidt, 2009) 

y el nervio óptico (Boué-Grabot et al., 1998). Por otro lado, se reportó que en el tálamo los 

receptores GABAAʌϭ ŵediaŶ alƌededoƌ del Ϯϱ% de la ĐoƌƌieŶte total atƌiďuida a ƌeĐeptoƌes 

ioŶotƌópiĐos de GABA ;EŶz & CuttiŶg, ϭϵϵϵͿ. Poƌ últiŵo, solaŵeŶte se eŶĐoŶtƌó A‘Nŵ ʌϮ en la 

corteza visual (Jost et al., 2006). 

“i ďieŶ se ideŶtifiĐó la pƌeseŶĐia de suďuŶidad ʌϮ eŶ las áƌeas fƌoŶtal, teŵpoƌal, oĐĐipital Ǉ 

paƌietal de la Đoƌteza Đeƌeďƌal huŵaŶa Ǉ ʌϭ eŶ la Đoƌteza fƌoŶtal Ǉ teŵpoƌal ;EŶz Ǉ CuttiŶg, ϭϵϵϵͿ, Ŷo 

se encontraron respuestas electrofisiológicas típicas GABAAʌ. “e ƌepoƌtó la pƌeseŶĐia de A‘Nŵ ʌϯ eŶ 

Đueƌpo estƌiado de ƌatas ;Oguƌusu et al., ϭϵϵϵͿ Ǉ de A‘Nŵ ʌϭ Ǉ ʌϮ eŶ Đueƌpo estƌiado ďoǀiŶo 

(Milligan et al., 2004; López-Chávez et al., 2005) pero al no encontrarse respuestas típicas GABAAʌ 

(Karlin, 2002), se sugirió que el coensamblaje de subunidades ʌ ĐoŶ suďuŶidades ĐlásiĐas 

enmascaraba la farmacología típica GABAAʌ ;QiaŶ & DoǁliŶg, ϭϵϵϯ; Bormann, 2000; Pan et al., 2000; 

Milligan et al., 2004). Por otro lado, se demostƌó la eǆpƌesióŶ de suďuŶidades ʌϭ, ʌϮ Ǉ ʌϯ eŶ hipófisis 
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de rata y se reportó su localización en somatotrofos, gonadotrofos y una línea celular de adenoma 

(GH3) que deriva de esta glándula (Boué-Grabot et al., 1998; Gamel-Didelon et al., 2003; López-

Chávez et al., 2005).  

Diversos estudios muestran la presencia de receptores GABAAʌ eŶ Đeƌeďelo ;Dƌeǁ et al., ϭϵϴϰ; 

Rozzo et al., 2002; Harvey et al., 2006; Mejía et al., 2008;). Se detectó una mayor expresión de 

suďuŶidad ʌϮ Ƌue ʌϭ eŶ Đeƌeďelo huŵaŶo ;AlďƌeĐht et al., 1997) y se sugirió la contribución de 

receptores GABAAʌ eŶ la siŶapsis iŶhiďitoƌia fásiĐa eŶtƌe iŶteƌŶeuƌoŶas Ǉ Đélulas de PuƌkiŶje. “e 

demostró también la expresión de receptores GABAAʌ eŶ ŵédula espiŶal Ǉ tƌoŶĐo Đeƌeďƌal ;Boué-

Grabot et al., 1998; Park et al., 1999; Rozzo et al., 1999; Zheng et al., 2003; López-Chávez et al., 2005; 

Frazao et al., 2007) y en varias áreas de la amígdala (Delaney & Sah, 1999; LeDoux, 2000; Fujimura et 

al., 2005Ϳ. A su ǀez, se deteĐtó A‘Nŵ ʌϭ eŶ las Đoŵisuƌas del Đueƌpo calloso (López-Chavez et al., 

2005). 

Por último, numerosos reportes describen la expresión de receptores GABAAʌ en neuronas 

piramidales y granulares en cultivo y rodajas de hipocampo (Boue-Grabot et al., 1998; Filippova et al., 

Saransaari, 2000; 2001; Irie et al., 2001; Didelon et al., 2002; Liu et al., 2004; Alakuijala et al., 2006). 

Estudios electrofisiológicos muestran que los receptores GABAAʌ soŶ eǆtƌasiŶáptiĐos Ǉ ŵediaŶ 

mecanismos tónicos inhibitorios en el hipocampo adulto (Alakuijala et al., 2006). En las áreas CA1 y 

CAϯ del hipoĐaŵpo se oďseƌǀó Ƌue la eǆpƌesióŶ de las suďuŶidades ʌϭ, ʌϮ Ǉ ʌϯ está fueƌteŵeŶte 

regulada a lo largo del desarrollo postnatal, de modo que podrían expresarse distintos subtipos de 

receptores GABAAʌ ;Gƌeka et al., ϮϬϬϬ; Alakuijala et al., 2005). Por último, se reportó que la 

administración de los antagonistas selectivos del receptor GABAAʌ TPMPA o Đis-,trans-3-ACPBPA 

facilita el aprendizaje y memoria en ratas (Gibbs & Johnston, 2005; Chebib et al, 2009). 

Los receptores GABAAʌ comparten propiedades farmacológicas con el resto de los receptores 

GABAA: son sensibles al bloqueo por picrotoxina y activables por muscimol (Chebib & Johnston, 

2000). Sin embargo, presentan tres características funcionales distintivas: largos tiempos de apertura 

media del canal, baja conductancia y baja velocidad de desensibilización. El tiempo de apertura 

media del canal oscila entre 150 a 200ms, más de cinco veces más largo en relación a los receptores 

GABAA clásicos. La conductancia del GABAAʌϭ huŵaŶo está en el rango de los 0,6 a 1,6pS (Wotring et 

al., 1999), considerablemente menor a otras subunidades GABAérgicas. En oocitos de Xenopus laevis 

se demostró que el receptor GABAAʌ ŵaŶtieŶe al ĐaŶal ĐoŶduĐieŶdo iŶĐluso supeƌaŶdo los ϭϬ 

minutos de exposición al agonista y que durante este periodo, la magnitud de la respuesta disminuye 

sólo 8 a 10%. Aplicaciones repetitivas del agonista no conducen a una disminución en la respuesta 

ante aplicaciones subsecuentes, en claro contraste con otros tipos de receptores GABAA (Polenzani et 

al., 1991; Martínez-Torres et al., 1998). En el terminal axonal de las neuronas bipolares en retina de 
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goldfish la conductancia del receptor GABAAʌ es de ϰp“ ;Palŵeƌ, ϮϬϬϲͿ Ǉ eŶ las ŶeuƌoŶas ďipolaƌes 

de rata es de 8pS (Feigespan & Bormann, 1994).  

Una de las características más relevantes de los receptores GABAAʌ es su alta seŶsiďilidad a 

GABA, con una CE50 eŶ el ƌaŶgo de Ϭ,ϳ a Ϯ,ϮμM paƌa los ƌeĐeptores homoméricos GABAAʌϭ Ǉ 

GABAAʌϮ ƌeĐoŵďiŶaŶtes ;PoleŶzaŶi et al., ϭϵϵϭ; )haŶg et al., ϭϵϵϱ; Chang & Weiss, 1999; Chang et 

al., 2000; Zhang et al., 2001; Alakuijala et al., ϮϬϬϱͿ Ǉ alƌededoƌ de ϳ,ϱμM paƌa los ƌeĐeptoƌes 

GABAAʌϯ ;)haŶg et al., ϭϵϵϱͿ, ŵás de cinco veces más sensible que los receptores GABAA clásicos. Las 

corrientes GABAA clásicas en células bipolares son rápidas y transientes, mientras que las corrientes 

GABAAʌ soŶ leŶtas Ǉ deseŶsiďilizaŶ poĐo. Poƌ últiŵo, los ƌeĐeptoƌes GABAAʌ tieŶeŶ ŵaǇoƌ 

sensibilidad a GABA que los receptores GABAA clásicos en células bipolares de retina (Jones & Palmer, 

2009) (Figura I-6). 

  

 

 
 
 

Figura I-6. A. Los receptores GABAAρ presentan características funcionales distintas a los receptores GABAA 

clásicos. A. Los receptores GABAAρ son más sensibles a GABA. B. Las corrientes GABAAʌ soŶ leŶtas Ǉ 
desensibilizan poco, mientras que las corrientes GABAA clásicas son rápidas y transientes. Adaptado de Zhang 

et al., 2001. 

 

Existen cuatro agentes de gran utilidad para el estudio de los receptores GABAAʌ deďido a su 

alta selectividad. Los ácidos cis-4-aminocrotónico (CACA) y cis-2-aminometil ciclopropano carboxílico 

(CAMP) son los agonistas más selectivos para los receptores GABAAʌ ;Woodǁaƌd et al., ϭϵϵϯͿ, eŶ 

tanto los ácidos (1,2,5,6 tetrahidropiridin-4-il) metilfosfínico (TPMPA) y 3-aminociclopentil 

metilfosfínico [(±)-cis-3-ACPMPA] son antagonistas selectivos (Ragozzino et al., 1996; Chebib et al., 

2007). Otros antagonistas altamente específicos para el receptor GABAAʌϭ soŶ el áĐido guaŶidiŶ 

acético, el ácido amino-ciclopentil-1-enil fosfínico y ácido 3-amino ciclobutano fosfínico (Krnjevic´& 

Cinética Sensibilidad 

C
o

rr
ie

n
te

 (
%

) 

        log [GABA] (µ)  

 

GABAA clásico 
GABAAρ 

GABA 

1s 

200µA 



Introducción 
 

24 

Phillis, 1963; Chebib & Johnston, 2000; Chebib et al., 2007). Por su parte, la ciclotiazida bloquea 

específicamente al receptor GABAAʌϮ ;Xie et al., ϮϬϬϴͿ. Los áĐidos Đis- y trans-(3-aminociclopentanil) 

butilfosfínico son una nueva generación de análogos conformacionalmente restringidos que 

bloquean competitivamente a los receptores GABAAʌ. 

 

iv) Rol del receptor GABAAρ en retina 

 

La sinapsis inhibitoria amácrina-bipolar, ubicada en la capa plexiforme interna de la retina 

participa de dos tipos de inhibición en la fisiología de la visión. Por un lado, la inhibición recíproca 

que ocurre cuando la liberación de glutamato desde la célula bipolar produce la retroalimentación 

negativa a través de botones presinápticos de células amácrinas locales (Vigh & von Gersdroff, 2005). 

Este mecanismo inhibitorio controla la duración e intensidad de la liberación de glutamato desde la 

célula bipolar. En segundo lugar, la inhibición lateral, producida cuando una célula bipolar lateral 

activa la liberación de GABA desde una célula amácrina, lo que moldea la activación lateral frente a 

un estímulo lumínico (Chávez et al., 2010) (Figura I-7). Los receptores GABAAρ1 participan en ambos 

mecanismos de control inhibitorio.  

Los receptores GABAAʌ se eǆpƌesaŶ fueƌteŵeŶte eŶ las Đélulas ďipolaƌes, ĐoŶ uŶa eǆteŶsa 

distribución en la región axónica terminal y una menor distribución en la región dendrítica. Los 

terminales axónicos de las células bipolares también expresan receptores GABAA clásicos, localizados 

en sitios sinápticos distintos a los GABAAʌ ;KouleŶ et al., ϭϵϵϴͿ. Aŵďos ƌeĐeptoƌes, GABAA clásicos y 

GABAAʌ, estáŶ estƌatégiĐaŵeŶte posiĐioŶados paƌa ƌegulaƌ la liďeƌación de glutamato de las células 

bipolares. Cuando se separa la respuesta a GABA en sus componentes usando antagonistas 

específicos, resulta evidente que las respuestas mediadas por los receptores GABAA clásicos y 

GABAAʌ soŶ sustaŶĐialŵeŶte distiŶtas. El componente GABAA clásico es breve y con cinética de 

activación y deactivación rápida, mientras que el componente GABAAʌ es ŵás pƌoloŶgado Ǉ ĐoŶ 

cinética lenta. Por su parte, los receptores GABAAʌ de las Đélulas ďipolaƌes pƌeseŶtaŶ ŵaǇoƌ 

sensibilidad a GABA (Feigenspan & Bormann, 1994). La combinación de receptores ionotrópicos de 

GABA confiere a las células bipolares una mayor respuesta dinámica frente a un rango más amplio de 

concentraciones de GABA y una mayor diversidad de filtrado temporal de las señales inhibitorias. Las 

respuestas prolongadas mediadas por los receptores GABAAʌ ƌesultaŶ adeĐuadas paƌa ŵodulaƌ la 

liberación sostenida de glutamato (Dong & Werblin, 1998; Freed et al., 2003). 
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Figura I-7. Esquema de las capas de la retina. Los receptores GABAAʌϭ se eǆpƌesaŶ fueƌteŵeŶte eŶ las Đélulas 
bipolares y participan en mecanismos inhibitorios fásicos y tónicos que regulan la fisiología de la retina. 

Adaptado de Hilton et al., 2004. 

 

A su vez, los receptores GABAAʌ de las Đélulas ďipolares median una corriente inhibitoria 

tónica activada por el nivel extracelular basal de GABA, que se controla localmente por el 

transportador GAT-1 (Hull et al., 2006; Jones & Palmer, 2009). Esta corriente previene la liberación 

vesicular en ausencia de estímulos de alta frecuencia (Hull et al., 2006). La existencia de dos formas 

de inhibición mediadas por GABAAʌ -evocados por la liberación de GABA vesicular o no vesicular-, 

reflejan la diversidad de mecanismos que controlan el output de los terminales celulares bipolares. 

Como se mencionó en la sección anterior, el bucle intracelular largo del receptor GABAAʌ 

interactúa con CRABP. Dado que CRABP es una proteína transportadora que desempeña un papel 

importante en la expresión genética sensible a ácido retinoico, se postula que la interacción entre el 

receptor GABAAʌ Ǉ C‘AB podría vincular la actividad neuronal con la expresión génica en retina (Qian 

& Ripps, 2009). 
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Mediante el estudio de ratones knockouts paƌa la suďuŶidad ʌϭ se oďtuǀo iŶfoƌŵaĐióŶ 

adicional aĐeƌĐa del papel fisiológiĐo Ƌue ĐuŵpleŶ estos ƌeĐeptoƌes eŶ ƌetiŶa. La suďuŶidad ʌϭ Ŷo 

tendría un rol sobre el desarrollo, en tanto los ratones knockouts no mostraron alteraciones 

aŶatóŵiĐas eŶ la ƌetiŶa. “iŶ eŵďaƌgo, la eliŵiŶaĐióŶ de la suďuŶidad ʌϭ Đonduce a la ausencia total 

de ƌespuestas GABAʌ eŶ las Đapas pleǆifoƌŵe iŶteƌŶa Ǉ eǆteƌŶa Ǉ a la ƌeduĐĐióŶ Ǉ aĐoƌtaŵieŶto de las 

corrientes GABAérgicas y las corrientes sinápticas inhibitorias evocadas por luz en las células 

bipolares, generando un defecto en la transmisión de señales visuales de las células bipolares a 

neuronas de tercer orden. Los estudios con ratones knockouts muestran que los receptores GABAAʌϭ 

determinan el curso temporal y el grado de inhibición en las terminales de las células bipolares que, a 

su vez, modulan la magnitud de la neurotransmisión excitatoria de células bipolares a células 

ganglionares. Por lo tanto, la expresión del receptor GABAAʌϭ eŶ ƌetiŶa es ŶeĐesaƌia paƌa la 

adecuada modulación funcional entre células bipolares y ganglionares (Kapousta-Bruneau, 2000; 

Ichinose & Lukasiewicz, 2002; Eggers et al., 2007; Jones & Palmer, 2009).  

Hasta el momento no se asoció directamente ninguna enfermedad con mutaciones en el 

receptor GABAAʌ. “iŶ eŵďaƌgo, el ƌeĐeptoƌ GABAAʌ es uŶ ďlaŶĐo potencial para diversos trastornos 

oculares por su ubicación clave en la vía visual. Por ejemplo, se reportó que el uso de antagonistas de 

los receptores GABAAʌ pƌeǀieŶe la ŵiopía eǆpeƌiŵeŶtal ;“toŶe et al., ϮϬϬϯ; “Đhŵid et al., ϮϬϬϰ, 

Chebib et al., 2009). En la terapia de varias enfermedades oculares se estudia actualmente la 

posibilidad de reducir la liberación de glutamato y en consecuencia el nivel de la excitabilidad 

neuronal. Se cree que el glaucoma es causado en gran medida por citotoxicidad inducida por 

glutamato. La reducción de la excitabilidad neuronal podría disminuir la demanda metabólica en la 

retina y aliviar la hipoxia tisular, uno de los principales factores patógenos en varias formas comunes 

de retinopatía como retinopatía diabética, retinopatía del prematuro y oclusiones vasculares de la 

retina. La acción inhibitoria mediada por el receptor GABAAʌ podƌía seƌǀiƌ Đoŵo taƌget paƌa ĐoŶtƌolaƌ 

la liberación de glutamato de las células bipolares y disminuir la actividad neuronal, de modo que la 

activación de receptores GABAAʌ eŶ ƌetiŶa ƌesultaƌía ďeŶefiĐiosa paƌa la pƌeseƌǀaĐióŶ de la fuŶĐióŶ 

visual en estas condiciones patológicas. Por último, como el ácido retinoico está implicado en el 

control del crecimiento ocular y el desarrollo de miopía, se propone que la interacción del receptor 

GABAAʌ ĐoŶ C‘ABP podƌía deseŵpeñaƌ uŶ papel iŵpoƌtaŶte eŶ el desaƌƌollo de este desorden (Song, 

2005).  
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B) Modulación de la neurotransmisión por agentes redox 

 

i) Características generales 

 

Las reacciones de óxido-reducción (redox) juegan un rol muy importante en la regulación de la 

función celular en el sistema nervioso central, en condiciones fisiológicas y patológicas (Annunziato 

et al., 2002; Lipton et al., 2002; Safiulina et al., 2006; Abramov et al., 2007; Kishida & Klann 2007). Se 

ha demostrado que la modulación redox regula la actividad de receptores sinápticos ionotrópicos y 

metabotrópicos, canales iónicos activados por voltaje y transportadores de neurotransmisores 

expresados en neuronas y células de la glía (Aizenman et al., 1989; Bouzat et al., 1991; Agostinho et 

al., 1997; DiChiara & Reinhart 1997; Amato et al., 1999; Smythies 1999; Choi et al., 2000; Harikumar 

et al., 2000; Choi et al., 2001; Todorovic et al., 2001; Weng et al., 2002; Li et al. 2005; McCartney et 

al., 2005; Chu et al., 2006). De modo similar a la fosforilación de residuos de serina, treonina o 

tirosina, la modificación de residuos de cisteína y otros aminoácidos capaces de sufrir procesos de 

redox regula la función de un gran número de proteínas en el SNC (Lipton et al. 2002). Distintos 

agentes redox, endógenos y/o farmacológicos, controlan la excitabilidad celular y la transmisión 

sináptica mediante la modificación química de receptores sinápticos ionotrópicos y metabotrópicos, 

canales iónicos activados por voltaje y transportadores de neurotransmisores expresados en 

neuronas y células de la glía (Annunziato et al., 2002; Abramov et al., 2007). Los mecanismos redox 

son variados e incluyen reacciones de grupos sulfhidrilos, hidroxilos o aromáticos con diversas 

moléculas relacionadas con oxido nítrico, peróxido de hidrógeno (H2O2), metales de transición, 

radical carbonato, entre otros (Lipton et al., 2002). Muchos de estos mecanismos de modulación han 

sido estudiados con cierto detalle en el receptor NMDA glutamatérgico (Lipton et al., 2000). También 

se observó la participación de procesos redox en el control de la transmisión sináptica, por ejemplo 

ejerciendo un efecto modulatorio de la liberación de neurotransmisores (Avshalumov et al., 2000; 

Knapp & Klann 2002; Safiulina et al., 2006).  

Se propuso inicialmente que la modulación redox constituiría un mecanismo celular de 

protección de la neurotoxicidad inducida por estrés oxidativo, por ejemplo, para reparar 

modificaciones químicas producidas en diversas proteínas por radicales libres (Annunziato et al., 

2002; Rice et al., 2002; Abramov et al., 2007). Pero actualmente se acepta que, además de este rol 

preventivo, la modulación redox está involucrada en diversos caminos de transmisión de señales que 

controlan la actividad normal en neuronas y células de la glía (Smythies, 1999; Lipton et al., 2002; 

Safiulina et al., 2006; Kishida & Klann 2007). En efecto, existe una intrincada red endógena 

regulatoria que incluye a los agentes reactivos redox como elementos de señalización. 
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Como resultado de la actividad celular normal diversos agentes redox se generan y liberan en 

diferentes áreas del sistema nervioso central y alcanzan concentraciones muy elevadas. 

Generalmente los agentes redox se encuentran compartimentalizados y los cambios en los niveles 

locales de estos compuestos están sujetos a una estricta regulación por mecanismos que pueden 

presentar dinámicas muy rápidas, del orden de los milisegundos (Rice, 2000; Rice et al., 2002). Por 

ejemplo, luego de una despolarización postsináptica sostenida se incrementa significativamente la 

liberación de glutatión dependiente de calcio y el transporte de ácido ascórbico en neuronas 

(Zangerle et al. 1992; Miele, 1994; Wilson et al. 2000). Durante este tipo de eventos sinápticos 

algunos compuestos redox alcanzan transitoriamente concentraciones milimolares en áreas 

específicas del cerebro como ser corteza cerebral, hipocampo y retina (Rebec, 1994; Winkler et al. 

1994; Rice, 2000). Existen también mecanismos regulatorios de mediano y largo plazo, por ejemplo 

algunos agentes redox pueden sufrir alteraciones sostenidas significativas durante el desarrollo (Rice, 

2000). Las especies pueden ser permeables a membrana o no y en este último caso, pueden poseer 

mecanismos de transporte selectivo o inespecífico o estar confinadas a un determinado  

compartimiento. En el medio extracelular se detecta una variedad de agentes antioxidantes y 

reductores, como ácido ascórbico (vitamina C), ácido lipoico, ácido úrico, L-cisteína, L-carnitina, L-

carnosina, glutatión , homocisteína y compuestos lipofílicos como β-caroteno, retinol (vitamina A), α-

tocopherol (vitamina E), ubiquitinol (coenzima Q) y melatonina. También se encuentran agentes 

oxidantes con distinto grado de toxicidad como H2O2, glutatión oxidado y radicales libres como 

hidroxilo (OH•), nitrosium (NO+), anión nitroxilo (NO-) y anión superóxido (O2
-•), que puede reaccionar 

con óxido nítrico (NO) y formar peroxinitrito (ONOO−) (Lipton et al. 2002; Szabó et al. 2007).  

La homeostasis redox se mantiene a través del equilibrio entre los niveles de antioxidantes y 

oxidantes. El desequilibrio entre los niveles intracelulares de pro-oxidantes y antioxidantes, en favor 

de los primeros, resulta en estrés oxidativo con las consecuentes modificaciones en biomoléculas 

como proteínas, lípidos, ADN y azúcares. Todas las células del cerebro tienen diversos mecanismos 

de defensa antioxidantes diseñados para mantener la homeostasis en respuesta a factores de estrés 

oxidativo.  

 

ii) Modulación de receptores GABAA por agentes redox 

 

Numerosos reportes describen los efectos de diversos agentes redox farmacológicos y 

endógenos sobre las respuestas GABAA. Amato et al. reportaron la modulación redox de receptores 

GABAA ŵuƌiŶos ƌeĐoŵďiŶaŶtes αϭβϭ, αϭβϮ, αϭβϭɶϮ“ Ǉ αϭβϮɶϮ“ eǆpƌesados eŶ Đélulas HEK Ǉ de 

receptores GABAA de neuronas del ganglio cervical superior y neuronas granulares del cerebelo de  
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rata (Amato et al., 1999). El agente reductor ditiotrietol (DTT) potenció reversiblemente las 

ƌespuestas eǀoĐadas poƌ GABA eŶ ƌeĐeptoƌes αϭβϭ Ǉ αϭβϮ, eŶ taŶto el ageŶte oǆidaŶte áĐido 

dinitrobenzoico (DTNB) inhibió. El anitoxidante endógeno glutatión (GSH) también potenció las 

ƌespuestas αϭβϮ, ŵieŶtƌas Ƌue las foƌŵas oǆidadas del DTT Ǉ GSH causaron ligeros efectos 

iŶhiďitoƌios. La iŶĐlusióŶ de suďuŶidad ɶϮ eŶ los ƌeĐeptoƌes ƌeĐoŵďiŶaŶtes redujo la sensibilidad al 

DTT o DTNB, sugiriendo que el grado de modulación redox del receptor GABAA depende de la 

composición de subunidades. Por su parte, los receptores GABAA registrados en neuronas simpáticas 

y granulares del cerebelo mostraron menor sensibilidad a DTT y DTNB, posiblemente por la gran 

población de receptores GABAA Ƌue ĐoŶtieŶeŶ la suďuŶidad ɶ.   

Pan et al. obtuvieron resultados análogos en neuronas ganglionares de retina de rata y 

demostraron que residuos de cisteína están involucrados en la modulación redox de los receptores 

GABAA (Pan, 1995). Los mecanismos de acción de los agentes redox se estudiaron con mayor detalle 

en receptores recombinantes heteroméricos αϭ-ϯβϭ-ϯ, βϭ-ϯɶϭ,Ϯ“, αϭβϭ-ϯɶϭ,Ϯs Ǉ hoŵoŵéƌiĐos β2 

expresados en oocitos de Xenopus laevis (Pan et al., 2000). En presencia de DTT se observó una 

modificación significativa de la CE50 del ƌeĐeptoƌes αβɶ peƌo Ŷo del ƌeĐeptoƌ αβ, sugiƌieŶdo Ƌue el 

mecanismo modulatorio redox depende de la composición de subunidades. Por último, Pan et al. 

reportaron que los receptores GABAAρ1 resultaban insensibles a modulación redox.  

 Advirtiendo que Pan et al. habían evaluado la modulación redox del receptor GABAAρ1 

realizando experimentos a una única concentración de GABA y teniendo en cuenta que la subunidad 

ʌ ĐoŶtieŶe Ŷuŵeƌosos ƌesiduos aŵiŶoaĐídiĐos susĐeptiďles a ŵodulaĐión redox, Calero & Calvo 

analizaron el efecto de agentes redox sobre respuestas evocadas por un amplio rango de 

concentraciones de GABA en receptores GABAAρ1 humanos expresados en oocitos de Xenopus 

laevis. Los resultados demostraron que, al igual que los receptores GABAA clásicos y otros miembros 

de la superfamilia de receptores Cys-loop, los receptores GABAAρ1 sufren modulación redox. Los 

agentes reductores DTT, N-acetil cisteína y GSH potenciaron las respuestas GABAAρ1, en tanto los 

agentes oxidantes DTNB, DTT oxidado y glutatión oxidado inhibieron. En todos los casos los efectos 

fueron rápidos, reversibles y fuertemente dependiente de la concentración de agonista y agente 

redox (Calero & Calvo, 2008). Estudios posteriores del laboratorio demostraron que los agentes 

redox endógenos ácido ascórbico y óxido nítrico también modulan al receptor GABAAρ1. A través de 

experimentos de protección química y mutagénesis sitio-dirigida se determinó que tanto el ácido 

ascórbico como el óxido nítrico actúan directamente sobre el receptor GABAAρ1 modificando el 

estado de las cisteínas del Cys-loop y que, además de ejercer modulación redox, el ácido ascórbico 

actúa sobre un histidina de la subunidad ρ1 generando modulación alostérica (Calero & Calvo, 2008;  

Calero et al., 2011; Gasulla et al., 2012). 
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C) Modulación de la neurotransmisión por especies reactivas del oxígeno 

 

i) Características generales 

 

A menudo se considera que las ROS, que incluyen superóxido (O2
-•), peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y radical hidroxilo (OH•), son residuos tóxicos del metabolismo oxidativo celular. Sin embargo, 

durante la última década, la evidencia acumulada sostiene que las ROS son componentes normales 

de las vías de señalización celular. En particular, el H2O2 está implicado en procesos fisiológicos que 

van desde el desarrollo embrionario a la muerte celular (Sundaresan et.al, 1995; Nishida et al., 2000; 

Rhee et al., 2005; Rhee, 2006; Stone & Yang, 2006; D'Autreaux & Toledano, 2007; Miller et al., 2007; 

Coffman et al., 2009; Gerich et al., 2009; Groeger et al., 2009; Rigoulet et al., 2010). En las células del 

cerebro, se postuló que el H2O2 actúa como un regulador intracelular de la actividad neuronal, el 

crecimiento y  la función de las organelas (Avshalumov et al., 2005; Gerich et al., 2009; Miller et al., 

2007), así como un mensajero difusible para la señalización neurona-glía (Atkins y Sweatt, 1999) y la 

comunicación interneuronal, que incluye la regulación de la transmisión sináptica y la plasticidad 

(Auerbach & Segal 1997; Samanta et al., 1998; Klann & Thiels, 1999; Nemoto et al., 2000; Nishida et 

al., 2000; Avshalumov et al., 2003, 2008; Kamsler & Segal 2003). Numerosos reportes describen 

acciones postsinápticas de ROS sobre canales iónicos ligando o voltaje dependientes como 

receptores de NMDA (Aizenman et al., 1990), receptores nicotínicos de acetilcolina (Campanucci et 

al., 2008), receptores de GABAA (Sah et al., 2002), receptores de rianodina (Anzai et al., 1998), 

receptores purinérgicos (Coddou et al., 2009), canales de Ca2+ y canales de K+ (Li et al., 1998; Vega-

Saenz & Rudy, 1992; Annunziato et al., 2002; Dirksen, 2002). También se describieron efectos 

presinápticos relacionados con la modulación de la liberación de dopamina en el cuerpo estriado 

(Chen et al., 2001; Avshalumov et al., 2003) y de acetilcolina en la placa neuromuscular (Giniatullin et 

al., 2005). Los efectos de ROS sobre receptores GABAA serán detallados en la siguiente sección. 

En contraste con muchas ROS, el H2O2 no es un radical libre ni un ion. Estas propiedades 

limitan su reactividad (Cohen, 1994) e incrementan su permeabilidad a membrana (Ramasarma, 

1982; Makino et al., 2004; Bienart et al., 2006, 2007; Adimora et al., 2010), haciéndolo adecuado 

como una molécula señalizadora intracelular y un mensajero difusible. Dada su baja reactividad, el 

H2O2 no media fácilmente daño oxidativo a menos que se exponga a trazas de iones metálicos libres 

como cobre o hierro,  que pueden catalizar la conversión de H2O2 a OH• altamente reactivo a través 

de la reacción de Fenton (Cohen, 1994). La capacidad del H2O2 para difundir lejos de su sitio de 

generación es una característica compartida con otros mensajeros difusibles, tales como el óxido 

nítrico y el monóxido de carbono (Dawson & Snyder, 1994; Kiss & Vizi, 2001). La concentración 
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intracelular absoluta de H2O2 -y por tanto, su disponibilidad para actuar como un mensajero 

difusible- está determinada por el balance entre la generación de H2O2, la difusión gobernada por la 

permeabilidad a membrana específica de la célula y la remoción por la red antioxidante (Makino et 

al., 2004; Bienart et al., 2007; Adimora et al., 2010; Mishina et al., 2010). 

La producción celular de ROS es consecuencia de una variedad de procesos. El más ubicuo es la 

respiración mitocondrial, que produce O2
-• a partir de la reducción parcial de oxígeno molecular 

(Boveris & Chance 1973; Peuchen et al., 1997; Kennedy et al., 1992; Dugan et al., 1995; Liu et al., 

2002; Adam-Vizi, 2005; Bao et al., 2009). Otras fuentes de O2
•- incluyen la enzima NADPH oxidasa 

(Babior, 1984; Lambeth, 2004; Infanger et al., 2006; Rhee, 2006; Bedard & Krause, 2007), la 

monoaminooxidasa (Maker et al., 1981; Azzaro et al.,  1985;) y la activación neuronal de receptores 

NMDA y AMPA (Kishida & Klann, 2007). Los niveles de O2
-• son controlados por las formas 

mitocondriales y citosólicas de la superóxido dismutasa, que convierten dos moléculas de O2
-• a H2O2 

y agua. Por su parte, enzimas con función peroxidasa convierten al H2O2 en agua y oxígeno. La GSH 

peroxidasa -citosólica y mitocondrial- (Stults et al., 1997) y la catalasa -localizada en los peroxisomas 

intracelulares- (Cohen, 1994; Dringen et al., 2005) son las peroxidasas más importantes. La 

regulación del H2O2 y su precursor O2
-• por las enzimas antioxidantes es fundamental para evitar la 

formación de OH• altamente reactivo mediante la reacción de Fenton (Cohen, 1994). Las 

tiorredoxinas, peroxirredoxinas y otros tioles celulares proveen regulación adicional frente al H2O2. 

Las células cuentan también con antioxidantes no enzimáticos como glutatión, ácido lipoico, L-

arginina y transferrina. Por último, α-toĐofeƌol, áĐido asĐóƌďiĐo, β-caroteŶos, áĐidos gƌasos ω, 

flavonoides y compuestos fenólicos actúan como agentes antioxidantes exógenos que se incorporan 

a través de la dieta. 

El cerebro consume hasta 10 veces más oxígeno que otros tejidos y, en consecuencia, su 

producción de O2
-• y H2O2 no es insignificante. Datos de mitocondrias aisladas de cerebro sugieren 

que hasta un 5% del O2 consumido se convierte en H2O2 (Arnaiz et al., 1999). La producción de H2O2 

se incrementa durante los períodos de mayor actividad local, porque se requiere un mayor consumo 

de O2 para restablecer los gradientes iónicos. En un momento dado, los niveles celulares de H2O2 

reflejan el equilibrio entre la generación, el metabolismo y la difusión del H2O2 dentro y fuera de una 

célula. La determinación de las concentraciones absolutas de H2O2 está obstaculizada por 

limitaciones experimentales de distinto tipo (Oyama et al., 1994; Avshalumov et al., 2007). Los 

intentos para determinar los niveles intracelulares de H2O2 se han complicado aún más por la alta 

actividad peroxidasa celular, que agota rápidamente concentraciones conocidas de H2O2 exógeno 

(Dringen et al., 2005). Diversos estudios lograron estimar el rango de concentraciones intracelulares 

de H2O2 fisiológicamente relevantes, aunque con poco consenso. Evaluando la concentración de H2O2 

aplicada a partir de la cual se genera daño irreversible en cultivos neuronales y usando modelos 
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matemáticos que predicen que los niveles intracelulares de H2O2 son 10 a 100 veces menores que la 

concentración de H2O2 aplicada de forma exógena, se estimaron límites superiores de H2O2 de 

100nM a 1µM  (Stone, 2004; Antunes & Cadenas 2000, 2001; Adimora et al., 2010). Por otro lado, se 

reportó que en rebanadas de hipocampo de conejillo de indias la actividad peroxidasa endógena es 

suficiente para evitar daño fisiológico irreversible frente a la exposición a H2O2 exógeno en 

concentración 1,5mM durante 15 minutos. En cambio, se observa daño si se inhiben 

farmacológicamente la glutatión peroxidasa o la catalasa antes de aplicar el H2O2 (Avshalumov et al., 

2004). Otros estudios demostraron que la función mitocondrial no se ve afectada por 

concentraciones mM de H2O2 cuando la red antioxidante del cerebro está intacta (Gerich et al., 

2009). Por último, estudios de inhibición del disparo de potenciales de acción en poblaciones 

neuronales de hipocampo de rata y estudios de liberación de dopamina en cuerpo estriado de 

conejillo de indias estimaron que los niveles intracelulares fisiológicos necesarios para que el H2O2 

actúe como agente señalizador sin generar daño oxidativo se encuentra en el rango de 15 a 150µM 

(Avshalumov et al., 2000; Chen et al., 2001, 2002).  

In vivo, además de ser subproductos del metabolismo celular, las ROS pueden formarse a 

través de reacciones fotoquímicas. La retina es un ambiente ideal para la formación de ROS por 

diversos motivos: 1. Al ser uno de los tejidos metabólicamente más activos, tiene el mayor consumo 

de oxígeno en el cuerpo, con niveles 50% superiores a los del cerebro o riñones (Rattner & Nathans, 

2006). 2. La retina está sujeta a altos niveles acumulativos de radiación y contiene abundantes 

agentes fotosensibilizadores. 3. El segmento externo de membrana de los fotorreceptores es rico en 

ácidos grasos poliinsaturados, que se oxidan fácilmente, iniciando reacciones en cadena citotóxicas. 

4. En el epitelio pigmentado de retina ocurren numerosos procesos de fagocitosis que generan estrés 

oxidativo per se con la consiguiente generación de ROS (Beatty et al., 2000). En consecuencia, se 

estima que los niveles de ROS producidos en retina resultan aún mayores que en cerebro (Brennan & 

Kantorow, 2006; Loh et al, 2009). 

Ante el advenimiento de nuevas herramientas para el monitoreo de los niveles tisulares de 

H2O2, que incluyen colorantes y sondas fluorescentes (Miller et al., 2007; Jin et al., 2010; Meyer & 

Dick 2010; Srikun et al., 2010) y métodos electroquímicos en tiempo real (Li et al., 2010; Sanford et 

al., 2010), se espera que en un futuro cercano se puedan medir las concentraciones funcionales de 

H2O2 en los compartimientos intra y extracelulares de tejidos sin recurrir a estimaciones. 

Como se mencionó anteriormente, las ROS tienen un importante rol en la modulación de la 

neurotransmisión y eventualmente provocan cambios en la actividad neuronal e inducen plasticidad 

sináptica (Bernard et al., 1997; Colton et al., 1989; Frantseva et al., 1998; Knapp & Klann, 2002; 

García et al., 2011). El papel del H2O2 como neuromodulador requiere una regulación muy sutil de la 

red antioxidante. Esta red debe estructurarse de modo tal de permitir que los niveles de H2O2 (y otros 
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ROS) alcancen concentraciones funcionales en el medio intracelular y en potenciales blancos 

distantes y al mismo tiempo prevenir daño oxidativo (Avshalumov et al., 2004). Las principales 

características de este ambiente permisivo pero protector incluyen: 1. El predominio de ascorbato en 

las neuronas, lo que proporciona un buen scavenging del OH• sin interferir con la señalización del 

H2O2 2. El predominio de glutatión peroxidasa citosólica en glía y 3. La subcompartimentalización de 

catalasa en los peroxisomas de neuronas y células gliales, que ayudan a facilitar la elevación 

transitoria de H2O2 y la posterior salida del compartimento de generación (Cohen, 1994; Desagher et 

al. 1996; Rice & Russo-Menna, 1998; Rice, 2000; Avshalumov & Rice 2002; Avshalumov et al., 2004; 

Dringen et al., 2005;).  

La homeostasis redox se mantiene a través del equilibrio entre los niveles de antioxidantes y 

oxidantes. El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio en el estado redox de la célula, ya sea 

por la sobreproducción de ROS o por la disfunción de los sistemas antioxidantes. Como consecuencia 

del estrés oxidativo se producen modificaciones irreversibles en biomoléculas como ser peroxidación 

de lípidos, alteraciones funcionales y estructurales de proteínas y cambios conformacionales y 

mutaciones de ADN (Dasuri et al., 2012). El cerebro es particularmente vulnerable a estrés oxidativo, 

debido a su alta demanda de oxígeno, la abundancia de ácidos grasos poliinsaturados y las 

características morfológicas de las neuronas (por ejemplo gran área de superficie de membrana en 

relación al volumen citoplasmático). La pérdida de integridad de las membranas neuronales 

compromete la conducción y transmisión sináptica (Evans, 1993). La retina resulta aún más 

vulnerable a daño oxidativo que el cerebro porque además de presentar altos niveles de ácidos 

grasos poliinsaturados, su consumo de oxígeno es mayor y sufre daño por radiación (Beatty et al., 

2000). El estrés oxidativo inducido por ROS ha sido implicado en el envejecimiento normal y en 

diversos trastornos neurodegenerativos que incluyen enfermedad de Parkinson, enfermedad de 

Alzheimer, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotrófica y lesión por isquemia-

reperfusión. En retina, está involucrado en alteraciones de células ganglionares por hipoxia-isquemia, 

glaucoma y degeneración de la mácula (Kaur et al., 2008; Loh et al., 2010). 

 

ii) Modulación de los receptores GABAA por especies reactivas del oxígeno 

 

Numerosos estudios demuestran que las ROS pueden modular la neurotransmisión 

GABAérgica a través de mecanismos presinápticos y postsinápticos (Colton et al., 1986; Sah et al., 

2002; Safiulina et al., 2006; Takahashi et al., 2007; Saransaari y Oja, 2008; Yowtak et al., 2011; 

Tarasenko et al., 2012), modificando en consecuencia la excitabilidad neuronal. Los mecanismos 

modulatorios presinápticos han sido ampliamente estudiados. Distintos reportes muestran que las 
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ROS modulan la liberación y recaptación de GABA e investigan los mecanismos de acción 

involucrados. Se reportó un incremento de la liberación basal de GABA en presencia de H2O2 en 

rodajas de hipocampo de rata (Sah et al., 1999) y en cultivos neuronales de retina de pollo (Rego, 

1996) y una reducción de la captación de GABA en sinaptosomas como producto de la peroxidación 

generada por ascorbato de hierro (Palmeira et al., 1993). Saraansari et al. reportaron el aumento de 

la liberación de GABA en rodajas de hipocampo de ratón en condiciones de hipoxia e isquemia 

(Saraansari et al., 1998). Posteriormente, experimentos de liberación en homogenatos de hipocampo 

de ratón mostraron que se genera un marcado aumento de la liberación de GABA en presencia de 

H2O2 y que el mecanismo estaría mediado por radicales libres del oxígeno y sería independiente de 

calcio y dependiente de PKC y óxido nítrico (Saraansari & Oja, 2008). Por su parte, Ham et al. 

reportaron que en neuronas corticales de rata aisladas mecánicamente, el H2O2 potencia la liberación 

presináptica de GABA a través de un mecanismo de AMPc dependiente de PKA (Ham et al., 2010).  

Un estudio reciente sugiere que los receptores IP3 actúan como transductores críticos de las 

acciones modulatorias del H2O2 en interneuronas GABAérgicas de la médula espinal (Takahashi et al., 

2007). Por otro lado, estudios en sinaptosomas corticales de cerebro de rata mostraron que la 

activación presináptica de receptores de glutamato induce un aumento en la producción de ROS que 

estaría en estrecha relación con la liberación de GABA (Tarasenko et al., 2012). Se reportó también 

que la activación de receptores metabotrópicos P2Y1 por ATP induce la liberación de ROS difusibles 

por la glía, facilitando la liberación de GABA en células piramidales CA3 en hipocampo inmaduro de 

rata (Safiulina et al., 2006).  

Por último, estudios en neuronas de sustancia gelatinosa demostraron que el incremento de 

ROS reduce marcadamente la neurotransmisión inhibitoria a través de la reducción de la liberación 

sináptica de GABA, mecanismo que contribuiría al dolor persistente (Yowtak et al., 2011). Diversos 

estudios mostraron una reducción significativa de los potenciales inhibitorios postsinápticos (IPSPs) 

en neuronas de hipocampo, corteza cerebral y tálamo expuestas a H2O2 y radicales libres del oxígeno 

por disminución en la liberación de GABA(Pellmar, 1995; Frantseva et al., 1998). 

Mientras tanto, las evidencias sobre efectos postsinápticos de ROS sobre los receptores GABAA 

son escasas. Se reportó que el tratamiento de membranas cerebrales de rata con un sistema 

generador de O2
-• incrementa la unión a [3H]muscimol (Yoneda et al., 1985). La exposición a H2O2 

también altera las características de unión del receptor GABAA en homogenatos de hipocampo, 

corteza y cuerpo estriado y aumenta el influjo de Cl- mediado por receptores GABAA neuronas 

piramidales CA1 de hipocampo de rata (Sah & Schwartz-Bloom, 1999; Sah et al., 2002). Sin embargo, 

hasta el momento se desconocen los blancos moleculares de la acción de ROS en la postsinapsis 

GABAérgica. Resta determinar si los efectos postsinápticos de ROS se deben a una acción directa 

sobre sitios redox sensibles en los receptores GABAA o a un mecanismo indirecto mediado por la 
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peroxidación de los lípidos de membrana situados cerca del canal de Cl-. A su vez, la sensibilidad de 

los receptores GABAAʌ1 a ROS es desconocida. 

D) Modulación de la neurotransmisión por benzodiazepinas 

 

Las benzodiazepinas (BDZs) son tranquilizantes menores ampliamente usados en clínica 

como ansiolíticos, sedantes, hipnóticos, anticonvulsivantes y relajantes musculares (Johnston, 2005; 

Rudolph & Möhler, 2006; Möhler, 2011). Se unen a los receptores GABAA y actúan como 

moduladores alostéricos positivos, potenciando la acción inhibitoria mediada por GABA (Choi et al 

1977; Macdonald & Barker 1978; Rudolph et al., 1999). El rearreglo conformacional resultante del 

receptor genera un aumento de la afinidad aparente a GABA en al menos uno de los sitios de unión a 

agonista (Tallman & Gallager 1983; Serfozo & Cash 1992; Lavoie & Twyman 1996). El mecanismo de 

acción de las BDZ sigue en discusión. Se propuso que este aumento de la afinidad aparente se debe al 

incremento de la afinidad de unión microscópica a GABA, a la alteración del gating del canal o al 

desplazamiento del equilibrio entre el estado de reposo unido a ligando y el estado de pre-activación 

que preceden a la apertura del canal (Baur & Sigel, 2005; Gielen et al., 2012). Las BDZs no activan al 

receptor en ausencia de agonista. 

El efecto de las BDZs depende del subtipo de receptor GABAA. La modulación de receptores 

GABAAαβɶ poƌ BD)s ha sido eǆteŶsaŵeŶte estudiada. EŶ estos ƌeĐeptoƌes, la seŶsiďilidad a BD) 

ĐlásiĐas depeŶde de las suďuŶidades α Ǉ ɶ ĐoŶstituǇeŶtes. La pƌeseŶĐia de suďuŶidad ɶϮ ĐoŶfieƌe alta 

sensibilidad, mientras que las suďuŶidades ɶϭ o ɶϯ deteƌŵiŶaŶ uŶ perfil farmacológico distintivo, con 

menor sensibilidad a BDZs (Wafford et al., 1993; Handingam et al., 1995). Por su parte, los receptores 

GABAA ĐoŶ suďuŶidades αϭ, αϮ, αϯ Ǉ αϱ soŶ seŶsiďles a BD) ĐlásiĐas, peƌo los ƌeĐeptoƌes ĐoŶ 

suďuŶidades αϰ Ǉ αϲ ƌesultaŶ iŶseŶsiďles ;KŶoflaĐh, ϭϵϵϲͿ. El tipo de suďuŶidad β Ŷo iŶfluǇe 

significativamente en la acción de las BDZs (Hadingham et al. 1993; Benke et al. 1994). La distinta 

sensibilidad a BDZs según las subunidades constituyentes determina un perfil farmacológico 

característico para cada subtipo de receptor GABAA y, en consecuencia, una función diferencial. En 

este sentido, experimentos in vivo con BDZs y estudios con animales transgénicos permitieron 

eǀideŶĐiaƌ Ƌue la suďuŶidad αϭ está iŶǀoluĐƌada eŶ la ŵediaĐión de los efectos sedativos y 

aŵŶésiĐos eŶ taŶto αϮ deteƌŵiŶa los efeĐtos ansiolíticos y miorrelajantes del diazepam (Rudolph et 

al., 1999; Crestani et al., 2000; McKernan et al., 2000).   

Concentraciones nanomolares de BDZs modulan a los receptores GABAAαβɶϮ seŶsiďles a 

través de un sitio de unión a BDZ de alta afinidad, conocido como sitio clásico de unión a BDZs. 

Numerosos estudios en receptores GABAAαβɶϮ logƌaron describir este sitio e identificar residuos 
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aminoacídicos claves de la modulación por BDZs. El sitio de unión a BDZ de alta afinidad está 

loĐalizado eŶ uŶ ďolsillo eŶtƌe la suďuŶidad ɶϮ Ǉ uŶa suďuŶidad α ;“igel, ϮϬϬϮͿ, eŶ posiĐióŶ hoŵóloga 

a los sitios de uŶióŶ a agoŶista loĐalizados eŶtƌe las suďuŶidades α Ǉ β ;“igel & Bhuƌ, ϭϵϵϳͿ (Figura I-

8). Estudios de mutagénesis revelaron que los residuos que actúan como contribuyentes importantes 

eŶ la suďuŶidad ɶϮ estáŶ eŶ posiĐióŶ hoŵóloga a los ƌesiduos de la suďuŶidad α Ƌue foƌŵaŶ el 

bolsillo de unión a GABA, sugiriendo que el sitio de unión a BDZs de alta afinidad es estructuralmente 

similar al sitio de unión a agonista, aunque situado entre diferentes subunidades. El loop F de la 

suďuŶidad ɶϮ es Đlaǀe eŶ la ǀía alostéƌiĐa Ƌue peƌŵite Ƌue los Đaŵďios estƌuĐtuƌales iŶduĐidos poƌ la 

unión de las BDZs se propaguen a través de la proteína hasta el canal de Cl-, determinando la eficacia 

de cada BDZ (Hanson & Czajkowski, 2008). Los residuos F77, A79, T81 y MϭϯϬ de la suďuŶidad ɶϮ 

serían determinantes en la modulación por BDZs (Wingrove et al., 1997). La subunidad α taŵďiéŶ 

contribuye con una sección vital del sitio de unión, siendo de particular importancia un residuo de 

histidiŶa situado eŶ la posiĐióŶ ϭϬϭ eŶ la suďuŶidad αϭ ;WielaŶd et al., ϭϵϵϮͿ. Este ƌesiduo es uŶa 

histidiŶa eŶ αϭ, αϮ, αϯ Ǉ αϱ peƌo aƌgiŶiŶa eŶ αϰ Ǉ αϲ. Otƌos ƌesiduos claves son Y159, Y209, G200 y 

TϮϬϲ eŶ αϭ. La modificación de cualquiera de estos residuos reduce significativamente la afinidad a 

BDZs (Amin et al., 1997).    

 

 

Figura I-8. Sitio de unión a BDZs de alta afinidad en receptores GABAAαϭβϮγϮ. El sitio de unión a BDZs de alta 

afiŶidad, o sitio de uŶióŶ ĐlásiĐo, se loĐaliza eŶ la iŶteƌfase αϭ/ɶϮ Ǉ es hoŵólogo al sitio de uŶióŶ a GABA, 
loĐalizado eŶ la iŶteƌfase αϭ/βϮ. 

 

Fármacos sedantes-hipnóticos tales como diazepam pueden imponer efectos graduales en la 

función del SNC, resultando en un amplio espectro de acciones clínicas. Esta gama de acciones 

terapéuticas progresa desde la sedación a dosis bajas a la inducción de la anestesia con dosis 
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significativamente más altas. Como se describió anteriormente, las BDZs pueden actuar a 

concentraciones nanomolares para modular el flujo de iones Cl- en receptores GABAAαβɶ seŶsiďles, 

afectando así la transmisión sináptica. Pero además, ciertos BDZs -como diazepam, lorazepam y 

midazolam- son también conocidos por sus propiedades anestésicas cuando se administran a altas 

concentraciones y se utilizan de forma rutinaria en procedimientos quirúrgicos (Reves et al., 2000). 

Las concentraciones de las BDZs pueden alcanzar niveles micromolares en plasma (Bond et al., 1997) 

y dado su alta solubilidad en lípidos, pueden alcanzar incluso niveles más altos dentro del SNC 

(Garattini et al., 1973). En comparación con los extensos estudios sobre la acción de alta afinidad de 

las BDZ, se sabe poco sobre los determinantes moleculares de la acción anestésica que se da a altas 

concentraciones. Walters et al. demostraron que el diazepam, en presencia de bajas concentraciones 

de GABA, produce en receptores GABAAα1β2ɶ2 dos componentes de potenciación distintivos en el 

rango de concentración nanomolar y micromolar. El componente nanomolar depende de la 

pƌeseŶĐia de suďuŶidad α Ǉ ɶ Ǉ estaƌía ŵediado por el sitio unión a BDZ de alta afinidad o sitio clásico 

de unión a BDZs descripto anteriormente. Por su parte, el componente micromolar del diazepam 

resulta independiente de la subunidad ɶ2 (pues tanto los receptores GABAAαβɶ Đoŵo GABAAαβ soŶ 

sensibles a altas concentraciones micromolares de diazepam) e insensibles al antagonista selectivo 

de BDZs flumazenil. Mutaciones en residuos equivalentes en el TM2 de las subunidades α, β y ɶ 

;α“ϮϲϳI, βNϮϲϱI Ǉ ɶ“ϮϴϬIͿ aŶulaƌoŶ el ĐoŵpoŶeŶte ŵiĐƌoŵolaƌ siŶ afeĐtaƌ significativamente el 

componente nanomolar de respuesta a diazepam. Estas diferencias proporcionan una fuerte 

evidencia de que los componentes nanomolar y micromolar de acción del diazepam están mediados 

por mecanismos distintos y separables, sugiriendo la existencia de un sitio de unión a BDZ de baja 

afinidad diferente al sitio de alta afinidad. Walters et al. también demostraron que a concentraciones 

micromolares el flurazepam produce efecto inhibitorio en receptores GABAAα1β2ɶ2 y especularon 

con que esto se debía a la desensibilización del receptor. Sin embargo, Baur et al. proporcionaron 

evidencia de que el sitio que media la acción inhibitoria del flurazepam a altas concentraciones es 

distinto al propuesto por Walters et al. y está situado en la interfaz extracelular de la subunidad α/β, 

pseudo-simétricamente al sitio de unión a BDZs de alta afinidad localizado en la interfaz α/ɶ. Este 

nuevo sitio de unión a BDZs de baja afinidad previene la potenciación de los receptores GABAA que se 

da a través del sitio de unión a BDZs de alta afinidad. Se propone que este mecanismo reduce la 

acción de las BDZs a altas concentraciones, contribuyendo al alto grado de seguridad que presentan 

algunos de estos fármacos, por lo menos aquellos que no actúan en el sitio de unión a BDZs de baja 

afinidad descripto por Walters et al. (Baur et al, 2008; Sigel & Luscher, 2011). La farmacología de este 

sitio sigue en estudio. 

Una serie de estudios realizados en subtipos de receptores GABAA que carecen del sitio 

clásico de unión a BDZ muestran que, contrariamente a lo que se pensaba, dichos receptores 
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resultan sensibles a altas concentraciones de ligandos del sitio de BDZs. Ramerstrofer et al. 

descubrieron un sitio de unión a BDZs de baja afinidad responsable de la inhibición de flurazepam en  

receptores GABAAαβ. Knoflach et al. demostraron que, si bien los receptores GABAAαϰ/ϲβϮɶϮ soŶ 

insensibles a BDZs clásicas, se potencian por concentraciones micromolares de Ro15-4513 (un 

agonista inverso parcial en los receptores GABAAαϭ/Ϯ/ϯ/ϱβϮɶϮ). Por su parte, Hanchar et al. 

demostraron que los receptores GABAAαϰ/ϲβϯɷ, taŵďiéŶ iŶseŶsiďles a BD)s ĐlásiĐas, se uŶeŶ a 

flumazenil y Ro15-4513 con alta afinidad (Kd<10nM), potenciándose su respuesta. Todavía no se han 

determinado los sitios de unión a BDZs en estos receptores (Knoflach et al. 1996; Hanchar et al. 

2006). 

Estudios de autorradiografía demostraron la existencia de sitios de unión a BDZs en retina 

(Howells & Simon, 1980; Howells et al., 1980; Zabrin et al., 1986; Robbins & Ikeda, 1989; Giannaccini 

et al., 1992; Yang et al., 1992). Estos sitios se localizan principalmente en la capa plexiforme interna y 

en menor medida en las capas nuclear interna, plexiforme externa y ganglionar, sugiriendo que las 

BDZs podrían influir en la transmisión sináptica a nivel de la retina. Por otro lado, distintos estudios 

en pacientes sometidos a tratamientos con BDZs asocian su consumo con alteraciones visuales que 

van desde cambios en electrorretinogramas y potenciales evocados visuales, visión borrorsa, 

alteraciones en el campo visual, disminución en los movimientos oculares, midriasis y diplopía hasta 

maculopatías y glaucoma agudo (Manners & Clarke, 1981; Wren, 2000; Patel, 2003; Hilton et al., 

2004).  

Numerosos reportes indican que los receptores GABAAʌ soŶ ĐoŵpletaŵeŶte iŶseŶsiďles a las 

acciones de BDZs (Shimada et al., 1992; Feigenspan et al., 1993; Wang et al., 1994; Qian & Ripps, 

1999; Walters et al., 2000). Sin embargo, en estos estudios no se testearon diferentes BDZs de 

manera sistemática ni se usaron amplios rangos de concentraciones para evaluar los efectos sobre 

receptores GABAAʌ nativos o recombinantes. La reciente descripción de sitios de unión a BDZ de baja 

afinidad distintos al sitio clásico de unión -aúŶ eŶ ƌeĐeptoƌes siŶ suďuŶidad ɶ- y los reportes de 

efectos de BDZs en retina pone en duda la insensibilidad de los receptores GABAAʌ postulada 

anteriormente. Hasta el momento nunca se realizó un estudio exhaustivo del efecto de altas 

concentraciones de BDZs con el  propósito de evaluar si los receptores GABAAʌ presentan sitios de 

unión a BDZs de baja afinidad.  
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 Evaluar la acción de las especies reactivas del oxígeno sobre las respuestas mediadas por 

receptores GABAAʌ1. Caracterizar los efectos y comprender el mecanismo de acción. Analizar 

la relevancia fisiológica.  

 

 Evaluar la acción de las benzodiazepinas sobre las respuestas mediadas por receptores 

GABAAʌ1. Caracterizar los efectos. Analizar la relevancia fisiológica.  
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Se estudiaron las propiedades farmacológicas y biofísicas de los receptores GABAAʌ1 mediante 

expresión heteróloga en oocitos de Xenopus laevis y registro de las corrientes iónicas evocadas por 

técnicas electrofisiológicas.  

En las próximas secciones se expondrán detalladamente los procedimientos utilizados.  

  

A) Expresión de receptores sinápticos en oocitos de Xenopus laevis 

 

Se expresaron receptores GABAAʌ1 en la membrana de los oocitos de Xenopus laevis 

mediante la inyección del ARNc codificante para la subunidad ʌ1 humana.  El ARNc se obtuvo por 

transcripción in vitro de un templado ADNc codificante para la subunidad ʌ1 humana.  

   

i) Preparación de los templados de ADNc y transcripción in vitro de los ARNc 

 

  A partir de una biblioteca de DNAc de retina humana (provista por Dr. J. Nathans, Johns 

Hopkins University School of Medicine) se amplificó un fragmento 1 kb del gen que codifica para la 

subunidad ʌ1 mediante PCR. El fragmento se clonó en el vector pBluescript II KS+ (Stratagene, La 

Jolla, CA, USA), se marcó por random priming (Boehringer Mannheim kit,  Maryland, US) y se usó 

para hacer un screening por hibridización de la biblioteca para obtener la secuencia completa de 

DNAc de la subunidad ʌ1. Posteriormente, la secuencia completa ʌ1 se sublconó en el sitio EcoRI del 

vector pBluescript KS+ (Stratagene, La Jolla, CA, USA), apto para la transcripción in vitro de ARNm 

(Calvo et al., 1994). Para lograr mayores niveles de expresión se realizó el subclonado en el vector 

pGEM-HE (Stratagene, LA Jolla, CA, USA). Este vector contiene los segmentos 5´-UTR y 3´-UTR del gen 

de β-globina de Xenopus laevis, que permiten aumentar la vida media de los ARNc en citoplasma. El 

subclonado fue realizado por la Dra M. del Vas.      

El plásmido se linealizó con la enzima de restricción NheI (New England Biolabs, Ipswich, MA, 

USA). Los productos de las digestiones se trataron con proteinasa K (Sigma-Aldrich, Argentina): 1/10 

volumen (200 mg/ml), 1 hora a 55°C, y se purificaron utilizando el kit QIAquick PCR Purification Kit 

(Qiagen, GmbH-Hilden, Alemania). La concentración de los plásmidos linealizados se determinó por 

comparación con un marcador de masa 1 kb ladder (Invitrogen, Life Technologies, Argentina) en 

geles de agarosa al 1%. Los plásmidos linealizados se usaron como templado para la síntesis in vitro 

de ARNc mediante el kit ‘iďoMAX™ Laƌge “Đale ‘NA PƌoduĐtioŶ “Ǉsteŵ (Promega, Madison, WI, 

USA). Las reacciones de transcripción se realizaron en presencia de un análogo del cap, 

Me7G;ϱ͛Ϳppp;ϱ͛ͿG ;Pƌoŵega, MadisoŶ, WI, U“AͿ, eŶ pƌopoƌĐióŶ ϰ:ϭ ĐoŶ ƌespeĐto al GTP. El A‘NĐ 
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sintetizado se purificó con columnas específicas para ARN (Rneasy MiniKit, Qiagen, Valencia, CA), se 

separó en alícuotas y se congeló a -70°C hasta el momento de su uso. La integridad del ARNc se 

corroboró en geles de agarosa 1%. El ARNc se cuantificó mediante la medición de la absorbancia en 

espectrofotómetro a longitud de onda de 240 nm y por comparación de las bandas obtenidas en 

corridas previas. El ARNc obtenido fue posteriormente utilizado para la microinyección de oocitos de 

Xenopus laevis.  

 

ii) Generación de receptores mutantes 

 

El residuo intracelular de cisteína de la subunidad ʌ1 se sustituyó por alanina o serina 

mediante mutagénesis sitio dirigida y se obtuvieron los receptores mutantes GABAAʌ1C364A y 

GABAAʌ1C364S. A tal fin, se diseñaron oligonucleótidos específicos (sentido y antisentido) que 

incorporaran las mutaciones deseadas. En la Tabla M-1 se indican las secuencias de los primers. 

Resaltados en gris se muestran los nucleótidos modificados para introducir las mutaciones. 

 

         Mutación Primer 

        C364A Sentido ϱ͛-GCGGGAGAAGCTTCCCGCCACCAGCGGATTACC-ϯ͛ 

        C364A Antisentido ϱ͛-GGTAATCCGCTGGTGGCGGGAAGCTTCTCCCGC-ϯ͛ 

        C364S Sentido ϱ͛-GCGGGAGAAGCTTCCCAGCACCAGCGGATTACC-ϯ͛ 

        C364S Antisentido ϱ͛-GGTAATCCGCTGGTGCTGGGAAGCTTCTCCCGC-ϯ͛ 

 

Tabla M-1. Primers utilizados para la mutagénesis dirigida de la subunidad ʌ1. Resaltados en gris se muestran 

los nucleótidos modificados para introducir las mutaciones.  

 

Las reacciones de mutagénesis se realizaron utilizando el kit QuickChange II Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA). A tal fin, se ensamblaron los siguientes componentes: 

5μl de buffer (5X), 1μl de ADN templado, 2,5μl primer sentido (50ng/l), 2,5μl primer antisentido 

(50ng/l), 1μl dNTP mix, 37μl H2O (c.s.p. 50l), ϭμl PfuUltra ADN polimerasa (2,5U/l).  

Como ADN templado se utilizó ADN plasmídico conteniendo el ADNc codificantes para las 

subunidades ʌ1 humana. El protocolo de amplificación, implementado en un termociclador MJ 

Research PTC-200 (Bio-Rad, Hercules, Calif., USA), fue el siguiente: 
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1- 95°C 30 segundos 

2- 95°C 50 segundos 

3- 55°C 1 minuto 

4- 68°C 5 minutos 

5- Ir al paso 2, 16 veces 

6- 68°C 7 minutos 

7- 15°C sostenido 

 

Los productos de las amplificaciones se digirieron con la enzima de restricción DpnI, que 

corta específicamente ADN metilado. De esta forma, se digieren las cadenas parentales, conservando 

solamente las portadoras de la mutación. El producto de digestión se usó para transformar bacterias 

SoloPack Gold Supercompetent Cells (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Se crecieron cultivos a partir de 

las colonias obtenidas y se purificó ADN plasmídico con el kit Wizard Plus SV Minipreps ADN 

Purifications System (Promega, Madison, WI, USA). Para confirmar la incorporación de la mutación (y 

corroborar la ausencia de posibles errores introducidos por la polimerasa en la amplificación) se 

secuenciaron los ADN plasmídicos (Macrogen, Seul, Korea). Los plásmidos conteniendo los ADNc de 

las subunidades ʌ1 humano con sus respectivas mutaciones se usaron para la obtención de ARNc 

según se describió anteriormente.  

 

iii) Obtención, preparación y mantenimiento de los oocitos 

 

Se usaron hembras de Xenopus laevis obtenidas comercialmente (Nasco, Modesto, CA, 

EE.UU.). Las ranas se se mantuvieron en un bioterio adecuado de ambiente controlado (18-20°C), con 

un régimen de 12hs luz /12hs oscuridad, en grupos de dos y en recipientes de 10 litros con agua 

filtrada, declorinada y con una dureza total de 200mg/l (por agregado de sulfato de magnesio). Las 

ranas se alimentaron dos veces por semana con pellets de alimento balanceado para rana toro 

(GANAVE S.A.) y alimento balanceado para perro (Royal Canin, Argentina). El consumo aproximado 

es de 3 a 5 % del peso vivo. 

Para la obtención de los oocitos, se anestesiaron las ranas sumergiéndolas durante 30 

minutos en una solución 1,5g/l de éster etil-3-aminobenzoato ((MS  222), Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO) y 1 g/l de  NaHCO3 (Sigma-Aldrich, Argentina) disueltos en agua.  Los oocitos se aislaron 

mediante microcirugía (Figura M-1A). A través de una pequeña incisión en el abdomen se extrajeron 

lóbulos ováricos, que contienen cientos de oocitos cada uno (Figura M-1B).  
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Figura M-1. A. Remoción quirúrgica de un lóbulo ovárico del abdomen de una rana Xenopus laevis hembra. B. 

Lóbulo ovárico con oocitos.  

 

 

Los lóbulos se lavaron, se abrieron parcialmente bajo lupa con ayuda de pinzas y se 

mantuvieron 1-2 hs en solución Barth´s (NaCl 88 mM; Ca(NO3)2 0,33mM; CaCl2 0,41mM; KCl 1,0mM; 

MgSO4 0,82mM; NaHCO3 2,4mM; HEPES 10mM; pH 7,4 ajustado con NaOH y gentamicina 1,0mg/ml). 

Posteriormente, los lóbulos se trataron durante 4 horas con una solución de colagenasa tipo 1 

(Worthington Biochem Corp. Lakewood, NJ, USA) 400U/ml, disuelta en una solución salina sin Ca2+ 

(NaCl 96mM, KCl 2mM, HEPES 5mM, MgCl2 5mM; pH 7,6) con agitación lenta para remover la capa 

folicular de los oocitos. El tratamiento enzimático se detuvo mediante lavados repetidos con solución 

salina sin Ca2+ y solución Barth´s para eliminar los restos de colagenasa. Los oocitos se mantuvieron a 

18°C en solución Barth´s.  

A continuación, se seleccionaron bajo lupa oocitos de estadíos maduros (estadíos V y VI) de 

acuerdo a su tamaño y apariencia. Estas células presentan un patrón de pigmentación particular: un 

hemisferio es blanco o ligeramente amarillento (polo vegetal) y el otro hemisferio es marrón oscuro 

(polo animal) (Figura M-2). Como criterio de viabilidad de los oocitos se tuvo en cuenta la 

pigmentación de los hemisferios, la turgencia de la membrana y la ausencia de lesiones. Los oocitos 

seleccionados se mantuvieron a 18°C en solución Barth´s en grupos de hasta 50 oocitos por vial. 

 

 

Figura M-2. Oocitos de Xenopus laevis. 
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iv) Inyección de los oocitos 

 

Los oocitos seleccionados se inyectaron dentro de las 24 hs posteriores a su extracción con el 

ARNc utilizando un microinyector automático (Drummond Scientific Company, Broomall, PA, EE.UU.). 

Las jeringas de inyección se obtuvieron estirando capilares de vidrio (Drummond Scientific Company, 

Broomall, PA, EE.UU.) en un estirador de pipetas modelo PB-7 (Narishige Co. Ltd, Tokio, Japón). Las 

pipetas se llenaron con aceite mineral y en su extremo se cargaron con 2L de solución de ARNc. 

Una vez preparado el  microinyector, se colocaron los oocitos en una caja de Petri de 35mm de 

diámetro cuyo fondo posee una membrana de polietileno enrejada que limita su movimiento. La 

Đáŵaƌa se lleŶó ĐoŶ soluĐióŶ Baƌth͛s Ǉ  se ĐoloĐaƌoŶ lo ooĐitos pƌeǀiaŵeŶte sepaƌados ĐoŶ la líŶea de 

separación entre los hemisferios (ecuador) hacia arriba. La inyección se realizó a nivel del ecuador, 

posicionando el microinyector con micromanipuladores y observando estas maniobras bajo lupa. 

Cada oocito se inyectó con 50nl de solución de ARNc de ʌ1 (0,1 a 1,0ng/nl) y luego se mantuvieron 

en la incubadora a 18°C en solución Barth´s. En todos los casos se mantuvieron oocitos sin inyectar 

como controles. Los máximos niveles de expresión de los receptores homoméricos ʌ1 se lograron 

aproximadamente a las 72 hs. de la inyección.  

 

B) Registro electrofisiológico de las corrientes iónicas mediadas por receptores 

GABAAρϭ 

 

Las corrientes iónicas mediadas por receptores GABAAʌ1 se evaluaron mediante la técnica de 

fijación de voltaje con dos microelectrodos (TEVC, two-electrode voltage clamp). 

El ͞set up͟ de ƌegistƌo eleĐtƌofisiológiĐo utilizado ĐoŶsta de: uŶa lupa ĐoŶ auŵeŶto de ϭϱ a 

100X para la observación de las célula y una cámara de registro colocadas sobre una mesa anti-

vibratoria, un sistema de perfusión por gravedad de soluciones acoplado a una bomba de succión 

con trampa de vacío, una fuente de luz con lámpara halógena y fibra óptica, un amplificador, 

electrodos de vidrio, un filtro de señal pasabajo, un sistema de adquisición y digitalización de señales 

y una jaula de Faraday (dentro de la cual se coloca la mesa antivibratoria,  parte del sistema de 

perfusión y el extremo de la fibra óptica que ilumina la preparación).  
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i) Registro por la técnica de fijación de voltaje con dos microelectrodos de los oocitos 

de Xenopus laevis 

 

Esta técnica permite evaluar la corriente iónica a través de los receptores expresados en la 

totalidad de la superficie de membrana del oocito. A continuación se describirá el set up de registro 

mediante la técnica de TEVC.  

La célula se coloca en una cámara de registro, construida a partir de una placa de acrílico en 

la que se talló una canaleta (volumen 100µl), que tiene en un extremo un orificio de entrada para el 

sistema de perfusión y en el otro, un capilar conectado al sistema de succión.  

Los microelectrodos de registro se construyeron con capilares de vidrio de borosilicato 

(World Precision Instruments, New Haven, CT) estirados con el  estirador PB-7 (Narishige). Una vez 

estirados, los capilares se llenaron con una solución 3M de KCl y se les introdujo un alambre de plata 

(Ag) previamente clorurado en lavandina comercial (NaClO 55% aprox.) durante 10 min. De esta 

manera, el alambre actúa como un electrodo de Ag/AgCl, que permite formar la cumpla redox con la 

solución de KCl, habilitando la continuidad eléctrica entre el amplificador y el microelectrodo de 

registro. La resistencia del microelectrodo se controla a través del diámetro de la punta del capilar de 

vidrio estirado. Se usaron microelectrodos con una resistencia entre 0,8 y 1,2MΩ.  

Los microelectrodos de registro se montaron sobre cabezales (preamplificadores) con 

ganancias de 0,1 y 1X, conectados 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 fino de los electrodos. La preparación se llevó a tierra utilizando un alambre de 

Ag/AgCl sumergido en la misma solución salina que los oocitos, ubicado en un pocillo conectado a la 

cámara de registro mediante un puente de agar.  

Los oocitos se colocaron en el interior de la cámara, se ubicaron las puntas de los 

microelectrodos sobre la membrana celular y se bajaron lentamente los microelectrodos hasta lograr 

el acceso al interior de la célula.  

Los oocitos se perfundieron continuamente (7-12ml/min) con solución Ringer (NaCl 115mM; 

KCl 2mM; CaCl2 1,8mM; HEPES 5mM, pH 7). Los  valores  normales de potencial  de  membrana (Vr) 

están comprendidos entre -20 a -60 mV. No se trabajó con oocitos con potenciales de membrana 

menores a -20 mV porque la corriente de leak (corriente de fuga) resulta muy alta en estos casos. 

 Como anteriormente se indicó, el registro de la actividad de los receptores evocada por 

neurotransmisor se realizó mediante la técnica de fijación de voltaje con dos microelectrodos, que 

permite controlar el potencial de membrana de la célula. En los oocitos de Xenopus laevis el 

potencial de equilibrio para el Cl- es de alrededor -25 mV. El potencial al que se fijó las membranas de 
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los oocitos (Vclamp) fue de -70 mV (salvo durante la confección de curvas de la relación corriente - 

potencial). Esto determina una diferencia de potencial de alrededor de -55mV para Cl-. 

Las señales se adquirieron con un conversor analógico digital de 12 bits TL-1 DMA en una PC 

(486 DX2) mediante el programa Axotape o pClamp v.5.1 (Axon Instruments). Los resultados se 

analizaron con los programas Clampfit 8.1 (Axon Instruments) y GraphPad Prism v.5.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, EE.UU).  

Todos los experimentos se realizaƌoŶ a teŵpeƌatuƌa aŵďieŶte ;≈ ϮϮ°CͿ.  

 La Figura M-3 resume la metodología para el registro de la actividad de los receptores 

GABAAʌ1. 

 

 

 

 

 

Figura M-3. Registro electrofisiológico por la técnica de fijación de voltaje con dos microelectrodos. Los 

oocitos son extraídos quirúrgicamente de ranas Xenopus laevis y microinyectados con ARNc obtenido por 

transcripción in vitro del ADNc. 72 hs después se registraron las corrientes mediadas por los receptores 

expresados mediante la técnica de fijación de voltaje con dos microelectrodos. 

 

ii) Cuantificación del porcentaje de potenciación 

 

El porcentaje de potenciación se calculó como  [(I / Icontrol).100 - 100], donde I indica la 

amplitud de corriente evocada a una concentración determinada de GABA en presencia del agente 

modulatorio en estudio e Icontrol , la respuesta en ausencia del modulador.  

Fijación del voltaje con 
2 microelectrodos 

Microinyección de 
oocitos con ARNc 

Transcripción in vitro 

ADNc 
ARNc 

Obtención de oocitos de 
Xenopus laevis 
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A continuación se describirán y esquematizarán los principales protocolos ensayados durante 

este trabajo. 

Protocolo de aplicación on top. Se aplica el agente en estudio cuando la respuesta del agonista 

alcanza un máximo estable. 

 

 

Protocolo de co-aplicación. Consiste en la aplicación conjunta del agonista y el agente en estudio 

flanqueada por aplicaciones control del agonista. Cada aplicación está separada por lavados con 

solución Ringer. 

 

 

Protocolo de preincubación. Se trata de un protocolo de co-aplicación que introduce un paso de 

preincubación con el agente en estudio, previo a la aplicación conjunta con el agonista.  

 

 

    

Protocolo de incubación. Se realiza una incubación con el agente en estudio antes de la aplicación 

del agonista. Puede incluir o no un paso de lavado intermedio, de acuerdo a las características de los 

agentes en estudio. 

 

 

 

En todos los casos, para medir la intensidad de corriente se sustrajo la corriente de base y se 

midió la amplitud del pico cuando la respuesta alcanzaba un máximo estable. Este análisis off line se 

realizó con el programa Clampfit 8.1. 
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iii) Curvas concentración – respuesta (C-R) 

 

Las curvas concentración - respuesta se obtuvieron normalizando las amplitudes de las 

respuestas obtenidas a las diferentes concentraciones de GABA a la respuesta máxima 

correspondiente a GABA 30µM para cada oocito. Se graficaron las medias y los errores estándar de 

las medias (SEM) de todos los oocitos ensayados. Los datos experimentales se ajustaron a la ecuación 

empírica de Hill: I / Imax = [AnH / (AnH + CE50
nH)].100, donde I es la amplitud de la corriente producida 

por el agonista a una concentración A, Imax es la amplitud de la corriente máxima producida por una 

concentración saturante del agonista, CE50 es la concentración de agonista que produce el 50% de la 

respuesta máxima y nH es el coeficiente de Hill. 

 

iv) Curvas corriente – potencial (I-V) 

 

El protocolo de estimulación para obtener las curvas de corriente en función del potencial    

(I-V) consistió en una rampa escalonada desde -120 a +40mV con una duración de 2 seg., partiendo 

de un potencial de sostén de -70mV. Las rampas se efectuaron durante la aplicación de GABA en 

presencia o ausencia del agente en estudio, cuando la respuesta se estabilizaba. Para corregir las 

corrientes de leak se sustrajo digitalmente el promedio de dos curvas I-Vs de las líneas de base del 

oocito, obtenidas antes de la aplicación de GABA y luego del lavado final, en la misma solución de 

registro.  

 

v) Drogas utilizadas 

 

Las siguientes drogas y sales se adquirireron en Sigma-Aldrich (Argentina): ácido ɶ-amino 

butírico (GABA), peróxido de hidrógeno (H2O2), ditiotreitol (DTT), N-etil maleimida (NEM), 

deferoxamina (DFX), ácido lipoico, xantina, xantina oxidasa, L-carnosina, L-carnitina, FeSO4, NaCl, 

CaCl2, KCl, MgSO4, NaHCO3, HEPES, gentamicina. La colagenasa fue adquirida en Worthington 

Biochem Corp. (Lakewood, NJ, USA). El 4´-Cl diazepam se compró en Fluka (Buchs, Switzerland) y el 

diazepam, flumazenil, Ro15-4513, alplazolam, triazolam, flunitrazepam y clonazepam fueron 

generosamente donados por Hoffman-La Roche (Nutley, NJ, USA). 

Todas las drogas se prepararon en el día a partir de stocks concentrados en solución Ringer, 

H2O o DMSO (en concentración máxima de 1% para evitar alteraciones en las propiedades o 

respuestas del oocito durante el tiempo de registro). La mayoría de los compuestos redox utilizados 
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en el presente trabajo son altamente sensibles a la luz y el aire. Cuando fuera necesario, los frascos 

con las soluciones se cubrieron con papel aluminio y se mantuvieron tapados.  

La concentración de H2O2 se controló mediante titulación espectrofotométrica a 240 nm. 

Durante todos los experimentos se controló de manera estricta el pH de las soluciones, en 

tanto el receptor GABAAρ1 se modula por el pH extracelular (Rivera et al., 2000). El pH de cada 

solución se ajustó a 7,0 con NaOH (1 ó 5M).  

 

vi) Análisis estadístico 

 

Cuando se compararon sólo dos poblaciones de datos, la evaluación estadística se realizó 

mediante el test t de Student de dos colas.  Las comparaciones múltiples se realizaron mediante 

ANOVA de un factor, seguida del Test de Tukey. En todos los casos se consideraron significativos los 

valores de p < 0,05. Los ajustes de las curvas y los análisis estadísticos se realizaron usando el 

programa Graph Pad Prism 5.0. Cada valor de media informada se obtuvo a partir de resultados de 

experimentos realizados en oocitos de al menos dos ranas distintas. Los errores se expresaron como 

los errores estándares de la media (SEM).  
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                 PARTE 1 

 
Modulación de los receptores GABAAρ1 

por especies reactivas del oxígeno 
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An intracellular redox sensor for reactive oxygen species at the M3-M4 liŶker of GABAA ρ1 
receptors. Beltrán González AN, Gasulla J, Calvo DJ. Br J Pharmacol. 2014 May;171(9):2291-9. 

doi: 10.1111/bph.12581 
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Modulación de los receptores GABAAρ1 por H2O2 

 

 

Las ROS son moléculas químicamente activas que incluyen al peróxido de hidrógeno (H2O2), al 

anión superóxido (O2
-•) y al radical hidroxilo (OH•). Con el propósito de determinar si las ROS 

modulan la actividad de los receptores GABAAʌ1 se realizó un ensayo preliminar del efecto del H2O2 

sobre las respuestas evocadas por GABA, usando distintos protocolos experimentales.  

Para este ensayo preliminar se usó una concentración de GABA 0,3µM, en tanto estudios 

anteriores demuestran que los efectos moduladores sobre el receptor GABAAʌ1 son mayores a bajas 

concentraciones de agonista (Calero & Calvo, 2008; Calero et al., 2011; Gasulla et al., 2012). Una 

concentración de GABA 0,3µM corresponde aproximadamente a la CE5 de la curva C-R control y 

generalmente permite obtener corrientes con aplitudes mayores a los 50nA, que no presentan 

desensibilización y son estables por periodos prolongados de tiempo. Por otro lado, se eligió una 

concentración de H2O2 500µM en base a reportes previos de modulación de receptores de 

neurotransmisores y canales iónicos por ROS (Vega-Saenz De Miera and Rudy, 1992; Sah et al., 2002; 

Takahashi et al., 2007; Coddou et al., 2009), estimaciones de concentraciones de ROS en condiciones 

fisiológicas y patológicas, estimaciones de permeabilidad de H2O2 a membrana (Choi et al., 2001; 

Rice, 2011) y estudios del efecto del H2O2 sobre canales endógenos de oocitos de Xenopus laevis 

(Schlief & Heinemann, 1995; Kim & Jam, 2002).  

La Figura 1A ilustra un trazo representativo de la corriente evocada por GABA 0,3µM. El H2O2 

500µM se aplicó a través del baño de perfusión cuando la respuesta del agonista alcanzaba el estado 

estacionario (protocolo de aplicación on top, según Materiales y Métodos). La presencia de H2O2 

potenció significativamente la respuesta mediada por GABA 0,3µM. Como se observa en el registro, 

el efecto del H2O2 es reversible. 

La Figura 1B ilustra un trazo representativo de la respuesta del receptor GABAAʌ1 durante la co-

aplicación de GABA y H2O2 (protocolo de co-aplicación, según Materiales y Métodos). Se observa 

nuevamente una potenciación significativa de las respuestas evocadas por GABA 0,3µM en presencia 

de H2O2 500μM, de carácter reversible. Los resultados son equivalentes a los obtenidos con el 

protocolo de aplicación on top. 
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Figura 1. El H2O2 potencia significativamente las respuestas evocadas por GABA en los receptores GABAAρ1. 

Trazos representativos de las respuestas a GABA 0,3µM en ausencia o presencia de H2O2 500µM. A. Protocolo 

de aplicación on top. El H2O2 se aplica cuando la respuesta a GABA alcanza un máximo estable. B. Protocolo de 

co-aplicación. El agonista y el H2O2 se aplican conjuntamente, flanqueándose la respuesta con lavados en 

solución Ringer y controles con GABA. Los ejes representan la amplitud de la corriente (eje y) y el tiempo (eje 

x).  

 

 Los registros muestran que la cinética de las respuestas evocadas por GABA durante la 

aplicación de H2O2 tiene un desarrollo más lento que las respuestas control. Se evaluó el efecto del 

H2O2 sobre la cinética de activación y deactivación de las respuestas GABAAʌ1 en nuestras 

condiciones experimentales mediante el cálculo de las respectivas constantes cinéticas. Dada la 

cinética del proceso, se pudo realizar este análisis a pesar de no contar con un sistema de perfusión 

ultra-rápido. Los parámetros de activación de las respuestas control a GABA 0,3µM fueron los 

siguientes: τact: 28,9 ± 0,8 s y τdeact: 27,0 ± 1,9 s (n=6) y en presencia de H2O2 500µM: τact: 55,8 ± 

7,5 s y τdeact: 32,2 ± 2,1 s (n=6). El H2O2 alteró significativamente la cinética de activación de las 

respuestas evocadas por GABA en los receptores GABAAʌ1 (p<0,05), sin afectar la cinética de 

deactivación (ns). La Figura 2 ilustra el curso temporal de las respuestas evocadas por GABA 0,3µM 

en ausencia y presencia de H2O2 500µM, obtenidas en un experimento representativo de co-

aplicación de GABA y H2O2, donde los datos se normalizaron a sus respectivos máximos estables.  
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Figura 2. La presencia de H2O2 modifica la cinética de activación de las respuestas del receptor GABAAρ1. 

Trazo representativo del curso temporal normalizado de las respuestas evocadas por GABA 0,3μM en ausencia 

(línea negra) y presencia (línea gris) de H2O2 500μM. Cada trazo se normalizó a su respectivo máximo estable.   

 

 

 

 Estudios previos del laboratorio revelaron que varios moduladores redox del receptor 

GABAAʌ1 (óxido nitrico, ácido ascórbico y glutatión) presentan efectos rápidos y mecanismos de 

acción extracelulares (Calero and Calvo, 2008; Calero et al., 2011; Gasulla et al., 2012). Sin embargo, 

la potenciación de la actividad del receptor GABAAʌ1 por H2O2 muestra un onset mucho más lento 

(Figura 1A). Considerando que el H2O2 es un agente permeante (Desagher et al., 1997), la lentitud del 

curso temporal de acción observada en estos experimentos sería compatible con la ocurrencia de un 

mecanismo de acción intracelular, en donde el proceso de potenciación de la respuesta GABAAʌ1 se 

vería limitado por la velocidad de permeado del H2O2 a través de la membrana plasmática.  

En paralelo al testeo con H2O2, se realizaron controles para confirmar que la potenciación 

observada se debiera efectivamente a un efecto del H2O2 sobre los receptores GABAAʌ1. En primer 

lugar, se aplicó H2O2 a oocitos que no habían sido inyectados con el ARNc codificante de la subunidad 

ʌ1 para descartar posibles efectos del H2O2 sobre los canales endógenos. La aplicación de H2O2 

(500μM, 1mM y 2mM) durante 10 minutos no generó alteraciones en la corriente de base de los 

oocitos, descartándose por tanto una acción del H2O2 sobre canales u otras macromoléculas 

intrínsecas. Por otro lado, el análisis de la relación I-V de la corriente basal descartó una modificación 

en la permeabilidad de la membrana en presencia de H2O2 (500 μM, 1mM y 2mM), en tanto el 

potencial de reversión de la corriente de base no se vio alterado. Tampoco se modificó la linealidad 

ni la pendiente de la curva I-V en presencia de H2O2.  

Se efectuaron los mismos controles en oocitos inyectados con el ARNc codificante de la 

subunidad ʌ1 para descartar que el H2O2 actúe per se como agonista del receptor. La aplicación de 

H2O2 500μM, 1mM y 2mM no generó una alteración de la línea de base ni una modificación en las 

respuestas I-V en relación al control con solución Ringer, corroborándose que el H2O2 no actúa como 

agonista del receptor GABAAʌ1. En la Figura 3 se ilustran estos controles para una concentración de 

H2O2 de 1mM.  
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Figura 3. El H2O2 no tiene efecto per se en oocitos que expresan el receptor GABAAρ1. A. La aplicación de H2O2 

1mM durante 10 min no modifica la corriente de base de los oocitos. B. La relación I-V de la corriente de base 

no se modifica en presencia de H2O2 1mM.  

 

 Una vez confirmado que el H2O2 actúa como modulador de las respuestas GABAAʌ1, se 

caracterizó dicha modulación. En primer lugar se evaluó si la potenciación de las respuestas GABAAʌ1 

en presencia de H2O2  se modifica si se preincuba al oocito con H2O2. A tal fin, se ensayó un protocolo 

de preincubación con aplicaciones de H2O2 de duración variable, previas a la aplicación conjunta de 

GABA y H2O2 (protocolo de preincubación, según Materiales y Métodos). La Figura 4 ilustra el 

porcentaje de potenciación de las respuestas evocadas por GABA 0,3μM en presencia de H2O2 

500μM luego de la preincubación con H2O2 500μM durante el tiempo indicado. Los valores se 

resumen en la Tabla 1.  

 

 Tiempo de preincubación  
con  H2O2 500µM (min) 

   % Potenciación N 

0,0 78,8 ± 3,5 24 

0,5 93,9 ± 6,1 ns 3 

1,0 106,6 ± 22,0 ns 4 

3,0 88,1± 21,1 ns 5 

5,0 102,0 ± 21,2 ns 3 

10,0 98,4 ± 12,9 ns 3 

 

Tabla 1. Porcentaje de potenciación de las respuestas evocadas por GABA 0,3μM en presencia de H2O2 500μM, 

luego de la preincubación con H2O2 500μM durante el tiempo indicado. Se informa la media y el error estándar 

de las respuestas obtenidas. ns no significativo.  
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Figura 4. La preincubación con H2O2 no modifica significativamente la potenciación de las corrientes 

evocadas por GABA del receptor GABAAρ1. Las barras representan el porcentaje de potenciación inducida por 

H2O2 500μM sobre las respuestas evocadas por GABA 0,3μM a distintos tiempos de preincubación con H2O2 

500μM.  

 

 

 Los resultados sugieren que la preincubación con H2O2 no modifica significativamente la 

potenciación de las corrientes. En adelante, los experimentos que involucren la aplicación de H2O2 

contemplan protocolos de aplicación on top o co-aplicación, sin preincubaciones.  

Para evaluar si la modulación por H2O2 depende de la concentración de agonista aplicada para 

evocar las respuestas GABAAʌ1, se repitieron los protocolos de aplicación on top y de co-aplicación 

de H2O2 500μM con una concentración de GABA de 1μM (Figura 5). La potenciación por H2O2 de las 

respuestas evocadas por GABA 1µM resultó menor que la de respuestas evocadas por GABA 0,3µM, 

sugiriendo que la potenciación de las respuestas GABAAʌ1 por H2O2 depende de la concentración de 

agonista.   

 

 

Figura 5. El efecto del H2O2 sobre las respuestas GABAAρ1 depende de la concentración de agonista. Trazos 

representativos de las respuestas evocadas por GABA 1µM en ausencia o presencia de H2O2 500µM. A. 

Protocolo de aplicación on top. B. Protocolo de co-aplicación.  
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 La Figura 6 ilustra el porcentaje de potenciación inducido por H2O2 500μM en función de la 

concentración de GABA. Los valores se listan en la Tabla 2. Los resultados evidencian que la 

potenciación de las respuestas disminuye marcadamente a medida que aumenta la concentración de 

agonista. Este comportamiento es similar al observado previamente para otros moduladores redox 

(Calero & Calvo, 2008).  

 

[GABA] (µM) % Potenciación N 

0,3 73,6 ± 3,0 ** 30 

0,7 29,6 ± 5,6 * 5 

1,0 14,5 ± 1,9 * 6 

3,0 5,6 ± 1,1 * 5 

10,0 2,2 ± 0,8 ns 4 

30,0 1,3 ± 0,8 ns 5 

 

Tabla 2. Porcentaje de potenciación de las respuestas GABAAʌ1 por H2O2 500µM en función de la 

concentración de agonista. Se informa la media y el error estándar de las respuestas obtenidas. ** p < 0,001; * 

p < 0,01; ns no significativo.  

 

 

 

Figura 6. Porcentaje de potenciación de las respuestas GABAAρ1 por H2O2 en función de la concentración de 

agonista. Los datos graficados muestran el porcentaje de cambio de la respuesta control evocada por 

concentraciones crecientes de agonista en presencia de H2O2 500μM. Nótese que la potenciación de las 

respuestas GABAAʌ1 es significativamente mayor a bajas concentraciones de GABA. Cada punto representa la 

media y el error estándar de las respuestas obtenidas.  
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Con el fin de caracterizar la naturaleza de la potenciación de las respuestas GABAAʌ1 en 

presencia de H2O2, se construyeron curvas C-R para GABA en presencia y ausencia de H2O2 ϱϬϬμM. 

Como se ilustra en la Figura 7, la curva de C-R para GABA sufre un desplazamiento hacia la izquierda 

en presencia de H2O2 ϱϬϬμM, siŶ ŵodifiĐaĐióŶ sigŶifiĐatiǀa de las ĐoƌƌieŶtes ŵáǆiŵas o nH (CE50 GABA = 

0,76 ± 0,03 µM, nH = 2,4 ± 0,3, n = 6; CE50 GABA + H2O2 = 0,64 ± 0,03 µM, nH = 2,5 ± 0,4, n = 6; p< 0,005). 

Esto sugiere que la afinidad aparente de los receptores GABAAʌ1 aumenta en presencia de H2O2, sin 

alterarse la probabilidad de apertura del canal.  

 

 

 

Figura 7. El H2O2 modifica la afinidad aparente de los receptores GABAAρ1. Curva C-R para GABA en ausencia 

(●) y presencia (■) de H2O2 500µM. Las amplitudes de las respuestas están normalizadas a la corriente máxima 

evocada por aplicación de GABA 30µM (respuesta máxima). Cada punto representa la media y el error 

estándar de las respuestas obtenidas. 

 

 

 A continuación se evaluó si el grado de potenciación de las respuestas GABAAʌ1 en presencia 

de H2O2 es dosis dependiente. Se realizaron protocolos de co-aplicación con GABA 0,3μM y H2O2 en 

concentraciones variables. La Figura 8 muestra trazos representativos para H2O2 100μM, 200μM, 

500μM y 1mM. El grado de potenciación respecto de la respuesta control aumentó conforme se 

incrementó la concentración de H2O2. Los resultados sugieren que el efecto del H2O2 sobre las 

respuestas GABAAʌ1 depende marcadamente de la concentración del agente redox. 
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Figura 8. El efecto potenciador del H2O2 sobre las respuestas GABAAρ1 depende de la concentración del 

agente redox. Trazos representativos de respuestas evocadas por GABA 0,3µM durante la co-aplicación de 

H2O2 100µM (A), 200µM (B), 500µM (C) y 1mM (D). Las respuestas son flanqueadas por aplicaciones control de 

agonista. Nótese que la potenciación de las respuestas evocadas por GABA 0,3µM aumenta a medida que se 

incrementa la concentración de H2O2.  

 

 

La Figura 9 representa el porcentaje de potenciación de las respuestas evocadas por GABA 

0,3μM en presencia de concentraciones crecientes de H2O2. Los valores de potenciación se 

normalizaron a la amplitud de la respuesta control con GABA 0,3µM. Los resultados se listan en la 

Tabla 3. No se pudo llegar a una concentración saturante dado que altas concentraciones el H2O2 

resultan tóxicas para la célula y daña las membranas. Esto aumenta la corriente de leak y dificulta la 

fijación del voltaje de membrana.  
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[H2O2] (µM) % Potenciación N 

50 12,8 ± 2,7 * 4 

250 38,3 ± 4,0 ** 8 

500 70,0 ± 3,0 ** 8 

700 86,3 ± 2,9 ** 5 

1000 119,3 ± 2,8 ** 5 

2000 158,0 ± 11,2 ** 5 

 

Tabla 3. Porcentaje de potenciación de las respuestas evocadas por GABA 0,3µM en función de la 

concentración de H2O2. Se informa la media y el error estándar de las respuestas obtenidas. * p < 0,05; ** p < 

0,001. 

 

 

Figura 9. Porcentaje de potenciación de las respuestas GABAAρ1 en función de la concentración de H2O2. 

Respuestas evocadas por GABA 0,3μM eŶ pƌeseŶĐia de ĐoŶĐeŶtƌaĐioŶes ĐƌeĐieŶtes de H2O2. Los valores de 

potenciación se normalizaron a la amplitud de la respuesta control de GABA. Cada punto representa la media y 

el error estándar de las respuestas obtenidas.  

 

 

Por último, se analizaron las relaciones I-V en presencia o ausencia de H2O2. La Figura 10 ilustra 

trazos representativos de las relaciones I-V para las corrientes evocadas por GABA 0,3µM en 

presencia o ausencia de H2O2 500µM (A) o 2mM (B). En presencia de H2O2 se observa un aumento de 

la pendiente sin alteración de la linealidad de la curva o el potencial de reversión (entre -120 a 

+40mV). Por lo tanto, los efectos del H2O2 resultan independientes del potencial de membrana y no 

se deben a una variación de los niveles intracelulares de Cl- (por ejemplo, debido a una alteración a 

nivel de la membrana celular). 
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Figura 10. El H2O2 modifica las relaciones I-V de los receptores GABAρ1. Trazos representativos de las 

relaciones I-V para los receptores GABAAʌ1. Corrientes evocadas por GABA 0,3µM en ausencia (●) y presencia 

(■) de H2O2 500µM (A) y 2mM (B). Los efectos del H2O2 son independientes del voltaje y el potencial de 

reversión de las corrientes de GABA no se vio modificado en ningún caso.   

 

La potenciación de la actividad de los receptores GABAAρ1 en presencia de H2O2 es 

mediada por un residuo de cisteína intracelular 

 

Varios canales iónicos sensibles a modulación redox pueden ser modificados químicamente a 

través de la oxidación o reducción de residuos de cisteína. Estudios previos del laboratorio 

demostraron que agentes reductores y oxidantes de tioles actúan como moduladores de la función 

del receptor GABAAʌϭ ;Caleƌo & Calǀo, Ϯ008; Calero et al., 2011). El efecto reversible del H2O2 sobre 

las respuestas GABAAʌϭ es ĐoŶsisteŶte ĐoŶ uŶa aĐĐióŶ ŵodulatoƌia diƌeĐta soďƌe el ƌeĐeptoƌ Ǉ los 

gƌupos tioles de la suďuŶidad ʌϭ soŶ los ĐaŶdidatos ŵás ƌeaĐtiǀos a seƌ oǆidados poƌ el H2O2. Cada 

suďuŶidad ʌϭ ĐoŶtieŶe solo tƌes ƌesiduos de ĐisteíŶa: dos eǆtƌaĐelulaƌes loĐalizados eŶ el doŵiŶio N-

terminal que forman el Cys-loop característico (C177 y C191) de los receptores GABAAʌϭ Ǉ uŶo 

intracelular (C364), localizado en el bucle TM3-TM4 (Zhang et al., 2001).  

 

MLAVPNMRFGIFLLWWGWVLATESRMHWPGREVHEMSKKGRPQRQRREVHEDAHKQVSPI 

LRRSPDITKSPLTKSEQLLRIDDHDFSMRPGFGGPAIPVGVDVQVESLDSISEVDMDFTM 

TLYLRHYWKDERLSFPSTNNLSMTFDGRLVKKIWVPDMFFVHSKRSFIHDTTTDNVMLRV 

QPDGKVLYSLRVTVTAMCNMDFSRFPLDTQTCSLEIESYAYTEDDLMLYWKKGNDSLKTD 

ERISLSQFLIQEFHTTTKLAFYSSTGWYNRLYINFTLRRHIFFFLLQTYFPATLMVMLSW 

VSFWIDRRAVPARVPLGITTVLTMSTIITGVNASMPRVSYIKAVDIYLWVSFVFVFLSVL 

EYAAVNYLTTVQERKEQKLREKLPCTSGLPPPRTAMLDGNYSDGEVNDLDNYMPENGEKP 

DRMMVQLTLASERSSPQRKSQRSSYVSMRIDTHAIDKYSRIIFPAAYILFNLIYWSIFS 
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Figura 11. Secuencia aminoacídica de la subunidad GABAAρ1. Cada subunidad ʌ1 contiene tres residuos de 

cisteína: dos extracelulares localizados en el dominio N-terminal que forman el Cys-loop característico (C177 y 

C191) y uno intracelular (C364), localizado en el bucle TM3-TM4. Se remarcan los tres residuos de cisteína y se 

indica el péptido señal subrayado, el segmento extracelular en blanco, los segmentos transmembrana en gris y 

el segmento intracelular en gris oscuro.   

 

 

Se realizaron distintos ensayos con fin de determinar si los residuos de cisteína están 

involucrados en la modulación de los receptores GABAAʌϭ eŶ pƌeseŶĐia de H2O2. Teniendo en cuenta 

reportes previos que sugieren que los residuos de cisteína de los receptores GABAAʌϭ se eŶĐueŶtƌaŶ 

en un estado de equilibrio entre su forma oxidada y reducida que estaría desplazado hacia la forma 

oxidada (Calero et al., 2008) y que, de acuerdo a los potenciales de reducción en las condiciones 

experimentales, los grupos sulfhidrilos se oxidarían en presencia de H2O2, se expuso al receptor 

GABAAʌϭ a uŶ ageŶte ƌeduĐtoƌ de ĐisteíŶas Ǉ se eǀaluó posteƌioƌŵeŶte la potenciación resultante en 

presencia de H2O2. A tal fin se usó ditiotrietol (DTT), un agente permeable a membrana que reduce 

reversiblemente grupos tioles (Lauriault & O'Brien, 1991). Lugo de hacer los controles 

correspondientes, se preincubó con DTT 2mM durante 120s para reducir las cisteínas del receptor y 

se estudió el efecto de H2O2 500µM sobre las respuestas evocadas por GABA 0,3µM. La 

preincubación con DTT  incrementó los efectos potenciadores del H2O2 descriptos en la sección 

anterior (% Pcontrol = 72,3 ± 5,5 %; %PDTT 2mM = 129,2 ± 17,5 %; n = 6; p < 0,03) (Figura 12). Estos 

resultados sugieren que el H2O2 modula la función del receptor GABAAʌϭ ŵediaŶte la iŶteƌaĐĐióŶ ĐoŶ 

una o más cisteínas.  

 

 
 

Figura 12. La pre-incubación con DTT aumenta la potenciación de las respuestas GABAAρϭ en presencia de 
H2O2. Porcentaje de potenciación de las respuestas evocadas por GABA 0,3µM en presencia de H2O2 500µM, 

previa pre-incubación con DTT 2mM durante 120s (n=6; p<0,03). 
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Para confirmar la participación de cisteínas en la modulación por H2O2, se estudió el efecto del 

H2O2 sobre las respuestas GABAAʌϭ eŶ pƌeseŶĐia de uŶ ageŶte Ƌue ŵodifiĐa iƌƌeǀeƌsiďleŵeŶte 

grupos tioles de cisteínas. La N-etil maleimida (NEM) es un agente alquilante irreversible permeante 

a membrana, que forma enlaces covalentes selectivamente con grupos sulfhidrilos libres, 

previniendo cualquier reacción química a futuro en esos sitios (a pH 7) (Means & Feeney, 1971; 

Susankova et al., 2006). Dada la estabilidad y reproducibilidad de la reacción, el NEM fue 

extensamente utilizado para caracterizar la modulación por agentes redox mediada por cisteínas de 

receptores neuronales en cultivo (Kim et al., 1999; Lipton et al., 1993; Tang & Aizenman, 1993), 

retina (Pan et al., 1995) y receptores expresados en sistemas heterólogos (Chu et al., 2006; Calero et 

al., 2011). Según mostraron estudios previos del laboratorio, altas concentraciones de NEM resultan 

tóxicas para el oocito y desestabilizan la línea de base. Por tal motivo, la concentración de NEM 

empleada se mantuvo lo más baja posible y los periodos de incubación se mantuvieron cortos para 

evitar efectos inespecíficos (Calero et al., 2011). Se realizó una pre-incubación con NEM 30µM 

durante 30s para alquilar los grupos tioles de cisteínas del receptor y se estudió el efecto del H2O2 

500µM sobre las respuestas evocadas por GABA 0,3µM en un contexto de cisteínas alquiladas 

irreversiblemente. Como se observa en la Figura 13, el pre-tratamiento con NEM previno 

completamente el efecto potenciador del H2O2 sobre las respuestas GABAAʌϭ.  

 

 

 
 

Figura 13. El pre-tratamiento con NEM previene la potenciación de las respuestas GABAAρϭ en presencia de 
H2O2. Trazo representativo de las respuestas evocadas por GABA 0,3µM en presencia de H2O2 500µM, previa 

pre-incubación con NEM 30µM durante 120s.  

 

Los porcentajes de potenciación fueron: Pcontrol = 68,1 ± 5,1 %; %PNEM 30 μM = 2,9 ± 3,2 %; n = 8;   

p < 0,0001 (Figura 14). Los resultados permiten confirmar entonces la participación de una o más 

cisteínas en la modulación de las respuestas GABAAʌ1 en presencia de H2O2. 
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Figura 14. La potenciación de las respuestas GABAAρϭ en presencia de H2O2 involucra residuos sulfhidrilos. 

Porcentaje de potenciación de las respuestas evocadas por GABA 0,3µM en presencia de H2O2 500µM, luego 

del pre-tratamiento con NEM 30µM por 120s (n = 8; p < 0,0001). 

 

Los experimentos de modificación química de cisteínas son concluyentes en cuanto a la 

participación de estos residuos en el mecanismo de acción del H2O2. Sin embargo, no permiten 

identificar cuál o cuáles son los residuos de cisteína involucrados en la modulación. A tal efecto, debe 

realizarse mutaciones sitio-dirigidas de los residuos aminoacídicos de interés. Como se mencionó 

aŶteƌioƌŵeŶte, Đada suďuŶidad ʌϭ ĐoŶtieŶe solo tƌes ƌesiduos de ĐisteíŶas. Esta particularidad 

convierte al receptor GABAAʌϭ eŶ uŶ ŵodelo ideal paƌa el estudio de ŵodulaĐioŶes eŶ las Ƌue 

intervienen modificaciones de cisteínas. La mutación de las cisteínas del Cys-loop del receptor 

GABAAʌϭ Ŷo ƌiŶdeŶ ƌeĐeptoƌes fuŶĐioŶales (Amin et al., 1994; Sedelnikova et al., 2005). 

Consecuentemente, se estudió el rol de la C364 en la modulación de las respuestas mediadas por los 

receptores GABAAʌϭ eŶ pƌeseŶĐia de H2O2. A tal fin se reemplazó C364 por un residuo de alanina, un 

aminoácido pequeño y neutro, insensible a modulación redox.  

Antes de estudiar la implicancia de la sustitución C364A sobre la modulación, se realizó una 

breve caracterización de los receptores mutantes obtenidos. Los receptores GABAAʌ1C364A expresados 

en oocitos de Xenopus laevis resultaron funcionales. La Figura 15A ilustra trazos representativos para 

los receptores GABAAʌ1C364A evocados a distintas concentraciones de GABA. Como puede observarse, 

las corrientes presentaron características similares a las del receptor wild type, tanto en su cinética 

de activación como de deactivación. Las respuestas evocadas por los receptores GABAAʌ1C364A no 

presentaron desensibilización y exhiben un perfil farmacológico similar. La Figura 15B ilustra la curva 

C-R para el receptor mutante y wild type. Los parámetros obtenidos fueron: CE50 GABAAʌ1C364A = 0,52 ± 

0,03µM, n = 7; CE50 GABAAʌ1wt = 0,70 ± 0,04µM, n = 6, p < 0,0004). Si bien la sustitución C364A generó un 

desplazamiento significativo de las curvas C-R, tanto el CE50 como el rango de concentraciones de 

GABA que activan al receptor se mantienen en el mismo orden de magnitud. En consecuencia, se 
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empleó el receptor GABAAʌ1C364A para evaluar el efecto de la C364 sobre la modulación observada en 

los receptores GABAAʌ1 en presencia de H2O2.  

 

 

Figura 15. Caracterización de los receptores mutantes GABAAρ1C364A. A. Trazos representativos evocados por 

GABA concentraciones crecientes de GABA. B. Curvas C-R para los receptores wild type (●) y mutantes (■). Las 

amplitudes de las respuestas se expresan normalizadas a la corriente máxima evocada por la aplicación de 

GABA 30µM para cada uno de los receptores. Cada punto representa la media y el error estándar de las 

respuestas obtenidas.    

 

En claro contraste con los receptores de GABAAʌϭ wild type, los receptores GABAAʌ1C364A 

resultaron insensibles a la aplicación de H2O2 (Figura 16A). La potenciación de las respuestas 

evocadas por GABA 0,3µM en presencia de H2O2 500µM resultó: % PGABAAʌ1C364A = 1,1 ± 0,9 vs. % 

PGABAAʌ1wt = 72,3 ± 9,3; n = 5; p < 0,0001 (Figura 16B).  

 

 

Figura 16. Las respuestas GABAAρϭCϯ6ϰA resultan insensibles a H2O2. A. Trazo representativo de la respuesta 

evocada por GABA 0,3µM en presencia de H2O2 500µM para el receptor mutante GABAAʌϭCϯϲϰA. B. Gráfico de 
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barras que representa el porcentaje de potenciación de las corrientes evocadas por GABA 0,3µM en presencia 

de H2O2 500µM para receptores wild type  y GABAAʌϭCϯ64A (n = 5; p < 0,0001). 

 

Dado que la potenciación por H2O2 observada en receptores wild type podría deberse al 

entorno polar conferido por la C364 y que el receptor GABAAʌ1C364A mostró cambios en la afinidad a 

GABA cuando se lo comparó al receptor wild type, se realizó una mutación más conservadora y se 

sustituyó la cisteína por serina, un aminoácido de polaridad y tamaño similar.  

En primer lugar se caracterizó la respuesta del receptor mutante GABAAʌ1C364S. El receptor 

mutante GABAAʌ1C364S expresado en oocitos mostró una respuesta típica a GABA, tanto por su cinética 

como por su perfil farmacológico. La Figura 17A ilustra trazos representativos para el receptor 

GABAAʌ1C364S evocados a distintas concentraciones de GABA. La Figura 17B ilustra la curva C-R para el 

receptor mutante y wild type. El valor de CE50 obtenido para el receptor mutante no resultó 

significativamente distinto al CE50 del receptor wild type (EC50 GABAAʌ1C364S = 0,69 ± 0,04µM, n = 14; 

CE50 GABAAʌ1wt = 0,71 ± 0,04µM; n = 7; ns).  

 

 

 

 
 

Figura 17. Caracterización de los receptores mutantes GABAAρC364S. A. Trazos representativos evocados por 

GABA concentraciones crecientes de GABA. B. Curvas C-R para los receptores wild type (●) y mutantes (■). Las 

amplitudes de las respuestas se expresan normalizadas a la corriente máxima evocada por la aplicación de 

GABA 30µM para cada uno de los receptores. Cada punto representa la media y el error estándar de las 

respuestas obtenidas.    

 

 

Una vez caracterizado el receptor GABAAʌ1C364S se evaluó el efecto del H2O2. El H2O2 500µM 

también falló en potenciar las respuestas mediadas por el receptor GABAAʌ1C364S (Figura 18A). La 

potenciación de las respuestas evocadas por GABA 0,3µM en presencia de H2O2 500µM resultó: % P 

GABAAʌ1C364S = 2,5 ± 1,9 vs. % P GABAAʌ1wt = 72,6 ± 6,2, n = 8; p < 0,0001 (Figura 18B).  
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Figura 18. Las respuestas GABAAρϭCϯ6ϰS resultan insensibles a H2O2. A. Trazo representativo de la respuesta 

evocada por GABA 0,3µM en presencia de H2O2 500µM para el receptor mutante GABAAʌϭCϯϲϰS. Gráfico de 

barras que representa el porcentaje de potenciación de las corrientes evocadas por GABA 0,3µM en presencia 

de H2O2 500µM para receptores wild type y GABAAʌϭCϯϲϰS (n = 8; p < 0,0001). 

 

Para analizar si la insensibilidad del receptor GABAAʌ1C364S a H2O2 depende de la concentración 

de GABA, se realizaron curvas C-R para GABA en ausencia y presencia de H2O2 (Figura 19). El H2O2 

500µM no generó desplazamiento de la curva C-R del receptor GABAAʌ1C364S (CE50 GABAAʌ1C364S = 0,71 ± 

0,02 µM, nH = 2,6 ± 0,2; CE50 GABAAʌ1C364S+H2O2 = 0,67 ± 0,02µM, nH = 2,7 ± 0,3; n = 5; ns). Estos 

resultados sugieren que el receptor GABAAʌ1C364S es insensible al H2O2 en todo el rango dinámico de 

activación por GABA. 

 

 

 
Figura 19. La mutación C364S en la subunidad ρ1 previene la modificación de la afinidad aparente de los 

receptores en presencia de H2O2. Curva C-R para GABA para el receptor GABAAʌϭCϯϲϰA en ausencia (●) o 

presencia (■) de H2O2 500µM. Las amplitudes de las respuestas están normalizadas a la corriente máxima 

evocada por aplicación de GABA 30µM (respuesta máxima). Cada punto representa la media y el error estándar 

de las respuestas obtenidas. 



        Resultados Parte 1 
 
 

71 

En tanto la sustitución de la C364 previene por completo la potenciación observada en 

presencia de H2O2 en los receptores wild type, se concluye que la cisteína intracelular de la subunidad 

ʌϭ aĐtúa Đoŵo ďlaŶĐo de aĐĐióŶ específico de esta modulación.  

 

El radical hidroxilo está involucrado en la potenciación de la función de los 

receptores GABAAρ1 por H2O2.  

 

A pesar de haber identificado el residuo de cisteína responsable de la modulación del receptor 

GABAAʌϭ eŶ pƌeseŶĐia de H2O2, restaba todavía analizar si el H2O2 tiene un efecto directo o indirecto 

sobre la C364. En presencia de trazas de hierro el H2O2 podría descomponerse en radical hidroxilo a 

través de la reacción de Fenton (Cohen, 1994). De ocurrir esto, los radicales libres del oxígeno 

podrían interactuar con la C364 y ser responsables de la modulación de las respuestas evocadas por 

GABA en presencia de H2O2.   

Para evaluar la participación de radicales libres del oxígeno derivados del H2O2 en la 

modulación descripta se realizaron experimentos en presencia de ácido lipoico, un scavenger de 

radicales libres permeante a través de membrana. En primer lugar, se realizaron los controles 

correspondientes para verificar que el ácido lipoico pudiera usarse como scavenger. El ácido lipoico 

no generó modificaciones de la línea de base de oocitos sin inyectar, no alteró la línea de base de 

oocitos inyectados con ARNc codificante de la subunidad ʌ1 cuando se lo aplicó en ausencia de GABA 

ni tampoco modificó las corrientes evocadas por GABA 0,3µM en los receptores GABAAʌ1. Estos 

controles reflejan que el ácido lipoico no tiene efecto per se sobre los canales endógenos del oocito 

ni tampoco actúa como agonista o modulador del receptor GABAAʌ1, de modo que puede usarse 

como scavenger de radicales libre sin generar artefactos.  

La co-aplicación de ácido lipoico 200µM y H2O2 500µM sobre respuestas evocadas por GABA 

0,3µM generó una disminución significativa de la potenciación por H2O2 antes descripta (%Pcontrol= 

82,1 ± 7,3, n = 9; %Plipoico= 30,5 ± 5,6, n = 6; p<0,001) (Figura 20A). Los resultados sugieren que 

radicales libres del oxígeno formados a partir del H2O2 participan en la modulación del receptor 

GABAAʌϭ.  

Para confirmar la participación de radicales libres del oxígeno en la potenciación por H2O2 se 

realizaron experimentos adicionales con deferoxamina (DFX), un quelante específico de hierro 

permeable a membrana plasmática que inhibe la reacción de Fenton. Se realizaron los mismos 

controles realizados para el ácido lipoico y se confirmó que la DFX no tiene efecto per se, como 

agonista o como modulador de los receptores GABAAʌ1. La co-aplicación de DFX 100µM y H2O2 
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500µM sobre respuestas evocadas por GABA 0,3µM disminuyó significativamente la potenciación 

por H2O2 descripta anteriormente (%Pcontrol= 68,7 ± 10,9, n = 3; %PDFX= 32,2 ± 7,4, n= 6; p<0,002) 

(Figura 20 B). Estos resultados sostienen la participación de radicales del oxígeno en la potenciación 

de las respuestas evocadas por GABA en los receptores GABAAʌϭ en presencia de H2O2.  

 

 

Figura 20. La co-aplicación de ácido lipoico y deferoxamina disminuye significativamente el porcentaje de 

potenciación de las respuestas GABAAρ1 en presencia de H2O2. Las barras representan el porcentaje de 

potenciación de las corrientes evocadas por GABA 0,3µM en presencia de H2O2 500µM durante la co-aplicación 

de ácido lipoico 200µM (n=6, p<0,001) (A) o DFX 100µM (n=6, p<0,002) (B).  

 

 

Con el propósito de prevenir la potenciación de las respuestas GABAAʌϭ eŶ pƌeseŶĐia de H2O2 

se repitieron los experimentos de co-aplicación con ácido lipoico aumentando progresivamente la 

concentración del scavenger. La Figura 21 muestra que conforme aumenta la concentración de ácido 

lipoico disminuye la potenciación en presencia de H2O2 hasta concentraciones de 400µM, valor a 

partir del cual el porcentaje de potenciación parece estabilizarse (%Pcontrol = 82,7 ± 6,5, n = 12; %Plipoico 

100µM = 57,1 ± 5,8 %, n = 4, ns; %Plipoico 200µM = 30,5 ± 5,6%, n = 6, p<0,001; %Plipoico 400µM = 18,9 ± 7,8 %, n 

= 5, p<0,0001; %Plipoico 1mM = 18,7 ± 3,8%, n = 4, p<0,0001). Concentraciones de ácido lipoico de 1mM 

no previnieron la potenciación en presencia de H2O2. No se pudieron ensayar concentraciones 

mayores de ácido lipoico por las dificultades encontradas para lograr su disolución.  
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Figura 21. La co-aplicación de ácido lipoico disminuye significativamente el porcentaje de potenciación de las 

respuestas del receptor GABAAρ1 en presencia de H2O2. Las barras representan el porcentaje de potenciación 

de las corrientes evocadas por GABA 0,3µM en presencia de H2O2 500µM durante la co-aplicación de ácido 

lipoico en concentraciones crecientes (100µM, 200µM, 400µM y 1mM) *p<0,01, ***p<0,0001.  

 

 

Para confirmar la participación de radicales libres del oxígeno se realizaron experimentos de 

preincubación con Fe2SO4, con el fin de amplificar la reacción de Fenton y así aumentar la 

concentración de radicales hidroxilo. La membrana plasmática de los oocitos contiene 

transportadores de hierro (Nomizu et al., 1993) de modo que el Fe2+  ingresaría al interior celular. Se 

hicieron los mismos controles realizados para el ácido lipoico y deferoxamina, confirmándose que el 

Fe2SO4  no tiene efecto per se, como agonista o como modulador de los receptores GABAAʌ1. La 

preincubacion con Fe2SO4 100µM durante 2 minutos seguida de la co-aplicación de GABA 0,3µM y 

H2O2 500µM generó un aumento significativo de la potenciación por H2O2 previamente descripta 

(%Pcontrol = 71,3 ± 4,1 n = 6; %PFe2SO4 = 104,4 ± 8,1 n = 6; p<0,005) (Figura 22). Dicha potenciación 

resultó reversible. Los resultados están en concordancia con los obtenidos en presencia de ácido 

lipoico y DFX.  
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Figura 22. La pre-incubación con Fe2SO4 potencia significativamente el porcentaje de potenciación por H2O2 

de las respuestas del receptor GABAAρ1. A. Trazo representativo de la respuesta evocada por GABA 0,3µM en 

presencia de H2O2 500µM previa pre-incubación con Fe2SO4 100µM durante 2 minutos. B. Gráfico de barras 

que representan el porcentaje de potenciación por H2O2 500µM de las corrientes evocadas por GABA 0,3µM en 

presencia y ausencia de pre-incubación con Fe2SO4 100µM durante 2 minutos (n=6, p<0,005).  

 

 

Mediante los experimentos descriptos en esta sección se confirma que el H2O2 actúa 

indirectamente sobre la C364 a través de la formación de radicales libres del oxígeno. Sin embargo 

no se puede descartar un efecto directo sobre el receptor en tanto no se pudo prevenir 

completamente la potenciación de las respuestas GABAAρ1 en presencia de H2O2 en las condiciones 

ensayadas. 

 

Screening de agentes redox endógenos con posibles efectos modulatorios sobre los 

receptores GABAAρ1 

 

A los largo de los últimos años se demostró que el receptor GABAAʌϭ es modulado por GSH, 

ácido ascórbico, óxido nítrico y ROS (Calero & Calvo, 2008;  Calero et al., 2011; Gasulla et al., 2012; 

Beltrán et al., 2014). En un intento por profundizar el análisis de la modulación redox del receptor 

GABAAʌϭ, se realizó un screening de agentes redox endógenos fisiológicamente relevantes. Teniendo 

en cuenta reportes previos que indican que los compuestos L-carnitina, L-carnosina, ácido lipoico y L-

cisteína tienen efectos neuromodulatorios (Karlsen & Pedersen &, 1980; Janiri & Tempesta, 1983; 

Tang & Aizenman, 1993; Todorovic et al., 2001), se procedió a evaluar su acción sobre las respuestas 

GABAAʌ1. Se testeó el efecto de L-carnitina 1mM, L-ĐaƌŶosiŶa ϭŵM Ǉ áĐido lipoiĐo ϮϬϬμM soďƌe 

ƌespuestas GABA Ϭ,ϯμM Ǉ el efeĐto de L-ĐisteíŶa ϮϬϬμM soďƌe ƌespuestas GABA ϭμM mediante 

protocolos on top.  
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No se observaron efectos modulatorios significativos para L-carnitina 1mM (13,2 ± 12,2%, n = 

4, ns), L-carnosina 1mM (-5,8 ± 3,4%, n = 4, ns) ni ácido lipoico 200μM (-1,7 ± 3,2%, n = 9, ns). Cabe 

mencionar que el hecho de que el ácido lipoico no modifique las respuestas GABAAʌϭ permitió su uso 

como scavenger de radicales libres durante el estudio de la modulación de los receptores GABAAʌϭ 

por ROS.  

 Por su parte, la L-cisteína ϮϬϬμM inhibió de forma reversible las respuestas GABAAʌϭ evocadas 

a GABA ϭμM (-71,4 ± 3,2%, n = 9, p<0,0001) (Figura 23). Actualmente se encuentra bajo estudio la 

caracterización del efecto modulatorio de L-cisteína y la descripción del mecanismo de acción. 

 

 

Figura 23. La L-cisteína inhibe significativamente las respuestas evocadas por GABA en los receptores 

GABAAρ1. Trazos representativos de las respuestas a GABA 1µM en ausencia o presencia de L-cisteína 200µM. 

Protocolo de aplicación on top. La L-cisteína se aplica cuando la respuesta a GABA alcanza un máximo estable.  
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 Los resultados aquí descriptos constituyen la primera demostración de la existencia de un 

posible sensor redox intracelular en un receptor ionotrópico de GABA. Se mostró que la función del 

receptor homomérico GABAAʌ1 puede ser potenciada por ROS y se identificó al residuo intracelular 

C364, localizado en el linker citoplasmático TM3-TMϰ eŶ la suďuŶidad ʌϭ, Đoŵo el ďlaŶĐo de las 

acciones de las ROS.  

 Los receptores GABAAʌ1 pueden considerarse un modelo simple para estudiar la sensibilidad 

de los receptores ionotópicos de GABA a las ROS por diversos motivos. En primer lugar, tienen un rol 

clave en la inhibición sináptica en retina, el tejido con mayor consumo de oxígeno en el cuerpo -con 

niveles 50% superiores a los del cerebro o riñones- y que produce en consecuencia altos niveles de 

ROS (Rattner & Nathans, 2006; Brennan & Kantorow, 2009; Loh et al., 2009). Por otro lado, el 

ƌeĐeptoƌ hoŵoŵéƌiĐo ʌ pƌeseŶta uŶa ŵeŶoƌ Đoŵplejidad estƌuĐtuƌal en relación a los receptores 

clásicos GABAAαβɶ. La suďuŶidad ʌϭ ĐoŶtieŶe sólo dos sitios ŵoleĐulaƌes ĐoŶ ƌesiduos de ĐisteíŶa 

potencialmente reactivos (el Cys-loop extracelular y la única cisteína intracelular C364), a diferencia 

de otras subunidades de receptores GABAA que exhiben múltiples residuos de cisteína extra e 

intracelulares como potenciales target de modulación por ROS  (Sedelnikova et al., 2005; Lo et al., 

2008).  

 

Mecanismos que subyacen a la potenciación de receptores GABAAρ1 por ROS 

 

Hasta el momento la sensibilidad de los receptores GABAAʌ1 a ROS se desconocía, pero 

estudios previos indicaban que las ROS son capaces de modular la neurotransmisión GABAergica, 

presumiblemente a través de mecanismos presinápticos y postsinápticos (Colton et al., 1986; Sah et 

al., 2002; Safiulina et al., 2006; Takahashi et al., 2007; Saransaari and Oja, 2008; Yowtak et al., 2011; 

Tarasenko et al., 2012). Sah et al. mostraron que la exposición de rodajas de hipocampo a H2O2 

alteraba las características de binding del receptor GABAA e incrementaba la entrada de Cl- mediada 

por el receptor GABAA en células piramidales CA1 (Sah and Schwartz-Bloom, 1999; Sah et al., 2002). 

Estos resultados no permiten determinar si los efectos postsinápticos de ROS sobre la sinapsis 

GABAérgicas se deben a una acción directa sobre sitios sensibles a modulación redox en receptores 

GABA o a una acción indirecta vía peroxidación de la membrana lipídica localizada en las cercanías 

del canal de Cl- (Sah et al., 2002). En este trabajo demostramos que las ROS son capaces de inducir 

cambios funcionales en los receptores GABAAʌϭ y presentamos evidencia experimental que indica 

que la actividad de los receptores GABAAʌϭ puede ser modulada directamente por ROS. De hecho, 

este trabajo constituye la primera evidencia de modulación directa de un receptor GABAérgico por 

ROS. 
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La potenciación de receptores GABAAʌϭ poƌ H2O2 resultó reversible, dependiente de la 

concentración de H2O2, independiente del voltaje de membrana y fuertemente dependiente de la 

concentración de GABA. Los efectos del H2O2 se previnieron parcialmente en presencia de ácido 

lipoico (scavenger de radicales libres) o DFX (inhibidor de la reacción de Fenton). En contraste, la 

potenciación de los receptores GABAAʌϭ poƌ H2O2 se incrementó al amplificar la reacción de Fenton 

usando sulfato de hierro (II). Estos datos sugieren que el H2O2 puede actuar de manera indirecta 

como un precursor para la generación de radicales hidroxilos, que eventualmente pueden exhibir sus 

efectos sobre los receptores de GABA. Este resultado concuerda con numerosos reportes que indican 

que las acciones del H2O2 se exhiben a través de la formación de radicales libres del oxígeno 

(Avshalumov et al., 2000; Sah et al., 2002; Safiulina et al., 2006). Sin embargo, la potenciación 

inducida por H2O2 en los receptores GABAAʌϭ peƌsiste eŶ pƌeseŶĐia de áĐido lipoiĐo Ǉ DFX. 

Concentraciones crecientes de ácido lipoico no previnieron completamente el efecto potenciador 

observado, de manera que no puede descartarse que el H2O2 también actúe de manera directa sobre 

el receptor, sin involucrar reacciones intermedias.   

A lo largo del desarrollo experimental de este trabajo se intentó sin éxito evaluar el efecto 

del O2
-• sobre respuestas GABAAʌϭ usando el sistema generador xantina/xantina oxidasa a distintas 

concentraciones. Pero la incubación con xantina/xantina oxidasa generó una gran inestabilidad de la 

línea de base de registro e impidió la fijación del voltaje de membrana de los oocitos, probablemente 

por gran agresividad del radical superóxido. Tampoco se logró por el momento realizar experimentos 

inyectando catalasa (enzima que degrada H2O2) o MnTBAP (scavenger de O2
-•) en el citoplasma del 

oocito. En todos los intentos, la inyección del agente previo al registro con microelectrodos dañaba la 

membrana celular, aumentando el leak a valores tan altos que dificultaban el clampeo. Debido a 

estos inconvenientes experimentales, no se pudo identificar la participación del radical superóxido 

en la modulación por ROS. 

Debido a su reactividad, los residuos de cisteína en las proteínas son buenos candidatos para 

sensar las ROS. Estudios de protección química con el agente alquilante selectivo de sulfhidrilos 

permeable a membrana NEM y experimentos de mutagénesis sitio dirigida indicaron que la C364 es 

esencial para que tengan lugar los efectos de ROS sobre el receptor GABAAρ1. El desarrollo lento de 

la potenciación resultó consistente con un mecanismo de acción intracelular. Concentraciones 

extracelulares de H2O2 debajo del rango usualmente usado en estudios (Vega-Saenz De Miera & 

Rudy, 1992; Avshalumov et al., 2000; Takahashi et al., 2007; Ham et al., 2010; Rice, 2011; Tarasenko 

et al., 2012) tuvieron efectos significativos sobre las respuestas GABAAʌϭ. Diǀeƌsos faĐtoƌes sostieŶeŶ 

el hecho de que la concentración de H2O2 en contacto con los residuos intracelulares del receptor 

GABAAρ1 sea menor a la aplicada en el baño de perfusión durante los experimentos y que incluso se 

encuentre en el rango de concentraciones relevantes desde un punto de vista fisiológico, que no 
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generan estrés oxidativo. En primer lugar, modelos de permeabilidad estiman que la concentración 

intracelular de H2O2 resulta 10 a 100 veces menor que la aplicada en el medio extracelular. En 

segundo lugar, diversos estudios sugieren que los niveles de H2O2 que tienen un rol fisiológicamente 

relevante como molécula señalizadora sin generar daño oxidativo está comprendido en el rango de 

15 a 150µM. Por último, el citoplasma del oocito tiene alto poder reductor. La red de anitoxidantes 

celulares que mantiene el balance redox en los oocitos de anfibios se compone de múltiples 

actividades enzimáticas y metabolitos, como ser superóxido dismutasa, catalasa, ácido ascórbico, 

entre otros (Ferrari et al., 2008). De hecho, los efectos de ROS en los receptores GABAAʌϭ fueƌoŶ 

completamente lavados en ausencia de agentes reductores suplementarios, probablemente porque 

el entorno intracelular causaba un cese en la potenciación, luego de que la aplicación de H2O2 se 

detuviera.  

Los resultados muestran que la C364 sufre una modificación química reversible. El H2O2 

puede generar distintos estados oxidados en grupos tioles (R-SH) de los residuos de cisteína. Puede 

oxidar de forma irreversible a grupos tioles, generando estado altos de oxidación como sulfínicos (R-

SO2H) y sulfónicos (R-SO3H), o bien puede generar oxidaciones reversibles que conllevan a la 

formación de grupos sulfénicos (R-SOH), que pueden reducirse de nuevo al grupo tiol o bien 

reaccionar con otras cisteínas cercanas y formar puentes disulfuro intra o intermoleculares. Esta 

reversibilidad en la oxidación permite modular actividades enzimáticas o regular la actividad de 

proteínas que actúan como sensores de ROS (Claiborne et al., 2001; Groitl & Jakob, 2014). Los 

resultados obtenidos son consistentes con la oxidación del sulfhidrilo de la C364 a grupo sulfénico. 

Esta oxidación produciría un cambio conformacional transiente en el receptor que, en ausencia de 

ROS, se relaja rápidamente a un estado de menor energía. Una posible interpretación es que la 

oxidación del grupo sulfhidrilo de la C364 por ROS induzca un rearreglo estructural de la proteína que 

impacta en el binding de GABA. El desplazamiento hacia la izquierda de la curva C-R para GABA en 

presencia de H2O2 es compatible con esta hipótesis. Además, como el tratamiento con H2O2 no 

cambió el potencial de reversión en las relaciones I-V es poco probable que en nuestros 

experimentos las acciones de ROS se deban a un cambio en los niveles intracelulares de Cl-.  

 Estudios anteriores del laboratorio demostraron que el receptor GABAAρ1 es sensible a 

modulación por agentes redox y describieron que el mecanismo de acción del DTT, DTNB, GSH, ácido 

ascórbico y óxido nítrico involucra a las cisteínas del Cys-loop del receptor (Calero & Calvo, 2008;  

Calero et al., 2011; Gasulla et al., 2012). Este trabajo constituye la primera evidencia de un 

mecanismo redox mediado por la cisteína intracelular de la subunidad ρ1. 
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Posible relevancia fisiológica de la modulación de receptores ionotrópicos de GABA por ROS 

 

Dado que los receptores GABAAʌϭ pƌoǀeeŶ fueƌza iŶhiďitoƌia sigŶifiĐatiǀa a la teƌŵiŶal 

sináptica de las células bipolares de retina, incluyendo inhibición tónica, recíproca y lateral (Zhang & 

Slaughter, 1995; Lukasiewicz et al., 2004; Hull & von Gersdorff, 2004; Chavez et al., 2010), la 

modulación de la actividad del receptor GABAAʌϭ poƌ ‘O“ puede eventualmente moldear las 

respuestas de las células ganglionares mediante el control de la liberación de glutamato en estas 

terminales. Numerosos reportes describen que la activación de receptores de glutamato genera un 

aumento en los niveles de ROS (Dugan et al., 1995; Reynolds & Hastings, 1995; Bindokas et al., 1996; 

Carriedo et al., 2000; Vesce et al., 2004; Brennan et al., 2009; Ha et al., 2010; Tarasenko et al., 2012), 

de modo que la misma activación de receptores glutamatérgicos podría modular las respuestas 

GABAAʌϭ. La potenciación del receptor GABAAʌϭ en presencia de ROS resultó mayor a bajas 

concentraciones de GABA. Esto es de especial relevancia en tanto el receptor GABAAʌϭ tiene alta 

afinidad por GABA y participa en corrientes tónicas en los axones de las células bipolares (Hull et al., 

2006). Es probable que la potenciación a baja concentración de GABA coincida con el rango dinámico 

de activación de los receptores GABAAʌϭ nativos y que sean efectivamente modulados por ROS. La 

población de receptores modulados dependerá de las concentraciones locales de GABA y H2O2. El 

efecto sería más potente sobre los receptores extrasinápticos, que probablemente están expuestos a 

menores concentraciones de GABA. Sin embargo, será necesario confirmar si la modulación por ROS 

de los receptores ionotrópicos de GABA representa un mecanismo fisiológico relevante para el 

control de la actividad de los circuitos neuronales en retina realizando registros electrofisiológicos en 

rodajas de retina y usando modelos in vivo.  

La producción de ROS en neuronas puede impactar en múltiples blancos, incluyendo varios 

receptores de neurotransmisores (Rice, 2011). Estudios previos demostraron que la modulación de 

receptores nicotínicos colinérgicos y purinérgicos por ROS se exhibe a través de cisteínas 

intracelulares específicas (Campanucci et al., 2008; Coddou et al., 2009) y que acciones de este tipo 

pueden estar involucradas en eventos neuropatológicos (Campanucci et al., 2008, 2010). En cuanto a 

los receptores GABAA, resulta notable que todas las subunidades ʌ tengan conservadas su único 

residuo de cisteína intracelular, en el bucle TM3-TM4 (C364 en ʌ2 and C379 en ʌ3). Además, la 

mayoría de las subunidades del receptor GABAA contienen también uno o más residuos de cisteína 

en sus bucles intracelulares. En particular, el bucle intracelular TM3-TM4 es conocido por interactuar 

directamente con varias proteínas regulatorias que pueden estar involucradas en la oligomerización, 

ensamblaje, tráfico anterógrado y clustering (Boué-Grabot et al., 2004; Lo et al., 2008). Por tanto, la 
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importancia que estas cisteínas intracelulares puede tener para la función de los receptores de GABA 

durante la generación endógena de ROS en neuronas merece ser estudiada en un futuro.  

En el último año se publicaron dos trabajos que estudiaron el efecto de ROS sobre receptores 

GABAA nativos. Accardi et al. reportaron que las ROS mitocondriales regulan la fuerza inhibitoria 

mediante el reclutamiento selectivo de receptores GABAA que contienen la subunidad αϯ eŶ Đélulas 

estrelladas de cerebelo de ratón. Este estudio demuestra que en condiciones fisiológicas las ROS 

actúan como moléculas señalizadoras que relacionan el metabolismo celular con la fuerza de la 

neurotransmisión GABAérgica (Accardi et al., 2014). Por su parte, Penna et al. demostraron que el 

H2O2 genera un aumento de la amplitud de las corrientes tónicas GABAérgicas, sin afectar las 

corrientes fásicas, en neuronas de hipocampo de ratón. La modulación sobre las corrientes tónicas es 

independiente de la eǆpƌesióŶ de las suďuŶidades típiĐas eǆtƌasiŶáptiĐas ɷ Ǉ αϱ Ǉ depeŶdeƌía de uŶa 

reacción oxidativa extracelular que incrementa la potencia de GABA cuando los receptores GABAA 

son activados por bajas concentraciones de agonista. Los experimentos descriptos no permiten 

determinar si el H2O2 actúa directamente sobre los receptores GABAA oxidando residuos de cisteína u 

otros residuos sensibles a modulación redox como metioninas, tirosinas, fenilalaninas, histidinas o 

lisinas (Chu et al., 2006; Calero & Calvo, 2008) o si, por el contrario, actúa de manera indirecta a 

través de proteínas asociadas al receptor. La deprivación de glucosa, que conlleva a aumento del 

nivel endógeno de ROS, también genera un incremento de las corrientes tónicas (Penna et al., 2014). 

Estos estudios permiten avanzar en la comprensión de la acción de las ROS en la postinapsis 

GABAérgica. Dado que el H2O2 es generado normalmente durante la actividad celular, mientras que 

el OH• y otros radicales libres del oxígeno se generan típicamente en condiciones patológicas, es 

importante establecer si la modulación de los receptores GABAA nativos por ROS se da en 

condiciones fisiológicas o patológicas. Los trabajos mencionados anteriormente demuestran que las 

acciones de ROS son relevantes en ambas condiciones e, incluyendo las evidencias experimentales de 

nuestro trabajo, sugieren que tanto los efectos como el mecanismo de acción de ROS dependen del 

subtipo de receptor GABAA involucrado. Nuestro trabajo describe por primera vez un mecanismo de 

acción molecular de ROS sobre un receptor GABAA. Sería interesante examinar si la oxidación de 

residuos de cisteínas por ROS constituye un mecanismo común para regular la actividad de los 

receptores GABAA sensibles.  
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BeŶzodiazepiŶe ŵodulatioŶ of hoŵoŵeric GABAAρ1 receptors: DiffereŶtial effects of 
diazepam and 4'-chlorodiazepam. Beltrán González AN, Pomata PE, Goutman JD, Gasulla J, 

Chebib M, Calvo DJ. Eur J Pharmacol. 2014 Sep 22. pii: S0014-2999(14)00661-X. doi: 
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Modulación de los receptores GABAAρ1 por benzodiazepinas 

 

Numerosos estudios reportaron que los receptores GABAAʌ son completamente insensibles a 

la acción de BDZ (Shimada et al., 1992; Feigenspan et al., 1993; Wang et al., 1994; Qian & Ripps, 

1999). Sin embargo, hasta el momento no se habían examinado diferentes tipos de BDZs de manera 

sistemática ni se había analizado un rango de concentraciones lo suficientemente amplio como para 

determinar fehacientemente que las BDZs son inactivas sobre los receptores GABAAʌ nativos o 

recombinantes. Con el propósito de establecer si los receptores GABAAʌϭ pueden ser modulados por 

BDZs, se realizó un screening preliminar utilizando una serie de BDZs cuyas acciones sobre receptores 

GABAAαβɶ han sido bien caracterizadas (Bateson, 2004; Möhler, 2011).  

Dado que los estudios que reportan la ausencia de efecto de BDZs sobre las respuestas 

GABAAʌϭ se realizaron a concentraciones menores de 20µM (Walters et al., 2000), se decidió probar 

el efecto de concentraciones por encima de ese valor (100µM). Por otro lado, considerando que 

reportes previos sugieren que los efectos modulatorios sobre el receptor GABAAʌϭ soŶ ŵaǇoƌes a 

bajas concentraciones de agonista (Calero & Calvo, 2008; Gasulla et al., 2012; Goutman et al., 2005), 

se decidió realizar el screening sobre respuestas evocadas por una concentración baja de GABA. Se 

usó una concentración de 0,4µM GABA, a diferencia del screening con H2O2 donde se empleó una 

concentración de 0,3µM GABA. Esta decisión intentó superar ciertas complicaciones que aparecen al 

realizar experimentos a bajas concentraciones de GABA. En el caso de oocitos con bajos niveles de 

expresión, las respuestas evocadas por GABA 0,3µM pueden resultar indistinguibles de la corriente 

basal, debiendo descartarse estos registros. Al usar una concentración de GABA 0,4µM se trabaja en 

una condición de baja concentración de agonista pero las respuestas evocadas resultan de mayor 

amplitud y logran diferenciarse de la línea de base, aún en los casos de baja expresión. El uso de 

GABA 0,4µM permite entonces aumentar el número de experimentos exitosos. 

Se realizaron aplicaciones on top de las BDZs 100µM sobre respuestas GABAAʌϭ eǀoĐadas poƌ 

GABA 0,4µM. Como se muestra en la Figura 24, la sensibilidad del receptor GABAAʌ1 a BDZs es 

claramente distinta a la sensibilidad de receptores GABAAαβɶ (Ramerstorfer et al., 2010). El diazepam 

y el 4´-Cl diazepam produjeron una potenciación significativa a la concentración de GABA utilizada. 

En contraste con estos resultados, Ro15-4513 y alprazolam indujeron una ligera acción inhibitoria, 

mientras que triazolam, flunitrazepam y clonazepam no produjeron efecto alguno. Por otro lado, el 

antagonista de BDZ flumazenil tampoco moduló las respuestas del receptor GABAAʌ1 por sí mismo. 

Los porcentajes de respuesta control obtenidos para las diferentes BDZs son: diazepam: 42,7 ± 4,6%, 

n=20, p<0,0001; 4´-Cl diazepam: 58,2 ± 3,6%, n=14, p<0,0001; Ro15-4513: -14,5 ± 3,1%, n=5, p<0,01; 
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alprazolam: -9,9 ± 2,9%, n=4, p<0,05; triazolam: -4,6 ± 1,1%, n=3, ns; flunitrazepam: -4,0 ± 2,4%, n=5, 

ns; clonazepam: -0,6 ± 2,7%, n=5, ns; flumazenil: -2,5 ± 2,4%, n=6, ns.  

 

 

 
 

 

 
 

Figura 24. Efecto de diferentes BDZs sobre respuestas mediadas por el receptor GABAAρ1 expresado en 

oocitos de Xenopus laevis. Gráfico de barras resumiendo los datos obtenidos para las diferentes BDZs 

testeadas. Las BDZs 100µM se aplicaron sobre las respuestas evocadas por GABA 0,4µM, flanqueadas por 

respuestas controles. Los resultados se expresaron como porcentaje de la respuesta control. ***p<0,0001; 

*p<0,05. 

  

Estas observaciones demuestran que, contrariamente a la creencia de que estos receptores 

son insensibles a BDZs, la función de los receptores GABAAʌ1 sería modulada por estos agentes. 

Teniendo en cuenta estos resultados, se decidió caracterizar las acciones del diazepam, una BDZ 

típica que actúa como agonista completo del sitio de unión de alta afinidad a BDZs, y el 4´-Cl 

diazepam, una BDZ atípíca con efectos ansiogénicos y pro-convulsivantes en receptores GABAAαβɶ. 
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Modulación de los receptores GABAAρ1 por diazepaŵ 

 

Con el fin de caracterizar la modulación de las respuestas GABAAρ1 por diazepam se evaluó en 

primer lugar el efecto de diazepam 100µM sobre respuestas evocadas por una concentración de 

agonista dentro del rango dinámico de activación del receptor. La Figura 25A ilustra un trazo 

ƌepƌeseŶtatiǀo de la ĐoƌƌieŶte eǀoĐada poƌ GABA Ϭ,ϰµM. El diazepaŵ ϭϬϬμM se apliĐó a tƌaǀés del 

baño de perfusión cuando la respuesta del agonista alcanzaba un máximo estable. Para determinar si 

la potenciación se mantenía a concentraciones saturantes de agonista, se repitió el experimento a 

uŶa ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ de GABA ϭϬμM. Coŵo se ilustƌa eŶ la Figura 25B, el diazepam también potenció 

las respuestas evocadas por una alta concentración de GABA, pero en una menor proporción. La 

potenciación por diazepam resulta entonces fuertemente dependiente de la concentración de GABA, 

rápida, estable y reversible. Se obtuvieron los mismos resultados con protocolos de co-aplicación. 

En paralelo se realizaron controles para confirmar que la potenciación observada se debiera 

efectivamente a un efecto del diazepam sobre las respuestas evocadas por el receptor GABAAʌ1. 

Aplicaciones control de diazepam y flumazenil no generaron efectos apreciables sobre las 

propiedades de los oocitos, como ser potencial de membrana, resistencia de membrana o corriente 

de base durante la fijación de voltaje. La aplicación de diazepam 1ϬϬμM duƌaŶte Ϯ ŵiŶutos Ŷo 

generó alteraciones en la corriente de basal de los oocitos no inyectados con el ARNc codificante de 

la suďuŶidad ʌϭ, desĐaƌtáŶdose poƌ taŶto uŶa aĐĐióŶ del diazepaŵ soďƌe los ĐaŶales eŶdógeŶos de la 

célula. Se efectuaron los mismos controles en oocitos inyectados para descartar que el diazepam 

actúe per se Đoŵo agoŶista del ƌeĐeptoƌ. La apliĐaĐióŶ de diazepaŵ ϭϬϬμM Ǉ ϱϬϬµM taŵpoĐo alteƌó 

la corriente basal de oocitos inyectados, descartándose una acción agonista sobre el receptor 

GABAAʌϭ. “e ƌepitieƌoŶ los ŵisŵos ĐoŶtƌoles paƌa el aŶtagoŶista ĐlásiĐo de BDZs flumazenil. La 

Figura 25C ilustƌa el ĐoŶtƌol de apliĐaĐióŶ de diazepaŵ ϭϬϬμM Ǉ fluŵazeŶil ϭϬϬμM duƌaŶte Ϯ ŵiŶ, 

para un oocito que expresa el receptor GABAAʌϭ. 
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Figura 25. El diazepam potencia las respuestas mediadas por los receptores GABAAρ1 en oocitos de Xenopus 

laevis. Trazos representativos de las corrientes evocadas por GABA 0,4µM (A) y 10µM (B) en presencia y 

ausencia de diazepam 100µM.  El diazepam se aplica cuando la respuesta a GABA alcanza un máximo estable. 

(C) Ausencia de efecto del diazepam (100µM) y flumazenil (100µM) sobre la corriente de base de un oocito que 

expresa el receptor GABAAʌ1.  

 

 

Una vez confirmada la potenciación de los receptores GABAAʌϭ poƌ diazepam, se procedió a 

caracterizar dicha modulación. En primer lugar se evaluó el efecto del diazepam sobre la cinética de 

activación y deactivación de las respuestas GABAAʌ1 mediante el cálculo de las respectivas 

constantes cinéticas. Las respuestas control a GABA 0,4µM presentaron: τact: 42,9 ± 9,7s y τdeact: 

26,2 ± 1,8s (n= 4)  y en presencia de diazepam 100µM: τact: 46,1 ± 9,8s y τdeact: 27,1 ± 3,6s (n=4). 

Los resultados sugieren que la presencia de diazepam no modifica significativamente la cinética de 

las respuestas evocadas por GABA en los receptores GABAAʌ1. La Figura 26 ilustra el curso temporal 

de las respuestas evocadas por GABA 0,4µM en ausencia y presencia de diazepam 100µM, obtenidas 

durante un experimento representativo de co-aplicación, donde los datos se normalizaron 

posteriormente a sus respectivos máximos estables.  
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Figura 26. El diazepam no modifica la cinética de las respuestas del receptor GABAAρ1. Trazo representativo 

del curso temporal normalizado de las respuestas evocadas por GABA 0,4μM en ausencia (línea negra) y 

presencia (línea gris) de diazepam 100μM. Cada trazo se normalizó a su respectivo máximo estable.   

 

 A continuación se caracterizó la dependencia del porcentaje de potenciación inducido por 

diazepaŵ ϭϬϬμM eŶ fuŶĐióŶ de la ĐoŶcentración de GABA (Figura 27). Los resultados se listan en la 

Tabla 4. La potenciación de las respuestas disminuye a medida que aumenta la concentración de 

agonista, llegando a un valor estable a partir de GABA 3µM.  

 

 

[GABA] (µM) % Potenciación N 

0,4 41,3 ± 4,3 ***  24 

1 25,8 ± 6,5 * 5 

3 17,3 ± 5,2 * 5 

10 15,6 ± 4,9 * 5 

30 15,2 ± 4,7 * 5 

 

Tabla 4. Porcentaje de potenciación de las respuestas GABAAʌ1 por diazepam 100µM en función de la 

concentración de agonista. Se informa la media y el error estándar de las respuestas obtenidas. *** p < 0,001; 

** p < 0,01. 
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Figura 27. Porcentaje de potenciación de las respuestas GABAAρ1 por diazepam en función de la 

concentración de agonista. Los datos graficados muestran el porcentaje de cambio de la respuesta control 

evocada por concentraciones crecientes de agonista en presencia de diazepam 100μM. Cada punto representa 

la media y el error estándar de las respuestas obtenidas.  

 

Para determinar el rango efectivo de la modulación por diazepam, se evaluó el efecto de 

concentraciones crecientes de diazepam sobre respuestas evocadas por GABA 0,4µM. La Figura 28 

representa el porcentaje de potenciación de las respuestas GABAAʌϭ eŶ fuŶĐióŶ de ĐoŶĐeŶtƌaĐióŶ de 

diazepam. Los valores de potenciación se normalizaron a la amplitud de la respuesta control con 

GABA 0,4µM. Los resultados se listan en la Tabla 5. Los efectos del diazepam fueron significativos 

para concentraciones superiores a 50µM (p<0,05). Estos resultados sugieren que el diazepam exhibe 

exclusivamente una modulación de baja afinidad en el receptor GABAAʌ1, en contraste con la 

modulación por diazepam de los receptores GABAα1β2ɶ2, que muestra dos componentes (Walters 

et al., 2000). No se observó saturación del efecto potenciador a la máxima concentración de 

diazepam testeada (500µM).  

 

 

[Diazepam] (µM) % Potenciación N 

1 3,3 ± 1,9 ns 5 

10 6,4 ± 2,3 ns 7 

50 19,7 ± 2,2 *** 6 

100 42,7 ± 4,6 *** 20 

300 61,1 ± 6,5 *** 5 

500 91,8 ± 4,57 *** 7 
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Tabla 5. Porcentaje de potenciación de las respuestas evocadas por GABA 0,4 µM en función de la 

concentración de diazepam. Se informa la media y el error estándar de las respuestas obtenidas. *** p < 0,001, 

ns no significativo. 

 

 

 

Figura 28. Porcentaje de potenciación de las respuestas GABAAρ1 en función de la concentración de 

diazepam. Respuestas eǀoĐadas poƌ GABA Ϭ,ϰμM eŶ pƌeseŶĐia de ĐoŶĐeŶtƌaĐioŶes ĐƌeĐieŶtes de diazepam. Los 

valores de potenciación se normalizaron a la amplitud de la respuesta control de GABA. Cada punto representa 

la media y el error estándar de las respuestas obtenidas. 

 

 

Para analizar la naturaleza de la modulación, se construyeron curvas de C-R para GABA en 

presencia y ausencia de diazepam 100µM. Como se ilustra en la Figura 29, el diazepam produce un 

aumento de la respuesta máxima de GABA  (14,9 ± 4,8%, n = 5; p< 0,05), con un desplazamiento a la 

izquierda en la CE50 (CE50 GABA = 0,90 ± 0,03µM, nH = 2,5 ± 0,2, n = 5; CE50 GABA + DZ = 0,71 ± 0,04µM, nH = 

3,2 ± 0,5, n = 5; p< 0,001). Esto sugiere que la afinidad aparente y la probabilidad de apertura de los 

receptores GABAAʌ1 aumentan en presencia diazepam. 
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Figura 29. El diazepam modifica la afinidad aparente y probabilidad de apertura de los receptores GABAAρ1. 

Curva C-R para GABA en ausencia (■) y presencia (■) de diazepam 100µM. Las amplitudes de las respuestas 

están normalizadas a la corriente máxima evocada por aplicación de GABA 30µM (respuesta máxima). Cada 

punto representa la media y el error estándar de las respuestas obtenidas.  

  

 

 Por último se graficaron las relaciones I-V en presencia o ausencia de diazepam. Los registros 

se realizaron en el máximo de las respuestas evocadas por GABA 0,4µM. La Figura 30 muestra la 

presencia de diazepam 100µM genera un cambio significativo en la pendiente sin una alteración en 

la linealidad de la relación I-V o en el potencial de reversión  (entre -120 y +40 mV). De modo que los 

efectos potenciadores son independientes del potencial de membrana y no se deben a una variación 

del los niveles intracelulares de Cl-.  

 

 

Figura 30. Las relaciones I-V de los receptores GABAAρ1 son modificadas por diazepan. Trazo representativo 

de la relación I-V para los las respuestas GABAAʌ1. Corrientes evocadas por GABA 0,4µM en ausencia (●) y 

presencia (■) de diazepan 100µM.  
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Modulación del receptor GABAAρ1 por 4´-Cl diazepam 

 

Para describir la modulación por 4´Cl-diazepam se procedió de forma análoga a la 

caracterización de la modulación de las respuestas GABAAρ1 por diazepam. En primer lugar, se 

realizaron aplicaciones on top de 4´Cl-diazepam a distintas concentraciones de GABA. La presencia de 

4´Cl-diazepam 100µM potenció significativamente la respuesta mediada por GABA 0,4µM. Para 

evaluar si la modulación se mantenía a concentraciones saturantes de agonista, se repitió el 

experimento a una concentración de GABA 10µM. La presencia de 4´-Cl diazepam 100µM inhibió 

significativamente la respuestas evocadas por GABA 10µM. La Figura 31 ilustra el efecto del 4´-Cl 

diazepam 100µM sobre respuestas GABAAʌϭ eǀoĐadas poƌ GABA Ϭ,ϰµM (A) y 10µM (B). El 4´-Cl 

diazepam produce un efecto bifásico dependiente de la concentración de GABA testeada. Las 

respuestas evocadas por GABA 0,4µM aumentaron significativamente mientras que las respuesta 

evocadas por GABA 10µM disminuyeron significativamente en presencia de 4´-Cl diazepam. Este 

comportamiento es diferente al observado con diazepam. Los efectos fueron rápidos, estables y 

completamente reversibles. Se obtuvieron resultados análogos con protocolos de co-aplicación.  

Paralelamente se hicieron los mismos controles realizados durante la caracterización de 

diazepam. No se observaron efectos apreciables sobre propiedades de los oocitos como ser potencial 

de membrana, resistencia de membrana o corriente basal durante la aplicación de 4´-Cl diazepam. Se 

descartó que el 4´-Cl diazepam activara canales endógenos del oocito o actuara como agonista del 

receptor GABAAʌϭ. La Figura 31C ilustra el control de aplicación de 4´-Cl diazepaŵ ϭϬϬμM Ǉ 

fluŵazeŶil ϭϬϬμM duƌaŶte Ϯ ŵiŶ, paƌa un oocito que expresa el receptor GABAAʌϭ. 
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Figura 31. El 4´-Cl diazepam potencia las respuestas mediadas por los receptores GABAAρ1 en oocitos de 

Xenopus laevis. Trazos representativos de las corrientes evocadas por GABA 0,4µM (A) y 10µM (B) en 

presencia y ausencia de 4´-Cl diazepam 100µM.  El 4´-Cl diazepam se aplica cuando la respuesta a GABA alcanza 

un máximo estable. (C) Ausencia de efecto del 4´-Cl diazepam (100µM) y flumazenil (100µM) sobre la corriente 

de base de un oocito que expresa el receptor GABAAʌ1.  

 

 

Una vez confirmada la potenciación de los receptores GABAAʌϭ poƌ 4´-Cl diazepam, se 

procedió a caracterizar dicha modulación. La Figura 32 ilustra el cambio generado por 4´-Cl diazepam 

100µM sobre la amplitud de la respuesta evocada por diferentes concentraciones de GABA. Nótese 

que las corrientes evocadas por GABA 0,4µM se potenciaron en un 58,8 ± 4,2 % (n=13), mientras que 

las corrientes evocadas por GABA 10µM se inhibieron en un 18,7 ± 3,7 % (n=4). Los valores se listan 

en la Tabla 5. 

 

[GABA] (µM) % Potenciación N 

0,4 58,8 ± 4,16 ***  13 

1 5,4 ± 6,7 ns 4 

3 -16,8 ± 5,7 * 4 

10 -18,7 ± 3,8 * 4 

30 -18,2 ± 3,5 * 4 
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Tabla 5. Porcentaje de potenciación de las respuestas GABAAʌ1 por 4´-Cl diazepam 100µM en función de la 

concentración de agonista. Se informa la media y el error estándar de las respuestas obtenidas. *** p < 0,0001; 

* p < 0,05; ns no significativo. 

 

 

 

 
 

Figura 32. Porcentaje de potenciación de las respuestas GABAAρ1 por 4´-Cl diazepam en función de la 

concentración de agonista. Los datos graficados muestran el porcentaje de cambio de la respuesta control 

evocada por concentraciones crecientes de agonista en presencia de 4´-Cl diazepam 100μM. Cada punto 

representa la media y el error estándar de las respuestas obtenidas.  

 

Para determinar el rango efectivo de modulación, se testeó el efecto de concentraciones 

crecientes de 4-´Cl diazepam sobre respuestas evocadas por GABA 0,4µM (Figura 33). Los efectos 

resultaron significativos para concentraciones de 4´-Cl diazepam superiores a 50 µM (p<0,05). Esto 

sugiere que el 4´-Cl diazepam, al igual que el diazepam, genera una modulación de baja afinidad 

sobre el receptor GABAAʌ1, sin el componente nanomolar. No se observó saturación a la mayor 

concentración de 4´-Cl diazepam testeada. Los resultados se listan en la Tabla 6. 

 

4´-Cl diazepam (µM) % Potenciación N 

1 0,0 ± 0,0 ns 4 

10 6,8 ± 2,1 ns 5 

50 27,5 ± 3,9 *** 7 

100 58,2 ± 3,6 *** 14 

200 103,2 ± 9,1 ** 4 
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Tabla 6. Porcentaje de potenciación de las respuestas evocadas por GABA 0,4µM en función de la 

concentración de 4´-Cl diazepam. Se informa la media y el error estándar de las respuestas obtenidas. 

**p<0,01;  *** p < 0,001; ns no significativo. 

 

 

 

Figura 33. Porcentaje de potenciación de las respuestas GABAAρ1 en función de la concentración de 4´- Cl 

diazepam. Respuestas eǀoĐadas poƌ GABA Ϭ,ϰμM eŶ pƌeseŶĐia de ĐoŶĐeŶtƌaĐioŶes ĐƌeĐieŶtes de ϰ´-Cl 

diazepam. Los valores de potenciación se normalizaron a la amplitud de la respuesta control de GABA. Cada 

punto representa la media y el error estándar de las respuestas obtenidas.  

 

Para analizar la naturaleza de la modulación se construyeron curvas C-R para GABA en 

presencia y ausencia de 4´-Cl diazepam 100µM. Como se observa en la Figura 34, a concentraciones 

menores a GABA 1µM, el 4´-Cl diazepam produce un desplazamiento de la curva hacia la izquierda 

(CE50 GABA = 1,04 ± 0,03µM, nH = 2,8 ± 0,3, n = 5; CE50 GABA + 4´-Cl diazepam= 0,85 ± 0,04µM, nH = 2,5 ± 0,3, n 

= 5; p< 0,01), mientras que a mayores concentraciones de GABA se observa un corrimiento hacia la 

derecha y una inhibición de la respuesta máxima de GABA (18,8 ± 2,8 %; p<0,05).  

 

 



Resultados Parte 2 
  

97 

 

 

Figura 34. El 4´-Cl diazepam modifica la afinidad aparente y probabilidad de apertura de los receptores 

GABAAρ1. Curva C-R para GABA en ausencia (■) y presencia (■) de 4´-Cl diazepam 100µM. Las amplitudes de las 

respuestas están normalizadas a la corriente máxima evocada por aplicación de GABA 30µM (respuesta 

máxima). Cada punto representa la media y el error estándar de las respuestas obtenidas. 

 

Por último, se analizó la relación I-V en presencia o ausencia de 4´-Cl diazepam. La Figura 35 

muestra un cambio significativo en la pendiente sin una alteración en la linealidad de la curva I-V o el 

potencial de reversión (entre -120 y +40 mV) para respuestas evocadas por GABA 0,4µM (A) ó 10 µM 

(B) en presencia de 4´-Cl diazepam 100µM. Los efectos son independientes del potencial de 

membrana y no se deben a una variación de los niveles intracelulares de Cl-. 

 

 

 

Figura 35. Las relaciones I-V de los receptores GABAρ1 son modificadas por 4´-Cl diazepan. Trazo 

representativo de las relaciones I-V para los GABAʌ1R. Corrientes evocadas por GABA 0,4µM (A) y 10µM (B) en 

ausencia (■) y presencia (■) de 4´-Cl diazepan 100 µM.  
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La modulación de los receptores GABAAρ1 por diazepam y 4´-Cl diazepam es 

insensible a flumazenil.  

 

 Para profundizar el análisis de la modulación de los receptores GABAAʌ1 por diazepam y 4´-Cl 

diazepam se evaluó el efecto del antagonista clásico de BDZs flumazenil. En primer lugar se analizó el 

efecto del flumazenil sobre la potenciación por diazepam antes caracterizada. Como puede 

observarse en la Figura 36 la co-aplicación de flumazenil 100µM no antagonizó la modulación de 

respuestas evocada por GABA 0,4µM (A) ó 10µM (B) en presencia de diazepam 100µM (n = 5-7, ns). 

 

 

 

 
 

Figura 36. La modulación por diazepam de las respuestas evocadas por GABA en los receptores GABAAρ1 es 

insensible a flumazenil. La co-aplicación de flumazenil 100µM no antagonizó la modulación de las respuestas 

evocadas por 0,4µM (A) ó 10µM (B) GABA en presencia de diazepam 100µM.  

 

 

Se obtuvieron los mismos resultados cuando se evaluó el efecto del flumazenil sobre la 

modulación por 4´-Cl diazepam (Figura 37). La co-aplicación de flumazenil 100µM no antagonizó la 

modulación de respuestas evocada por 0,4µM (A) ó 10µM (B) GABA en presencia de 4´-Cl diazepam 

100µM (n = 6-9, ns). 
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Figura 37. La modulación por 4´-Cl diazepam de las respuestas evocadas por GABA en los receptores 

GABAAρ1 es insensible a flumazenil. La co-aplicación de flumazenil 100µM no antagonizó la modulación de las 

respuestas evocadas por 0,4 µM (A) o 10µM (B) GABA en presencia de 4´-Cl diazepam 100µM.  

 

Estos resultados indican que la modulación de las respuestas GABAAʌ1 por BDZs es insensible a 

flumazenil.  

 

Posible modulación de las corrientes tónicas inhibitorias mediadas por los  

receptores GABAAρ1 eŶ preseŶcia de BDZs 

 

Los receptores GABAAʌ estáŶ iŶǀoluĐƌados eŶ ǀaƌios ŵodos de ŵodulaĐióŶ iŶhiďitoƌia eŶ la 

retina (Lukasiewicz et al., 2004). Las corrientes tónicas inhibitorias mediadas por los receptores 

GABAAʌ puedeŶ seƌ aĐtiǀadas peƌsisteŶteŵeŶte eŶ Đélulas ďipolaƌes poƌ ďajas ĐoŶĐeŶtƌaĐioŶes de 

GABA ambiente, controladas localmente por transportadores de GABA localizados en las células 

amácrinas (Hull et al., 2006; Jones & Palmer, 2009). Como los receptores GABAAʌ ŵuestƌaŶ uŶa alta 

afinidad por GABA, la modulación por BDZ a bajas concentraciones de GABA podría situarse dentro 

del rango dinámico de activación del canal. En consecuencia, los receptores GABAAʌ eǆtƌasiŶáptiĐos, 

que estarían expuestos a bajas concentraciones de GABA, podrían ser modulados efectivamente por 

BDZs.  

Para probar esta hipótesis se realizaron experimentos con bajas concentraciones de GABA, 

simulando amplitudes de corrientes equivalentes a las corrientes tónicas mediadas por los 

receptores GABAAʌϭ. La Figura 38 ilustra el efecto del diazepam (A) y 4´-Cl diazepam (B) 100µM 

sobre respuestas evocadas por GABA 0,1µM. Nótese la baja amplitud de las respuestas evocadas por 
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GABA 0,1µM, análoga a las corrientes tónicas mediadas por los GABAAʌϭ. La Đo-aplicación de las 

BDZs potencia significativamente las respuestas GABA 0,1µM.  

  

 

Figura 38. El diazepam y 4´-Cl diazepam potencian las respuestas evocadas por concentraciones bajas de 

GABA que simulan corrientes tónicas mediadas por los receptores GABAAρ1. Trazos representativos de las 

corrientes evocadas por 0,1µM GABA en presencia y ausencia de diazepam (A) y 4´-Cl diazepam (B) 100µM.  

 

 

Estas observaciones preliminares sugieren el rol modulatorio que las BDZs tendrían sobre la 

neurotransmisión tónica mediada por los receptores GABAAʌϭ. 
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Los resultados de esta sección demuestran que la función del receptor GABAAʌ hoŵoŵéƌiĐo 

humano puede ser efectivamente modulada por BDZs. El diazepam potenció la actividad del receptor 

GABAAʌ1 expresado en oocitos en el rango de concentración micromolar, mientras que 4´-Cl 

diazepam, produjo efectos bifásicos en las respuestas mediadas por estos receptores en un rango de 

concentraciones equivalente. Ro15-4513 y alprazolam ejercieron acciones inhibitorias leves mientras 

el triazolam, flunitrazepam y clonazepam no produjeron efectos significativos a la concentración 

ensayada. Además, el antagonista clásico de BDZs flumazenil no pudo evitar las acciones 

modulatorias de las BDZs en los receptores GABAAʌϭ. 

 Estudios previos examinaron la sensibilidad a BDZs de diversos receptores GABAAʌ Ŷatiǀos o 

recombinantes arrojando resultados negativos. Aquellos estudios incluían la expresión en oocitos de 

ARNm nativo codificante para GABAAʌ aislado de ƌetiŶa ďoǀiŶa (Polenzani et al., 1991) y ARNm 

transcripto in vitro codificante paƌa las suďuŶidades ʌ wild type y mutante de diferentes especies 

(Shimada et al., 1992; Wang et al., 1994; Qian & Ripps, 1999; Walters et al., 2000), seguida del 

registro de las respuestas mediadas por los receptores GABAAʌ. TaŵďiéŶ se eǀaluaƌoŶ los efeĐtos de 

respuestas a GABA nativas insensibles a bicuculina, mediadas por receptores GABAAʌ, en rodajas de 

retina y neuronas de retina disociadas (Sivilotti & Nistri, 1991; Feigenspan et al., 1993; Feigenspan & 

Bormann, 1994). Sin embargo, estos estudios farmacológicos se realizaron habitualmente a altas 

concentraciones de GABA, frecuentemente saturantes, que contrarrestaba la acción de las BDZs. A su 

vez, dado que las BDZs nunca se testearon de manera sistemática a concentraciones del rango 

micromolar, las concentraciones ensayadas resultaban insuficientes para producir efecto alguno. En 

base a la evidencia acumulada mencionada anteriormente, durante mucho tiempo los receptores 

GABAAʌ se asuŵieƌoŶ Đoŵo ĐoŵpletaŵeŶte iŶseŶsiďles a BD)s. EŶ el pƌeseŶte tƌaďajo, se demostró 

que altas concentraciones de BDZs pueden modular a los receptores GABAAʌ Ǉ Ƌue este efeĐto es 

relevante a bajas concentraciones de GABA. 

Las acciones de BDZ sobre los receptores GABAA son muy complejas y se hicieron grandes 

esfuerzos para entender su mecanismo de acción (Berezhnoy et al., 2004; Hanson & Czajkowski, 

2008; Sharkey & Czajkowski, 2008; Miller & Smart, 2010; Morlock &Czajkowski, 2011; Lüscher et al., 

2012; Sigel & Steinmann, 2012; Bergmann et al., 2013). Se  reportaron varios sitios de unión a BDZ en 

diferentes receptores GABAA, pero dada la gran diversidad de subtipos de receptores de GABAA es 

altamente probable que existan otros múltiples sitios de reconocimiento de BDZs entre las diferentes 

variantes de receptores (Walters et al, 2000; Olsen & Sieghart, 2009; Ramestrofer et al., 2011; Baur 

et al., 2008). Los efectos clásicos de las BDZs están mediados por sitios de alta afinidad, localizados 

eŶ la iŶteƌfase α/ɶ de los receptores GABAAαβɶ. Las acciones de alta afinidad del diazepam están 

restringidas solo a unos pocos subtipos de receptores GABAA heteroméricos, en tanto dependen de 

la isoforma de suďuŶidad α iŶǀoluĐƌada y de la pƌeseŶĐia de la suďuŶidad ɶ. A la iŶǀeƌsa, se Đƌee Ƌue 
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las acciones de baja afinidad del diazepam son menos específicas, ya que pueden encontrarse en 

varios subtipos de receptores GABAA (Walters et al., 2000; Baur et al., 2008; Sieghart et al., 2012). 

Walters et al. demostraron que durante la activación de receptores GABAAα1β2ɶ2 por bajas 

concentraciones de GABA, el diazepam puede actuar a través de dos mecanismos diferentes y 

separables para producir potenciación. El componente de baja afinidad de la potenciación por 

diazepam es independiente de la presencia de la subunidad ɶ2, insensible a flumazenil y fue 

específicamente interrumpido por mutaciones en residuos equivalentes dentro del TM2 de las 

subunidades α, β y ɶ, sin afectar al componente de alta afinidad (Walters et al., 2000). Curiosamente, 

estos autores también observaron que el diazepam, que fue incapaz de inducir efectos 

farmacológicos sobre receptores GABAAʌϭ wild type a concentración máxima de 30µM, produce una 

potenciación significativa en receptores GABAAʌ Ƌue lleǀaŶ las mutaciones I307S en TM2 y W328M 

en TM3. Ahora creemos haber demostrado que, de hecho, los receptores GABAAʌϭ wild type no son 

totalmente insensibles a las acciones de diazepam, sino que muestran una afinidad baja, de modo 

que el diazepam actúa como un modulador de baja potencia. Una posible interpretación de los 

resultados de Walters et al. es que las mutaciones I307S y W328M pueden aumentar 

significativamente la afinidad de los receptores GABAAʌϭ paƌa el diazepaŵ, eŶ lugaƌ de ĐoŶfeƌiƌ 

sensibilidad a un receptor insensible. 

Los presentes resultados también abren interrogantes acerca de si los efectos de las BDZs 

sobre los receptores GABAAʌ1 se ejercen directamente a través de los sitios sensibles a BDZ o 

indirectamente, por ejemplo, a través de la interacción con los lípidos de la membrana en el annulae 

cerca del canal de Cl-. Las evidencias experimentales mostradas en este trabajo sugieren que los 

receptores GABAAʌ1 estarían modulados directamente por las BZDs, porque la modulación resultó 

fácilmente reversible, dependiente de la concentración de BDZs y fuertemente dependiente de la 

concentración de GABA. Además, el tratamiento con BDZs no cambió el potencial de reversión de las 

relaciones I-V, siendo poco probable que las acciones de las BDZs se debieran a un cambio en los 

niveles intracelulares de Cl-. Como los efectos de las BDZ se lavan de forma rápida y completa, la 

participación de bolsillo/s hidrofóbico/s hacia el lado extracelular es también poco probable. Las 

estructuras cristalinas obtenidas para ELIC, un homólogo procariota que también es activado por 

GABA y modulada por BZDs con efectos comparables a los de los receptores GABAA (Thompson et al., 

2012), revelaron características importantes tanto de reconocimiento de GABA como de interacción 

con BDZs (Spurny y Ramerstorfer, 2012). Los datos indicaron que las BZDs, dependiendo de su 

concentración, ocupan dos sitios de unión posibles en ELIC: un sitio intrasubunidad, en las cercanías 

del sitio de reconocimiento de GABA, enfrentando al vestíbulo del canal, y un segundo sitio 

intersubunidad que solapa parcialmente el sitio de unión a GABA. Este último sitio correspondería a 
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un sitio de unión a BDZs de baja afinidad en los receptores GABAA. Serán necesarios más estudios 

para saber si los receptores GABAAʌ tieŶeŶ ƌealŵeŶte uŶ sitio eƋuiǀaleŶte. 

Las BZDs se unen a los receptores GABAA y modulan las corrientes de Cl- evocadas por GABA 

gatillando un reordenamiento conformacional global de la proteína. Se sugirió que las BZDs ejercen 

este efecto alostérico mediante el aumento de la afinidad de unión microscópica para el agonista de 

GABA, alterando el gating de canal o desplazando el equilibrio entre el estado de reposo unido a 

ligando y el estado de pre-activación que precede a la apertura del canal (Baur & Sigel, 2005; Gielen 

et al., 2012). Algo similar podría ocurrir con el receptor GABAAʌϭ eŶ pƌeseŶĐia de BD)s. El 

desplazamiento a la izquierda producido en las curvas C-R para GABA en presencia de BDZs es 

compatible con cualquiera de estos escenarios. No puede descartarse una interacción simultánea de 

las BDZs con más de un sitio de unión eŶ la suďuŶidad ʌϭ, Đoŵo es el Đaso de otƌos suďtipos de 

receptores GABAA (Ernst et al., 2005; Olsen & Sieghart, 2009; Ramerstorfer et al., 2011). A futuro 

deberían realizarse experimentos focalizados a establecer el mecanismo de acción de las BDZs sobre 

el receptor GABAAʌϭ, identificar los residuos involucrados y reconocer cómo pueden posicionarse las 

BDZs en su sitio de unión mediante ensayos de binding, mutagénesis sitio-dirigida y modelos de 

receptores concatenados. También sería interesante estudiar si las otras variantes de receptores 

GABAAʌ son sensibles a BDZs.  

Anteriormente se describieron respuestas GABAA insensibles a bicuculina en invertebrados 

(Lummis & Sattelle, 1986; Buckingham et al., 2005). En particular, la farmacología del receptor 

homomérico Rdl de Drosophila es similar a la de receptores GABAAʌ1. El receptor Rdl también 

mostró ser sensible a la modulación por BDZs (Hosie and Sattelle, 1996; Buckingham et al., 2005). Sin 

embargo, no muestra similitud estructural significativa con el receptor GABAAʌ1 (Buckingham et al., 

2005). Por lo tanto, el presente estudio representaría la primera evidencia de sensibilidad a BDZs de 

receptores ionotrópicos de GABA insensibles a bicuculina en vertebrados, como son los receptores 

GABAAʌ. 

Los receptores GABAAʌ están involucrados en varios modos de acciones inhibitorias en la 

retina (Lukasiewicz et al., 2004). En las células bipolares las corrientes inhibitorias tónicas mediadas 

por receptores GABAAʌ se activan de forma persistente por bajas concentraciones de GABA 

ambiente, controladas localmente por transportadores de GABA localizados en las células amácrinas 

(Hull et al, 2006; Jones & Palmer, 2009). Como los receptores GABAAʌ muestran una afinidad 

relativamente alta para el GABA, la modulación por BDZs a bajas concentraciones de GABA podría 

situarse dentro del rango dinámico de activación de los canales iónicos. Por otro lado, se reportó que 

las BDZs pueden alcanzar niveles de concentración micromolares en plasma (Bond et al., 1977) y 

dado su alta solubilidad en lípidos, pueden alcanzar incluso niveles más altos en el SNC (Garattini et 

al., 1973). Por lo tanto, los receptores GABAAʌ extrasinápticos, que presumiblemente estarían 
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expuestos a bajas concentraciones de GABA, podrían ser modulados con eficacia por altas 

concentraciones de BZD. Sin embargo, la relevancia farmacológica/fisiológica de las acciones de las 

BZDs en los receptores GABAAʌ deďe seƌ aŶalizada mediante el uso de modelos animales. 
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1. Por primera vez se demostró la modulación directa de un receptor GABAérgico por ROS y la 

existencia de un sensor redox intracelular en un receptor ionotrópico de GABA.  

 

2. Los receptores GABAAʌϭ eǆpƌesados eŶ ooĐitos de Xenopus laevis se potencian en presencia de 

H2O2. La potenciación es reversible, independiente de voltaje y fuertemente dependiente de la 

concentración de H2O2 y agonista. El H2O2 actúa indirectamente a través de la formación de 

radicales libres del oxígeno.  

 

3. La potenciación de receptores GABAAʌ1 en presencia de H2O2 es mediada por el residuo de 

ĐisteíŶa iŶtƌaĐelulaƌ la suďuŶidad ʌϭ ;CϯϲϰͿ.  

 

4. Por primera vez se demostró que la función del receptor GABAAʌ huŵaŶo puede seƌ 

efectivamente modulada por BDZs.  

 

5. El diazepam potencia la actividad del receptor GABAAʌ1 expresado en oocitos de Xenopus 

laevis en el rango de concentración micromolar, mientras que 4´-Cl diazepam produce efectos 

bifásicos en las respuestas mediadas por estos receptores en un rango de concentraciones 

equivalentes. Los efectos son rápidos, reversibles, independientes del voltaje y fuertemente 

dependientes de la concentración de BDZ y agonista.  

 

6. El antagonista clásico de BDZs flumazenil no previene las acciones modulatorias de las BDZs en 

los receptores GABAAʌϭ. 
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