BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Modulacién de los receptores GABA
Ap1 por especies reactivas del
oxigeno y benzodiazepinas

Beltran Gonzalez, Andrea Natalia

2015-03-26

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Beltran Gonzalez, Andrea Natalia. (2015-03-26). Modulacion de los receptores GABA Ap1 por
especies reactivas del oxigeno y benzodiazepinas. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires.

Citatipo Chicago:

Beltran Gonzalez, Andrea Natalia. "Modulacién de los receptores GABA Ap1 por especies
reactivas del oxigeno y benzodiazepinas". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires. 2015-03-26.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

«DE= g
o*° ety
S FACULTAD Y.

DE

&
Yy
£ CIENCIAS EXACTAS
2 Y NATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Modulacion de los receptores GABA,p1 por especies

reactivas del oxigeno y benzodiazepinas

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires en el drea
CIENCIAS BIOLOGICAS.

Bioq. Andrea Natalia Beltran Gonzalez

Director de tesis: Dr. Daniel Juan Calvo

Consejero de estudios: Dra. Eleonora Katz

Lugar de trabajo: Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular
“Dr. Héctor N. Torres” (INGEBI-CONICET).

Buenos Aires, 2014

Fecha de defensa: 26/03/2015



Modulacion de los receptores GABA,p1 por especies reactivas del oxigeno y

benzodiazepinas

RESUMEN

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) se asocian generalmente con estrés oxidativo celular,
pero también tienen un importante rol como mensajeros celulares en la sefializacion redox, por
ejemplo, modulando la actividad de los receptores de neurotransmisores y canales idnicos. Hasta el
momento no se habian demostrado acciones directas de las ROS sobre los receptores GABA,. En este
trabajo se estudiaron los efectos de las ROS sobre la funcién del receptor GABA,p1l. Se expresaron
receptores homoméricos GABA,pl humanos en oocitos de Xenopus laevis y se registraron
electrofisioldgicamente las respuestas evocadas por GABA en presencia o ausencia de ROS. Las
respuestas GABA,pl se potenciaron significativamente en presencia de H,0,, en forma reversible y
dosis dependiente. Los efectos potenciadores se atenuaron en presencia de un scavenger de
radicales libres, 4cido lipoico, y un inhibidor de la reacciéon de Fenton, deferoxamina. Para identificar
los residuos involucrados en las acciones de las ROS se realizaron ensayos de proteccion quimica de
cisteinas con agentes selectivos de sulfhidrilos y mutagénesis sitio dirigida. Cada subunidad p1l
contiene solo tres residuos de cisteina, dos extracelulares en el Cys-loop (C177 y C191) y una
intracelular (C364) en el bucle TM3-TM4. La sustituciéon de la C364 por alanina o serina genero
receptores mutantes completamente insensibles a la potenciacion por ROS. Las cisteinas del Cys-loop
no resultaron esenciales para la modulacién por ROS. Nuestros resultados muestran que las ROS
potencian la funcidn de los receptores de GABA,p1 y que la cisteina intracelular C364 es el sensor

para las acciones de ROS.

Por otro lado, varios subtipos de receptores GABA, son modulados alostéricamente por
benzodiazepinas (BZD), drogas ampliamente usadas como ansioliticos, hipndticos sedantes vy
anticonvulsivos. Se identificd un sitio de unién a BDZs de alta afinidad y al menos tres sitios
adicionales de baja afinidad en variantes heteroméricos y homomericos de receptores GABA,. Sin
embargo, nunca se habia reportado la modulacién de receptores GABAspl por BDZs y durante
mucho tiempo se los asumié como completamente insensibles. En el presente estudio, se expresaron
heterélogamente receptores GABA,p1 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 GABAAp1 en
el rango micromolar de forma reversible, dependiente de la concentracion e independiente del
voltaje. El diazepam potencid las corrientes de ClI" evocadas por GABA y el 4'- Cl diazepam produjo
efectos bifasicos dependiendo de la concentracidon de GABA, mientras que Ro15-4513 y alprazolam

actuaron como moduladores negativos. Las acciones de las BDZs resultaron insensibles a flumazenil.



Otras BZDs no mostraron actividad significativa en condiciones experimentales equivalentes.
Nuestros resultados sugieren que las BZDs pueden modular la funcién del receptor GABA,pl de

forma selectiva y diferencial.

Palabras clave: Receptor GABA,, receptor GABA,p1, especies reactivas del oxigeno, benzodiazepinas,

retina.



Modulation of GABA,p1 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 GABA, receptors
were not previously demonstrated. In the present work, we studied the effects of ROS on GABA,p1l
receptor function. Human homomeric GABA,p1 receptors were expressed in Xenopus laevis oocytes
and GABA-evoked responses electrophysiologically recorded in the presence or absence of ROS.
GABA,pl receptor-mediated responses were significantly enhanced in a dose-dependent and
reversible manner by H,0,. 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. Each pl subunit contains only three cysteine residues, two
extracellular at the cys loop (C177 and C191) and one intracellular (C364) at the TM3-TM4 linker.
Mutant GABAApl 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 GABAAp1 receptors is enhanced
by ROS and that the intracellular C364 is the sensor for ROS actions.

On the other hand, many GABA, 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 GABA,
receptors. However, the modulation of homomeric GABAAp1 receptors by BDZs was not previously
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, GABA,p1 receptors were heterologously expressed in oocytes
and GABA-evoked responses electrophysiologically recorded in the presence or absence of BDZs.
GABA,pl receptor-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 CI" 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 GABA,p1 receptor function

can be selectively and differentially modulated by BDZs.



Keywords: GABA, receptor, GABA,p1 receptor, reactive oxygen species, benzodiazepines, retina.
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Introduccion

A) Receptores ionotrépicos de GABA

i) Clasificacion, estructura, localizacion y farmacologia

El 4cido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio en el cerebro.
Ejerce su accidén a través de los receptores ionotréopicos GABA, y los receptores metabotrépicos
GABAg, que difieren en su farmacologia, estructura y caracteristicas moleculares. Los receptores
GABA, son canales de CI" activados por ligando y constituyen los principales receptores inhibitorios
en el sistema nervioso central (SNC). Desde un punto de vista farmacoldgico, se caracterizan por ser
activados por GABA y el agonista selectivo muscimol, bloqueados por bicuculina y picrotoxina y
modulados por benzodiazepinas, barbituricos y otros depresores del SNC (Macdonald & Olsen, 1994;
Sieghart, 1995). Por su parte, los receptores GABAg son activados por GABA vy el agonista selectivo
baclofen, pero son insensibles a ligandos tipicos de receptores GABA,, como bicuculina y muscimol.
Los receptores GABAg se acoplan a diferentes sistemas efectores (ej: canales de K" o canales de Ca*")
dependiendo de la proteina G y el sistema de segundos mensajeros asociados (Bowery et al., 2002;
Bettler et al., 2004).

Dada su localizacién generalizada en el sistema nervioso de mamiferos, los receptores GABA,
participan virtualmente en todas las funciones fisiolégicas del cerebro y actian como blanco de
numerosas drogas de importancia clinica (Johnston, 2005). Los receptores GABA, forman parte de la
superfamilia de canales idnicos activados por ligando (LGIC), especificamente de la familia de
receptores con lazo de cisteina (Cys-loop), que incluye a los receptores de acetilcolina nicotinicos
(Corringer et al., 2000; Lukas & Bencherif, 2006), los receptores de glicina (Breitinger & Becker,
2002), receptores ionotrdpicos de serotonina (Davies et al, 1999; Thompson y Lummis, 2006) y un
canal idnico activado por zinc (Davies et al, 2003). Todos los miembros de la superfamilia LGIC con
Cys-loop muestran homologia de secuencia del orden del 30% de identidad, pero aiin mayor similitud
a nivel de la estructura secundaria y terciaria. Se organizan como proteinas de membrana
pentaméricas, con un poro central que forma el canal iénico. Cada subunidad consta de un gran
dominio amino terminal extracelular que contiene el sitio de unién al agonista o sitios modulatorios,
sitios de glicosilacién y un lazo de 15 residuos cerrado por un puente disulfuro caracteristico que
constituye un determinante conformacional importante para la interaccién con el ligando (Lu, 1997),
aun cuando no forma parte del sitio de unidn al agonista (Sedelnikova et al., 2005). Luego del
dominio N-terminal siguen 4 pasos transmembrana (TM1-TM4) con estructura de a-hélice y con un
bucle intracelular entre TM3 y TM4 con sitios de fosforilacidon 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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Introduccion

1) El paso transmembrana TM2 de cada subunidad conforma el canal idnico central (Baenzinger &

Corringer, 2011) (Figura I-2).

Figura I-1. Esquema de la estructura de los receptores GABA,afy. Los receptores GABA,aBy, al igual que el
resto de los receptores ionotrépicos de GABA, se organizan como proteinas 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 GABA, de mamiferos son canales anidnicos selectivos. La unién del GABA a si
sitio de unién a agonista estd acoplado a la apertura del poro del canal, que permite el flujo de iones
ClI" a favor de su gradiente electroquimico. En la mayoria de las neuronas en el adulto, el potencial de
equilibrio del CI" es cercano al potencial de membrana en reposo y la concentracién de CI" dentro de
la neurona es mucho menor que en el liquido extracelular. En consecuencia, el aumento de la
permeabilidad a CI luego de la activacién de receptores GABA, reduce la excitabilidad neuronal,
produciendo inhibicion (Martin & Olsen, 2000). Sin embargo, dependiendo de la expresién de
transportadores de CI, la concentracion de CI" dentro de la neurona puede aumentar, generandose
un potencial de equilibrio del CI' menos negativo que el potencial de membrana en reposo. Bajo tales
condiciones, la activacién de receptores GABA, puede causar una despolarizacién de la membrana
suficiente como para provocar el disparo de un potencial de accidn, produciendo excitacion. Esta
situacién es especialmente relevante durante el desarrollo temprano (Ben-Ari, 2002). Por otro lado,
como consecuencia de una fuerte activacién de receptores GABA,, el consiguiente aumento de la
concentracién de ClI” dentro de la neurona podria desplazar el potencial de la membrana hacia el
umbral de disparo, generando excitacion en rebote de las neuronas (Marty & Llano, 2005). Ademas

de CI, los receptores GABA, pueden conducir otros aniones, con distinta permeabilidad. El flujo de
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Introduccion

bicarbonato podria ser fisiolégicamente relevante en determinadas condiciones (Kaila et al., 1997).
La importancia del bicarbonato varia con el tejido y es dependiente de la actividad de la anhidrasa

carbodnica (Rivera et al., 2005).

Figura I-2. Arreglo espacial los receptores GABA,afy. Los TM2 de las cinco subunidades se organizan para
formar el poro central. Los sitios de union a GABA se localizan en las interfases a/B.

Existen 19 genes que codifican para subunidades de receptores GABA, en humanos (Simon et
al., 2004). Estos incluyen 16 subunidades que conforman la familia GABA, clasica (a1-6, f1-3, y1-3, 5,
g, 8y ) y 3 subunidades p que en un primer momento constituyeron los receptores GABA.. A su vez,
hay variantes de splicing de muchas de estas subunidades. El ensamblado de los receptores GABA,
como pentameros produce subtipos de compleja heterogeneidad estructural, principal determinante
del perfil farmacoldgico. 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 nimero
total de receptores GABA, seria enorme. De todas las combinaciones posibles, la mayoria de los
receptores GABA, estan formados por dos copias de una Unica subunidad a, dos copias de una Unica
subunidad B y una copia de otra subunidad, como y, 6 o €. Actualmente se considera que sélo 11
subtipos de receptores GABA, estan 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 GABA, del CNS contienen una subunidad y,. La
subunidad a; es la mds abundante de las a y generalmente co-localiza con B, y y,, con una
estequiometria (a1),(B2),(y,):1. La subunidad as tendria una expresion mas restringida, constituyendo
aproximadamente un 20% de la poblacién de receptores GABA, en el hipocampo. A su vez, la

expresion de la subunidad og se encuentra confinada casi exclusivamente a las células granulares del
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cerebelo y estd intimamente relacionada con la expresion de la subunidad 6. Por su parte, 6 se co-
expresa con a4 en giro dentado y cuerpo estriado (Sieghart & Sperk, 2002).

Existe una gran diversidad de moduladores de la actividad de los receptores GABA,, 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), lantanidos (Goutman et al., 2005) y agentes redox (Pan et al., 1995;
Amato et al.,, 1999; Calero & Calvo, 2008). Como se menciond anteriormente, la sensibilidad a los
moduladores depende de la composiciéon de subunidades. La modulacion de los receptores GABA,

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

ii)  Receptores fdsicos y tonicos

El estudio de los mecanismos de inhibicién neuronal mediados por GABA se focalizé durante
varias décadas en la caracterizacion del rol de los receptores de GABA, localizados en contactos
sindpticos (Macdonald & Olsen, 1994). Estos se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro,
tienen una afinidad por GABA relativamente baja y median acciones inhibitorias fasicas -rapidas y
transitorias-, donde la liberacidn cuantica de GABA desde una neurona presinaptica genera un pico
de concentracion de GABA en el rango milimolar e induce en la neurona postsindptica eventos de
considerable amplitud y rapido decaimiento (Farrant & Nusser, 2005) (Figura I-3A). El curso temporal
de este evento depende del tamafio y amplitud de las vesiculas sinapticas, la geometria de la sinapsis
y el nimero y arreglo espacial de los receptores postsindaptcos (localizados en grupos o clusters en la
membrana postsinaptica) y los transportadores de GABA. Los subtipos de receptores GABA, fasicos
predominantes contienen a la subunidad y2 en asociacidon con al, a2 o a3 (GABA,alB2/3y2,
GABA,a2B2/3y2 y GABA,a3B2/3y2) (Farrant & Nusser, 2005; Brickley & Mody, 2012). La
neurotransmision inhibitoria fasica cumple un papel importante en la regulacién del disparo de
potenciales de accién en neuronas (Pouille & Scanziani, 2001) y es clave para el funcionamiento de
diversos procesos neurofisiolégicos, como ser la generacion de actividad ritmica en redes neuronales
(Somogyi & Klausberger, 2005), la generacion de actividad eléctrica en dendritas (Klausberger, 2009)
y la integracién sindptica (Pouille et al., 2009).

Luego de su liberacién vesicular, el GABA podria difundir desde el sitio de liberacién sindptica
en fendmeno llamado spillover y activar receptores perisindpticos o incluso mas distantes. Estas
corrientes resultantes conservan la relacién temporal con el evento sindptico y por tanto se

consideran actividad fdasica (Farrant & Nusser, 2005) (Figura I-3B).
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Sin embargo, la activacion de los receptores GABA, puede ocurrir también de una forma
menos delimitada en tiempo y espacio. Durante las Ultimas dos décadas se identificaron poblaciones
de receptores GABA, extrasinapticos que permiten a las neuronas detectar bajas concentraciones de
GABA ambiente presentes en el espacio extracelular, generando una forma de inhibicién ténica que
no habia sido previamente considerada en estudios de excitabilidad neuronal (Figura I-3C). Se estima
que la concentracion ambiental de GABA que varia en el rango de decenas de nanomolar a
micromolar y seria un reflejo de la actividad sindptica GABAérgica, de la accién de los
transportadores de GABA neuronales y de la liberacién y recaptacion de GABA mediada por

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

NS~ Presynaptic
@
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Figura 1-3. Modos de activacion de los receptores GABA,. A. La liberacion de una unica vesicula de GABA
desde un terminal presindptico activa solamente los receptores GABA, agrupados en la membrana
postsindptica que se encuentran en las inmediaciones del sitio de liberacion. El sombreado indica la difusidn
del GABA liberado. El registro representa el mIPSC promedio en presencia del bloqueante de canales de sodio
tetrodotoxina. B. La liberacion de multiples vesiculas por un potencial de accion promueve el spillover de GABA
y activa receptores sinapticos, perisinapticos e incluso mas distantes. El promedio de IPSCs evocados por
estimulacion eléctrica es de mayor amplitud y mas lento. Se indica en gris oscuro el area del mIPSC. C. Una baja
concentracion de GABA, que persiste a pesar de a la actividad de los transportadores de GABA (GAT1 y GAT3),
activa receptores extrasinapticos de alta afinidad. El registro muestra la corriente ténica resultante. Se observa
el ruido producto de la apertura estocastica de los receptores extrasinapticos. La aplicacién de un antagonista
GABA, (SR-95531, gabazina) bloquea las corrientes tdnicas y fasicas. El bloqueo de la corriente ténica genera
un cambio en la corriente de mantenimiento. Los registros provienen de células granulares de cerebelo.
Adaptado de Farrant & Nusser, 2005.

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

cerebelo de rata registradas en modo de voltage-clamp (fijacidn de voltaje). Kaneda et al. mostraron
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que los antagonistas selectivos bicuculina y gabazina no solo bloquean las corrientes postsindpticas
inhibitorias espontaneos, sino también disminuyen la corriente de mantenimiento necesaria para
fijar el voltaje de la célula a un potencial determinado (Kaneda et al., 1995). Mas adelante, se
encontraron conductancias GABAérgicas tdnicas en giro dentado, amigdala, neuronas tdlamo-
corticales, neuronas de la capa V de corteza somatosensorial, células piramidales e interneuronas de
la regién 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 GABA, extrasinapticos
poseen propiedades fisioldgicas y farmacoldgicas que los distinguen de los receptores sindpticos
fasicos (Stell & Mody, 2002). Presentan una afinidad alta por GABA, median corrientes idnicas de
menor amplitud con cinéticas de activacidén y deactivacion lentas y sufren desensibilizacién escasa o
nula (Farrant & Nusser, 2005). Debido a estas propiedades biofisicas la activacién de los receptores
de GABA, tdnicos constituye un mecanismo lento y persistente, aunque muy eficaz, de inhibiciéon que
permite regular la excitabilidad y el procesamiento de la informacion en los circuitos sinapticos y
redes neuronales (Semyanov et al., 2003; Scimemi et al., 2005). Los receptores GABA, que combinan
subunidades a4, a5, a6, §, pl y p2 son predominante o exclusivamente extrasinapticos tdnicos. Los
receptores GABA,a5By2 y GABA,al1Bd se expresan en hipocampo y neocorteza, los GABA,a6B6 en
cerebelo y los GABAAa4B6 en tdlamo, estriado, hipocampo y neocorteza (Farrant & Nusser, 2005;
Brickley & Mody, 2012). En la siguiente seccidn se detallard la localizacion de los receptores GABAp.

La exquisita sensibilidad de los receptores GABA, extrasinapticos a anestésicos, drogas
promotoras del suefio, neuroesteroides y alcohol, sugiere que la inhibicién ténica cumple un papel
importante en la regulacién de los estados de conciencia y que puede estar implicada directa o
indirectamente en desérdenes del suefio, mediacion de los efectos del alcohol y trastornos del
humor asociados a estrés, ciclo ovarico y embarazo (Maguire & Mody, 2007; Belelli et al., 2009). Por
otro lado, en patologias como esquizofrenia, epilepsia y enfermedad de Parkinson, se correlaciond la
existencia de aberraciones en la inhibicion ténica con alteraciones en la dindmica de redes
neuronales (Cope et al., 2009; Maldonado-Avilés et al.,, 2009). Por ultimo, también se postuld la
participacién de receptores GABA, tdnicos en desdrdenes visuales como miopia, glaucoma y en la
recuperacion funcional post-stroke (Qian & Ripps, 2009; Clarkson et al., 2010; Brickley & Mody,
2012).

iii)  Receptores GABA,p1

Durante la década del ‘70 varios reportes describieron la existencia de una nueva clase de

receptor GABA, que, en contraste con el resto de los receptores GABA, cldsicos, era insensible a

18



Introduccion

bicuculina. Este receptor también se encontré en varias areas del CNS, incluyendo médula espinal de
gato (Johnston et al., 1975), tectum éptico de rana (Nistri & Sivilotti, 1985, 1989), coliculo superior de
cobayo (Arakawa & Okada, 1998) y corteza y cerebelo de rata (Polenzani et al., 1991). Sin embargo,
no fue hasta 1991 cuando la expresién de ARNm de retina en Xenopus laevis demostrd claramente la
presencia de un receptor de GABA ionotrdpico insensible a bicuculina y resistente a baclofen
(Polenzani et al. 1991; Shimada et al. 1992). Este nuevo receptor fue nombrado GABAp (rho) para
denotar su origen en retina.

La primera subunidad de esta familia de receptores se clond a partir de una biblioteca de ADNc
de retina humana. El gen se nombré GABAp1 (Cutting & Lu, 1991). Cuando se expresd en oocitos de
Xenopus laevis exhibid las mismas caracteristicas que los receptores encontrados luego de la
inyeccion de ARNm retinal. Para destacar las claras propiedades farmacolégicas y moleculares del
receptor, se acufid una nueva familia - el receptor GABA - constituida en un primer momento por la
subunidad p1 pero que luego crecié a un total de tres subunidades (p1, p2 y p3). Sin embargo, el
clonado de las subunidades p demostré que el grado de relacidon de secuencia, estructura y funciéon
con las subunidades al-6, B1-3, y1-3, 6, €, 6 y 1 es tal que el Comité Nomenclador de la Unién
Internacional de Farmacologia (IUPHAR) recomendd en 2008 no utilizar la denominacién GABA. para
los receptores formados por subunidades p. En adelante, se los consideré6 como un subtipo de
receptor GABA, (Olsen & Sieghart, 2008).

Los receptores GABA,p presentan el plan estructural caracteristico de los receptores
ionotrépicos de GABA. Cada subunidad p presenta cuatro segmentos transmembrana. Un bucle
extracelular corto conecta el paso TM2 y TM3 y un bucle intracelular largo une los pasos TM3 y TM4
y a través de su interaccion con la proteina del citoesqueleto MAP1b, media la localizacién, anclaje y
clustering del receptor en la membrana celular (Hanley et al. 2000). Este bucle también interactua
con una proteina de unidn a acido retinoico celular (CRABP). Cada subunidad p contiene un dominio
C-terminal corto y un dominio N-terminal extremadamente largo que contiene las cisteinas que
conforman Cys-loop (Figura 1-4). El dominio extracelular forma el sitio de unién a GABA, constituido
en la unién entre dos subunidades vecinas. El paso TM2 se localiza en el lado mds interno del
receptor y conforma el canal de CI" central. Si bien esta regidn exhibe un alto grado de homologia
entre las subunidades p, difiere el aminodacido de la posicidén 2° (un residuo de prolina en el receptor
pl y de serina en el receptor p2). Este aminodcido influye en la cinética, farmacologia, selectividad

idnica y conductancia del receptor (Qian et al., 1999).
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Figura 1-4. Esquema de la estructura de los receptores homoméricos GABA,p1. Al igual que el resto de los
receptores ionotrépicos de GABA, los receptores GABA,pl se organizan como proteinas de membrana
pentaméricas con un poro central que forma el canal de CI'. 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
interaccion con proteinas citoplasmaticas como CRABP y MAP1b.

Figura I-5. Arreglo espacial los receptores GABA,pl. Los TM2 de las cinco subunidades se organizan para
formar el poro central. Los sitios de unidon a GABA se localizan en las interfases p/p.

Actualmente no estd claro si las subunidades pl1-3 forman udnicamente receptores
homomeéricos o si pueden combinarse formando heterémeros. Enz & Cutting reportaron que las
subunidades p1 y p2 recombinantes pueden formar heteromeros con propiedades fisicas distintivas

(Enz & Cutting, 1999), pero esto es dificil de probar en receptores nativos porque no se dispone de
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anticuerpos que distingan subunidades p. Por otro lado, se reportd el coensamblado de subunidades
p y y2 en tronco cerebral de rata (Milligan et al., 2004) y se registraron células de hipocampo que
muestran propiedades intermedias entre los receptores GABA, que contienen p y y2 (Hartmann et
al., 2004). Sin embargo, hasta el momento no se pudo establecer concluyentemente si las
subunidades p1-3 se combinan en forma nativa con otras de las 16 subunidades GABA, (Sieghart &
Ernst, 2005). Por ultimo, hay evidencia de la asociacién p con receptores de glicina (Pan et al., 2000).

Durante mucho tiempo se penso que los receptores GABA,p se localizaban exclusivamente en
retina. Sin embargo, durante los Ultimos afios se reportd la presencia de receptores GABA,p en otras
partes del SNC.

La expresién de receptores GABA,p es abundante en retina. Los receptores GABA,pl y
GABA,p2 se localizan en células bipolares y horizontales y los receptores GABAAp3, en células
ganglionares (Lukasiewicz, 1996; Koulen et al., 1997; Feigenspan & Bormann, 1998; Fletcher et al.,
1998; McCall et al., 2002; Qian & Pan, 2002). Se detecté también la presencia de subunidades p en
fotorreceptores (Picaud et al., 1998). El rol de los receptores GABA,p se detallard en la siguiente
seccion.

Los receptores GABA,p también son abundantes en estructuras relacionadas con el sistema
visual. Numerosos estudios muestran la expresion de receptores GABA,p en coliculo superior en
mamiferos (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 GABA,p2 parecen ser de particular importancia, en
tanto las respuestas GABA,p se mantienen en ratones knockouts para la subunidad p1 (Schlicker et
al., 2009). A su vez, se reportd la expresion de receptores GABAp en mesencéfalo (Kawaguchi, 1993;
Yasumi et al., 1997; Boller & Schmidt, 2003; Jost et al., 2006), estrato éptico (Wahle & Schmidt, 2009)
y el nervio éptico (Boué-Grabot et al., 1998). Por otro lado, se reporté que en el tdlamo los
receptores GABA,pl median alrededor del 25% de la corriente total atribuida a receptores
ionotrépicos de GABA (Enz & Cutting, 1999). Por ultimo, solamente se encontr6 ARNm p2 en la
corteza visual (Jost et al., 2006).

Si bien se identificd la presencia de subunidad p2 en las dreas frontal, temporal, occipital y
parietal de la corteza cerebral humana y p1 en la corteza frontal y temporal (Enz y Cutting, 1999), no
se encontraron respuestas electrofisioldgicas tipicas GABAAp. Se reportd la presencia de ARNm p3 en
cuerpo estriado de ratas (Ogurusu et al., 1999) y de ARNm pl y p2 en cuerpo estriado bovino
(Milligan et al., 2004; Lépez-Chavez et al., 2005) pero al no encontrarse respuestas tipicas GABAAp
(Karlin, 2002), se sugiri6 que el coensamblaje de subunidades p con subunidades cldsicas
enmascaraba la farmacologia tipica GABAAp (Qian & Dowling, 1993; Bormann, 2000; Pan et al., 2000;

Milligan et al., 2004). Por otro lado, se demostro la expresion de subunidades p1, p2 y p3 en hipdfisis
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de rata y se reportd su localizacién en somatotrofos, gonadotrofos y una linea celular de adenoma
(GH3) que deriva de esta glandula (Boué-Grabot et al., 1998; Gamel-Didelon et al., 2003; Lépez-
Chavez et al., 2005).

Diversos estudios muestran la presencia de receptores GABA,p en cerebelo (Drew et al., 1984;
Rozzo et al., 2002; Harvey et al.,, 2006; Mejia et al., 2008;). Se detectd una mayor expresion de
subunidad p2 que pl en cerebelo humano (Albrecht et al.,, 1997) y se sugirié la contribucién de
receptores GABA,p en la sinapsis inhibitoria fasica entre interneuronas y células de Purkinje. Se
demostré también la expresidn de receptores GABA,p en médula espinal y tronco cerebral (Boué-
Grabot et al., 1998; Park et al., 1999; Rozzo et al., 1999; Zheng et al., 2003; Lopez-Chavez et al., 2005;
Frazao et al., 2007) y en varias areas de la amigdala (Delaney & Sah, 1999; LeDoux, 2000; Fujimura et
al., 2005). A su vez, se detectdé ARNm p1 en las comisuras del cuerpo calloso (Lopez-Chavez et al.,
2005).

Por ultimo, numerosos reportes describen la expresion de receptores GABA,p 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 electrofisiolégicos muestran que los receptores GABA,p son extrasindpticos y median
mecanismos tdnicos inhibitorios en el hipocampo adulto (Alakuijala et al., 2006). En las areas CAly
CA3 del hipocampo se observé que la expresién de las subunidades pl, p2 y p3 estd fuertemente
regulada a lo largo del desarrollo postnatal, de modo que podrian expresarse distintos subtipos de
receptores GABA,p (Greka et al., 2000; Alakuijala et al., 2005). Por ultimo, se reportd que la
administracién de los antagonistas selectivos del receptor GABA,p TPMPA o cis-,trans-3-ACPBPA
facilita el aprendizaje y memoria en ratas (Gibbs & Johnston, 2005; Chebib et al, 2009).

Los receptores GABA,p comparten propiedades farmacoldgicas con el resto de los receptores
GABA,: son sensibles al bloqueo por picrotoxina y activables por muscimol (Chebib & Johnston,
2000). Sin embargo, presentan tres caracteristicas funcionales distintivas: largos tiempos de apertura
media del canal, baja conductancia y baja velocidad de desensibilizacién. El tiempo de apertura
media del canal oscila entre 150 a 200ms, mas de cinco veces mds largo en relaciéon a los receptores
GABA, clasicos. La conductancia del GABA,p1 humano estd 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 demostré que el receptor GABA,p mantiene al canal conduciendo incluso superando los 10
minutos de exposicidn al agonista y que durante este periodo, la magnitud de la respuesta disminuye
sélo 8 a 10%. Aplicaciones repetitivas del agonista no conducen a una disminucion en la respuesta
ante aplicaciones subsecuentes, en claro contraste con otros tipos de receptores GABA, (Polenzani et

al., 1991; Martinez-Torres et al., 1998). En el terminal axonal de las neuronas bipolares en retina de
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goldfish la conductancia del receptor GABA,p es de 4pS (Palmer, 2006) y en las neuronas bipolares
de rata es de 8pS (Feigespan & Bormann, 1994).

Una de las caracteristicas mas relevantes de los receptores GABA,p es su alta sensibilidad a
GABA, con una CEsy en el rango de 0,7 a 2,2uM para los receptores homoméricos GABA,pl y
GABA,p2 recombinantes (Polenzani et al., 1991; Zhang et al., 1995; Chang & Weiss, 1999; Chang et
al., 2000; Zhang et al., 2001; Alakuijala et al., 2005) y alrededor de 7,5uM para los receptores
GABA,p3 (Zhang et al., 1995), mas de cinco veces mas sensible que los receptores GABA, clasicos. Las
corrientes GABA, clasicas en células bipolares son rapidas y transientes, mientras que las corrientes
GABA,p son lentas y desensibilizan poco. Por ultimo, los receptores GABA,p tienen mayor
sensibilidad a GABA que los receptores GABA, clasicos en células bipolares de retina (Jones & Palmer,

2009) (Figura 1-6).

Sensibilidad Cinética
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Figura 1-6. A. Los receptores GABA,p presentan caracteristicas funcionales distintas a los receptores GABA,
clasicos. A. Los receptores GABA,p son mads sensibles a GABA. B. Las corrientes GABA,p son lentas y

desensibilizan poco, mientras que las corrientes GABA, clasicas son rdpidas y transientes. Adaptado de Zhang
et al., 2001.

Existen cuatro agentes de gran utilidad para el estudio de los receptores GABA,p debido a su
alta selectividad. Los acidos cis-4-aminocroténico (CACA) y cis-2-aminometil ciclopropano carboxilico
(CAMP) son los agonistas mas selectivos para los receptores GABA,p (Woodward et al., 1993), en
tanto los 4cidos (1,2,5,6 tetrahidropiridin-4-il) metilfosfinico (TPMPA) y 3-aminociclopentil
metilfosfinico [(%)-cis-3-ACPMPA] son antagonistas selectivos (Ragozzino et al., 1996; Chebib et al.,
2007). Otros antagonistas altamente especificos para el receptor GABA,p1 son el acido guanidin

acético, el acido amino-ciclopentil-1-enil fosfinico y acido 3-amino ciclobutano fosfinico (Krnjevic'&
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Phillis, 1963; Chebib & Johnston, 2000; Chebib et al., 2007). Por su parte, la ciclotiazida bloquea
especificamente al receptor GABA,p2 (Xie et al., 2008). Los acidos cis- y trans-(3-aminociclopentanil)
butilfosfinico son una nueva generacion de analogos conformacionalmente restringidos que

bloquean competitivamente a los receptores GABAp.

iv)  Rol del receptor GABA,p en retina

La sinapsis inhibitoria amacrina-bipolar, ubicada en la capa plexiforme interna de la retina
participa de dos tipos de inhibicion en la fisiologia de la visién. Por un lado, la inhibicién reciproca
que ocurre cuando la liberacion de glutamato desde la célula bipolar produce la retroalimentacién
negativa a través de botones presinapticos de células amdcrinas locales (Vigh & von Gersdroff, 2005).
Este mecanismo inhibitorio controla la duracion e intensidad de la liberacidon de glutamato desde la
célula bipolar. En segundo lugar, la inhibicién lateral, producida cuando una célula bipolar lateral
activa la liberacion de GABA desde una célula amacrina, lo que moldea la activacién lateral frente a
un estimulo luminico (Chavez et al., 2010) (Figura I-7). Los receptores GABA,p1 participan en ambos
mecanismos de control inhibitorio.

Los receptores GABA,p se expresan fuertemente en las células bipolares, con una extensa
distribucidon en la region axdnica terminal y una menor distribucién en la regidon dendritica. Los
terminales axodnicos de las células bipolares también expresan receptores GABA, clasicos, localizados
en sitios sindpticos distintos a los GABA,p (Koulen et al., 1998). Ambos receptores, GABA, cldsicos y
GABA,p, estdn estratégicamente posicionados para regular la liberacidon de glutamato de las células
bipolares. Cuando se separa la respuesta a GABA en sus componentes usando antagonistas
especificos, resulta evidente que las respuestas mediadas por los receptores GABA, clasicos y
GABA,p son sustancialmente distintas. EI componente GABA, clasico es breve y con cinética de
activacion y deactivacién rapida, mientras que el componente GABA,p es mas prolongado y con
cinética lenta. Por su parte, los receptores GABA,p de las células bipolares presentan mayor
sensibilidad a GABA (Feigenspan & Bormann, 1994). La combinacién de receptores ionotrdpicos de
GABA confiere a las células bipolares una mayor respuesta dindmica frente a un rango mds amplio de
concentraciones de GABA y una mayor diversidad de filtrado temporal de las sefiales inhibitorias. Las
respuestas prolongadas mediadas por los receptores GABA,p resultan adecuadas para modular la

liberacion 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 GABA,p1 se expresan fuertemente en las células
bipolares y participan en mecanismos inhibitorios fasicos y ténicos que regulan la fisiologia de la retina.
Adaptado de Hilton et al., 2004.

A su vez, los receptores GABA,p de las células bipolares median una corriente inhibitoria
ténica 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 liberacion
vesicular en ausencia de estimulos de alta frecuencia (Hull et al., 2006). La existencia de dos formas
de inhibicién mediadas por GABA,p -evocados por la liberacién de GABA vesicular o no vesicular-,
reflejan la diversidad de mecanismos que controlan el output de los terminales celulares bipolares.

Como se menciond en la seccidén anterior, el bucle intracelular largo del receptor GABAAp
interactua con CRABP. Dado que CRABP es una proteina transportadora que desempefia un papel
importante en la expresion genética sensible a acido retinoico, se postula que la interaccion entre el
receptor GABA,p y CRAB podria vincular la actividad neuronal con la expresidn génica en retina (Qian

& Ripps, 2009).
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Mediante el estudio de ratones knockouts para la subunidad pl se obtuvo informacién
adicional acerca del papel fisiolégico que cumplen estos receptores en retina. La subunidad pl no
tendria un rol sobre el desarrollo, en tanto los ratones knockouts no mostraron alteraciones
anatdmicas en la retina. Sin embargo, la eliminacién de la subunidad p1 conduce a la ausencia total
de respuestas GABAp en las capas plexiforme interna y externa y a la reduccidn y acortamiento de las
corrientes GABAérgicas y las corrientes sindpticas inhibitorias evocadas por luz en las células
bipolares, generando un defecto en la transmision de sefiales visuales de las células bipolares a
neuronas de tercer orden. Los estudios con ratones knockouts muestran que los receptores GABA,pl
determinan el curso temporal y el grado de inhibicidén en las terminales de las células bipolares que, a
su vez, modulan la magnitud de la neurotransmisién excitatoria de células bipolares a células
ganglionares. Por lo tanto, la expresién del receptor GABA,pl en retina es necesaria para la
adecuada modulacién funcional entre células bipolares y ganglionares (Kapousta-Bruneau, 2000;
Ichinose & Lukasiewicz, 2002; Eggers et al., 2007; Jones & Palmer, 2009).

Hasta el momento no se asocié directamente ninguna enfermedad con mutaciones en el
receptor GABA,p. Sin embargo, el receptor GABAAp es un blanco potencial para diversos trastornos
oculares por su ubicacién clave en la via visual. Por ejemplo, se reporté que el uso de antagonistas de
los receptores GABA,p previene la miopia experimental (Stone et al.,, 2003; Schmid et al., 2004,
Chebib et al.,, 2009). En la terapia de varias enfermedades oculares se estudia actualmente la
posibilidad de reducir la liberacién 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 reduccién de la excitabilidad neuronal podria disminuir la demanda metabdlica en la
retina y aliviar la hipoxia tisular, uno de los principales factores patdégenos en varias formas comunes
de retinopatia como retinopatia diabética, retinopatia del prematuro y oclusiones vasculares de la
retina. La accidn inhibitoria mediada por el receptor GABAAp podria servir como target para controlar
la liberacidn de glutamato de las células bipolares y disminuir la actividad neuronal, de modo que Ila
activacion de receptores GABA,p en retina resultaria beneficiosa para la preservacion de la funcién
visual en estas condiciones patoldgicas. Por ultimo, como el acido retinoico estd implicado en el
control del crecimiento ocular y el desarrollo de miopia, se propone que la interaccidn del receptor
GABA,p con CRABP podria desempefiar un papel importante en el desarrollo de este desorden (Song,

2005).
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B) Modulacion de la neurotransmision por agentes redox

i) Caracteristicas generales

Las reacciones de éxido-reduccion (redox) juegan un rol muy importante en la regulacion de la
funcién celular en el sistema nervioso central, en condiciones fisioldgicas y patoldgicas (Annunziato
et al., 2002; Lipton et al., 2002; Safiulina et al., 2006; Abramov et al., 2007; Kishida & Klann 2007). Se
ha demostrado que la modulacién redox regula la actividad de receptores sinapticos ionotrépicos y
metabotrdpicos, canales idnicos activados por voltaje y transportadores de neurotransmisores
expresados en neuronas y células de la glia (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 fosforilacion de residuos de serina, treonina o
tirosina, la modificacion de residuos de cisteina y otros aminoacidos capaces de sufrir procesos de
redox regula la funcién de un gran ndmero de proteinas en el SNC (Lipton et al. 2002). Distintos
agentes redox, enddgenos y/o farmacoldgicos, controlan la excitabilidad celular y la transmision
sindptica mediante la modificacidon quimica de receptores sinapticos ionotrépicos y metabotrdpicos,
canales idénicos activados por voltaje y transportadores de neurotransmisores expresados en
neuronas y células de la glia (Annunziato et al., 2002; Abramov et al., 2007). Los mecanismos redox
son variados e incluyen reacciones de grupos sulfhidrilos, hidroxilos o aromaticos con diversas
moléculas relacionadas con oxido nitrico, perdxido de hidrégeno (H,0,), metales de transicidn,
radical carbonato, entre otros (Lipton et al., 2002). Muchos de estos mecanismos de modulacién han
sido estudiados con cierto detalle en el receptor NMDA glutamatérgico (Lipton et al., 2000). También
se observd la participacion de procesos redox en el control de la transmisidn sinaptica, por ejemplo
ejerciendo un efecto modulatorio de la liberaciéon de neurotransmisores (Avshalumov et al., 2000;
Knapp & Klann 2002; Safiulina et al., 2006).

Se propuso inicialmente que la modulacién redox constituiria un mecanismo celular de
proteccion de la neurotoxicidad inducida por estrés oxidativo, por ejemplo, para reparar
modificaciones quimicas producidas en diversas proteinas por radicales libres (Annunziato et al.,
2002; Rice et al., 2002; Abramov et al., 2007). Pero actualmente se acepta que, ademas de este rol
preventivo, la modulacién redox esta involucrada en diversos caminos de transmisién de sefales que
controlan la actividad normal en neuronas y células de la glia (Smythies, 1999; Lipton et al., 2002;
Safiulina et al., 2006; Kishida & Klann 2007). En efecto, existe una intrincada red enddgena

regulatoria que incluye a los agentes reactivos redox como elementos de sefializacion.
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Como resultado de la actividad celular normal diversos agentes redox se generan y liberan en
diferentes dareas 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 estdn sujetos a una estricta regulacion por mecanismos que pueden
presentar dindmicas muy rapidas, del orden de los milisegundos (Rice, 2000; Rice et al., 2002). Por
ejemplo, luego de una despolarizacion postsindptica sostenida se incrementa significativamente la
liberacién de glutatién dependiente de calcio y el transporte de acido ascérbico en neuronas
(Zangerle et al. 1992; Miele, 1994; Wilson et al. 2000). Durante este tipo de eventos sindpticos
algunos compuestos redox alcanzan transitoriamente concentraciones milimolares en dreas
especificas 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 ultimo caso, pueden poseer
mecanismos de transporte selectivo o inespecifico o estar confinadas a un determinado
compartimiento. En el medio extracelular se detecta una variedad de agentes antioxidantes vy
reductores, como acido ascérbico (vitamina C), acido lipoico, acido urico, L-cisteina, L-carnitina, L-
carnosina, glutation , homocisteina y compuestos lipofilicos como B-caroteno, retinol (vitamina A), a-
tocopherol (vitamina E), ubiquitinol (coenzima Q) y melatonina. También se encuentran agentes
oxidantes con distinto grado de toxicidad como H,0,, glutatién oxidado y radicales libres como
hidroxilo (OH®), nitrosium (NO"), anién nitroxilo (NO') y anién superdxido (0, ), que puede reaccionar
con oxido nitrico (NO) y formar peroxinitrito (ONOQ7) (Lipton et al. 2002; Szabé 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 proteinas, lipidos, ADN y azlcares. Todas las células del cerebro tienen diversos mecanismos
de defensa antioxidantes disefiados para mantener la homeostasis en respuesta a factores de estrés

oxidativo.

ii)  Modulacion de receptores GABA, por agentes redox

Numerosos reportes describen los efectos de diversos agentes redox farmacoldgicos vy
enddgenos sobre las respuestas GABA,. Amato et al. reportaron la modulacién redox de receptores
GABA, murinos recombinantes alf1, alPf2, alB1y2S y alB2y2S expresados en células HEK y de

receptores GABA, 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) potencid reversiblemente las
respuestas evocadas por GABA en receptores alfl y alPB2, en tanto el agente oxidante acido
dinitrobenzoico (DTNB) inhibié. El anitoxidante enddgeno glutation (GSH) también potencié las
respuestas alf2, mientras que las formas oxidadas del DTT y GSH causaron ligeros efectos
inhibitorios. La inclusién de subunidad y2 en los receptores recombinantes redujo la sensibilidad al
DTT o DTNB, sugiriendo que el grado de modulacidon redox del receptor GABA, depende de la
composicion de subunidades. Por su parte, los receptores GABA, registrados en neuronas simpdticas
y granulares del cerebelo mostraron menor sensibilidad a DTT y DTNB, posiblemente por la gran
poblacién de receptores GABA, que contienen la subunidad y.

Pan et al. obtuvieron resultados andlogos en neuronas ganglionares de retina de rata y
demostraron que residuos de cisteina estan involucrados en la modulacién redox de los receptores
GABA, (Pan, 1995). Los mecanismos de accion de los agentes redox se estudiaron con mayor detalle
en receptores recombinantes heteroméricos al-3pf1-3, B1-3y1,2S, alPf1-3y1,2s y homoméricos B,
expresados en oocitos de Xenopus laevis (Pan et al., 2000). En presencia de DTT se observd una
modificacidn significativa de la CEsy del receptores afy pero no del receptor af, sugiriendo que el
mecanismo modulatorio redox depende de la composicién de subunidades. Por ultimo, Pan et al.
reportaron que los receptores GABAp1 resultaban insensibles a modulacién redox.

Advirtiendo que Pan et al. habian evaluado la modulacidn redox del receptor GABA,pl
realizando experimentos a una Unica concentracién de GABA y teniendo en cuenta que la subunidad
p contiene numerosos residuos aminoacidicos susceptibles a modulacién redox, Calero & Calvo
analizaron el efecto de agentes redox sobre respuestas evocadas por un amplio rango de
concentraciones de GABA en receptores GABAxpl humanos expresados en oocitos de Xenopus
laevis. Los resultados demostraron que, al igual que los receptores GABA, cldsicos y otros miembros
de la superfamilia de receptores Cys-loop, los receptores GABA,pl sufren modulacidn redox. Los
agentes reductores DTT, N-acetil cisteina y GSH potenciaron las respuestas GABA,p1, en tanto los
agentes oxidantes DTNB, DTT oxidado y glutation oxidado inhibieron. En todos los casos los efectos
fueron rapidos, reversibles y fuertemente dependiente de la concentracién de agonista y agente
redox (Calero & Calvo, 2008). Estudios posteriores del laboratorio demostraron que los agentes
redox enddgenos acido ascorbico y éxido nitrico también modulan al receptor GABAp1. A través de
experimentos de proteccidon quimica y mutagénesis sitio-dirigida se determind que tanto el acido
ascorbico como el 6xido nitrico actian directamente sobre el receptor GABA,pl modificando el
estado de las cisteinas del Cys-loop y que, ademas de ejercer modulacion redox, el acido ascérbico
actla sobre un histidina de la subunidad p1 generando modulacién alostérica (Calero & Calvo, 2008;

Calero et al., 2011; Gasulla et al., 2012).
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C) Modulacién de la neurotransmision por especies reactivas del oxigeno

i) Caracteristicas generales

A menudo se considera que las ROS, que incluyen superéxido (0,), perdxido de hidrégeno
(H,0,) y radical hidroxilo (OH"), son residuos téxicos del metabolismo oxidativo celular. Sin embargo,
durante la dltima década, la evidencia acumulada sostiene que las ROS son componentes normales
de las vias de sefializacion celular. En particular, el H,0, esta implicado en procesos fisiologicos 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 postuld que el H,0, actia como un regulador intracelular de la actividad neuronal, el
crecimiento y la funcién de las organelas (Avshalumov et al., 2005; Gerich et al., 2009; Miller et al.,
2007), asi como un mensajero difusible para la sefalizacidon neurona-glia (Atkins y Sweatt, 1999) y la
comunicacion interneuronal, que incluye la regulacion de la transmision sindptica 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 postsinapticas de ROS sobre canales idnicos ligando o voltaje dependientes como
receptores de NMDA (Aizenman et al., 1990), receptores nicotinicos de acetilcolina (Campanucci et
al., 2008), receptores de GABA, (Sah et al., 2002), receptores de rianodina (Anzai et al., 1998),
receptores purinérgicos (Coddou et al., 2009), canales de Ca*"y canales de K (Li et al., 1998; Vega-
Saenz & Rudy, 1992; Annunziato et al., 2002; Dirksen, 2002). También se describieron efectos
presinapticos relacionados con la modulacidn de la liberacion 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 GABA, seran detallados en la siguiente seccion.

En contraste con muchas ROS, el H,0, 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 sefializadora intracelular y un mensajero difusible. Dada su baja reactividad, el
H,0, no media facilmente dafio oxidativo a menos que se exponga a trazas de iones metalicos libres
como cobre o hierro, que pueden catalizar la conversion de H,0, a OH" altamente reactivo a través
de la reaccién de Fenton (Cohen, 1994). La capacidad del H,0, para difundir lejos de su sitio de
generacidn es una caracteristica compartida con otros mensajeros difusibles, tales como el éxido

nitrico y el monodxido de carbono (Dawson & Snyder, 1994; Kiss & Vizi, 2001). La concentracion
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intracelular absoluta de H,0, -y por tanto, su disponibilidad para actuar como un mensajero
difusible- estd determinada por el balance entre la generacién de H,0,, la difusién gobernada por la
permeabilidad a membrana especifica de la célula y la remocién por la red antioxidante (Makino et
al., 2004; Bienart et al., 2007; Adimora et al., 2010; Mishina et al., 2010).

La produccion celular de ROS es consecuencia de una variedad de procesos. El mas ubicuo es la
respiracion mitocondrial, que produce O," a partir de la reduccién parcial de oxigeno 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 O, 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 activaciéon neuronal de receptores
NMDA y AMPA (Kishida & Klann, 2007). Los niveles de O," son controlados por las formas
mitocondriales y citosdlicas de la superdxido dismutasa, que convierten dos moléculas de O, a H,0,
y agua. Por su parte, enzimas con funcién peroxidasa convierten al H,0, en agua y oxigeno. La GSH
peroxidasa -citosdlica y mitocondrial- (Stults et al., 1997) y la catalasa -localizada en los peroxisomas
intracelulares- (Cohen, 1994; Dringen et al., 2005) son las peroxidasas mas importantes. La
regulacién del H,0, y su precursor O,” por las enzimas antioxidantes es fundamental para evitar la
formacion de OH® altamente reactivo mediante la reaccién de Fenton (Cohen, 1994). Las
tiorredoxinas, peroxirredoxinas y otros tioles celulares proveen regulacidn adicional frente al H,0,.
Las células cuentan también con antioxidantes no enzimdticos como glutatién, acido lipoico, L-
arginina y transferrina. Por ultimo, a-tocoferol, dcido ascérbico, B-carotenos, acidos grasos w,
flavonoides y compuestos fendlicos actian como agentes antioxidantes exdgenos que se incorporan
a través de la dieta.

El cerebro consume hasta 10 veces mds oxigeno que otros tejidos y, en consecuencia, su
produccion de O, y H,0, no es insignificante. Datos de mitocondrias aisladas de cerebro sugieren
gue hasta un 5% del O, consumido se convierte en H,0, (Arnaiz et al., 1999). La produccién de H,0,
se incrementa durante los periodos de mayor actividad local, porque se requiere un mayor consumo
de O, para restablecer los gradientes idnicos. En un momento dado, los niveles celulares de H,0,
reflejan el equilibrio entre la generacién, el metabolismo y la difusién del H,0, dentro y fuera de una
célula. La determinaciéon de las concentraciones absolutas de H,0, esta obstaculizada por
limitaciones experimentales de distinto tipo (Oyama et al.,, 1994; Avshalumov et al., 2007). Los
intentos para determinar los niveles intracelulares de H,0, se han complicado aliin mas por la alta
actividad peroxidasa celular, que agota rapidamente concentraciones conocidas de H,0, exdgeno
(Dringen et al., 2005). Diversos estudios lograron estimar el rango de concentraciones intracelulares
de H,0,fisiolégicamente relevantes, aunque con poco consenso. Evaluando la concentracién de H,0,

aplicada a partir de la cual se genera dafio irreversible en cultivos neuronales y usando modelos
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matematicos que predicen que los niveles intracelulares de H,0, son 10 a 100 veces menores que la
concentraciéon de H,0, aplicada de forma exdgena, se estimaron limites superiores de H,0, de
100nM a 1uM (Stone, 2004; Antunes & Cadenas 2000, 2001; Adimora et al., 2010). Por otro lado, se
reporté que en rebanadas de hipocampo de conejillo de indias la actividad peroxidasa enddgena es
suficiente para evitar dafio fisioldgico irreversible frente a la exposicién a H,0, exdégeno en
concentracion 1,5mM durante 15 minutos. En cambio, se observa dafio si se inhiben
farmacolégicamente la glutatidén peroxidasa o la catalasa antes de aplicar el H,0, (Avshalumov et al.,
2004). Otros estudios demostraron que la funcion mitocondrial no se ve afectada por
concentraciones mM de H,0, cuando la red antioxidante del cerebro estd intacta (Gerich et al.,
2009). Por ultimo, estudios de inhibiciéon del disparo de potenciales de acciéon en poblaciones
neuronales de hipocampo de rata y estudios de liberacién de dopamina en cuerpo estriado de
conejillo de indias estimaron que los niveles intracelulares fisiolégicos necesarios para que el H,0,
actle como agente sefializador sin generar dafio oxidativo se encuentra en el rango de 15 a 150uM
(Avshalumov et al., 2000; Chen et al., 2001, 2002).

In vivo, ademas de ser subproductos del metabolismo celular, las ROS pueden formarse a
través de reacciones fotoquimicas. La retina es un ambiente ideal para la formacién de ROS por
diversos motivos: 1. Al ser uno de los tejidos metabdlicamente mas activos, tiene el mayor consumo
de oxigeno en el cuerpo, con niveles 50% superiores a los del cerebro o rifiones (Rattner & Nathans,
2006). 2. La retina estd sujeta a altos niveles acumulativos de radiacién y contiene abundantes
agentes fotosensibilizadores. 3. El segmento externo de membrana de los fotorreceptores es rico en
acidos grasos poliinsaturados, que se oxidan facilmente, iniciando reacciones en cadena citotéxicas.
4. En el epitelio pigmentado de retina ocurren numerosos procesos de fagocitosis que generan estrés
oxidativo per se con la consiguiente generacién de ROS (Beatty et al., 2000). En consecuencia, se
estima que los niveles de ROS producidos en retina resultan aun 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
H,0,, que incluyen colorantes y sondas fluorescentes (Miller et al., 2007; Jin et al., 2010; Meyer &
Dick 2010; Srikun et al., 2010) y métodos electroquimicos 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
H,0, en los compartimientos intra y extracelulares de tejidos sin recurrir a estimaciones.

Como se menciond anteriormente, las ROS tienen un importante rol en la modulacién de la
neurotransmision y eventualmente provocan cambios en la actividad neuronal e inducen plasticidad
sindptica (Bernard et al., 1997; Colton et al., 1989; Frantseva et al., 1998; Knapp & Klann, 2002;
Garcia et al., 2011). El papel del H,0, como neuromodulador requiere una regulacion muy sutil de la

red antioxidante. Esta red debe estructurarse de modo tal de permitir que los niveles de H,0, (y otros
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ROS) alcancen concentraciones funcionales en el medio intracelular y en potenciales blancos
distantes y al mismo tiempo prevenir dafio oxidativo (Avshalumov et al., 2004). Las principales
caracteristicas 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 sefializacion del
H,0, 2. El predominio de glutatién peroxidasa citosélica en glia y 3. La subcompartimentalizacién de
catalasa en los peroxisomas de neuronas y células gliales, que ayudan a facilitar la elevaciéon
transitoria de H,0, y la posterior salida del compartimento de generacién (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 sobreproduccién de ROS o por la disfuncidn de los sistemas antioxidantes. Como consecuencia
del estrés oxidativo se producen modificaciones irreversibles en biomoléculas como ser peroxidacion
de lipidos, alteraciones funcionales y estructurales de proteinas 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 oxigeno, la abundancia de acidos grasos poliinsaturados y las
caracteristicas morfoldgicas de las neuronas (por ejemplo gran area de superficie de membrana en
relacion al volumen citoplasmatico). La pérdida de integridad de las membranas neuronales
compromete la conduccién y transmisién sindptica (Evans, 1993). La retina resulta aun mas
vulnerable a dafio oxidativo que el cerebro porque ademads de presentar altos niveles de acidos
grasos poliinsaturados, su consumo de oxigeno es mayor y sufre dafio por radiacion (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 amiotréfica y lesién por isquemia-
reperfusion. En retina, estd involucrado en alteraciones de células ganglionares por hipoxia-isquemia,

glaucoma y degeneracion de la macula (Kaur et al., 2008; Loh et al., 2010).

ii)  Modulacion de los receptores GABA, por especies reactivas del oxigeno

Numerosos estudios demuestran que las ROS pueden modular la neurotransmisién
GABAérgica a través de mecanismos presindpticos y postsindpticos (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 presinapticos han sido ampliamente estudiados. Distintos reportes muestran que las
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ROS modulan la liberacidon y recaptacion de GABA e investigan los mecanismos de accidn
involucrados. Se reportd un incremento de la liberacidon basal de GABA en presencia de H,0, en
rodajas de hipocampo de rata (Sah et al., 1999) y en cultivos neuronales de retina de pollo (Rego,
1996) y una reduccion de la captacién de GABA en sinaptosomas como producto de la peroxidacion
generada por ascorbato de hierro (Palmeira et al., 1993). Saraansari et al. reportaron el aumento de
la liberaciéon de GABA en rodajas de hipocampo de ratdén en condiciones de hipoxia e isquemia
(Saraansari et al., 1998). Posteriormente, experimentos de liberacién en homogenatos de hipocampo
de ratén mostraron que se genera un marcado aumento de la liberacién de GABA en presencia de
H,0, y que el mecanismo estaria mediado por radicales libres del oxigeno y seria independiente de
calcio y dependiente de PKC y oxido nitrico (Saraansari & Oja, 2008). Por su parte, Ham et al.
reportaron que en neuronas corticales de rata aisladas mecanicamente, el H,0, potencia la liberacién
presinaptica de GABA a través de un mecanismo de AMPc dependiente de PKA (Ham et al., 2010).

Un estudio reciente sugiere que los receptores IP; actian como transductores criticos de las
acciones modulatorias del H,0, 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
activacion presinaptica de receptores de glutamato induce un aumento en la produccién de ROS que
estaria en estrecha relacién con la liberacion de GABA (Tarasenko et al., 2012). Se reporté también
que la activacién de receptores metabotrépicos P2Y1 por ATP induce la liberacién de ROS difusibles
por la glia, facilitando la liberacion de GABA en células piramidales CA3 en hipocampo inmaduro de
rata (Safiulina et al., 2006).

Por ultimo, estudios en neuronas de sustancia gelatinosa demostraron que el incremento de
ROS reduce marcadamente la neurotransmision inhibitoria a través de la reduccion de la liberacion
sindptica de GABA, mecanismo que contribuiria al dolor persistente (Yowtak et al., 2011). Diversos
estudios mostraron una reduccidn significativa de los potenciales inhibitorios postsindpticos (IPSPs)
en neuronas de hipocampo, corteza cerebral y tdlamo expuestas a H,0, y radicales libres del oxigeno
por disminucion en la liberacién de GABA(Pellmar, 1995; Frantseva et al., 1998).

Mientras tanto, las evidencias sobre efectos postsindpticos de ROS sobre los receptores GABA,
son escasas. Se reportd que el tratamiento de membranas cerebrales de rata con un sistema
generador de O," incrementa la union a [*H]muscimol (Yoneda et al., 1985). La exposicidn a H,0,
también altera las caracteristicas de unidn del receptor GABA, en homogenatos de hipocampo,
corteza y cuerpo estriado y aumenta el influjo de CI" mediado por receptores GABA, 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 accion de ROS en la postsinapsis
GABAérgica. Resta determinar si los efectos postsindpticos de ROS se deben a una accion directa

sobre sitios redox sensibles en los receptores GABA, 0 a un mecanismo indirecto mediado por la
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peroxidacion de los lipidos de membrana situados cerca del canal de ClI'. A su vez, la sensibilidad de

los receptores GABA,p1 a ROS es desconocida.

D) Modulacion de la neurotransmision por benzodiazepinas

Las benzodiazepinas (BDZs) son tranquilizantes menores ampliamente usados en clinica
como ansioliticos, sedantes, hipndticos, anticonvulsivantes y relajantes musculares (Johnston, 2005;
Rudolph & Mohler, 2006; Mohler, 2011). Se unen a los receptores GABA, y actlian como
moduladores alostéricos positivos, potenciando la accién 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 unién a
agonista (Tallman & Gallager 1983; Serfozo & Cash 1992; Lavoie & Twyman 1996). El mecanismo de
accion de las BDZ sigue en discusion. Se propuso que este aumento de la afinidad aparente se debe al
incremento de la afinidad de unién microscdpica a GABA, a la alteracion del gating del canal o al
desplazamiento del equilibrio entre el estado de reposo unido a ligando y el estado de pre-activacién
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 GABA,. La modulacién de receptores
GABA,aPy por BDZs ha sido extensamente estudiada. En estos receptores, la sensibilidad a BDZ
clasicas depende de las subunidades a y y constituyentes. La presencia de subunidad y2 confiere alta
sensibilidad, mientras que las subunidades y1 o y3 determinan un perfil farmacolégico distintivo, con
menor sensibilidad a BDZs (Wafford et al., 1993; Handingam et al., 1995). Por su parte, los receptores
GABA, con subunidades al, a2, a3 y a5 son sensibles a BDZ clasicas, pero los receptores con
subunidades 04 y a6 resultan insensibles (Knoflach, 1996). El tipo de subunidad B no influye
significativamente en la accion de las BDZs (Hadingham et al. 1993; Benke et al. 1994). La distinta
sensibilidad a BDZs segun las subunidades constituyentes determina un perfil farmacoldgico
caracteristico para cada subtipo de receptor GABA, y, en consecuencia, una funcién diferencial. En
este sentido, experimentos in vivo con BDZs y estudios con animales transgénicos permitieron
evidenciar que la subunidad al estd involucrada en la mediacién de los efectos sedativos y
amnésicos en tanto a2 determina los efectos ansioliticos y miorrelajantes del diazepam (Rudolph et
al., 1999; Crestani et al., 2000; McKernan et al., 2000).

Concentraciones nanomolares de BDZs modulan a los receptores GABA,aBy2 sensibles a
través de un sitio de unidon a BDZ de alta afinidad, conocido como sitio clasico de unién a BDZs.

Numerosos estudios en receptores GABA aBy2 lograron describir este sitio e identificar residuos
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aminoacidicos claves de la modulacién por BDZs. El sitio de unién a BDZ de alta afinidad esta
localizado en un bolsillo entre la subunidad y2 y una subunidad a (Sigel, 2002), en posicién homdéloga
a los sitios de unidén a agonista localizados entre las subunidades a y B (Sigel & Bhur, 1997) (Figura I-
8). Estudios de mutagénesis revelaron que los residuos que actian como contribuyentes importantes
en la subunidad y2 estan en posicion homoéloga a los residuos de la subunidad a que forman el
bolsillo de unién a GABA, sugiriendo que el sitio de unidn a BDZs de alta afinidad es estructuralmente
similar al sitio de unidn a agonista, aunque situado entre diferentes subunidades. El loop F de la
subunidad y2 es clave en la via alostérica que permite que los cambios estructurales inducidos por la
union de las BDZs se propaguen a través de la proteina hasta el canal de CI', determinando la eficacia
de cada BDZ (Hanson & Czajkowski, 2008). Los residuos F77, A79, T81 y M130 de la subunidad y2
serian determinantes en la modulacion por BDZs (Wingrove et al., 1997). La subunidad a también
contribuye con una seccidn vital del sitio de unidn, siendo de particular importancia un residuo de
histidina situado en la posicién 101 en la subunidad al (Wieland et al., 1992). Este residuo es una
histidina en al, a2, a3 y a5 pero arginina en a4 y a6. Otros residuos claves son Y159, Y209, G200 y
T206 en al. La modificacion de cualquiera de estos residuos reduce significativamente la afinidad a

BDZs (Amin et al., 1997).

Figura I-8. Sitio de unién a BDZs de alta afinidad en receptores GABA,a1B2y2. El sitio de unién a BDZs de alta
afinidad, o sitio de unidn cldsico, se localiza en la interfase al/y2 y es homdlogo al sitio de unidn a GABA,
localizado en la interfase a1/B2.

Farmacos sedantes-hipnéticos tales como diazepam pueden imponer efectos graduales en la
funcién del SNC, resultando en un amplio espectro de acciones clinicas. Esta gama de acciones

terapéuticas progresa desde la sedacidon a dosis bajas a la induccidon de la anestesia con dosis
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significativamente mds altas. Como se describié anteriormente, las BDZs pueden actuar a
concentraciones nanomolares para modular el flujo de iones CI" en receptores GABA afy sensibles,
afectando asi la transmisidn sindptica. Pero ademads, 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 quirdrgicos (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 lipidos, pueden alcanzar incluso niveles mas altos dentro del SNC
(Garattini et al., 1973). En comparacidn con los extensos estudios sobre la accién de alta afinidad de
las BDZ, se sabe poco sobre los determinantes moleculares de la accidén anestésica que se da a altas
concentraciones. Walters et al. demostraron que el diazepam, en presencia de bajas concentraciones
de GABA, produce en receptores GABA,al1B2y2 dos componentes de potenciacién distintivos en el
rango de concentracién nanomolar y micromolar. El componente nanomolar depende de Ia
presencia de subunidad a y y y estaria mediado por el sitio uniéon a BDZ de alta afinidad o sitio cldsico
de unién a BDZs descripto anteriormente. Por su parte, el componente micromolar del diazepam
resulta independiente de la subunidad y2 (pues tanto los receptores GABA,afy como GABA,ap son
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 a, By y
(aS2671, BN265I y yS280l) anularon el componente micromolar sin afectar significativamente el
componente nanomolar de respuesta a diazepam. Estas diferencias proporcionan una fuerte
evidencia de que los componentes nanomolar y micromolar de accion del diazepam estan mediados
por mecanismos distintos y separables, sugiriendo la existencia de un sitio de unién 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 GABA,a1B2y2 y especularon
con que esto se debia a la desensibilizacidn del receptor. Sin embargo, Baur et al. proporcionaron
evidencia de que el sitio que media la accidn inhibitoria del flurazepam a altas concentraciones es
distinto al propuesto por Walters et al. y esta situado en la interfaz extracelular de la subunidad a/B,
pseudo-simétricamente al sitio de unidn a BDZs de alta afinidad localizado en la interfaz a/y. Este
nuevo sitio de unién a BDZs de baja afinidad previene la potenciacidn de los receptores GABA, que se
da a través del sitio de unién a BDZs de alta afinidad. Se propone que este mecanismo reduce la
accion de las BDZs a altas concentraciones, contribuyendo al alto grado de seguridad que presentan
algunos de estos farmacos, por lo menos aquellos que no actian en el sitio de unién a BDZs de baja
afinidad descripto por Walters et al. (Baur et al, 2008; Sigel & Luscher, 2011). La farmacologia de este
sitio sigue en estudio.

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

clasico de unién 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 unién a BDZs de baja afinidad responsable de la inhibicion de flurazepam en
receptores GABAaB. Knoflach et al. demostraron que, si bien los receptores GABA,a4/6B2y2 son
insensibles a BDZs clasicas, se potencian por concentraciones micromolares de Ro15-4513 (un
agonista inverso parcial en los receptores GABA,al/2/3/5B2y2). Por su parte, Hanchar et al.
demostraron que los receptores GABA,a4/6B36, también insensibles a BDZs clasicas, se unen a
flumazenil y Ro15-4513 con alta afinidad (Kd<10nM), potencidandose su respuesta. Todavia no se han
determinado los sitios de unién a BDZs en estos receptores (Knoflach et al. 1996; Hanchar et al.
2006).

Estudios de autorradiografia demostraron la existencia de sitios de uniéon a BDZs en retina
(Howells & Simon, 1980; Howells et al., 1980; Zabrin et al., 1986; Robbins & lkeda, 1989; Giannaccini
et al., 1992; Yang et al., 1992). Estos sitios se localizan principalmente en la capa plexiforme internay
en menor medida en las capas nuclear interna, plexiforme externa y ganglionar, sugiriendo que las
BDZs podrian influir en la transmisidon sindptica 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, vision borrorsa,
alteraciones en el campo visual, disminucidn en los movimientos oculares, midriasis y diplopia hasta
maculopatias y glaucoma agudo (Manners & Clarke, 1981; Wren, 2000; Patel, 2003; Hilton et al.,
2004).

Numerosos reportes indican que los receptores GABA,p son completamente insensibles 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 sistematica ni se usaron amplios rangos de concentraciones para evaluar los efectos sobre
receptores GABA,p nativos o recombinantes. La reciente descripcidn de sitios de unién a BDZ de baja
afinidad distintos al sitio cldsico de unién -aln en receptores sin subunidad y- y los reportes de
efectos de BDZs en retina pone en duda la insensibilidad de los receptores GABA,p postulada
anteriormente. Hasta el momento nunca se realizé un estudio exhaustivo del efecto de altas
concentraciones de BDZs con el propdsito de evaluar si los receptores GABA,p presentan sitios de

unién a BDZs de baja afinidad.
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Objetivos

Evaluar la accién de las especies reactivas del oxigeno sobre las respuestas mediadas por
receptores GABA,pl. Caracterizar los efectos y comprender el mecanismo de accidn. Analizar

la relevancia fisioldgica.

Evaluar la accidon de las benzodiazepinas sobre las respuestas mediadas por receptores

GABA,p1. Caracterizar los efectos. Analizar la relevancia fisioldgica.
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Materiales y Métodos

Se estudiaron las propiedades farmacoldgicas y biofisicas de los receptores GABA,p1 mediante
expresion heterdloga en oocitos de Xenopus laevis y registro de las corrientes idnicas evocadas por
técnicas electrofisioldgicas.

En las proximas secciones se expondran detalladamente los procedimientos utilizados.

A) Expresion de receptores sinapticos en oocitos de Xenopus laevis

Se expresaron receptores GABA,pl en la membrana de los oocitos de Xenopus laevis
mediante la inyeccion del ARNc codificante para la subunidad p1l humana. El ARNc se obtuvo por

transcripcién in vitro de un templado ADNc codificante para la subunidad p1 humana.

i) Preparacion de los templados de ADNc y transcripcion 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 amplificé un fragmento 1 kb del gen que codifica para la
subunidad pl mediante PCR. El fragmento se clond en el vector pBluescript Il KS+ (Stratagene, La
Jolla, CA, USA), se marcé por random priming (Boehringer Mannheim kit, Maryland, US) y se usd
para hacer un screening por hibridizaciéon de la biblioteca para obtener la secuencia completa de
DNACc de la subunidad p1l. Posteriormente, la secuencia completa p1 se sublcond en el sitio EcoRlI del
vector pBluescript KS+ (Stratagene, La Jolla, CA, USA), apto para la transcripcién in vitro de ARNm
(Calvo et al., 1994). Para lograr mayores niveles de expresion se realizé 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 B-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 plasmido se linealizé con la enzima de restriccién Nhel (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 QlAquick PCR Purification Kit
(Qiagen, GmbH-Hilden, Alemania). La concentracidn de los pldsmidos linealizados se determind por
comparacion con un marcador de masa 1 kb ladder (Invitrogen, Life Technologies, Argentina) en
geles de agarosa al 1%. Los plasmidos linealizados se usaron como templado para la sintesis in vitro
de ARNc mediante el kit RiboMAX™ Large Scale RNA Production System (Promega, Madison, WI,
USA). Las reacciones de transcripcion se realizaron en presencia de un andlogo del cap,

Me’G(5")ppp(5’)G (Promega, Madison, WI, USA), en proporcion 4:1 con respecto al GTP. El ARNc
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sintetizado se purificd con columnas especificas para ARN (Rneasy MiniKit, Qiagen, Valencia, CA), se
separd en alicuotas y se congelé a -70°C hasta el momento de su uso. La integridad del ARNc se
corrobord en geles de agarosa 1%. El ARNc se cuantificé mediante la medicién de la absorbancia en
espectrofotémetro a longitud de onda de 240 nm y por comparacion de las bandas obtenidas en
corridas previas. EIl ARNc obtenido fue posteriormente utilizado para la microinyeccién de oocitos de

Xenopus laevis.

ii)  Generacion de receptores mutantes

El residuo intracelular de cisteina de la subunidad pl se sustituyé por alanina o serina
mediante mutagénesis sitio dirigida y se obtuvieron los receptores mutantes GABAaPicassa Y
GABAApicasss. A tal fin, se disefiaron oligonucledtidos especificos (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 nucledtidos modificados para introducir las mutaciones.

Mutacion Primer

C364A Sentido 5'-G CGGGAGAAGCTTCCC.CACCAG CGGATTACC-3’
C364A Antisentido 5’—GGTAATCCGCTGGTG.GGGAAGCTTCTCCCGC-3'
C364S Sentido 5’-GCGGGAGAAGCTTCCCIGCACCAGCGGATTACC-3’
C364S Antisentido 5’—GGTAATCCGCTGGTGCIGGGAAGCTTCTCCCGC—3'

Tabla M-1. Primers utilizados para la mutagénesis dirigida de la subunidad pl. Resaltados en gris se muestran
los nucleétidos modificados para introducir las mutaciones.

Las reacciones de mutagénesis se realizaron utilizando el kit QuickChange Il Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA). A tal fin, se ensamblaron los siguientes componentes:
Sul de buffer (5X), 1ul de ADN templado, 2,5l primer sentido (50ng/pl), 2,5ul primer antisentido
(50ng/pl), 1l dNTP mix, 37l H,0 (c.s.p. 50ul), 1l PfuUltra ADN polimerasa (2,5U/pl).

Como ADN templado se utiliz6 ADN plasmidico conteniendo el ADNc codificantes para las
subunidades p; humana. El protocolo de amplificacion, 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 restriccién Dpnl, que
corta especificamente ADN metilado. De esta forma, se digieren las cadenas parentales, conservando
solamente las portadoras de la mutacién. El producto de digestidn se usé para transformar bacterias
SoloPack Gold Supercompetent Cells (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Se crecieron cultivos a partir de
las colonias obtenidas y se purifico ADN plasmidico con el kit Wizard Plus SV Minipreps ADN
Purifications System (Promega, Madison, WI, USA). Para confirmar la incorporacién de la mutacién (y
corroborar la ausencia de posibles errores introducidos por la polimerasa en la amplificacién) se
secuenciaron los ADN plasmidicos (Macrogen, Seul, Korea). Los pldasmidos conteniendo los ADNc de
las subunidades p1 humano con sus respectivas mutaciones se usaron para la obtencién de ARNc

segln se describié anteriormente.

iii)  Obtencion, preparacion 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/I (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 a5 % del peso vivo.

Para la obtencidon de los oocitos, se anestesiaron las ranas sumergiéndolas durante 30
minutos en una solucion 1,5g/| de éster etil-3-aminobenzoato ((MS 222), Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) y 1 g/l de NaHCOj; (Sigma-Aldrich, Argentina) disueltos en agua. Los oocitos se aislaron
mediante microcirugia (Figura M-1A). A través de una pequeia incisién en el abdomen se extrajeron

I6bulos ovaricos, que contienen cientos de oocitos cada uno (Figura M-1B).

44



Materiales y Métodos

Figura M-1. A. Remocion quirurgica de un lIdbulo ovarico del abdomen de una rana Xenopus laevis hembra. B.
Lébulo ovarico con oocitos.

Los I6bulos se lavaron, se abrieron parcialmente bajo lupa con ayuda de pinzas y se
mantuvieron 1-2 hs en solucién Barth’s (NaCl 88 mM; Ca(NOs), 0,33mM; CaCl, 0,41mM; KCI 1,0mM,;
MgS0,0,82mM; NaHCO; 2,4mM; HEPES 10mM; pH 7,4 ajustado con NaOH y gentamicina 1,0mg/ml).
Posteriormente, los I6bulos se trataron durante 4 horas con una solucion de colagenasa tipo 1
(Worthington Biochem Corp. Lakewood, NJ, USA) 400U/ml, disuelta en una solucién salina sin ca*
(NaCl 96mM, KCl 2mM, HEPES 5mM, MgCl, 5mM; pH 7,6) con agitacion lenta para remover la capa
folicular de los oocitos. El tratamiento enzimatico se detuvo mediante lavados repetidos con solucion
salina sin Ca®* y solucién Barth’s para eliminar los restos de colagenasa. Los oocitos se mantuvieron a
18°C en solucién Barth’s.

A continuacion, se seleccionaron bajo lupa oocitos de estadios maduros (estadios V y VI) de
acuerdo a su tamanfo y apariencia. Estas células presentan un patrén de pigmentacién particular: un
hemisferio es blanco o ligeramente amarillento (polo vegetal) y el otro hemisferio es marrén oscuro
(polo animal) (Figura M-2). Como criterio de viabilidad de los oocitos se tuvo en cuenta la
pigmentacién de los hemisferios, la turgencia de la membrana y la ausencia de lesiones. Los oocitos

seleccionados se mantuvieron a 18°C en solucién Barth’s en grupos de hasta 50 oocitos por vial.

Figura M-2. Oocitos de Xenopus laevis.
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iv) Inyeccion de los oocitos

Los oocitos seleccionados se inyectaron dentro de las 24 hs posteriores a su extraccién con el
ARNCc utilizando un microinyector automatico (Drummond Scientific Company, Broomall, PA, EE.UU.).
Las jeringas de inyeccidn 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, Japdn). Las
pipetas se llenaron con aceite mineral y en su extremo se cargaron con ~2uL de solucién de ARNc.
Una vez preparado el microinyector, se colocaron los oocitos en una caja de Petri de 35mm de
didmetro cuyo fondo posee una membrana de polietileno enrejada que limita su movimiento. La
cdmara se llené con solucién Barth’s y se colocaron lo oocitos previamente separados con la linea de
separacion entre los hemisferios (ecuador) hacia arriba. La inyecciéon se realizé a nivel del ecuador,
posicionando el microinyector con micromanipuladores y observando estas maniobras bajo lupa.
Cada oocito se inyectd con 50nl de solucidon de ARNc de p1 (0,1 a 1,0ng/nl) y luego se mantuvieron
en la incubadora a 18°C en solucién Barth’s. En todos los casos se mantuvieron oocitos sin inyectar
como controles. Los maximos niveles de expresion de los receptores homoméricos pl se lograron

aproximadamente a las 72 hs. de la inyeccidn.

B) Registro electrofisiologico de las corrientes idnicas mediadas por receptores
GABA,p1

Las corrientes idnicas mediadas por receptores GABA,p1 se evaluaron mediante la técnica de
fijacion de voltaje con dos microelectrodos (TEVC, two-electrode voltage clamp).

El “set up” de registro electrofisioldgico utilizado consta de: una lupa con aumento de 15 a
100X para la observacién de las célula y una cdmara de registro colocadas sobre una mesa anti-
vibratoria, un sistema de perfusion por gravedad de soluciones acoplado a una bomba de succién
con trampa de vacio, una fuente de luz con ldmpara halégena y fibra éptica, un amplificador,
electrodos de vidrio, un filtro de sefial pasabajo, un sistema de adquisicion y digitalizacién de sefiales
y una jaula de Faraday (dentro de la cual se coloca la mesa antivibratoria, parte del sistema de

perfusidn y el extremo de la fibra dptica que ilumina la preparacidn).
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i) Registro por la técnica de fijacion de voltaje con dos microelectrodos de los oocitos
de Xenopus laevis

Esta técnica permite evaluar la corriente idnica a través de los receptores expresados en la
totalidad de la superficie de membrana del oocito. A continuacion se describira el set up de registro
mediante la técnica de TEVC.

La célula se coloca en una camara de registro, construida a partir de una placa de acrilico en
la que se tallé una canaleta (volumen 100ul), que tiene en un extremo un orificio de entrada para el
sistema de perfusidn y en el otro, un capilar conectado al sistema de succién.

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 solucion 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 actiia como un electrodo de Ag/AgCl, que permite formar la cumpla redox con la
solucién de KCI, habilitando la continuidad eléctrica entre el amplificador y el microelectrodo de
registro. La resistencia del microelectrodo se controla a través del didmetro de la punta del capilar de
vidrio estirado. Se usaron microelectrodos con una resistencia entre 0,8 y 1,2MQ.

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 preparacion se llevé a tierra utilizando un alambre de
Ag/AgCl sumergido en la misma solucion salina que los oocitos, ubicado en un pocillo conectado a la
camara de registro mediante un puente de agar.

Los oocitos se colocaron en el interior de la camara, 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 solucién Ringer (NaCl 115mM;
KCI 2mM; CaCl, 1,8mM; HEPES 5mM, pH 7). Los valores normales de potencial de membrana (Vr)
estdn comprendidos entre -20 a -60 mV. No se trabajo 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 indicd, el registro de la actividad de los receptores evocada por
neurotransmisor se realizé mediante la técnica de fijacién 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 CI" es de alrededor -25 mV. El potencial al que se fijé las membranas de
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los oocitos (Vclamp) fue de -70 mV (salvo durante la confeccidn de curvas de la relacién corriente -
potencial). Esto determina una diferencia de potencial de alrededor de -55mV para CI'.
Las sefiales se adquirieron con un conversor analégico 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 realizaron a temperatura ambiente (= 22°C).

La Figura M-3 resume la metodologia para el registro de la actividad de los receptores

GABAp1.

Transcripcion in vitro

» T

ARNC )
ADNCc Vo~
e &
Yo '
Microinyeccion de Fijacion del voltaje con
oocitos con ARNc 2 microelectrodos

Obtencidn de oocitos de
Xenopus laevis

Figura M-3. Registro electrofisioldgico por la técnica de fijacion de voltaje con dos microelectrodos. Los
oocitos son extraidos quirirgicamente de ranas Xenopus laevis y microinyectados con ARNc obtenido por
transcripcion in vitro del ADNc. 72 hs después se registraron las corrientes mediadas por los receptores
expresados mediante la técnica de fijacion de voltaje con dos microelectrodos.

ii)  Cuantificacion del porcentaje de potenciacion
El porcentaje de potenciacion se calculé como [(I / lcontror).100 - 100], donde | indica la

amplitud de corriente evocada a una concentracion determinada de GABA en presencia del agente

modulatorio en estudio e lnirol, |2 respuesta en ausencia del modulador.
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A continuacidn se describiran y esquematizaran los principales protocolos ensayados durante

este trabajo.

Protocolo de aplicacion on top. Se aplica el agente en estudio cuando la respuesta del agonista

alcanza un maximo estable.

Agente X
GABA

Protocolo de co-aplicacidn. Consiste en la aplicacién conjunta del agonista y el agente en estudio
flanqueada por aplicaciones control del agonista. Cada aplicacion estad separada por lavados con

solucion Ringer.

Agente X
GABA

Protocolo de preincubacion. Se trata de un protocolo de co-aplicacién que introduce un paso de

preincubacion con el agente en estudio, previo a la aplicacion conjunta con el agonista.

Agente X
GABA

Protocolo de incubacion. Se realiza una incubacion con el agente en estudio antes de la aplicacion
del agonista. Puede incluir o no un paso de lavado intermedio, de acuerdo a las caracteristicas de los
agentes en estudio.

Agente X
GABA

En todos los casos, para medir la intensidad de corriente se sustrajo la corriente de base y se
midid la amplitud del pico cuando la respuesta alcanzaba un maximo estable. Este analisis off line se

realizé con el programa Clampfit 8.1.
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iii)  Curvas concentracion — respuesta (C-R)

Las curvas concentraciéon - respuesta se obtuvieron normalizando las amplitudes de las
respuestas obtenidas a las diferentes concentraciones de GABA a la respuesta madxima
correspondiente a GABA 30uM para cada oocito. Se graficaron las medias y los errores estandar de
las medias (SEM) de todos los oocitos ensayados. Los datos experimentales se ajustaron a la ecuacion
empirica de Hill: | / Inax = [A™ / (A™ + CEs,™")].100, donde | es la amplitud de la corriente producida
por el agonista a una concentracion A, |, es la amplitud de la corriente maxima producida por una
concentracién saturante del agonista, CEsg es la concentracidn de agonista que produce el 50% de la

respuesta maxima y nH es el coeficiente de Hill.

iv)  Curvas corriente — potencial (I-V)

El protocolo de estimulacion para obtener las curvas de corriente en funcién del potencial
(I-V) consistié en una rampa escalonada desde -120 a +40mV con una duracion de 2 seg., partiendo
de un potencial de sostén de -70mV. Las rampas se efectuaron durante la aplicacién 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 lineas de base del
oocito, obtenidas antes de la aplicacién de GABA y luego del lavado final, en la misma solucién de

registro.

v)  Drogas utilizadas

Las siguientes drogas y sales se adquirireron en Sigma-Aldrich (Argentina): acido y-amino
butirico (GABA), peréxido de hidrégeno (H,0,), ditiotreitol (DTT), N-etil maleimida (NEM),
deferoxamina (DFX), acido lipoico, xantina, xantina oxidasa, L-carnosina, L-carnitina, FeSO, NaCl,
CaCl,, KCl, MgS0O,4, NaHCOi;, HEPES, gentamicina. La colagenasa fue adquirida en Worthington
Biochem Corp. (Lakewood, NJ, USA). El 4'-Cl diazepam se comprd en Fluka (Buchs, Switzerland) y el
diazepam, flumazenil, Rol15-4513, alplazolam, triazolam, flunitrazepam y clonazepam fueron
generosamente donados por Hoffman-La Roche (Nutley, NJ, USA).

Todas las drogas se prepararon en el dia a partir de stocks concentrados en solucidn Ringer,
H,O o DMSO (en concentracién maxima de 1% para evitar alteraciones en las propiedades o

respuestas del oocito durante el tiempo de registro). La mayoria 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 concentracion de H,0, se controlé mediante titulacion espectrofotométrica a 240 nm.

Durante todos los experimentos se controlé de manera estricta el pH de las soluciones, en
tanto el receptor GABA,pl se modula por el pH extracelular (Rivera et al., 2000). El pH de cada

solucidn se ajusté a 7,0 con NaOH (1 6 5M).

vi)  Andlisis estadistico

Cuando se compararon soélo dos poblaciones de datos, la evaluacién estadistica se realizd
mediante el test t de Student de dos colas. Las comparaciones multiples 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 andlisis estadisticos 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 estandares de la media (SEM).
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PARTE 1

Modulacion de los receptores GABAap1
por especies reactivas del oxigeno
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Los principales resultados de esta seccion fueron publicados en:

An intracellular redox sensor for reactive oxygen species at the M3-M4 linker of GABAA p1
receptors. Beltran Gonzalez AN, Gasulla J, Calvo DJ. Br J Pharmacol. 2014 May;171(9):2291-9.
doi: 10.1111/bph.12581
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Resultados Parte 1

Modulacion de los receptores GABA,p1 por H,0,

Las ROS son moléculas quimicamente activas que incluyen al perdéxido de hidrégeno (H,0,), al
anién superéxido (0,") y al radical hidroxilo (OH"). Con el propdsito de determinar si las ROS
modulan la actividad de los receptores GABA,p1 se realizé un ensayo preliminar del efecto del H,0,
sobre las respuestas evocadas por GABA, usando distintos protocolos experimentales.

Para este ensayo preliminar se usé una concentracién de GABA 0,3uM, en tanto estudios
anteriores demuestran que los efectos moduladores sobre el receptor GABA,p1 son mayores a bajas
concentraciones de agonista (Calero & Calvo, 2008; Calero et al.,, 2011; Gasulla et al., 2012). Una
concentracion de GABA 0,3uM corresponde aproximadamente a la CEs de la curva C-R control y
generalmente permite obtener corrientes con aplitudes mayores a los 50nA, que no presentan
desensibilizacién y son estables por periodos prolongados de tiempo. Por otro lado, se eligié una
concentracion de H,0, 500uM en base a reportes previos de modulacion de receptores de
neurotransmisores y canales idnicos 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
fisiolégicas y patoldgicas, estimaciones de permeabilidad de H,0, a membrana (Choi et al., 2001;
Rice, 2011) y estudios del efecto del H,0, sobre canales endégenos de oocitos de Xenopus laevis
(Schlief & Heinemann, 1995; Kim & Jam, 2002).

La Figura 1A ilustra un trazo representativo de la corriente evocada por GABA 0,3uM. El H,0,
500uM se aplicd a través del bafio de perfusion cuando la respuesta del agonista alcanzaba el estado
estacionario (protocolo de aplicacidon on top, segin Materiales y Métodos). La presencia de H,0,
potencio significativamente la respuesta mediada por GABA 0,3uM. Como se observa en el registro,
el efecto del H,0, es reversible.

La Figura 1B ilustra un trazo representativo de la respuesta del receptor GABA,p1 durante la co-
aplicacion de GABA y H,0, (protocolo de co-aplicacidn, segiin Materiales y Métodos). Se observa
nuevamente una potenciacién significativa de las respuestas evocadas por GABA 0,3uM en presencia
de H,0, 500uM, de cardacter reversible. Los resultados son equivalentes a los obtenidos con el

protocolo de aplicacion on top.
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Figura 1. El H,0, potencia significativamente las respuestas evocadas por GABA en los receptores GABA,p;.
Trazos representativos de las respuestas a GABA 0,3uM en ausencia o presencia de H,0, 500uM. A. Protocolo
de aplicacion on top. El H,0, se aplica cuando la respuesta a GABA alcanza un maximo estable. B. Protocolo de
co-aplicacion. El agonista y el H,0, se aplican conjuntamente, flanquedndose la respuesta con lavados en
solucién 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
aplicacion de H,0, tiene un desarrollo mds lento que las respuestas control. Se evalud el efecto del
H,0, sobre la cinética de activaciéon y deactivacion de las respuestas GABA,pl en nuestras
condiciones experimentales mediante el calculo de las respectivas constantes cinéticas. Dada la
cinética del proceso, se pudo realizar este analisis a pesar de no contar con un sistema de perfusion
ultra-rapido. Los parametros de activacion de las respuestas control a GABA 0,3uM fueron los
siguientes: tact: 28,9 + 0,8 s y tdeact: 27,0 + 1,9 s (n=6) y en presencia de H,0, 500uM: tact: 55,8 +
7,5 s y tdeact: 32,2 + 2,1 s (n=6). El H,0, alterd significativamente la cinética de activacion de las
respuestas evocadas por GABA en los receptores GABAspl (p<0,05), sin afectar la cinética de
deactivacion (ns). La Figura 2 ilustra el curso temporal de las respuestas evocadas por GABA 0,3uM
en ausencia y presencia de H,0, 500uM, obtenidas en un experimento representativo de co-

aplicacion de GABA y H,0,, donde los datos se normalizaron a sus respectivos maximos estables.
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Figura 2. La presencia de H,0, modifica la cinética de activacion de las respuestas del receptor GABAp1.
Trazo representativo del curso temporal normalizado de las respuestas evocadas por GABA 0,3uM en ausencia
(Iinea negra) y presencia (linea gris) de H,0, 500uM. Cada trazo se normalizé a su respectivo maximo estable.

Estudios previos del laboratorio revelaron que varios moduladores redox del receptor
GABA,p1 (6xido nitrico, acido ascorbico y glutation) presentan efectos rapidos y mecanismos de
accion extracelulares (Calero and Calvo, 2008; Calero et al., 2011; Gasulla et al., 2012). Sin embargo,
la potenciaciéon de la actividad del receptor GABA,p1 por H,0, muestra un onset mucho mas lento
(Figura 1A). Considerando que el H,0, es un agente permeante (Desagher et al., 1997), la lentitud del
curso temporal de accidon observada en estos experimentos seria compatible con la ocurrencia de un
mecanismo de accidn intracelular, en donde el proceso de potenciacion de la respuesta GABA,p1 se
veria limitado por la velocidad de permeado del H,0, a través de la membrana plasmatica.

En paralelo al testeo con H,0,, se realizaron controles para confirmar que la potenciacion
observada se debiera efectivamente a un efecto del H,0, sobre los receptores GABA,pl. En primer
lugar, se aplicé H,0, a oocitos que no habian sido inyectados con el ARNc codificante de la subunidad
pl para descartar posibles efectos del H,0, sobre los canales enddgenos. La aplicacion de H,0,
(500uM, 1ImM y 2mM) durante 10 minutos no generd alteraciones en la corriente de base de los
oocitos, descartdndose por tanto una accién del H,O, sobre canales u otras macromoléculas
intrinsecas. Por otro lado, el andlisis de la relacion I-V de la corriente basal descarté una modificacién
en la permeabilidad de la membrana en presencia de H,0, (500 uM, 1mM y 2mM), en tanto el
potencial de reversion de la corriente de base no se vio alterado. Tampoco se modificé la linealidad
ni la pendiente de la curva I-V en presencia de H,0,.

Se efectuaron los mismos controles en oocitos inyectados con el ARNc codificante de la
subunidad p1 para descartar que el H,0, actle per se como agonista del receptor. La aplicacién de
H,0, 500uM, 1mM y 2mM no generd una alteracién de la linea de base ni una modificacién en las
respuestas |-V en relacién al control con solucién Ringer, corroborandose que el H,0, no actia como
agonista del receptor GABA,p1. En la Figura 3 se ilustran estos controles para una concentracion de

HzOz de 1mM.
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Figura 3. El H,0, no tiene efecto per se en oocitos que expresan el receptor GABA,p;. A. La aplicacién de H,0,
1mM durante 10 min no modifica la corriente de base de los oocitos. B. La relacidn I-V de la corriente de base
no se modifica en presencia de H,0, 1ImM.

Una vez confirmado que el H,0, actia como modulador de las respuestas GABAsp1l, se
caracterizé dicha modulacidn. En primer lugar se evalud si la potenciacion de las respuestas GABAAp;
en presencia de H,0, se modifica si se preincuba al oocito con H,0,. A tal fin, se ensayd un protocolo
de preincubacién con aplicaciones de H,0, de duracidn variable, previas a la aplicacion conjunta de
GABA y H,0, (protocolo de preincubacion, segun Materiales y Métodos). La Figura 4 ilustra el
porcentaje de potenciacién de las respuestas evocadas por GABA 0,3uM en presencia de H,0,
500uM luego de la preincubaciéon con H,0, 500uM durante el tiempo indicado. Los valores se

resumen en la Tabla 1.

Tiempo de preincubacion

con H,0, 500M (min) % Potenciacion N
0,0 78,8+ 3,5 24
0,5 93,9+6,1ns 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+12,9ns 3

Tabla 1. Porcentaje de potenciacion de las respuestas evocadas por GABA 0,3uM en presencia de H,0, 500uM,
luego de la preincubacion con H,0, 500uM durante el tiempo indicado. Se informa la media y el error estandar
de las respuestas obtenidas. ns no significativo.
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Figura 4. La preincubacion con H,0, no modifica significativamente la potenciacion de las corrientes

evocadas por GABA del receptor GABA,p;. Las barras representan el porcentaje de potenciacion inducida por
H,0, 500uM sobre las respuestas evocadas por GABA 0,3uM a distintos tiempos de preincubacion con H,0,

500uM.

Los resultados sugieren que la preincubacion con H,0, no modifica significativamente la
potenciacion de las corrientes. En adelante, los experimentos que involucren la aplicacién de H,0,
contemplan protocolos de aplicacidn on top o co-aplicacidn, sin preincubaciones.

Para evaluar si la modulacion por H,0, depende de la concentracion de agonista aplicada para
evocar las respuestas GABA,p1, se repitieron los protocolos de aplicacidon on top y de co-aplicacién
de H,0, 500uM con una concentracidon de GABA de 1uM (Figura 5). La potenciacién por H,0, de las
respuestas evocadas por GABA 1uM resulté menor que la de respuestas evocadas por GABA 0,3uM,

sugiriendo que la potenciacién de las respuestas GABA,p1 por H,0, depende de la concentracién de

agonista.
A B
— H202 500uM
GABA 1uM
:
& g
120s 120s

Figura 5. El efecto del H,0, sobre las respuestas GABA,p, depende de la concentracion de agonista. Trazos
representativos de las respuestas evocadas por GABA 1uM en ausencia o presencia de H,0, 500uM. A.

Protocolo de aplicacion on top. B. Protocolo de co-aplicacion.
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La Figura 6 ilustra el porcentaje de potenciacidn inducido por H,0, 500uM en funcién de la
concentraciéon de GABA. Los valores se listan en la Tabla 2. Los resultados evidencian que la
potenciacion de las respuestas disminuye marcadamente a medida que aumenta la concentracién de

agonista. Este comportamiento es similar al observado previamente para otros moduladores redox

(Calero & Calvo, 2008).

[GABA] (uM) % Potenciacion N
0,3 73,6 £3,0 ** 30
0,7 29,6 £5,6 * 5
1,0 145+19* 6
3,0 56+1,1* 5
10,0 2,2+0,8ns 4
30,0 1,3+0,8 ns 5

Tabla 2. Porcentaje de potenciacion de las respuestas GABA,p; por H,0, 500uM en funcidén de la
concentracion de agonista. Se informa la media y el error estandar de las respuestas obtenidas. ** p < 0,001; *

p < 0,01; ns no significativo.
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Figura 6. Porcentaje de potenciacion de las respuestas GABAp, por H,0, en funcion de la concentracion de
agonista. Los datos graficados muestran el porcentaje de cambio de la respuesta control evocada por
concentraciones crecientes de agonista en presencia de H,0, 500uM. Noétese que la potenciacién de las
respuestas GABA,p1 es significativamente mayor a bajas concentraciones de GABA. Cada punto representa la

media y el error estandar de las respuestas obtenidas.

60



Resultados Parte 1

Con el fin de caracterizar la naturaleza de la potenciacién de las respuestas GABA,pl en
presencia de H,0,, se construyeron curvas C-R para GABA en presencia y ausencia de H,0, 500uM.
Como se ilustra en la Figura 7, la curva de C-R para GABA sufre un desplazamiento hacia la izquierda
en presencia de H,0, 500uM, sin modificacion significativa de las corrientes maximas o nH (CEsogaga =
0,76 + 0,03 pM, nH = 2,4 £ 0,3, n = 6; CEspgapa + H202 = 0,64 £ 0,03 uM, nH = 2,5 + 0,4, n = 6; p< 0,005).
Esto sugiere que la afinidad aparente de los receptores GABA,pl aumenta en presencia de H,0,, sin

alterarse la probabilidad de apertura del canal.
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Figura 7. El H,0, modifica la afinidad aparente de los receptores GABA,p,;. Curva C-R para GABA en ausencia
(@) y presencia (=) de H,0, 500uM. Las amplitudes de las respuestas estan normalizadas a la corriente maxima
evocada por aplicacién de GABA 30uM (respuesta maxima). Cada punto representa la media y el error

estandar de las respuestas obtenidas.

A continuacidn se evalud si el grado de potenciacién de las respuestas GABA,pl en presencia
de H,0, es dosis dependiente. Se realizaron protocolos de co-aplicacién con GABA 0,3uM y H,0, en
concentraciones variables. La Figura 8 muestra trazos representativos para H,0, 100uM, 200uM,
500uM y 1mM. El grado de potenciacion respecto de la respuesta control aumenté conforme se
incrementd la concentracion de H,0,. Los resultados sugieren que el efecto del H,0, sobre las

respuestas GABA,p; depende marcadamente de la concentracién del agente redox.
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Figura 8. El efecto potenciador del H,0, sobre las respuestas GABA,p, depende de la concentracion del
agente redox. Trazos representativos de respuestas evocadas por GABA 0,3uM durante la co-aplicacién de
H,0, 100uM (A), 200uM (B), 500uM (C) y ImM (D). Las respuestas son flanqueadas por aplicaciones control de
agonista. Notese que la potenciacidn de las respuestas evocadas por GABA 0,3uM aumenta a medida que se
incrementa la concentracion de H,0,.

La Figura 9 representa el porcentaje de potenciacién de las respuestas evocadas por GABA
0,3uM en presencia de concentraciones crecientes de H,0,. Los valores de potenciacién se
normalizaron a la amplitud de la respuesta control con GABA 0,3uM. Los resultados se listan en la
Tabla 3. No se pudo llegar a una concentracién saturante dado que altas concentraciones el H,0,
resultan tdxicas para la célula y dafia las membranas. Esto aumenta la corriente de leak y dificulta la

fijacién del voltaje de membrana.
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[H,0,] (uM) % Potenciacion N
50 12,8+2,7* 4

250 38,3 +4,0 ** 8
500 70,0 £ 3,0 ** 8
700 86,3 12,9 ** 5
1000 119,3+2,8 ** 5
2000 158,0 £ 11,2 ** 5

Tabla 3. Porcentaje de potenciacion de las respuestas evocadas por GABA 0,3uM en funcion de la
concentracion de H,0,. Se informa |la media y el error estandar de las respuestas obtenidas. * p < 0,05; ** p <
0,001.
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Figura 9. Porcentaje de potenciacion de las respuestas GABA,p, en funcion de la concentracion de H,0,.
Respuestas evocadas por GABA 0,3uM en presencia de concentraciones crecientes de H,0,. Los valores de
potenciacion se normalizaron a la amplitud de la respuesta control de GABA. Cada punto representa la media y

el error estandar de las respuestas obtenidas.

Por ultimo, se analizaron las relaciones I-V en presencia o ausencia de H,0,. La Figura 10 ilustra
trazos representativos de las relaciones |-V para las corrientes evocadas por GABA 0,3uM en
presencia o ausencia de H,0, 500uM (A) o 2mM (B). En presencia de H,0, se observa un aumento de
la pendiente sin alteracidon de la linealidad de la curva o el potencial de reversidon (entre -120 a
+40mV). Por lo tanto, los efectos del H,0, resultan independientes del potencial de membrana y no
se deben a una variacién de los niveles intracelulares de CI (por ejemplo, debido a una alteracién a

nivel de la membrana celular).

63



Resultados Parte 1

o GABA 0,3uM 600 . e GABA 0,3uM so00d

" + H202 500uM - ) v " + H202 2mM .,-::"'A:J

-125 100  -75
] L] Ll

425 100 -75 50 50 P
r r r v J -500+
” Vm (mV)
-2004 P -1000-
.a".::’

b00d = ) _
J < 5 15004 3
£ g
-6004 — -2000d —

Figura 10. El H,0, modifica las relaciones |-V de los receptores GABAp,. Trazos representativos de las
relaciones |-V para los receptores GABA,p;. Corrientes evocadas por GABA 0,3uM en ausencia (®) y presencia
(m) de H,0, 500uM (A) y 2mM (B). Los efectos del H,0, son independientes del voltaje y el potencial de
reversion de las corrientes de GABA no se vio modificado en ningun caso.

La potenciacion de la actividad de los receptores GABA,p1 en presencia de H,0, es

mediada por un residuo de cisteina intracelular

Varios canales idnicos sensibles a modulacién redox pueden ser modificados quimicamente a
través de la oxidacién o reduccidon de residuos de cisteina. Estudios previos del laboratorio
demostraron que agentes reductores y oxidantes de tioles actian como moduladores de la funcién
del receptor GABA,p1 (Calero & Calvo, 2008; Calero et al., 2011). El efecto reversible del H,0, sobre
las respuestas GABA,pl es consistente con una accién modulatoria directa sobre el receptor y los
grupos tioles de la subunidad p1 son los candidatos mas reactivos a ser oxidados por el H,0,. Cada
subunidad p1 contiene solo tres residuos de cisteina: dos extracelulares localizados en el dominio N-
terminal que forman el Cys-loop caracteristico (C177 y C191) de los receptores GABA,pl y uno
intracelular (C364), localizado en el bucle TM3-TM4 (Zhang et al., 2001).

MLAVPNMREGIFLLWWGWVLATESRMHWPGREVHEMSKKGRPOQRORREVHEDAHKQVSPI

LRRSPDITKSPLTKSEQLLRIDDHDFSMRPGFGGPAIPVGVDVQVESLDSISEVDMDETM
TLYLRHYWKDERLSEFPSTNNLSMTEFDGRLVKKIWVPDMEFFVHSKRSEFIHDTTTDNVMLRV
QPDGKVLYSLRVTVTAM:BMDFSRFPLDTQ‘:}LEIESYAYTEDDLMLYWKKGNDSLKTD
ERISLSQFLIQEFHTTTKLAFYSSTGWYNRLYINFTLRRHIFFFLLOTYFPATLMVMLSW
VSEWIDRRAVPARVPLGITTVLTMSTIITGVNASMPRVSYIKAVDIYLWVSEVEVELSVL

EY2VNYLTTVOERKEQKLREKLHC) SGLPPPRIAMLDGNY SOGEVNDLDNYMPENGEKP
DRNMVO RS RS SEORKSORSSYVSHREDTARTDR /SR 1 1FPAAY [LENLIYHSLES
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Figura 11. Secuencia aminoacidica de la subunidad GABA,p1. Cada subunidad p1l contiene tres residuos de
cisteina: dos extracelulares localizados en el dominio N-terminal que forman el Cys-loop caracteristico (C177 y
C191) y uno intracelular (C364), localizado en el bucle TM3-TM4. Se remarcan los tres residuos de cisteina y se
indica el péptido sefial 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 cisteina estan
involucrados en la modulacién de los receptores GABA,p1l en presencia de H,0,. Teniendo en cuenta
reportes previos que sugieren que los residuos de cisteina de los receptores GABA,p1 se encuentran
en un estado de equilibrio entre su forma oxidada y reducida que estaria desplazado hacia la forma
oxidada (Calero et al., 2008) y que, de acuerdo a los potenciales de reduccién en las condiciones
experimentales, los grupos sulfhidrilos se oxidarian en presencia de H,0,, se expuso al receptor
GABA,p1 a un agente reductor de cisteinas y se evalud posteriormente la potenciacidn resultante en
presencia de H,0,. A tal fin se usé ditiotrietol (DTT), un agente permeable a membrana que reduce
reversiblemente grupos tioles (Lauriault & O'Brien, 1991). Lugo de hacer los controles
correspondientes, se preincubd con DTT 2mM durante 120s para reducir las cisteinas del receptor y
se estudié el efecto de H,0, 500uM sobre las respuestas evocadas por GABA 0,3uM. La
preincubacion con DTT incrementd los efectos potenciadores del H,0, descriptos en la seccidon
anterior (% Peontrol = 72,3 £ 5,5 %; %Pprr omm = 129,2 £ 17,5 %; n = 6; p < 0,03) (Figura 12). Estos
resultados sugieren que el H,0, modula la funcion del receptor GABA,p1 mediante la interaccion con

una o mas cisteinas.
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Figura 12. La pre-incubacion con DTT aumenta la potenciacion de las respuestas GABA,pl en presencia de

H,0,. Porcentaje de potenciacion de las respuestas evocadas por GABA 0,3uM en presencia de H,0, 500uM,
previa pre-incubacién con DTT 2mM durante 120s (n=6; p<0,03).
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Para confirmar la participacion de cisteinas en la modulacion por H,0,, se estudié el efecto del
H,0, sobre las respuestas GABA,pl en presencia de un agente que modifica irreversiblemente
grupos tioles de cisteinas. La N-etil maleimida (NEM) es un agente alquilante irreversible permeante
a membrana, que forma enlaces covalentes selectivamente con grupos sulfhidrilos libres,
previniendo cualquier reacciéon quimica a futuro en esos sitios (a pH 7) (Means & Feeney, 1971;
Susankova et al.,, 2006). Dada la estabilidad y reproducibilidad de la reaccién, el NEM fue
extensamente utilizado para caracterizar la modulacién por agentes redox mediada por cisteinas 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 heterdlogos (Chu et al., 2006; Calero et
al., 2011). Segun mostraron estudios previos del laboratorio, altas concentraciones de NEM resultan
toéxicas para el oocito y desestabilizan la linea de base. Por tal motivo, la concentracion de NEM
empleada se mantuvo lo mas baja posible y los periodos de incubacién se mantuvieron cortos para
evitar efectos inespecificos (Calero et al., 2011). Se realizé una pre-incubacién con NEM 30uM
durante 30s para alquilar los grupos tioles de cisteinas del receptor y se estudié el efecto del H,0,
500uM sobre las respuestas evocadas por GABA 0,3uM en un contexto de cisteinas alquiladas
irreversiblemente. Como se observa en la Figura 13, el pre-tratamiento con NEM previno

completamente el efecto potenciador del H,0, sobre las respuestas GABA,p1.

H202 500pM
_— NEM 30uM
— — — —  GABA 0,3uM

50nA

L_

120s

Figura 13. El pre-tratamiento con NEM previene la potenciacion de las respuestas GABA,p1 en presencia de
H,0,. Trazo representativo de las respuestas evocadas por GABA 0,3uM en presencia de H,0, 500uM, previa
pre-incubacién con NEM 30uM durante 120s.

Los porcentajes de potenciacion fueron: Peontrol = 68,1 £ 5,1 %; %Pnemzom= 2,9 3,2 %; n = §;
p < 0,0001 (Figura 14). Los resultados permiten confirmar entonces la participacién de una o mas

cisteinas en la modulacion de las respuestas GABA,p1 en presencia de H,0,.
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Figura 14. La potenciacion de las respuestas GABA,p1 en presencia de H,0, involucra residuos sulfhidrilos.
Porcentaje de potenciacion de las respuestas evocadas por GABA 0,3uM en presencia de H,0, 500uM, luego
del pre-tratamiento con NEM 30uM por 120s (n = 8; p < 0,0001).

Los experimentos de modificacién quimica de cisteinas son concluyentes en cuanto a la
participacion de estos residuos en el mecanismo de accién del H,0,. Sin embargo, no permiten
identificar cual o cuales son los residuos de cisteina involucrados en la modulacidn. A tal efecto, debe
realizarse mutaciones sitio-dirigidas de los residuos aminoacidicos de interés. Como se menciond
anteriormente, cada subunidad pl contiene solo tres residuos de cisteinas. Esta particularidad
convierte al receptor GABA,pl en un modelo ideal para el estudio de modulaciones en las que
intervienen modificaciones de cisteinas. La mutacién de las cisteinas del Cys-loop del receptor
GABA,pl no rinden receptores funcionales (Amin et al., 1994; Sedelnikova et al.,, 2005).
Consecuentemente, se estudié el rol de la C364 en la modulacién de las respuestas mediadas por los
receptores GABA,p1 en presencia de H,0,. A tal fin se reemplazé C364 por un residuo de alanina, un
aminodcido pequefio y neutro, insensible a modulaciéon redox.

Antes de estudiar la implicancia de la sustitucion C364A sobre la modulacién, se realizé una
breve caracterizacidn de los receptores mutantes obtenidos. Los receptores GABAay1c3s1a €Xpresados
en oocitos de Xenopus laevis resultaron funcionales. La Figura 15A ilustra trazos representativos para
los receptores GABAsplcassn €vocados a distintas concentraciones de GABA. Como puede observarse,
las corrientes presentaron caracteristicas similares a las del receptor wild type, tanto en su cinética
de activacion como de deactivacion. Las respuestas evocadas por los receptores GABAplcagan NO
presentaron desensibilizacién y exhiben un perfil farmacolégico similar. La Figura 15B ilustra la curva
C-R para el receptor mutante y wild type. Los pardmetros obtenidos fueron: CEsg gapaapicseas = 0,52
0,03uM, n = 7; CEsp gapaspiwt = 0,70 £ 0,04pM, n = 6, p < 0,0004). Si bien la sustitucion C364A generd un
desplazamiento significativo de las curvas C-R, tanto el CEsq como el rango de concentraciones de

GABA que activan al receptor se mantienen en el mismo orden de magnitud. En consecuencia, se

67



Resultados Parte 1

empled el receptor GABAAplcssan para evaluar el efecto de la C364 sobre la modulacion observada en

los receptores GABA,p1 en presencia de H,0,.

0,1 100 4
80 -

60 4
o p1 wt
p1 C364A

40 4

% Respuesta

20

10 10° 10°
[GABA] (M)

60s

Figura 15. Caracterizacion de los receptores mutantes GABA plcsgaa. A. Trazos representativos evocados por
GABA concentraciones crecientes de GABA. B. Curvas C-R para los receptores wild type (®) y mutantes (m). Las
amplitudes de las respuestas se expresan normalizadas a la corriente maxima evocada por la aplicacion de
GABA 30uM para cada uno de los receptores. Cada punto representa la media y el error estandar de las
respuestas obtenidas.

En claro contraste con los receptores de GABAspl wild type, los receptores GABAayicasan
resultaron insensibles a la aplicacion de H,0, (Figura 16A). La potenciacion de las respuestas
evocadas por GABA 0,3uM en presencia de H,O0, 500puM resulté: % Poapanpicssan = 1,1 £ 0,9 vs. %
Psasaspiwt = 72,3+ 9,3; n = 5; p <0,0001 (Figura 16B).
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Figura 16. Las respuestas GABA,;1c364n resultan insensibles a H,0,. A. Trazo representativo de la respuesta
evocada por GABA 0,3uM en presencia de H,0, 500uM para el receptor mutante GABAayic362a. B. Gréfico de
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barras que representa el porcentaje de potenciacion de las corrientes evocadas por GABA 0,3uM en presencia
de H,0, 500pM para receptores wild type y GABAp1c3eaa (N =5; p < 0,0001).

Dado que la potenciacién por H,0, observada en receptores wild type podria deberse al
entorno polar conferido por la C364 y que el receptor GABAp1c364a Mostré cambios en la afinidad a
GABA cuando se lo comparé al receptor wild type, se realizé una mutacién mas conservadora y se
sustituyo la cisteina por serina, un aminoacido de polaridad y tamafio similar.

En primer lugar se caracterizé la respuesta del receptor mutante GABAayic3ess. El receptor
mutante GABAy1c364s €XPresado en oocitos mostrd una respuesta tipica a GABA, tanto por su cinética
como por su perfil farmacoldgico. La Figura 17A ilustra trazos representativos para el receptor
GABA,plcssss €VOCcados a distintas concentraciones de GABA. La Figura 17B ilustra la curva C-R para el
receptor mutante y wild type. El valor de CEsy obtenido para el receptor mutante no resulté

significativamente distinto al CEso del receptor wild type (ECso gapaapicssss = 0,69 + 0,04uM, n = 14;

CEso casanp1wt = 0,71 + 0,04uM; n = 7; ns).
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Figura 17. Caracterizacion de los receptores mutantes GABApc3sss- A. Trazos representativos evocados por
GABA concentraciones crecientes de GABA. B. Curvas C-R para los receptores wild type (®) y mutantes (m). Las
amplitudes de las respuestas se expresan normalizadas a la corriente maxima evocada por la aplicacion de
GABA 30uM para cada uno de los receptores. Cada punto representa la media y el error estandar de las
respuestas obtenidas.

Una vez caracterizado el receptor GABAayic3sas Se evalud el efecto del H,0,. El H,0, 500uM
también fall6 en potenciar las respuestas mediadas por el receptor GABAapic3sas (Figura 18A). La
potenciacion de las respuestas evocadas por GABA 0,3uM en presencia de H,0, 500uM resulté: % P

GABAApP1C364S = 2,5 + 1,9 vs. % P GABAAplwt = 72,6 + 6,2, n= 8,' p< 0,0001 (Figura 183)
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Figura 18. Las respuestas GABA,;;c3645 Fesultan insensibles a H,0,. A. Trazo representativo de la respuesta
evocada por GABA 0,3uM en presencia de H,0, 500uM para el receptor mutante GABAa,ic3ess. Grafico de
barras que representa el porcentaje de potenciacion de las corrientes evocadas por GABA 0,3uM en presencia
de H,0, 500uM para receptores wild type y GABApy1c3ess (N = 8; p < 0,0001).

Para analizar si la insensibilidad del receptor GABAap1csess @ H,O0, depende de la concentracién
de GABA, se realizaron curvas C-R para GABA en ausencia y presencia de H,0, (Figura 19). El H,0,
500uM no generd desplazamiento de la curva C-R del receptor GABAagic3sas (CEso Gapanpicasas = 0,71 *
0,02 UM, nH = 2,6 * 0,2; CEsp casanpicasasstzoz = 0,67 * 0,02uM, nH = 2,7 + 0,3; n = 5; ns). Estos
resultados sugieren que el receptor GABAp,1c364s €5 insensible al H,0, en todo el rango dinamico de

activacidn por GABA.
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Figura 19. La mutacion C364S en la subunidad p1 previene la modificacion de la afinidad aparente de los
receptores en presencia de H,0,. Curva C-R para GABA para el receptor GABAapic3ean €N ausencia (e) o
presencia (=) de H,0, 500uM. Las amplitudes de las respuestas estdn normalizadas a la corriente maxima
evocada por aplicacion de GABA 30uM (respuesta maxima). Cada punto representa la media y el error estandar

de las respuestas obtenidas.
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En tanto la sustitucion de la C364 previene por completo la potenciaciéon observada en
presencia de H,0, en los receptores wild type, se concluye que la cisteina intracelular de la subunidad

p1 actia como blanco de accion especifico de esta modulacion.

El radical hidroxilo esta involucrado en la potenciacion de la funcion de los

receptores GABAp1 por H,0,.

A pesar de haber identificado el residuo de cisteina responsable de la modulacién del receptor
GABA,p1 en presencia de H,0,, restaba todavia analizar si el H,0, tiene un efecto directo o indirecto
sobre la C364. En presencia de trazas de hierro el H,0, podria descomponerse en radical hidroxilo a
través de la reaccion de Fenton (Cohen, 1994). De ocurrir esto, los radicales libres del oxigeno
podrian interactuar con la C364 y ser responsables de la modulacion de las respuestas evocadas por
GABA en presencia de H,0,.

Para evaluar la participacion de radicales libres del oxigeno derivados del H,O, en la
modulacién descripta se realizaron experimentos en presencia de acido lipoico, un scavenger de
radicales libres permeante a través de membrana. En primer lugar, se realizaron los controles
correspondientes para verificar que el acido lipoico pudiera usarse como scavenger. El acido lipoico
no generd modificaciones de la linea de base de oocitos sin inyectar, no alterd la linea de base de
oocitos inyectados con ARNc codificante de la subunidad p1 cuando se lo aplicé en ausencia de GABA
ni tampoco modificd las corrientes evocadas por GABA 0,3uM en los receptores GABA,pl. Estos
controles reflejan que el acido lipoico no tiene efecto per se sobre los canales enddgenos del oocito
ni tampoco actia como agonista o modulador del receptor GABA,p1, de modo que puede usarse
como scavenger de radicales libre sin generar artefactos.

La co-aplicacién de acido lipoico 200uM y H,0, 500uM sobre respuestas evocadas por GABA
0,3uM generd una disminucion significativa de la potenciacién por H,0, antes descripta (%P ontroi=
82,1 + 7,3, n = 9; %Pjpoico= 30,5 £ 5,6, n = 6; p<0,001) (Figura 20A). Los resultados sugieren que
radicales libres del oxigeno formados a partir del H,0, participan en la modulacién del receptor
GABAp1.

Para confirmar la participacién de radicales libres del oxigeno en la potenciacion por H,0, se
realizaron experimentos adicionales con deferoxamina (DFX), un quelante especifico de hierro
permeable a membrana plasmatica que inhibe la reaccion de Fenton. Se realizaron los mismos
controles realizados para el acido lipoico y se confirmdé que la DFX no tiene efecto per se, como

agonista o como modulador de los receptores GABAApl. La co-aplicacién de DFX 100uM y H,0,
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500uM sobre respuestas evocadas por GABA 0,3uM disminuyd significativamente la potenciacién
por H,0, descripta anteriormente (%Ponro= 68,7 £ 10,9, n = 3; %Ppex= 32,2 = 7,4, n= 6; p<0,002)
(Figura 20 B). Estos resultados sostienen la participacion de radicales del oxigeno en la potenciacion

de las respuestas evocadas por GABA en los receptores GABA,pl en presencia de H,0,,
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Figura 20. La co-aplicacién de acido lipoico y deferoxamina disminuye significativamente el porcentaje de
potenciacion de las respuestas GABA,pl en presencia de H,0,. Las barras representan el porcentaje de
potenciacion de las corrientes evocadas por GABA 0,3uM en presencia de H,0, 500uM durante la co-aplicacidn
de acido lipoico 200uM (n=6, p<0,001) (A) o DFX 100uM (n=6, p<0,002) (B).

Con el propdsito de prevenir la potenciacion de las respuestas GABApl en presencia de H,0,
se repitieron los experimentos de co-aplicacidon con acido lipoico aumentando progresivamente la
concentracion del scavenger. La Figura 21 muestra que conforme aumenta la concentracién de acido
lipoico disminuye la potenciacién en presencia de H,0, hasta concentraciones de 400uM, valor a
partir del cual el porcentaje de potenciacion parece estabilizarse (%P ontrol = 82,7 £ 6,5, n = 12; %Pjipoico
100um= 57,1 £5,8 %, n = 4, n5; %Pyipoico 200 = 30,5 £ 5,6%, n = 6, p<0,001; %P ipoico 400,m = 18,9 = 7,8 %, n
=5, p<0,0001; %Pipoico 1mm = 18,7 % 3,8%, n = 4, p<0,0001). Concentraciones de &cido lipoico de 1ImM
no previnieron la potenciacién en presencia de H,0,. No se pudieron ensayar concentraciones

mayores de acido lipoico por las dificultades encontradas para lograr su disolucién.
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Figura 21. La co-aplicacion de acido lipoico disminuye significativamente el porcentaje de potenciacion de las
respuestas del receptor GABA,p1 en presencia de H,0,. Las barras representan el porcentaje de potenciacion
de las corrientes evocadas por GABA 0,3uM en presencia de H,0, 500uM durante la co-aplicacion de acido
lipoico en concentraciones crecientes (100uM, 200uM, 400uM y 1ImM) *p<0,01, ***p<0,0001.

Para confirmar la participacion de radicales libres del oxigeno se realizaron experimentos de
preincubacidon con Fe,SO,4 con el fin de amplificar la reaccién de Fenton y asi aumentar la
concentraciéon de radicales hidroxilo. La membrana plasmatica de los oocitos contiene
transportadores de hierro (Nomizu et al., 1993) de modo que el Fe** ingresaria al interior celular. Se
hicieron los mismos controles realizados para el acido lipoico y deferoxamina, confirmandose que el
Fe,SO,; no tiene efecto per se, como agonista o como modulador de los receptores GABA,pl. La
preincubacion con Fe,SO, 100uM durante 2 minutos seguida de la co-aplicacién de GABA 0,3uM y
H,0, 500uM generd un aumento significativo de la potenciacién por H,0, previamente descripta
(%Pcontrol = 71,3 £ 4,1 n = 6; %Prersos = 104,4 + 8,1 n = 6; p<0,005) (Figura 22). Dicha potenciacién
resultd reversible. Los resultados estdn en concordancia con los obtenidos en presencia de acido

lipoico y DFX.
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Figura 22. La pre-incubacion con Fe,SO, potencia significativamente el porcentaje de potenciacion por H,0,
de las respuestas del receptor GABA,pl. A. Trazo representativo de la respuesta evocada por GABA 0,3uM en
presencia de H,0, 500uM previa pre-incubacion con Fe,SO, 100uM durante 2 minutos. B. Grafico de barras
que representan el porcentaje de potenciacion por H,0, 500uM de las corrientes evocadas por GABA 0,3uM en
presencia y ausencia de pre-incubacion con Fe,SO, 100uM durante 2 minutos (n=6, p<0,005).

Mediante los experimentos descriptos en esta seccién se confirma que el H,0, actua
indirectamente sobre la C364 a través de la formacién de radicales libres del oxigeno. Sin embargo
no se puede descartar un efecto directo sobre el receptor en tanto no se pudo prevenir
completamente la potenciacidn de las respuestas GABA,pl en presencia de H,0; en las condiciones

ensayadas.

Screening de agentes redox enddgenos con posibles efectos modulatorios sobre los

receptores GABA,p1

A los largo de los ultimos afios se demostré que el receptor GABAAp1 es modulado por GSH,
acido ascérbico, éxido nitrico y ROS (Calero & Calvo, 2008; Calero et al., 2011; Gasulla et al., 2012;
Beltran et al., 2014). En un intento por profundizar el andlisis de la modulacién redox del receptor
GABA,p1, se realizé un screening de agentes redox enddgenos fisioldgicamente relevantes. Teniendo
en cuenta reportes previos que indican que los compuestos L-carnitina, L-carnosina, acido lipoico y L-
cisteina tienen efectos neuromodulatorios (Karlsen & Pedersen &, 1980; Janiri & Tempesta, 1983;
Tang & Aizenman, 1993; Todorovic et al., 2001), se procedié a evaluar su accion sobre las respuestas
GABA,pl. Se tested el efecto de L-carnitina 1mM, L-carnosina 1mM y acido lipoico 200uM sobre
respuestas GABA 0,3uM vy el efecto de L-cisteina 200uM sobre respuestas GABA 1uM mediante

protocolos on top.
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No se observaron efectos modulatorios significativos para L-carnitina 1ImM (13,2 £ 12,2%, n =
4, ns), L-carnosina 1mM (-5,8 + 3,4%, n = 4, ns) ni acido lipoico 200uM (-1,7 + 3,2%, n = 9, ns). Cabe
mencionar que el hecho de que el acido lipoico no modifique las respuestas GABA,p1 permitid su uso
como scavenger de radicales libres durante el estudio de la modulacion de los receptores GABA,pl
por ROS.

Por su parte, la L-cisteina 200uM inhibié de forma reversible las respuestas GABA,p1 evocadas
a GABA 1uM (-71,4 + 3,2%, n = 9, p<0,0001) (Figura 23). Actualmente se encuentra bajo estudio la

caracterizacion del efecto modulatorio de L-cisteina y la descripcién del mecanismo de accién.

— 200uM L-cisteina
1uM GABA

100nA

60s

Figura 23. La L-cisteina inhibe significativamente las respuestas evocadas por GABA en los receptores
GABA,p;. Trazos representativos de las respuestas a GABA 1uM en ausencia o presencia de L-cisteina 200uM.
Protocolo de aplicacion on top. La L-cisteina se aplica cuando la respuesta a GABA alcanza un maximo estable.
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Los resultados aqui descriptos constituyen la primera demostracion de la existencia de un
posible sensor redox intracelular en un receptor ionotrépico de GABA. Se mostrd que la funcién del
receptor homomeérico GABA,p1 puede ser potenciada por ROS y se identificd al residuo intracelular
C364, localizado en el linker citoplasmdtico TM3-TM4 en la subunidad p1, como el blanco de las
acciones de las ROS.

Los receptores GABA,pl pueden considerarse un modelo simple para estudiar la sensibilidad
de los receptores ionotdpicos de GABA a las ROS por diversos motivos. En primer lugar, tienen un rol
clave en la inhibicion sindptica en retina, el tejido con mayor consumo de oxigeno en el cuerpo -con
niveles 50% superiores a los del cerebro o rifiones- y que produce en consecuencia altos niveles de
ROS (Rattner & Nathans, 2006; Brennan & Kantorow, 2009; Loh et al., 2009). Por otro lado, el
receptor homomérico p presenta una menor complejidad estructural en relacion a los receptores
clasicos GABA,afy. La subunidad pl contiene sélo dos sitios moleculares con residuos de cisteina
potencialmente reactivos (el Cys-loop extracelular y la Unica cisteina intracelular C364), a diferencia
de otras subunidades de receptores GABA, que exhiben multiples residuos de cisteina extra e
intracelulares como potenciales target de modulacidon por ROS (Sedelnikova et al., 2005; Lo et al.,

2008).

Mecanismos que subyacen a la potenciacion de receptores GABA,p1 por ROS

Hasta el momento la sensibilidad de los receptores GABA,pl a ROS se desconocia, pero
estudios previos indicaban que las ROS son capaces de modular la neurotransmisién GABAergica,
presumiblemente a través de mecanismos presinapticos y postsinapticos (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 exposicién de rodajas de hipocampo a H,0,
alteraba las caracteristicas de binding del receptor GABA, e incrementaba la entrada de ClI" mediada
por el receptor GABA, en células piramidales CA1 (Sah and Schwartz-Bloom, 1999; Sah et al., 2002).
Estos resultados no permiten determinar si los efectos postsinapticos de ROS sobre la sinapsis
GABAérgicas se deben a una accién directa sobre sitios sensibles a modulacién redox en receptores
GABA 0 a una accién indirecta via peroxidacion de la membrana lipidica localizada en las cercanias
del canal de CI" (Sah et al., 2002). En este trabajo demostramos que las ROS son capaces de inducir
cambios funcionales en los receptores GABA,pl y presentamos evidencia experimental que indica
que la actividad de los receptores GABA,p1 puede ser modulada directamente por ROS. De hecho,
este trabajo constituye la primera evidencia de modulacién directa de un receptor GABAérgico por

ROS.
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La potenciaciéon de receptores GABA,pl por H,0, resultd reversible, dependiente de la
concentracién de H,0,, independiente del voltaje de membrana y fuertemente dependiente de la
concentraciéon de GABA. Los efectos del H,0, se previnieron parcialmente en presencia de acido
lipoico (scavenger de radicales libres) o DFX (inhibidor de la reaccién de Fenton). En contraste, la
potenciacion de los receptores GABAAp1 por H,0, se incrementd al amplificar la reaccidon de Fenton
usando sulfato de hierro (ll). Estos datos sugieren que el H,0, puede actuar de manera indirecta
como un precursor para la generacién 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 H,0, se exhiben a través de la formacion de radicales libres del oxigeno
(Avshalumov et al.,, 2000; Sah et al.,, 2002; Safiulina et al., 2006). Sin embargo, la potenciacién
inducida por H,0, en los receptores GABAApl persiste en presencia de acido lipoico y DFX.
Concentraciones crecientes de acido lipoico no previnieron completamente el efecto potenciador
observado, de manera que no puede descartarse que el H,0,también actle de manera directa sobre
el receptor, sin involucrar reacciones intermedias.

A lo largo del desarrollo experimental de este trabajo se intentd sin éxito evaluar el efecto
del O,” sobre respuestas GABAAp1 usando el sistema generador xantina/xantina oxidasa a distintas
concentraciones. Pero la incubacion con xantina/xantina oxidasa generd una gran inestabilidad de la
linea de base de registro e impidié la fijacion del voltaje de membrana de los oocitos, probablemente
por gran agresividad del radical superdxido. Tampoco se logré por el momento realizar experimentos
inyectando catalasa (enzima que degrada H,0,) o MnTBAP (scavenger de O,”) en el citoplasma del
oocito. En todos los intentos, la inyeccidn del agente previo al registro con microelectrodos dafiaba la
membrana celular, aumentando el leak a valores tan altos que dificultaban el clampeo. Debido a
estos inconvenientes experimentales, no se pudo identificar la participacién del radical superdxido
en la modulacién por ROS.

Debido a su reactividad, los residuos de cisteina en las proteinas son buenos candidatos para
sensar las ROS. Estudios de proteccion quimica 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 GABA,p1l. El desarrollo lento de
la potenciacidon resultdé consistente con un mecanismo de accion intracelular. Concentraciones
extracelulares de H,0, 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 GABA,p1. Diversos factores sostienen
el hecho de que la concentracién de H,0, en contacto con los residuos intracelulares del receptor
GABA,p1 sea menor a la aplicada en el bafio de perfusién durante los experimentos y que incluso se

encuentre en el rango de concentraciones relevantes desde un punto de vista fisioldgico, que no
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generan estrés oxidativo. En primer lugar, modelos de permeabilidad estiman que la concentracién
intracelular de H,0, resulta 10 a 100 veces menor que la aplicada en el medio extracelular. En
segundo lugar, diversos estudios sugieren que los niveles de H,0, que tienen un rol fisiolégicamente
relevante como molécula sefializadora sin generar dafio oxidativo estd comprendido en el rango de
15 a 150uM. Por ultimo, 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 multiples
actividades enzimaticas y metabolitos, como ser superdxido dismutasa, catalasa, acido ascérbico,
entre otros (Ferrari et al., 2008). De hecho, los efectos de ROS en los receptores GABA,pl fueron
completamente lavados en ausencia de agentes reductores suplementarios, probablemente porque
el entorno intracelular causaba un cese en la potenciaciéon, luego de que la aplicaciéon de H,0, se
detuviera.

Los resultados muestran que la C364 sufre una modificacién quimica reversible. El H,0,
puede generar distintos estados oxidados en grupos tioles (R-SH) de los residuos de cisteina. Puede
oxidar de forma irreversible a grupos tioles, generando estado altos de oxidacién como sulfinicos (R-
SO,H) y sulfénicos (R-SO3;H), o bien puede generar oxidaciones reversibles que conllevan a la
formaciéon de grupos sulfénicos (R-SOH), que pueden reducirse de nuevo al grupo tiol o bien
reaccionar con otras cisteinas cercanas y formar puentes disulfuro intra o intermoleculares. Esta
reversibilidad en la oxidacién permite modular actividades enzimaticas o regular la actividad de
proteinas que actlan como sensores de ROS (Claiborne et al.,, 2001; Groitl & Jakob, 2014). Los
resultados obtenidos son consistentes con la oxidacién del sulfhidrilo de la C364 a grupo sulfénico.
Esta oxidacion produciria un cambio conformacional transiente en el receptor que, en ausencia de
ROS, se relaja rapidamente a un estado de menor energia. Una posible interpretacion es que la
oxidacion del grupo sulfhidrilo de la C364 por ROS induzca un rearreglo estructural de la proteina que
impacta en el binding de GABA. El desplazamiento hacia la izquierda de la curva C-R para GABA en
presencia de H,0, es compatible con esta hipdtesis. Ademas, como el tratamiento con H,0, no
cambié el potencial de reversién en las relaciones |-V es poco probable que en nuestros
experimentos las acciones de ROS se deban a un cambio en los niveles intracelulares de ClI.

Estudios anteriores del laboratorio demostraron que el receptor GABA,pl es sensible a
modulacion por agentes redox y describieron que el mecanismo de accidn del DTT, DTNB, GSH, acido
ascorbico y oxido nitrico involucra a las cisteinas 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 cisteina intracelular de la subunidad p1.
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Posible relevancia fisiolégica de la modulacion de receptores ionotrdpicos de GABA por ROS

Dado que los receptores GABA,pl proveen fuerza inhibitoria significativa a la terminal
sindptica de las células bipolares de retina, incluyendo inhibicién ténica, reciproca y lateral (Zhang &
Slaughter, 1995; Lukasiewicz et al., 2004; Hull & von Gersdorff, 2004; Chavez et al.,, 2010), la
modulacién de la actividad del receptor GABA,pl por ROS puede eventualmente moldear las
respuestas de las células ganglionares mediante el control de la liberacién de glutamato en estas
terminales. Numerosos reportes describen que la activaciéon 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 activacion de receptores glutamatérgicos podria modular las respuestas
GABA,pl. La potenciacién del receptor GABA,pl en presencia de ROS resultd mayor a bajas
concentraciones de GABA. Esto es de especial relevancia en tanto el receptor GABA,p1 tiene alta
afinidad por GABA y participa en corrientes tdnicas en los axones de las células bipolares (Hull et al.,
2006). Es probable que la potenciacidn a baja concentracion de GABA coincida con el rango dindmico
de activacién de los receptores GABA,pl nativos y que sean efectivamente modulados por ROS. La
poblacién de receptores modulados dependera de las concentraciones locales de GABA y H,0,. El
efecto seria mas potente sobre los receptores extrasinapticos, que probablemente estdn expuestos a
menores concentraciones de GABA. Sin embargo, sera necesario confirmar si la modulacién por ROS
de los receptores ionotrdpicos de GABA representa un mecanismo fisiolégico relevante para el
control de la actividad de los circuitos neuronales en retina realizando registros electrofisioldgicos en
rodajas de retina y usando modelos in vivo.

La produccion de ROS en neuronas puede impactar en multiples blancos, incluyendo varios
receptores de neurotransmisores (Rice, 2011). Estudios previos demostraron que la modulacién de
receptores nicotinicos colinérgicos y purinérgicos por ROS se exhibe a través de cisteinas
intracelulares especificas (Campanucci et al., 2008; Coddou et al., 2009) y que acciones de este tipo
pueden estar involucradas en eventos neuropatoldgicos (Campanucci et al., 2008, 2010). En cuanto a
los receptores GABA,, resulta notable que todas las subunidades p tengan conservadas su Unico
residuo de cisteina intracelular, en el bucle TM3-TM4 (C364 en p, and C379 en p;). Ademas, la
mayoria de las subunidades del receptor GABA, contienen también uno o mas residuos de cisteina
en sus bucles intracelulares. En particular, el bucle intracelular TM3-TM4 es conocido por interactuar
directamente con varias proteinas regulatorias que pueden estar involucradas en la oligomerizacion,

ensamblaje, trafico anterdgrado y clustering (Boué-Grabot et al., 2004; Lo et al., 2008). Por tanto, la
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importancia que estas cisteinas intracelulares puede tener para la funcion de los receptores de GABA
durante la generacidn endégena de ROS en neuronas merece ser estudiada en un futuro.

En el dltimo afo se publicaron dos trabajos que estudiaron el efecto de ROS sobre receptores
GABA, nativos. Accardi et al. reportaron que las ROS mitocondriales regulan la fuerza inhibitoria
mediante el reclutamiento selectivo de receptores GABA, que contienen la subunidad a3 en células
estrelladas de cerebelo de ratdn. Este estudio demuestra que en condiciones fisioldgicas las ROS
actuan como moléculas sefializadoras que relacionan el metabolismo celular con la fuerza de la
neurotransmision GABAérgica (Accardi et al., 2014). Por su parte, Penna et al. demostraron que el
H,0, genera un aumento de la amplitud de las corrientes ténicas GABAérgicas, sin afectar las
corrientes fasicas, en neuronas de hipocampo de ratén. La modulacién sobre las corrientes ténicas es
independiente de la expresidn de las subunidades tipicas extrasinapticas 6 y a5 y dependeria de una
reaccion oxidativa extracelular que incrementa la potencia de GABA cuando los receptores GABA,
son activados por bajas concentraciones de agonista. Los experimentos descriptos no permiten
determinar si el H,0, actua directamente sobre los receptores GABA, oxidando residuos de cisteina u
otros residuos sensibles a modulacion redox como metioninas, tirosinas, fenilalaninas, histidinas o
lisinas (Chu et al., 2006; Calero & Calvo, 2008) o si, por el contrario, actia de manera indirecta a
través de proteinas asociadas al receptor. La deprivacién de glucosa, que conlleva a aumento del
nivel endégeno de ROS, también genera un incremento de las corrientes ténicas (Penna et al., 2014).
Estos estudios permiten avanzar en la comprensiéon de la accidn de las ROS en la postinapsis
GABAérgica. Dado que el H,0, es generado normalmente durante la actividad celular, mientras que
el OH" y otros radicales libres del oxigeno se generan tipicamente en condiciones patoldgicas, es
importante establecer si la modulacién de los receptores GABA, nativos por ROS se da en
condiciones fisioldgicas o patoldgicas. 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 accién de ROS dependen del
subtipo de receptor GABA, involucrado. Nuestro trabajo describe por primera vez un mecanismo de
acciéon molecular de ROS sobre un receptor GABA,. Seria interesante examinar si la oxidacion de
residuos de cisteinas por ROS constituye un mecanismo comun para regular la actividad de los

receptores GABA, sensibles.
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Modulacion de los receptores GABAap1

por benzodiazepinas
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Los principales resultados de esta seccion fueron publicados en:

Benzodiazepine modulation of homomeric GABAApl receptors: Differential effects of
diazepam and 4'-chlorodiazepam. Beltrdn Gonzdlez AN, Pomata PE, Goutman JD, Gasulla J,
Chebib M, Calvo DJ. Eur J Pharmacol. 2014 Sep 22. pii: S0014-2999(14)00661-X. doi:
10.1016/j.ejphar.2014.09.017.
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Modulacion de los receptores GABAp1 por benzodiazepinas

Numerosos estudios reportaron que los receptores GABA,p son completamente insensibles a
la accion de BDZ (Shimada et al., 1992; Feigenspan et al., 1993; Wang et al., 1994; Qian & Ripps,
1999). Sin embargo, hasta el momento no se habian examinado diferentes tipos de BDZs de manera
sistematica ni se habia analizado un rango de concentraciones lo suficientemente amplio como para
determinar fehacientemente que las BDZs son inactivas sobre los receptores GABA,p nativos o
recombinantes. Con el propésito de establecer si los receptores GABA,p1 pueden ser modulados por
BDZs, se realizd un screening preliminar utilizando una serie de BDZs cuyas acciones sobre receptores
GABA,aBy han sido bien caracterizadas (Bateson, 2004; Méhler, 2011).

Dado que los estudios que reportan la ausencia de efecto de BDZs sobre las respuestas
GABA,p1 se realizaron a concentraciones menores de 20uM (Walters et al., 2000), se decidié probar
el efecto de concentraciones por encima de ese valor (100uM). Por otro lado, considerando que
reportes previos sugieren que los efectos modulatorios sobre el receptor GABA,pl son mayores a
bajas concentraciones de agonista (Calero & Calvo, 2008; Gasulla et al., 2012; Goutman et al., 2005),
se decidio realizar el screening sobre respuestas evocadas por una concentraciéon baja de GABA. Se
usé una concentracion de 0,4uM GABA, a diferencia del screening con H,0, donde se empled una
concentraciéon de 0,3uM GABA. Esta decision intentd superar ciertas complicaciones que aparecen al
realizar experimentos a bajas concentraciones de GABA. En el caso de oocitos con bajos niveles de
expresion, las respuestas evocadas por GABA 0,3uM pueden resultar indistinguibles de la corriente
basal, debiendo descartarse estos registros. Al usar una concentracion de GABA 0,4uM se trabaja en
una condicién de baja concentracidon de agonista pero las respuestas evocadas resultan de mayor
amplitud y logran diferenciarse de la linea de base, alin en los casos de baja expresién. El uso de
GABA 0,4uM permite entonces aumentar el nimero de experimentos exitosos.

Se realizaron aplicaciones on top de las BDZs 100uM sobre respuestas GABA,p1 evocadas por
GABA 0,4uM. Como se muestra en la Figura 24, la sensibilidad del receptor GABAA,pl a BDZs es
claramente distinta a la sensibilidad de receptores GABA,afy (Ramerstorfer et al., 2010). El diazepam
y el 4’-Cl diazepam produjeron una potenciacién significativa a la concentracién de GABA utilizada.
En contraste con estos resultados, Ro15-4513 y alprazolam indujeron una ligera accién inhibitoria,
mientras que triazolam, flunitrazepam y clonazepam no produjeron efecto alguno. Por otro lado, el
antagonista de BDZ flumazenil tampoco moduld las respuestas del receptor GABA,p1 por si 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.
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Figura 24. Efecto de diferentes BDZs sobre respuestas mediadas por el receptor GABA,pl expresado en
oocitos de Xenopus laevis. Grafico de barras resumiendo los datos obtenidos para las diferentes BDZs
testeadas. Las BDZs 100uM se aplicaron sobre las respuestas evocadas por GABA 0,4uM, 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 funcion de los receptores GABA,pl seria modulada por estos agentes.
Teniendo en cuenta estos resultados, se decidid caracterizar las acciones del diazepam, una BDZ
tipica que actua como agonista completo del sitio de unién de alta afinidad a BDZs, y el 4°-Cl

diazepam, una BDZ atipica con efectos ansiogénicos y pro-convulsivantes en receptores GABA,aBy.
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Modulacion de los receptores GABAp1 por diazepam

Con el fin de caracterizar la modulacién de las respuestas GABA,p1 por diazepam se evalud en
primer lugar el efecto de diazepam 100uM sobre respuestas evocadas por una concentracién de
agonista dentro del rango dindmico de activacién del receptor. La Figura 25A ilustra un trazo
representativo de la corriente evocada por GABA 0,4uM. El diazepam 100uM se aplicé a través del
bafio de perfusidn cuando la respuesta del agonista alcanzaba un maximo estable. Para determinar si
la potenciacidn se mantenia a concentraciones saturantes de agonista, se repitié el experimento a
una concentracion de GABA 10uM. Como se ilustra en la Figura 25B, el diazepam también potencié
las respuestas evocadas por una alta concentracién de GABA, pero en una menor proporcion. La
potenciacion por diazepam resulta entonces fuertemente dependiente de la concentracion de GABA,
rapida, estable y reversible. Se obtuvieron los mismos resultados con protocolos de co-aplicacién.

En paralelo se realizaron controles para confirmar que la potenciacién observada se debiera
efectivamente a un efecto del diazepam sobre las respuestas evocadas por el receptor GABA,p1.
Aplicaciones control de diazepam vy 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 fijacion de voltaje. La aplicacion de diazepam 100uM durante 2 minutos no
generd alteraciones en la corriente de basal de los oocitos no inyectados con el ARNc codificante de
la subunidad p1, descartdndose por tanto una accién del diazepam sobre los canales endégenos de la
célula. Se efectuaron los mismos controles en oocitos inyectados para descartar que el diazepam
actue per se como agonista del receptor. La aplicacién de diazepam 100uM y 500uM tampoco alterd
la corriente basal de oocitos inyectados, descartdndose una accidon agonista sobre el receptor
GABA,p1l. Se repitieron los mismos controles para el antagonista cldsico de BDZs flumazenil. La
Figura 25C ilustra el control de aplicacidon de diazepam 100uM y flumazenil 100uM durante 2 min,

para un oocito que expresa el receptor GABA,p1.
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Figura 25. El diazepam potencia las respuestas mediadas por los receptores GABA,p1 en oocitos de Xenopus
laevis. Trazos representativos de las corrientes evocadas por GABA 0,4uM (A) y 10uM (B) en presencia y
ausencia de diazepam 100uM. El diazepam se aplica cuando la respuesta a GABA alcanza un maximo estable.
(C) Ausencia de efecto del diazepam (100uM) y flumazenil (100uM) sobre la corriente de base de un oocito que
expresa el receptor GABAAp1.

Una vez confirmada la potenciacion de los receptores GABA,p1 por diazepam, se procedié a
caracterizar dicha modulacién. En primer lugar se evalud el efecto del diazepam sobre la cinética de
activacion y deactivacion de las respuestas GABA,pl mediante el calculo de las respectivas
constantes cinéticas. Las respuestas control a GABA 0,4uM presentaron: tact: 42,9 + 9,7s y tdeact:
26,2 £ 1,8s (n=4) y en presencia de diazepam 100uM: tact: 46,1 + 9,8s y tdeact: 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 GABA,pl. La Figura 26 ilustra el curso temporal
de las respuestas evocadas por GABA 0,4uM en ausencia y presencia de diazepam 100uM, obtenidas
durante un experimento representativo de co-aplicacién, donde los datos se normalizaron

posteriormente a sus respectivos maximos estables.
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— GABA 0,4pM
— +DZ 100pM

Figura 26. El diazepam no modifica la cinética de las respuestas del receptor GABA,p1l. Trazo representativo
del curso temporal normalizado de las respuestas evocadas por GABA 0,4uM en ausencia (linea negra) y
presencia (linea gris) de diazepam 100uM. Cada trazo se normalizé a su respectivo maximo estable.

A continuacién se caracterizé la dependencia del porcentaje de potenciacién inducido por
diazepam 100uM en funcién de la concentraciéon de GABA (Figura 27). Los resultados se listan en la
Tabla 4. La potenciacién de las respuestas disminuye a medida que aumenta la concentracién de

agonista, llegando a un valor estable a partir de GABA 3uM.

[GABA] (uM) % Potenciacion N
0,4 41,3 +4,3 *** 24

1 258+6,5* 5

3 17,3+52* 5

10 156+49* 5

30 152+4,7 % 5

Tabla 4. Porcentaje de potenciacion de las respuestas GABA,p, por diazepam 100uM en funcion de la
concentracion de agonista. Se informa la media y el error estandar de las respuestas obtenidas. *** p < 0,001;
k%

p <0,01.
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Figura 27. Porcentaje de potenciacion de las respuestas GABA,p, por diazepam en funcion de la
concentracion de agonista. Los datos graficados muestran el porcentaje de cambio de la respuesta control
evocada por concentraciones crecientes de agonista en presencia de diazepam 100uM. Cada punto representa
la media y el error estandar de las respuestas obtenidas.

Para determinar el rango efectivo de la modulacidon por diazepam, se evalud el efecto de
concentraciones crecientes de diazepam sobre respuestas evocadas por GABA 0,4uM. La Figura 28
representa el porcentaje de potenciacién de las respuestas GABA,p1 en funcién de concentracidn de
diazepam. Los valores de potenciacién se normalizaron a la amplitud de la respuesta control con
GABA 0,4uM. Los resultados se listan en la Tabla 5. Los efectos del diazepam fueron significativos
para concentraciones superiores a 50uM (p<0,05). Estos resultados sugieren que el diazepam exhibe
exclusivamente una modulacidn de baja afinidad en el receptor GABAApl, en contraste con la
modulacién por diazepam de los receptores GABAa1B2y2, que muestra dos componentes (Walters
et al., 2000). No se observd saturacion del efecto potenciador a la maxima concentracidon de

diazepam testeada (500uM).

[Diazepam] (uM) % Potenciacion N
1 3,3+1,9ns 5

10 6,4+2,3ns 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 potenciacion de las respuestas evocadas por GABA 0,4 uM en funcion de la
concentracion de diazepam. Se informa la media y el error estdndar de las respuestas obtenidas. *** p < 0,001,

ns no significativo.
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Figura 28. Porcentaje de potenciacion de las respuestas GABA,p; en funcion de la concentracion de
diazepam. Respuestas evocadas por GABA 0,4uM en presencia de concentraciones crecientes de diazepam. Los
valores de potenciacidn se normalizaron a la amplitud de la respuesta control de GABA. Cada punto representa
la media y el error estandar de las respuestas obtenidas.

Para analizar la naturaleza de la modulacion, se construyeron curvas de C-R para GABA en
presencia y ausencia de diazepam 100uM. Como se ilustra en la Figura 29, el diazepam produce un
aumento de la respuesta maxima de GABA (14,9 + 4,8%, n = 5; p< 0,05), con un desplazamiento a la
izquierda en la CEsg (CEsggaga= 0,90 + 0,03uM, nH =2,5+0,2, n =5; CEsggasa+pz= 0,71 + 0,04uM, nH =
3,2+0,5, n=5; p<0,001). Esto sugiere que la afinidad aparente y la probabilidad de apertura de los

receptores GABA,pl aumentan en presencia diazepam.

91



Resultados Parte 2

1251
100
S
o 75
=3
Q
® s0-
e ° m GABA
52 + DZ 100uM
25
0 L] L] 1
10’ 10° 10° 10
[GABA] (M)

Figura 29. El diazepam modifica la afinidad aparente y probabilidad de apertura de los receptores GABA »p;.
Curva C-R para GABA en ausencia (m) y presencia (m) de diazepam 100uM. Las amplitudes de las respuestas
estan normalizadas a la corriente maxima evocada por aplicacion de GABA 30uM (respuesta maxima). Cada

punto representa la media y el error estandar de las respuestas obtenidas.

Por ultimo se graficaron las relaciones I-V en presencia o ausencia de diazepam. Los registros
se realizaron en el maximo de las respuestas evocadas por GABA 0,4uM. La Figura 30 muestra la
presencia de diazepam 100uM genera un cambio significativo en la pendiente sin una alteracién en
la linealidad de la relacién |-V o en el potencial de reversion (entre -120 y +40 mV). De modo que los
efectos potenciadores son independientes del potencial de membrana y no se deben a una variacién

del los niveles intracelulares de CI'.
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Figura 30. Las relaciones I-V de los receptores GABA,p; son modificadas por diazepan. Trazo representativo
de la relacién |-V para los las respuestas GABA,p,. Corrientes evocadas por GABA 0,4uM en ausencia (o) y

presencia (m) de diazepan 100uM.
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Modulacion del receptor GABA,p1 por 4°-Cl diazepam

Para describir la modulaciéon por 4°Cl-diazepam se procedid de forma andloga a la
caracterizacién de la modulacion de las respuestas GABAspl 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 100uM potencié significativamente la respuesta mediada por GABA 0,4uM. Para
evaluar si la modulacién se mantenia a concentraciones saturantes de agonista, se repitio el
experimento a una concentracién de GABA 10uM. La presencia de 4’-Cl diazepam 100uM inhibio
significativamente la respuestas evocadas por GABA 10uM. La Figura 31 ilustra el efecto del 4'-Cl
diazepam 100uM sobre respuestas GABA,pl evocadas por GABA 0,4uM (A) y 10uM (B). El 4'-Cl
diazepam produce un efecto bifasico dependiente de la concentracién de GABA testeada. Las
respuestas evocadas por GABA 0,4uM aumentaron significativamente mientras que las respuesta
evocadas por GABA 10uM disminuyeron significativamente en presencia de 4'-Cl diazepam. Este
comportamiento es diferente al observado con diazepam. Los efectos fueron rapidos, estables y
completamente reversibles. Se obtuvieron resultados analogos con protocolos de co-aplicacién.

Paralelamente se hicieron los mismos controles realizados durante la caracterizacion 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 aplicacién de 4'-Cl diazepam. Se
descarté que el 4’-Cl diazepam activara canales enddgenos del oocito o actuara como agonista del
receptor GABA,pl. La Figura 31C ilustra el control de aplicacién de 4°-Cl diazepam 100uM vy

flumazenil 100uM durante 2 min, para un oocito que expresa el receptor GABAAp1.
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Figura 31. El 4’-Cl diazepam potencia las respuestas mediadas por los receptores GABA,pl en oocitos de
Xenopus laevis. Trazos representativos de las corrientes evocadas por GABA 0,4uM (A) y 10uM (B) en
presencia y ausencia de 4’-Cl diazepam 100uM. El 4’-Cl diazepam se aplica cuando la respuesta a GABA alcanza
un maximo estable. (C) Ausencia de efecto del 4'-Cl diazepam (100uM) y flumazenil (100uM) sobre la corriente
de base de un oocito que expresa el receptor GABA,p.

Una vez confirmada la potenciacion de los receptores GABA,pl por 4'-Cl diazepam, se
procedio a caracterizar dicha modulacidn. La Figura 32 ilustra el cambio generado por 4’-Cl diazepam
100uM sobre la amplitud de la respuesta evocada por diferentes concentraciones de GABA. Notese
que las corrientes evocadas por GABA 0,4uM se potenciaron en un 58,8 + 4,2 % (n=13), mientras que
las corrientes evocadas por GABA 10uM se inhibieron en un 18,7 + 3,7 % (n=4). Los valores se listan

en la Tabla 5.

[GABA] (uM) % Potenciacion N
0,4 58,8+ 4,16 *** 13

1 5,4+6,7ns 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 potenciacién de las respuestas GABAp; por 4'-Cl diazepam 100uM en funciéon de la
concentracion de agonista. Se informa la media y el error estandar de las respuestas obtenidas. *** p < 0,0001;

* p < 0,05; ns no significativo.
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Figura 32. Porcentaje de potenciacion de las respuestas GABA,p, por 4°-Cl diazepam en funciéon de la
concentracion 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 100uM. Cada punto

representa la media y el error estandar de las respuestas obtenidas.

Para determinar el rango efectivo de modulacidon, se tested el efecto de concentraciones

crecientes de 4-'Cl diazepam sobre respuestas evocadas por GABA 0,4uM (Figura 33). Los efectos

resultaron significativos para concentraciones de 4°-Cl diazepam superiores a 50 uM (p<0,05). Esto

sugiere que el 4’-Cl diazepam, al igual que el diazepam, genera una modulacién de baja afinidad

sobre el receptor GABA,p1, sin el componente nanomolar. No se observd saturacién a la mayor

concentracion de 4°-Cl diazepam testeada. Los resultados se listan en la Tabla 6.

4°-Cl diazepam (LM) % Potenciacion

1 0,0£0,0ns
10 6,8+2,1ns
50 27,5 £3,9 #**
100 58,2 £ 3,6 ***
200 103,2 £ 9,1 **

14
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Tabla 6. Porcentaje de potenciacion de las respuestas evocadas por GABA 0,4uM en funcién de la
concentracion de 4’-Cl diazepam. Se informa la media y el error estandar de las respuestas obtenidas.
**p<0,01; *** p <0,001; ns no significativo.
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Figura 33. Porcentaje de potenciacion de las respuestas GABA,p, en funcidon de la concentracion de 4°- Cl
diazepam. Respuestas evocadas por GABA 0,4uM en presencia de concentraciones crecientes de 4'-Cl
diazepam. Los valores de potenciacidn se normalizaron a la amplitud de la respuesta control de GABA. Cada
punto representa la media y el error estandar de las respuestas obtenidas.

Para analizar la naturaleza de la modulacién se construyeron curvas C-R para GABA en
presencia y ausencia de 4°-Cl diazepam 100uM. Como se observa en la Figura 34, a concentraciones
menores a GABA 1uM, el 4’-Cl diazepam produce un desplazamiento de la curva hacia la izquierda
(CEsogasa= 1,04 £0,03uM, nH = 2,8 £ 0,3, n = 5; CEso 6apa + 4"-cl diazepam= 0,85 £ 0,04uM, 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 inhibicién de la respuesta maxima de GABA (18,8 + 2,8 %; p<0,05).
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Figura 34. El 4°-Cl diazepam modifica la afinidad aparente y probabilidad de apertura de los receptores
GABA,p;. Curva C-R para GABA en ausencia (m) y presencia (m) de 4’-Cl diazepam 100uM. Las amplitudes de las
respuestas estan normalizadas a la corriente maxima evocada por aplicacion de GABA 30uM (respuesta
maxima). Cada punto representa la media y el error estandar de las respuestas obtenidas.

Por ultimo, se analizo la relacién |-V en presencia o ausencia de 4’-Cl diazepam. La Figura 35
muestra un cambio significativo en la pendiente sin una alteracién en la linealidad de la curva I-V o el
potencial de reversion (entre -120 y +40 mV) para respuestas evocadas por GABA 0,4uM (A) 6 10 uM
(B) en presencia de 4’-Cl diazepam 100uM. Los efectos son independientes del potencial de

membrana y no se deben a una variacion de los niveles intracelulares de CI'.
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Figura 35. Las relaciones |-V de los receptores GABAp; son modificadas por 4°-Cl diazepan. Trazo
representativo de las relaciones |-V para los GABAp,R. Corrientes evocadas por GABA 0,4uM (A) y 10uM (B) en
ausencia (m) y presencia (m) de 4'-Cl diazepan 100 uM.
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La modulacion de los receptores GABA,pl1 por diazepam y 4°-Cl diazepam es

insensible a flumazenil.

Para profundizar el andlisis de la modulacién de los receptores GABApl por diazepam y 4'-Cl
diazepam se evaluo el efecto del antagonista clasico de BDZs flumazenil. En primer lugar se analizé el
efecto del flumazenil sobre la potenciacion por diazepam antes caracterizada. Como puede
observarse en la Figura 36 la co-aplicacion de flumazenil 100uM no antagonizé la modulacién de

respuestas evocada por GABA 0,4uM (A) 6 10uM (B) en presencia de diazepam 100uM (n = 5-7, ns).
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e FMZ 100uM — FMZ 100pM
—— DZ 100pM — DZ 100pM
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200nA
200nA
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Figura 36. La modulacién por diazepam de las respuestas evocadas por GABA en los receptores GABA,pl es
insensible a flumazenil. La co-aplicacién de flumazenil 100uM no antagonizé la modulacién de las respuestas
evocadas por 0,4uM (A) 6 10uM (B) GABA en presencia de diazepam 100uM.

Se obtuvieron los mismos resultados cuando se evalud el efecto del flumazenil sobre la
modulacién por 4°-Cl diazepam (Figura 37). La co-aplicacion de flumazenil 100uM no antagonizé la
modulacién de respuestas evocada por 0,4uM (A) 6 10uM (B) GABA en presencia de 4°-Cl diazepam
100uM (n = 6-9, ns).
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Figura 37. La modulacién por 4°-Cl diazepam de las respuestas evocadas por GABA en los receptores
GABA,p1 es insensible a flumazenil. La co-aplicacién de flumazenil 100uM no antagonizé la modulacion de las
respuestas evocadas por 0,4 uM (A) o 10uM (B) GABA en presencia de 4'-Cl diazepam 100uM.

Estos resultados indican que la modulacién de las respuestas GABA,p1 por BDZs es insensible a

flumazenil.

Posible modulacion de las corrientes tonicas inhibitorias mediadas por los

receptores GABA,p1 en presencia de BDZs

Los receptores GABA,p estdn involucrados en varios modos de modulacién inhibitoria en la
retina (Lukasiewicz et al, 2004). Las corrientes tdnicas inhibitorias mediadas por los receptores
GABA,p pueden ser activadas persistentemente en células bipolares por bajas concentraciones de
GABA ambiente, controladas localmente por transportadores de GABA localizados en las células
amacrinas (Hull et al., 2006; Jones & Palmer, 2009). Como los receptores GABA,p muestran una alta
afinidad por GABA, la modulacién por BDZ a bajas concentraciones de GABA podria situarse dentro
del rango dindmico de activacidn del canal. En consecuencia, los receptores GABA,p extrasinapticos,
que estarian expuestos a bajas concentraciones de GABA, podrian ser modulados efectivamente por

BDZs.

Para probar esta hipdtesis se realizaron experimentos con bajas concentraciones de GABA,
simulando amplitudes de corrientes equivalentes a las corrientes tdnicas mediadas por los
receptores GABA,pl. La Figura 38 ilustra el efecto del diazepam (A) y 4'-Cl diazepam (B) 100uM

sobre respuestas evocadas por GABA 0,1uM. Nétese la baja amplitud de las respuestas evocadas por
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GABA 0,1uM, andloga a las corrientes ténicas mediadas por los GABAApl. La co-aplicacién de las

BDZs potencia significativamente las respuestas GABA 0,1uM.

A DZ 100pM
GABA 0,1uM
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60s
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Figura 38. El diazepam y 4°-Cl diazepam potencian las respuestas evocadas por concentraciones bajas de
GABA que simulan corrientes tonicas mediadas por los receptores GABA,pl. Trazos representativos de las
corrientes evocadas por 0,1uM GABA en presencia y ausencia de diazepam (A) y 4°-Cl diazepam (B) 100uM.

Estas observaciones preliminares sugieren el rol modulatorio que las BDZs tendrian sobre la

neurotransmisidn ténica mediada por los receptores GABAp1.
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Los resultados de esta seccién demuestran que la funcion del receptor GABA,p homomérico
humano puede ser efectivamente modulada por BDZs. El diazepam potencid la actividad del receptor
GABA,pl expresado en oocitos en el rango de concentracion micromolar, mientras que 4°-Cl
diazepam, produjo efectos bifasicos 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 concentracion
ensayada. Ademads, el antagonista clasico de BDZs flumazenil no pudo evitar las acciones
modulatorias de las BDZs en los receptores GABA,p1.

Estudios previos examinaron la sensibilidad a BDZs de diversos receptores GABA,p nativos o
recombinantes arrojando resultados negativos. Aquellos estudios incluian la expresion en oocitos de
ARNm nativo codificante para GABA,p aislado de retina bovina (Polenzani et al., 1991) y ARNm
transcripto in vitro codificante para las subunidades p 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 GABA,p. También se evaluaron los efectos de
respuestas a GABA nativas insensibles a bicuculina, mediadas por receptores GABA,p, en rodajas de
retina y neuronas de retina disociadas (Sivilotti & Nistri, 1991; Feigenspan et al., 1993; Feigenspan &
Bormann, 1994). Sin embargo, estos estudios farmacolégicos se realizaron habitualmente a altas
concentraciones de GABA, frecuentemente saturantes, que contrarrestaba la accidn de las BDZs. A su
vez, dado que las BDZs nunca se testearon de manera sistemdtica 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
GABA,p se asumieron como completamente insensibles a BDZs. En el presente trabajo, se demostré
gue altas concentraciones de BDZs pueden modular a los receptores GABA,p y que este efecto es
relevante a bajas concentraciones de GABA.

Las acciones de BDZ sobre los receptores GABA, son muy complejas y se hicieron grandes
esfuerzos para entender su mecanismo de accién (Berezhnoy et al.,, 2004; Hanson & Czajkowski,
2008; Sharkey & Czajkowski, 2008; Miller & Smart, 2010; Morlock &Czajkowski, 2011; Lischer et al.,
2012; Sigel & Steinmann, 2012; Bergmann et al., 2013). Se reportaron varios sitios de unién a BDZ en
diferentes receptores GABA,, pero dada la gran diversidad de subtipos de receptores de GABA, es
altamente probable que existan otros multiples 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 clasicos de las BDZs estan mediados por sitios de alta afinidad, localizados
en la interfase a/y de los receptores GABA,ofy. Las acciones de alta afinidad del diazepam estan
restringidas solo a unos pocos subtipos de receptores GABA, heteroméricos, en tanto dependen de

la isoforma de subunidad a involucrada y de la presencia de la subunidad y. A la inversa, se cree que
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las acciones de baja afinidad del diazepam son menos especificas, ya que pueden encontrarse en
varios subtipos de receptores GABA, (Walters et al., 2000; Baur et al., 2008; Sieghart et al., 2012).
Walters et al. demostraron que durante la activacién de receptores GABA,alB2y2 por bajas
concentraciones de GABA, el diazepam puede actuar a través de dos mecanismos diferentes y
separables para producir potenciacién. El componente de baja afinidad de la potenciacion por
diazepam es independiente de la presencia de la subunidad y2, insensible a flumazenil y fue
especificamente interrumpido por mutaciones en residuos equivalentes dentro del TM2 de las
subunidades a, By y, 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
farmacoldgicos sobre receptores GABA,p1 wild type a concentracion maxima de 30uM, produce una
potenciacion significativa en receptores GABAAp que llevan las mutaciones 1307S en TM2 y W328M
en TM3. Ahora creemos haber demostrado que, de hecho, los receptores GABA,p1 wild type no son
totalmente insensibles a las acciones de diazepam, sino que muestran una afinidad baja, de modo
que el diazepam actia como un modulador de baja potencia. Una posible interpretacion de los
resultados de Walters et al. es que las mutaciones 1307S y W328M pueden aumentar
significativamente la afinidad de los receptores GABA,pl para el diazepam, en lugar de conferir
sensibilidad a un receptor insensible.

Los presentes resultados también abren interrogantes acerca de si los efectos de las BDZs
sobre los receptores GABA,pl se ejercen directamente a través de los sitios sensibles a BDZ o
indirectamente, por ejemplo, a través de la interaccién con los lipidos de la membrana en el annulae
cerca del canal de CI'. Las evidencias experimentales mostradas en este trabajo sugieren que los
receptores GABA,pl estarian modulados directamente por las BZDs, porque la modulacién resulté
facilmente reversible, dependiente de la concentracién de BDZs y fuertemente dependiente de la
concentracion de GABA. Ademas, el tratamiento con BDZs no cambid el potencial de reversion de las
relaciones |-V, siendo poco probable que las acciones de las BDZs se debieran a un cambio en los
niveles intracelulares de CI. Como los efectos de las BDZ se lavan de forma rapida y completa, la
participacion de bolsillo/s hidrofébico/s hacia el lado extracelular es también poco probable. Las
estructuras cristalinas obtenidas para ELIC, un homdlogo procariota que también es activado por
GABA y modulada por BZDs con efectos comparables a los de los receptores GABA, (Thompson et al.,
2012), revelaron caracteristicas importantes tanto de reconocimiento de GABA como de interaccién
con BDZs (Spurny y Ramerstorfer, 2012). Los datos indicaron que las BZDs, dependiendo de su
concentracién, ocupan dos sitios de union posibles en ELIC: un sitio intrasubunidad, en las cercanias
del sitio de reconocimiento de GABA, enfrentando al vestibulo del canal, y un segundo sitio

intersubunidad que solapa parcialmente el sitio de unidn a GABA. Este ultimo sitio corresponderia a
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un sitio de unién a BDZs de baja afinidad en los receptores GABA,. Serdn necesarios mas estudios
para saber si los receptores GABA,p tienen realmente un sitio equivalente.

Las BZDs se unen a los receptores GABA, y modulan las corrientes de Cl" evocadas por GABA
gatillando un reordenamiento conformacional global de la proteina. Se sugirié que las BZDs ejercen
este efecto alostérico mediante el aumento de la afinidad de unién microscépica para el agonista de
GABA, alterando el gating de canal o desplazando el equilibrio entre el estado de reposo unido a
ligando vy el estado de pre-activacion que precede a la apertura del canal (Baur & Sigel, 2005; Gielen
et al.,, 2012). Algo similar podria ocurrir con el receptor GABAspl en presencia de BDZs. 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 interaccion simultdnea de
las BDZs con mads de un sitio de unién en la subunidad pl, como es el caso de otros subtipos de
receptores GABA, (Ernst et al., 2005; Olsen & Sieghart, 2009; Ramerstorfer et al., 2011). A futuro
deberian realizarse experimentos focalizados a establecer el mecanismo de accién de las BDZs sobre
el receptor GABA,p1, identificar los residuos involucrados y reconocer cémo pueden posicionarse las
BDZs en su sitio de unién mediante ensayos de binding, mutagénesis sitio-dirigida y modelos de
receptores concatenados. También seria interesante estudiar si las otras variantes de receptores
GABAp son sensibles a BDZs.

Anteriormente se describieron respuestas GABA, insensibles a bicuculina en invertebrados
(Lummis & Sattelle, 1986; Buckingham et al., 2005). En particular, la farmacologia del receptor
homomérico Rdl de Drosophila es similar a la de receptores GABAApl. El receptor Rdl también
mostré ser sensible a la modulacidn por BDZs (Hosie and Sattelle, 1996; Buckingham et al., 2005). Sin
embargo, no muestra similitud estructural significativa con el receptor GABA,p1 (Buckingham et al.,
2005). Por lo tanto, el presente estudio representaria la primera evidencia de sensibilidad a BDZs de
receptores ionotrépicos de GABA insensibles a bicuculina en vertebrados, como son los receptores
GABAp.

Los receptores GABA,p estan involucrados en varios modos de acciones inhibitorias en la
retina (Lukasiewicz et al., 2004). En las células bipolares las corrientes inhibitorias tonicas mediadas
por receptores GABA,p se activan de forma persistente por bajas concentraciones de GABA
ambiente, controladas localmente por transportadores de GABA localizados en las células amacrinas
(Hull et al, 2006; Jones & Palmer, 2009). Como los receptores GABA,p muestran una afinidad
relativamente alta para el GABA, la modulacidn por BDZs a bajas concentraciones de GABA podria
situarse dentro del rango dindmico de activacién de los canales idnicos. Por otro lado, se reporté que
las BDZs pueden alcanzar niveles de concentracién micromolares en plasma (Bond et al., 1977) y
dado su alta solubilidad en lipidos, pueden alcanzar incluso niveles mas altos en el SNC (Garattini et

al., 1973). Por lo tanto, los receptores GABA,p extrasinapticos, que presumiblemente estarian
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expuestos a bajas concentraciones de GABA, podrian ser modulados con eficacia por altas
concentraciones de BZD. Sin embargo, la relevancia farmacoldgica/fisioldgica de las acciones de las

BZDs en los receptores GABA,p debe ser analizada mediante el uso de modelos animales.
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Conclusién

Por primera vez se demostré la modulacién directa de un receptor GABAérgico por ROS vy la

existencia de un sensor redox intracelular en un receptor ionotrépico de GABA.

Los receptores GABA,p1 expresados en oocitos de Xenopus laevis se potencian en presencia de
H,0,. La potenciacidn es reversible, independiente de voltaje y fuertemente dependiente de la
concentracién de H,0, y agonista. El H,0, actlda indirectamente a través de la formacidn de

radicales libres del oxigeno.

La potenciacion de receptores GABA,pl en presencia de H,0, es mediada por el residuo de

cisteina intracelular la subunidad p1 (C364).

Por primera vez se demostré que la funcién del receptor GABA,p humano puede ser

efectivamente modulada por BDZs.

El diazepam potencia la actividad del receptor GABA,pl expresado en oocitos de Xenopus
laevis en el rango de concentracion micromolar, mientras que 4°-Cl diazepam produce efectos
bifasicos en las respuestas mediadas por estos receptores en un rango de concentraciones
equivalentes. Los efectos son rapidos, reversibles, independientes del voltaje y fuertemente

dependientes de la concentracion de BDZ y agonista.

El antagonista clasico de BDZs flumazenil no previene las acciones modulatorias de las BDZs en

los receptores GABApl.
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