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Introduccién 1

INTRODUCCION

El funcionamiento del Sistema Nervioso esta organizado sobre una serie de
principios rectores basicos. Uno de los mas importantes es la inhibicion tonica del
mismo, siendo la desinhibicion el proceso por el cual los circuitos neurales reciben

sefales, las interpretan y generan respuestas en una forma optimizada.

1. Neurotransmision GABAérgica

La neurotransmision inhibitoria posee un rol fundamental para el
procesamiento de informacion a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC). Actuando
a través de proyecciones inhibitorias, o en interneuronas de circuitos locales, la misma
permite el ajuste de temporalizacion, sensitividad y versatilidad de los sistemas que
procesan informacion, estableciendo frecuencias y secuencias de actividad e
impidiendo que los mismos entren en un estado cadtico de descarga paroxistica o
agotamiento e inactividad. La comunicacion apropiada entre neuronas a través de
neurotransmisores inhibitorios es por lo tanto esencial para el mantenimiento de ese
estado de funcionamiento ordenado.

Bioquimicamente, la neurotransmision inhibitoria se basa en la liberacion de
compuestos que disminuyen la actividad despolarizante en las neuronas receptoras.
Los mas importantes neurotransmisores inhibitorios son los amino4cidos &cido v-

aminobutirico (GABA) y glicina.

1.1 El &cido y-aminobutirico

Desde que fuera hallado por primera vez en el SNC en 1950 (Awapara y col.;

Roberts y Frankel; Underfriend), numerosos trabajos experimentales postularon la

accion del GABA como molécula neurotransmisora (por ej. Kuffer y Edwards, 1958;
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Dudel y Kuffler, 1961). En ellos se lo sugeria como un posible transmisor inhibitorio,
capaz de producir hiperpolarizacion en las células a las cuales era aplicado
iontoforéticamente. Actualmente se lo considera el mas importante neurotransmisor
inhibitorio en el SNC de vertebrados, habiéndose estimado que se halla presente en un
20 a 50% de todas las sinapsis (Bloom e Iversen, 1971).

Quimicamente es un aminoacido con una serie de propiedades que lo hacen
muy particular como molécula neurotransmisora. Por ejemplo su neutralidad eléctrica
a pH fisiolégico (se comporta como un zwitterion, con un pl=7,3) permite que su
liberacion o recepcion se vea inalterada por los campos eléctricos que rodean a las
neuronas, evitando de esa forma distorsiones entre el nimero de moléculas liberadas
presinapticamente y la fracccion que efectivamente alcanza los sitios receptores
postsinapticos (Roberts y Sherman, 1993). Asimismo su estructura espacial posee
propiedades termodinamicas -minima energia conformacional- que lo optimizan para
unirse a sus posibles sitios receptores con respecto a cualquier otro aminoacido de
estructura similar. Esto hace que la transmision GABAEérgica se vea poco afectada por
“ruido” inespecifico generado por otros compuestos en el tejido neuronal. De hecho,
solo un anélogo del GABA (el muscimol, un analogo natural semirrigido) posee
mayor eficacia que el propio GABA para unirse a los sitios receptores (Roberts y
Sherman, 1993).

1.2 Metabolismo del GABA.

La biosintesis del GABA se produce con exlusividad en el SNC debido a que
el mismo no atraviesa la barrera hematoencefalica. La principal via biosintética es a
partir de otro aminoéacido, el &cido L-glutdmico (Roberts y Frankel, 1950). La
reaccion es catalizada por la enzima L-glutamato decarboxilasa (GAD), de la cual
existen dos isoformas (Erlander y Tobin, 1991), y cuya localizacion tisular mediante
técnicas inmunohistoquimicas es considerada un parametro de identificacion de
neuronas GABAérgicas (Wolff y col., 1984).
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Actualmente se conocen otras vias menores de biosintesis de GABA, como
por ejemplo a partir de ornitina (Yoneda y col., 1982) a través de y-
aminobutiraldehido (Asakura y col., 1983).

El metabolismo del GABA en los terminales pre y postsinapticos neuronales
es llevado a cabo por la enzima GABA transaminasa (GABA-T), la cual a partir de
GABA y &cido a-cetoglutarico produce semialdehido succinico y nuevamente acido
L-glutamico (Roberts, 1986). Subcelularmente los procesos de biosintesis y
degradacion de GABA se encuentran separados, localizandose la sintesis en el
citoplasma -especialmente en los terminales sinapticos-, mientras que la
transformacion a semialdehido succinico es una reaccién que forma parte del
metabolismo “de mantenimiento” mitocondrial que provee intermediarios para el
ciclo de Krebs.

En condiciones fisiologicas las actividades de GAD y GABA-T son
virtualmente idénticas (Roberts y Sherman, 1993). Este equilibrio puede modificarse
rapidamente en condiciones metabdlicas que alteren el pH celular, aumentando la
actividad de una de las enzimas y disminuyendo la de la otra. Teniendo en cuenta esta
relacion y el hecho de que la GABA-T esta ademas relacionada con el metabolismo
mitocondrial se pone de manifiesto como el balance de niveles GABA-Glutamato se
encuentra regulado por las necesidades metabolicas celulares (Martin y Rimvall,
1993). Considerando que estos aminoacidos son los dos principales neurotransmisores
del SNC, con acciones diametralmente opuestas, el balance GABA-Glutamato celular
de cierta manera se ha considerado como un reflejo del equilibrio inhibicion-
excitacion en el cerebro (Roberts y Sherman, 1993).

El GABA liberado al espacio sindptico desaparece rapidamente del mismo no
solo por su metabolizacion, sino previamente por su incorporacion a los terminales
pre y postsinapticos. Para dicha incorporacion existen dos mecanismos: Los
transportadores de membrana plasméatica para GABA y los complejos receptores
GABAérgicos, estos ultimos actuando como disparadores de las respuestas celulares a
este neurotransmisor.

El mecanismo de transporte de membrana para GABA se realiza mediante
proteinas transportadoras de alta afinidad (GAT1 a GAT4) (Guastella y col., 1990;
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Liu y col., 1993), las cuales actian en forma Na'-dependiente tanto en las membranas

Mitocondria

Ciclo de Krebs

AC. ALFA-CETOGLUTARICO /

\ / SEMIALDEHIDO SUCCINICO

> AC. GLUTAMICO

AC. GLUTAMICO «<—— Otras Fuentes

Citoplasma del terminal
sinéptico

neuronales como de células gliales (Iversen y
Kelly, 1975; Majbeesh y col., 1992).

HHH
SRS,

Figura 1. Esquema simplificado de las
principales vias de sintesis y degradacion del GABA en un términal presinaptico. A la

derecha: formula molecular del GABA.
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1.3 Receptores GABAEérgicos: Subtipos.

Una serie de pardmetros comparativos, tales como sensibilidad farmacologica
diferencial, estructura molecular, tipo de conductancia iénica asociada, etc., permite
actualmente hablar de tres receptores GABAérgicos distintos, denominados GABAA,,
GABAg y GABAc. (Johnston, 1986). Dado que el receptor GABAA es objeto de
estudio en esta tesis se lo describird a continuacion en forma muy somera, para ser
detallado més adelante.

El receptor GABAA es un complejo formado por diferentes subunidades
proteicas con sitios de unién a ligandos, asociadas a un canal de iones cloruro (CI),
siendo por lo tanto un receptor de tipo ionotropico. La activacion de este complejo
por el GABA produce un cambio conformacional que da como resultado la apertura
del canal asociado y por lo tanto un aumento de la conductancia a iones CI'y HCO3'.
En general, estos iones tienden a entrar al citoplasma neuronal, produciendo un
incremento neto de carga negativa y por lo tanto una rapida hiperpolarizacion. (para
una revision de este complejo receptor puede verse McDonald y Olsen, 1994). No
obstante, dado que los iones se mueven a favor del gradiente electroquimico local, se
han descripto algunos casos de receptor GABAA en vertebrados en los cuales la
apertura del canal produce una despolarizacion, la cual estaria mediada por salida de
iones CI" (Cherubini y col., 1991; Hosokawa y col., 1994).

El receptor GABAg, en cambio, pertenece al grupo de los receptores
metabotrdpicos, estando conformado por un Unico polipéptido que posee la estructura
tipica de siete segmentos transmembrana y dominio de asociacion a proteina G
transductora (Kaupmann y col., 1997). La transduccion de la sefial iniciada en este
receptor sigue aparentemente las vias de AMP ciclico y de inositol-trifosfato,
produciendo finalmente la apertura de canales de K' y llevando a una
hiperpolarizacion lenta de la neurona (una descripcion funcional del receptor GABAg
se encuentra en Kerr y Ong, 1995).

Finalmente el receptor GABAc pertenece también al grupo de los

ionotropicos, compartiendo varias propiedades con el receptor GABAAa. Su estructura
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molecular es mucho mas simple, siendo un homo-oligémero formado por subunidades
de tipo p (rho) (Johnston, 1996). Farmacol6gicamente posee una respuesta diferencial
frente a los agonistas y antagonistas GABAérgicos clasicos, careciendo asimismo de
la sensibilidad al gran nimero de drogas modulatorias que afectan al receptor
GABAA (Johnston, 1996; Cherubini y Stratta, 1997). Su localizacion en el Sistema
Nervioso es mucho mas restringida que la del GABAA y fue aislado originalmente
solo en neuronas especificas (bipolares y horizontales) de la retina. (Djamgoz, 1995).

La clasificacion original de los distintos receptores se hizo en base a sus
diferentes afinidades por agonistas y antagonistas de las respuestas GABAErgicas.
Esta clasificaciacion muchas veces determina una nomenclatura y agrupacion de los
receptores en tipos y subtipos que posteriormente resulta incompatible con la
complejidad molecular de los complejos hallados, pero ha sido la norma para casi
todos los receptores conocidos -con la excepcion del receptor metabotrépico para
glutamato, cuyos subtipos fueron clonados y nomenclaturizados aun antes de que se
les conocieran ligandos especificos (Pin y Duvoisin, 1995)-.

En base a este criterio clasificatorio, los receptores GABA fueron
originalmente divididos en “bicuculina sensibles” (bloqueables por bicuculina, un
alcaloide con caracter de antagonista especifico para los GABAA) y “bicuculina
insensibles”, division que derivd luego en GABAA y GABAGg respectivamente.
Posteriormente se determinaron ligandos especificos para marcar solamente
receptores GABAA (como muscimol, isoguvacina, bicuculina) y GABAg (baclofen,
phaclofen, 2-hidroxi-saclofen). Los GABAc se hallaron al observarse que entre los
“bicuculina insensibles” habia también una poblacion de receptores “baclofén
insensibles” -una revision de esta clasificacion puede verse en Johnston, 1986-. La
Tabla I indica algunos de los principales ligandos agonistas y antagonistas especificos

para los tres tipos de receptores.
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Tabla I: Ligandos especificos para los tres tipos de receptores GABAérgicos

conocidos.
GABA, GABAg GABA.
agonistas especificos muscimol baclofén ac. cis-amino-crotonico
isoguvacina
antagonistas competitivos bicuculina 2-OH-saclofen  SR-95531
SR-95531 phaclofen
antagonistas no competitivos picrotoxinina ? picrotoxinina
bloqueantes del canal TBPS no posee ?

(? = no conocido)

1.4 El complejo receptor GABAA

El receptor GABAA es, como ya se indicara, un complejo hetero-oligomérico
formado por subunidades proteicas que conforman los sitios receptores para ligandos
y el canal para los iones CI" . Los primeros trabajos de analisis de composicion en
subunidades -inmunoprecipitacién y purificacion- revelaron la presencia de dos
subunidades diferentes, denominadas o y B de pesos moleculares entre 53 y 58 KDa
(Sigel y col., 1983; Sigel y Barnard, 1984). Sus genes fueron clonados y expresados
en oocitos de Xenopus sp. (Schofield y col., 1987), permitiendo postular un primer
modelo molecular del receptor, con una estructura tetramérica y estequiometria
(a)2(B)2 (Mamalaki y col., 1987). Posteriormente se encontraron otras subunidades
formando parte del receptor, denominadas y (Shivers y col., 1989), & (Pritchett y col.,
1989b) y mas recientemente ¢ (Whiting y col., 1997), lo que incrementd la
complejidad molecular del complejo. Actualmente se postula que este receptor tiene
una estructura de tipo pentamérica, con una estequiometria probable de tipo
(a)2(B)2(x) siendo x alguna de las otras subunidades, predominantemente la y
(Pritchett y col., 1989b; Backus y col., 1993), si bien, la estequiometria exacta ain no

se ha determinado con precision (Farrant y col., 1990).
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Figura 2. Representacion grafica de la posible estructura molecular del complejo
receptor GABAA, segun McKernan y Whiting (1996). Se encuentran representadas
las subunidades o, By v, con los distintos ligandos que putativamente unirian a cada
una de ellas. El loreclezol es un anticonvulsivante al cual se le ha descubierto

recientemente un sitio de accion especifico en el receptor.

Barbituratos Esteroides

Lareclezal —
ZAEA

BZD

h++

000

AN
&nnvulsivantes (FTHM
La complejidad estructural del receptor es ain mayor por el hecho de existir

variantes para la mayoria de las subunidades, provenientes en general de maltiples
genes -existen mas de 15 genes aislados-. Al presente, se han aislado y clonado seis
variantes para la subunidad o (ol a a6), cuatro para la p (B1 a B3 en mamiferos y f1
a PB4 en aves), y cuatro variantes para la y (yl a y4). Existen inluso isoformas
producidas por procesamiento diferencial del ARN (por ejemplo y2I y y2s). Una
revision de la mayoria de dichas variantes moleculares puede verse en Olsen y Tobin
(1990) y Luddens y Wisden (1991). Esta diversidad de variantes genera la posibilidad

tedrica de un enorme nimero de combinaciones funcionales en un pentamero (hay
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120 variantes posibles combinando dos subunidades o, dos B y una tercera
subunidad). Mas aun, si fuera posible una combinacion libre entre cinco subunidades
cualesquiera -de un conjunto de quince- las reglas combinatorias elevan enormemente
el numero de variantes posibles (McKernan y Whiting, 1996). El panorama se vuelve
inclusive mas complejo si se consideran las evidencias de receptores funcionales
formados como homo-oligémeros de un sélo tipo de subunidad (Blair y col., 1988;
Sannay col., 1995).

La complejidad estructural del receptor GABA inmediatamente sugiere una
gran complejidad funcional. Esto se debe a que las combinaciones existentes pueden
tener diferentes afinidades por ligandos y capacidad de respuesta a los mismos, dando
como consecuencia todo un espectro de sensibilidades para un ligando dado, desde
maxima respuesta hasta insensibilidad absoluta (Sigel y col., 1990; Puia y col., 1991;
Harris y col., 1995; Thompson y col., 1996). A esto se suma la especializacion
regional para la expresion de las distintas subunidades en el SNC (Mdohler y col.,
1995), dando como consecuencia que las respuestas del receptor no sean idénticas en
las distintas regiones estudiadas.

La capacidad de union de ligandos parece residir principalmente en las
subunidades o y B. Los sitios especificos de unién de GABA aparentemente no
estarian restringidos a una sola subunidad, existiendo estudios que demuestran su
union tanto a las subunidades o como a las p (Casalotti y col., 1986; Bureau y Olsen,
1988).

Las otras subunidades intervendrian en funciones de transactivacion,
permitiendo que otros ligandos potencien o disminuyan la afinidad del receptor por el
GABA (Pritchett y col., 1989b). No obstante, se ha llegado a reportar la obtencién de
un complejo funcional formado solamente por las subunidades y y & (Mertens y col.,
1993).

En base a lo anteriormente expuesto, el complejo GABAA es actualmente el
receptor que posee mayor numero de isoformas conocidas, siendo por lo tanto muy
dificil establecer un correlato entre las propiedades farmacologicas del Unico
“receptor GABAA” vy las numerosas variantes moleculares que se agrupan bajo ese

nombre.
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2. Farmacologia del Complejo Receptor GABAA:

La determinacion de las propiedades farmacodinamicas de los compuestos que
afectan la neurotransmision inhibitoria GABAérgica es sumamente importante no
solamente en el campo de la investigacion bésica sino especiamente por sus
aplicaciones y proyecciones clinicas. Numerosas patologias y estados neurologicos
han sido correlacionados con alteraciones en la transmision GABAérgica. Entre ellas,
las mas conocidas son las que afectan al control del sistema motor, tales como estados
epilépticos (Snodgrass, 1992), convulsivos (DeFeudis, 1983), enfermedad de
Parkinson (Lloyd y col., 1977) y corea de Huntington (Enna y col., 1976). Por otro
lado, estados de ansiedad y stress han sido clasicamente asociados a una deficiencia
en la transmision GABAGérgica (Hoehn-Saric, 1982) y la industria farmacéutica ha
apuntado siempre a ligandos GABAEérgicos en las terapias ansioliticas, si bien
actualmente la relacion entre el GABA y los mecanismos de ansiedad se considera
menos evidente (Paredes y Agmo, 1992).

El complejo receptor GABAA no solamente une GABA, sino que ademas se
encuentra modulado por un elevado numero de compuestos que unen a sitios
receptores especificos dentro del mismo, los cuales modifican por lo tanto el estado
de excitacion o inhibicion del SNC (Olsen, 1981a). Entre ellos figuran agentes que
potencian la actividad GABAGérgica tales como benzodiazepinas -BZD- (Costa y
Guidotti, 1979; Skerrit y Johnston, 1983), barbituricos (Asano y Ogasawara, 1981;
Willow y Johnston, 1981) y ciertos esteroides (Majewska y col., 1986; Harrison y
col., 1987), asi como otros farmacos que bloquean la funcion del complejo causando
excitacion, como por ejemplo picrotoxinina (revisado en Ito, 1989), bicuculina
(Mohler y Okada, 1977; Costa y Guidotti, 1979), bloqueantes del canal de cloruro
(Squires y col., 1983) y agonistas inversos del sitio receptor benzodiazepinico
(Braestrup y Nielsen, 1983; Corda y col., 1986).

La relacion entre los sitios de union para estos ligandos es compleja, ya que
por lo general los mismos tienen relaciones alostéricas unos con otros (Knapp y col.,
1990). De ellos, la picrotoxinina y otros farmacos con propiedades convulsivantes

(como el t-butil-biciclofosforotionato, TBPS) aparentemente unen a sitios que co-
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mapean con el canal de cloruro, la bicuculina al propio sitio de unién de GABA vy el
resto de los ligandos a sitios de modulacion. La figura 3 -adaptada de Knapp y col.,
1990- detalla algunas de las principales relaciones conocidas entre los sitios de unién

a ligandos.

Figura 3: Relaciones demostradas entre los distintos ligandos del complejo receptor
GABAA . Las flechas indican modulaciones de una determinada droga sobre un sitio
especifico. Los circulos indican sitios putativos de union. La variacion de color para

benzodiazepinas y esteroides indica heterogeneidad de sitios de union. (PTX:

=
Y

Picrotoxinina, TBPS: t-butil-biciclofosforotionato)

Otros compuestos que presentan sitios de unién demostrados en el receptor
incluyen penicilina (Greenlee y col., 1978a; Tsuda y col., 1994), estricnina (Johnston,
1978; Puka y Lazarewicz, 1993) y avermectina Bi, (Supavilai y Karobath, 1981).

Para algunos de ellos hasta se ha postulado una heterogeneidad de sitios de union



Introduccién 12

(avermectina, Huang y Casida, 1997). En general estos sitios se superponen con
alguno de los indicados en la Figura 3.

Hay también una cantidad de sustancias que tendrian accion directa sobre el
receptor sin tener un sitio especifico de accion demostrado. Estas incluyen varios
anestésicos volatiles (Huidobro-Toro y col., 1987; Prince y Simmonds, 1992; Harris y
col., 1993) y hasta lipidos de la membrana (Koenig y Martin, 1992; Samochocki y
Strosznajder, 1993). Con respecto al etanol, algunos autores postulan que su accion es
inespecifica en el receptor (Greenberg y col.,, 1984), probablemente como
consecuencia de modificacion en la fluidez de membrana, mientras que otros trabajos
indican que interactuaria con el sitio receptor BZD (Davis y Ticku, 1981; Reynolds y
col., 1992).

La tabla Il indica una serie de compuestos con accion demostrada en el

complejo receptor.

Tabla I1: Algunos compuestos con accion directa sobre el complejo receptor GABAA

Compuesto Sitio receptor Efecto sobre la funcion
especifico del complejo

Benzodiazepinas Sitio receptor BZD +

B-carbolinas Sitio receptor BZD --

Etanol Sitio receptor BZD? +

Barbituricos Sitio de unién de barbituricos +/-- (dependiente del

barbiturico)
Avermectina 1A

Neuroesteroides

Bicuculina
Picrotoxinina
TBPS

Propofol / Halotano

Cafeina
Estricnina
Penicilina

lones Zn*™*

Sitio de union de barbitudricos

Sitios de union especificos pero
no determinados (co-mapean con
barbitdricos?)

Sitio de union al GABA
Canal de cloruro (?)

Canal de cloruro

Sin sitio de union postulado
Sin sitio de union postulado
Sitio de union especifico
Sitio de unidn especifico

Sin sitio de union postulado

+/-- (concentracion dependiente)

+/-- (dependiente del esteroide)

(+: estimula la transmision GABAérgica

--: inhibe la transmision GABAérgica)
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De los distintos ligandos previamente citados, las benzodiazepinas y los
barbitdricos han sido los méas estudiados por su efecto modulatorio alostérico sobre
los sitios receptores GABAGérgicos, dada su relevancia farmacoldgica como
hipnosedantes, anticonvulsivantes y en el caso de las BZD, ansioliticos (Costa y
Barnard, 1988). Mas recientemente se ha dado una gran importancia a los
neuroesteroides modulatorios del receptor por su posible rol de moduladores
enddgenos, intervinientes en estados de stress y ansiedad, como se describird mas

adelante

2.1 Los moduladores clasicos del receptor GABAA: Benzodiazepinas vy

Barbituricos

La farmacologia oficial de los moduladores del receptor GABAA comenzé a
principios de siglo con la introduccion del barbital en terapias de sedacion (estado de
calma y somnolencia) e hipnosis farmacol6gica (induccion del suefio). Los
barbitaricos fueron los agentes terapéuticos dominantes para estas practicas clinicas
hasta la década del 60, a partir de la cual fueron desplazados masivamente por las
benzodiazepinas, con nuevas propiedades farmacologicas y mayor seguridad

terapéutica.

2.1.1. Benzodiazepinas

Las BZD comenzaron a sintetizarse y a probarse en la practica clinica en la
década del 50 como alternativa a los barbituricos, por sus efectos tranquilizantes que
no llegaban a la extensa sedacién e hipnosis producidas por estos ultimos. La primera
BZD introducida en la terapia clinica fue el clordiazep6xido en 1961, con un espectro
de acciones unico, presentando un elevado poder ansiolitico sin depresion de las
funciones del SNC. Si bien pueden utilizarse por sus efectos hipnéticos y sedantes, el

uso principal de las BZD en la practica clinica actual esta orientado al tratamiento de
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la ansiedad asi como en terapias anticonvulsivantes y de relajacion muscular. Su
indice terapéutico es mucho mayor que el de los barbituricos, siendo por lo tanto
drogas mucho mas seguras en su utilizacion (una descripcion mas detallada de la
farmacologia de BZD puede verse en Goodman Gilman y col., 1995).

A nivel del SNC poseen como sitios de accion principales los sitios receptores
especificos -conocidos como receptores BZD- en el complejo receptor GABAA
(Costa y Guidotti, 1979). Existe una heterogeneidad para sus sitios receptores,
pudiendo clasificarse los mismos en sitios BZD; y BZD, (Squires, 1983). La
diferenciacion entre dichos sitios se logré utilizando ligandos con afinidades
diferenciales para cada uno de ellos (Regan y col., 1981) y actualmente se asume que
corresponden a distintas combinaciones de subunidades del receptor (Pritchett y col.,
1989a). Existen también sitios receptores BZD no asociados al complejo receptor
GABA, conocidos como sitios periféricos de accion (Villiger, 1985; Anholt y col.,
1986) los cuales aparentemente no estarian relacionados con las propiedades
farmacoldgicas y terapéuticas normalmente asociadas a BZD.

Molecularmente es dificil establecer una correlacion Unica entre esos sitios
receptores, distinguibles farmacoldgicamente, y la variedad de subunidades del
receptor GABAA, pero se ha podido determinar mediante estudios de fotomarcado
(marcacion con ligandos que unen covalentemente a residuos aminoacidicos al ser
estimulados con luz UV) que las BZD unen a las subunidades o del complejo (ver por
ej., Bureau y Olsen, 1993), mientras que la subunidad y es necesaria para transmitir
activacion al sitio de unién de GABA (Pritchett y col., 1989b; Sigel y col., 1990;
Horne y col., 1993), potenciando de esa manera la apertura del canal de cloruro. La
aplicacion de BZD conjunta con GABA produce un aumento en la frecuencia de
apertura del canal, sin variacion en los tiempos de apertura (Study y Barker, 1981;
Rogers y col., 1994). Ese efecto potenciador de la neurotransmision GABAEérgica es
siempre GABA-dependiente, siendo las BZD inefectivas per se sobre el canal
(MacDonald y Barker, 1978; Study y Barker, 1981)

2.1.2. Barbituricos
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Este conjunto de sustancias derivadas del &cido barbiturico comenzé a
utilizarse clinicamente a principios de siglo, con la introduccion del barbital en 1903
para la induccion de sedacion y suefio. Hoy en dia han sido masivamente
reemplazados en la practica clinica por las BZD excepto para usos terapéuticos
especializados. Su menor indice terapéutico, los efectos de tolerancia y la mayor
posibilidad de intoxicacion fueron condiciones tendientes a este reemplazo (puede

verse una referencia a su aplicabilidad clinica en Goodman Gilman y col., 1995).
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BENZODIAZEPINA BARBITURICO

Figura 4: Formula molecular genérica de BZD vy barbitdricos. Los grupos R indican
distintos sustituyentes segun el tipo de compuesto. Para el barbitdrico pentobarbital:

Rs=H, Rs,=¢etilo y Rsp=1-metilbutilo

Durante su apogeo, fueron suministrados con frecuencia a mujeres
embarazadas y a recién nacidos para prevenir una serie de alteraciones tales como
convulsiones epilépticas (Hill, 1973a), hiperbilirrubinemias, ictericias (Trolle, 1968;
Thomas, 1976) y convulsiones febriles (Wallace, 1980). Estudios clinicos
demostraron sindromes de dependencia (Desmond y col., 1972) y un retraso mental
en los recién nacidos de mujeres que habian ingerido estos medicamentos
anticonvulsivantes durante su embarazo (Speidel y Meadow, 1972; Hill, 1973a).
Ademas, estudios realizados en roedores describieron que la administracion prenatal
de barbituricos producia efectos de larga duraciéon en la morfologia cerebral (Hill,
1973b), cambios en los paradigmas de comportamiento y sensibilidad a depresiones
del SNC (Zemp y Middaugh, 1975; Yanai y col., 1979; Fishman y Yanai, 1983;
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Yanai, 1984). Estos efectos adversos determinaron su reemplazo en la préactica
clinica, pero a la vez los mostraron como drogas de sumo interés en la investigacion
basica por el espectro de efectos que presentaban en el SNC, especialmente durante el
desarrollo.

En relacion a los mecanismos bioquimicos de accion en el SNC, los
barbitlricos anestésicos y anticonvulsivantes actdan también sobre sitios receptores
especificos en el complejo receptor GABAA (Asano y Ogasawara, 1981; Leeb-
Lundberg y col., 1981; Olsen, 1981a; Johnston y Willow, 1982), incrementando la
unién del GABA y BZD a sus sitios receptores y aumentando de esa forma la
conductancia al ion cloruro (Leeb-Lundberg y col., 1980; Allan y Harris, 1986;
Carlston y col., 1992; Mihic y col., 1992). Su mecanismo alostérico de accion es
distinto al de las BZD, pues fundamentalmente producen un aumento del tiempo en
que el canal de CI" permanece abierto, sin alteracion de la frecuencia de apertura
(Study y Barker, 1981; MacDonald y col., 1989).

Si bien su funcion consiste en modular positivamente la accion del GABA, en
altas concentraciones pueden producir apertura del canal en forma GABA-
independiente (Robertson, 1989), hecho del cual no se conoce aun el mecanismo
subyacente aunque se piensa que seria una accion directa sobre el canal (Rho y col.,
1996). También se ha demostrado que la accion de la mayoria de los barbituricos es
bifasica, teniendo efectos opuestos a medias y altas concentraciones (Willow vy
Johnston, 1981; Schwartz y col., 1986).

En el estudio farmacoldgico de estos compuestos, se pensé originalmente que
poseian un sitio comun de accion en el receptor con otros farmacos que presentan
propiedades opuestas (convulsivantes, como la picrotoxinina) (Ticku y Olsen, 1978;
Olsen, 1981b), pero luego se demostrd que los sitios de accidn no eran idénticos sino
en todo caso superpuestos y con una relacion alostérica entre ellos (Trifiletti y col.,
1984)

A nivel molecular el sitio receptor de barbitaricos en el complejo no esta aln
bien definido (McKernan y Whiting, 1996). Actualmente se postula que residiria en
las subunidades oo (Amin y Weiss, 1993), si bien se ha visto que el tipo de subunidad

B que conforma al receptor también influye en los efectos de estas drogas (Thompson
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y col., 1996). La subunidad y por otro lado, no seria necesaria para el efecto de los

barbitaricos (Horne y col., 1993; Sanna y col., 1995).

2.2 Nuevos moduladores del receptor GABAA: Neuroesteroides.

El término neuroesteroide (NE) fue utilizado por primera vez en 1987 por
Etienne Baulieu y Paul Robel (revisado en Baulieu y Robel, 1990) para referirse a una
serie de esteroides (pregnenolona y derivados) que se sintetizaban en el SNC a partir
de colesterol, independientemente de fuentes exdgenas, y ejercian una modulacion de
funciones cerebrales. En un sentido mas amplio se define actualmente como NE a
todo esteroide que pueda sintetizarse en el SNC (Majewska, 1991, Mellon; 1994).
Conjuntamente al concepto de neuroesteroides, se utiliza también el de esteroides
neuroactivos (EN) para referirse a todo esteroide con actividad biologica en el SNC,
independientemente de si ha sido generado o no en el tejido neural (Mellon, 1994).
Existen EN que no son NE pues provienen de otras fuentes tisulares: es el caso de los
metabolitos de la deoxicorticosterona, con funcion demostrada en el SNC (Majewska
y col., 1986) y con origen en las glandulas adrenales. La definicion de EN alcanzaria
también a todo esteroide sintético con accion demostrada en el SNC, lo que permite
incluir una serie de conocidos anestésicos sintéticos, como por ejemplo el derivado de
la progesterona 5a.-pregnan-3a.-ol-11,20-diona (alfaxalona, Gee y col., 1988).

Hasta el presente no se ha encontrado ningdn NE que no sea a la vez
neuroactivo. Teniendo esto en cuenta y dado que en el resto de esta introduccion se
hablard casi exclusivamente de los esteroides sintetizados en el SNC por su
importancia en la neurotransmision GABAGérgica, se continuardn describiendo las
propiedades solamente de NE y no se seguira diferenciando entre NE y EN, a menos
que se mencione un esteroide activo en SNC pero especificamente no sintetizado en

tejido nervioso, en cuyo caso se lo remarcara apropiadamente.

2.2.1. Biosintesis de Neuroesteroides.
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El postulado de biosintesis especifica de NE en el SNC surgié con la
demostracion de la presencia de pregnenolona (5-pregnen-3p-ol-20-ona) vy
dehidroepiandrosterona (5-androsten-3p-ol-17-ona, DHEA) en cerebro (Corpéchot y
col., 1981; 1983), excediendo las concentraciones plasmaticas y permanenciendo en
altas concentraciones aun después de removidas otras glandulas esteroidogénicas. La
via de sintesis que lleva de colesterol a pregnenolona (reaccion mediada por el
citocromo P450scc) es el paso inicial de biosintesis de NE, dando origen luego a
progesterona y finalmente a los metabolitos reducidos de ésta, entre los cuales se
hallan los NE mas potentes conocidos (Majewska, 1991). Un resumen de las vias de
sintesis de NE puede verse en la Figura 5, adaptado de Akwa y col., 1991 y Mellon,
1994. La pregnenolona per se parece ser inactiva en tejido nervioso, pero da origen a

derivados sulfatados con importante actividad (Akwa y col., 1991)

PREG. SULFATO COLESTEROL DHEA SULFATO
+ P450scc 5 5
7a-OH-PREG. PREGNENOLONA — — — ® 17-0H-PREGNENOLONA — — B> DHEA
o ESTER DE DHEA

ESTER DE PREG.

Ruta hacia testosterona y estradiol

HO 3B-HSD
y

PROGESTERONA

50-R 30.0x_— 50-PREGNAN-30-OL-20-ONA
50-DIHIDROPROGESTERONA
38-OX ™ 54-PREGNAN-3B-OL-20-ONA
? 58-R
30-OX _~ 5B-PREGNAN-30-OL-20-ONA

5B-DIHIDROPROGESTERONA

11-DEOXICORTICOSTERONA 3p-OX
5B-PREGNAN-33-OL-20-ONA
5a-R
P450c11B 30-0OX
CORTICOSTERONA

50-PREGNAN-3a,21-DIOL-20-ONA
(alo-THDOC)

Figura 5. Principales vias de sintesis propuestas para NE en SNC a partir de

colesterol, en mamiferos. Se han omitido algunos pasos intermedios. Algunas vias
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especificas difieren en aves. Algunos esteroides, como alo-THDOC, aunque pueden
sintetizarse en SNC parecen provenir mayoritariamente de otros tejidos
esteroidogénicos. En color verde se indican los principales NE; en azul, sus
precursores inmediatos; en rojo, las enzimas involucradas en la sintesis. Referencias:
P450scc, citocromo que cliva la cadena lateral del colesterol; 34-HSD: 3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa; 5a-R, 5a-reductasa; 54-R, 5B-reductasa -cuya
actividad ha sido demostrada solamente en algunas especies-; 3a-OX, 3a-
hidroxiesteroide oxidorreductasa; 340X, 3pB-hidroxiesteroide oxidorreductasa;
P450cl11p, 11B-hidroxilasa; PREG, Pregnenolona (cuya formula molecular esta

graficada)

Actualmente la sintesis de NE se ha demostrado en forma especifica tanto en
neuronas (Prasad y col., 1994) como en células gliales (Hu y col., 1987; Jung-Testas y
col., 1989), habiéndose identificado la mayoria de las actividades enziméticas
necesarias para la produccion de los distintos NE observados (detalladas en Mellon,
1994; Rupprecht y col. 1996). De ellas, las mas importantes son las que intervienen en
el metabolismo de la progesterona, reduciendo su doble enlace entre los carbonos 4 y
5, e hidroxilando el grupo carbonilo de la posicion 3 (Krause y col., 1980; Celloti y
col., 1992). Estos dos procesos son producidos por diferentes enzimas, las que
originan metabolitos que son entre si estereoisomeros. Los mismos se han detallado
en la Figura 6 por la relevancia de su estructura en relaciéon a su actividad sobre el
complejo receptor GABAA.

Uno de los pocos NE cuya biosintesis no ha sido ain completamente
dilucidada en mamiferos es la DHEA, pues no se han encontrado en el SNC las
enzimas necesarias para la formacion a partir de pregnenolona (Mellon, 1994), si bien
sus concentraciones en SNC exceden ampliamente los niveles sanguineos sugiriendo
que debe tener una fuente enddgena de sintesis (Akwa y col., 1991).

Por altimo, algunos NE no s6lo se sintetizan en el SNC sino que también se
almacenan en las membranas plasmaticas de las células, bajo la forma de NE
esterificados con &cidos grasos. Se han descubierto bajo esta forma esterificada a la

pregnenolona y a la DHEA (Corpéchot y col., 1983; Jo y col., 1989), y la
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funcionalidad de este almacenamiento no se encuentra aun totalmente determinada
(Akway col., 1991).

O
0
Progesterona
O
I
H 3@,50-P HOL—~— 36,5a-P
Alopregnanolona Isopregnanolona

38,58-P

; 3a,56-P
Epipregnanolona

HO Pregnanolona

HG

Figura 6. Los NE originados por metabolismo de la progesterona. La nomenclatura
de todos ellos es 5-x-pregnan-3x-ol-20-ona, donde “x” indica la conformacion o (por
debajo del plano del enlace) o B (por encima del mismo). Puede verse la gran

diferencia conformacional entre los isomeros 5a.- y 5B-reducidos.

2.2.2 Mecanismos de accion de los neuroesteroides.

Es importante remarcar que la definicion de esteroides como EN o NE no hace
referencia en ningin momento a sus posibles mecanismos de accién en el SNC.
Clasicamente, las hormonas esteroideas han sido asociadas con mecanismos
de accién mediados por receptores citosolicos o nucleares que actuan como factores

transcripcionales (Evans, 1988). Estos mecanismos “lentos” de respuesta a esteroides
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-que se desenvuelven en términos de horas- se conocen como mecanismos gendémicos
(McEwen, 1988).

Sin embargo ya en 1927 existian reportes del rapido efecto anestésico
observado con la inyeccion endovenosa de colesterol (Cashim y Moravek, 1927), y en
1942 Hans Selye reportaba mecanismos de accion extremadamente rapidos para el
esteroide progesterona actuando como anestésico y anticonvulsivante. En ese reporte
los tiempos de accion parecian incompatibles con un posible efecto genémico del
esteroide a través de sintesis de ARN o proteinas, si bien el hecho de que la respuesta
observada no tuviera una latencia de horas no era suficiente para discriminar entre
efectos gendmicos y no-gendmicos. Posteriormente la demostracion inequivoca de
efectos de esteroides en SNC por vias no gendmicas permitié postular que los NE
podian actuar en el SNC a nivel de la membrana plasmatica, y mas especificamente, a
nivel de receptores de membrana y no por simple perturbacién de la bicapa lipidica
(McEwen, 1988). Entre las lineas de demostracion cabe destacar el uso de
bloqueantes de los receptores intracelulares a esteroides (Dluzen y Ramirez, 1989;
Petitti y Etgen, 1992), el empleo de preparaciones de células sin nucleos (Drouva y
col., 1985) y la utilizacion de inhibidores para la sintesis de proteinas (Nabekura y
col., 1986; Schumacher y col., 1990).

El hecho de que los esteroides pudieran actuar rapidamente a traves de
receptores de membrana expuso un campo de nuevos sitios de accién para los NE a
un nivel diferente al intracelular. En 1984 (Harrison y Simmonds) se reporté la accion
de un EN sintético sobre el complejo receptor GABAA y en 1986 (Majewska y col.)
se describio por primera vez y con mayor detalle la accion de dos esteroides
enddgenos sobre el mismo complejo receptor: el metabolito reducido de la
progesterona 5oa-pregnan-3a-ol-20-ona (3a,50-P 0 alopregnanolona, actualmente
reconocido como el mas potente NE), y el esteroide 5a-pregnan-3a,21-diol-20-ona
(Ilamado alo-THDOC), metabolito del mineralocorticoide deoxicorticosterona y un
potente EN de origen adrenal. La accion de estos dos esteroides era rapida, no
gendmica, consistente en una modulacién alostérica positiva del complejo receptor.
Estos esteroides producian un aumento en la union de ligandos a sus sitios receptores

(muscimol a los sitios de union de GABA y flunitrazepam a los sitios receptores
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BZD), causando finalmente un aumento de la conductancia al CI" (Majewska y col. ,
1986).

Actualmente, se conoce un gran nimero de NE que actian a nivel de
membrana plasmatica, con accidn sobre varios sistemas de neurotransmisores, siendo
aparentemente el sistema GABAEérgico el blanco principal de los mismos (Majewska,
1991)

2.2.3. Mecanismo de accion de los neuroesteroides en el receptor GABAA

En el complejo receptor GABAA los NE actlan como efectores alostéricos
(Majewska y col., 1986; Harrison y col., 1987), existiendo NE que modulan positiva o
negativamente la unién de GABA y BZD a sus sitios receptores. Los distintos
metabolitos de la progesterona pertenecen al primer grupo (Harrison y col., 1987),
mientras que entre los moduladores negativos mas importantes se encuentran la
pregnenolona sulfato y la DHEA sulfato (DHEA-S) (Majewska y col., 1990b; Akwa y
col., 1991).

La modulacion positiva produce un aumento de afinidad de los sitios
receptores de GABA y BZD por agonistas especificos (muscimol y GABA para los
sitios GABAEérgicos, flunitrazepam para los sitios de unién de BZD) (Majewska y
col., 1986; Harrison y col., 1987; Peters y col. 1988) y un desplazamiento de
antagonistas del receptor GABAérgico tales como bicuculina o TBPS (Gee y col.,
1987; 1988). Esta modulacion alostérica se traduce en un aumento de la conductancia
para los iones CI, lo cual ha sido demostrado mediante experimentos de captacién de
%8C| en sinaptoneurosomas (Morrow y col., 1989) como también por mediciones
electro-fisiolégicas (Callachan y col., 1987; Harrison y col., 1987; Peters y col.,
1988). El aumento de conductancia a este ion se debe a un incremento en el tiempo de
apertura del canal (Callachan y col., 1987), mientras que a mayores concentraciones
de NE también existe un aumento en la frecuencia de apertura (Harrison y col., 1987).
A concentraciones suficientemente altas (> 30 uM), los NE pueden producir una
apertura del canal en forma GABA-independiente (Callachan y col., 1987; Peters y

col., 1988), efecto que se pensé como indirecto o mediado por GABA enddgeno en
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las preparacio-nes de trabajo (Im y col., 1989), pero que actualmente se reconoce
como una accion directa de los esteroides en el sitio receptor de GABA (Hill-Venning
y col., 1994).

Los NE que actian como moduladores negativos del complejo receptor
(pregnenolona sulfato, DHEA-S) tienen efectos diametralmente opuestos,
disminuyendo la union especifica de agonistas GABAérgicos y produciendo por lo
tanto una inhibicion de esta neurotransmision (Majewska y col., 1990b; Demirgoren y
col., 1991; San Martin y col., 1996).

Al actuar como moduladores alostéricos del receptor, actualmente se acepta
que los NE poseen un sitio especifico de accion en el complejo. Resultados
indicativos de la variacion de efectos observada para distintos estereoisomeros
(Harrison y col., 1987; Gee y col., 1988) y la posibilidad de actuar ain sobre el
receptor solubilizado (Giusti y col., 1993) apoyan la existencia de dicho sitio
especifico. También se ha demostrado que aunque los esteroides puedan atravesar la
membrana plasmatica -debido a su lipofilicidad- dicho sitio debe hallarse en el
dominio extracelular del receptor, pues la aplicacion de NE intracelularmente es
inefectiva para modular las funciones GABAGérgicas (Hill-Venning y col., 1994).

Los primeros trabajos que evaluaron el modo de accién de los NE sugirieron
que estos ejercian su accion a nivel de los sitios modulatorios de los barbitaricos,
dada la elevada semejanza de efectos que producian a nivel bioguimico vy
electrofisiologico, incluyendo la posibilidad de apertura del canal en forma GABA-
independiente (Callachan y col., 1987; Harrison y col., 1987). Aun mas, algunos
barbitaricos y NE compiten por sitios de unién, reforzando la posible existencia de
sitios comunes (Majewska y col., 1990).

Sin embargo, un nimero posterior de trabajos dirigidos a profundizar en este
aspecto indicaron que los sitios de accion de ambos tipos de moduladores debian ser
distintos, ya que ellos presentaban aditividad de efectos y eran diferencialmente
desplazados por otros ligandos (Kirkness y Turner, 1988; Gee y col., 1988; Peters y
col.,, 1988; Turner y col., 1989). No obstante esa discusion aiun no estd cerrada
(Majewska, 1991) pues la posibilidad de diferenciar entre sitios de union de
barbitaricos y de neuroesteroides es criticamente dependiente de los ligandos elegidos

y las condiciones de preparacion de las membranas sindpticas empleadas.
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La complejidad del andlisis aumenta con el hallazgo de diferentes sitios de
accion para los NE (Morrow y col., 1990) -de los cuales algunos serian compartidos
con barbituricos-, incluyendo poblaciones con selectividad para determinados NE
(Prince y Simmonds, 1993) y otras con distinta afinidad para un mismo NE
(Hawkinson y col., 1994; Goodnough y Hawkinson, 1995).

Molecularmente no se ha llegado ain a una definicion de la subunidad o
subunidades del receptor pasibles de contener los sitios de accion de NE (McKernan'y
Whiting, 1996). Algunos estudios han inclusive descartado la posibilidad de que haya
alguna subunidad que sea esencial para el efecto de estos esteroides (Puia y col.,
1992) mientras que otros sugieren que el tipo de subunidad o influiria en los efectos
observables (Shingai y col., 1990; Lan y col., 1991). Las subunidades con funcién de
transactivacion también intervendrian en la modulacion observada, pues se ha
observado un mayor efecto con determinadas subunidades y (Shingai y col., 1990) y
una inhibicion cuando el complejo estd constituido con subunidades & (Zhu y col.,
1996). Como ejemplo extremo de variabilidad se han llegado a demostrar ciertas
combinaciones de subunidades, expresadas en lineas celulares, con las cuales los NE
positivos mas potentes (3a,5a-P) se comportan como moduladores negativos del

receptor (Hauser y col., 1996).

2.2.4 Otros sitios de accion de los neuroesteroides.

Si bien el principal blanco de accion de todos los NE conocidos parece ser el
complejo receptor GABAA se han demostrado acciones en otros receptores a
neurotransmisores, especialmente el de glicina (Wu y col., 1990; 1993; Prince y
Simmonds, 1992b) y el de glutamato tipo NMDA (Wu y col., 1991; Irwin y col.,
1992). En estos receptores los NE poseen efectos opuestos a los que presentan en el
receptor GABAA. Por ejemplo, NE moduladores negativos ya citados como la
pregnenolona sulfato, que inhiben la conductancia a CI" en el receptor GABAA
aumentan la conductancia al Ca™ del receptor NMDA. No obstante, dado que estos
efectos se han visto por lo general a altas concentraciones de NE (100 uM) se los ha

planteado como poco especificos.
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Otro sitio de accion descripto serian los canales de Ca™" voltaje-dependientes,
sobre los cuales los NE producirian un bloqueo, también actuando en concentraciones
en el orden micromolar (Ffrench-Mullen y Spence, 1991).

Un posible sitio de accién de NE sobre el cual se renovo el interés en los
ultimos afios son los propios receptores intracelulares a hormonas esteroideas. Desde
los primeros trabajos con NE representativos, como los metabolitos de la
progesterona y de la corticosterona, se demostré (Gee y col., 1988) que los mismos no
unian a receptores intracelulares. Por ese motivo resulté muy novedoso el hallazgo de
que NE como la alo-THDOC o la 3a,5a-P podian inducir transcripcion de genes -en
forma mediada por el receptor intracelular de progesterona- al agregarse a células en
cultivo (Rupprecht y col., 1993). Finalmente se demostré que dichos NE no actuaban
per se sino via metabolizacion intracelular, dando derivados mas oxidados que eran
los que directamente unian a los receptores intracelulares (Rupprecht y col., 1993;
1996). Dado que las concentraciones necesarias de esos NE para actuar
intracelularmente son similares a las que presentan actividad en el receptor GABAA,,
el descubrimiento de ese nuevo sitio de accion abre un nuevo campo de estudio sobre
la “comunicacion cruzada” entre los efectos de estos moduladores a niveles nucleares

y de membrana.

2.2.5 Significancia fisioldgica y psicofarmacoldgica de los neuroesteroides.

Desde los trabajos de Selye ya citados quedd manifiestamente demostrado que
las hormonas esteroideas estaban involucradas en funciones depresoras del SNC,
como eran los procesos de sedacion y anestesia. De hecho, el planteo de esta
asociacion dio origen al desarrollo de anestésicos de tipo esteroideo que mas tarde
resultaron ser similares estructuralmente a los NE conocidos.

Dado que los NE actian fundamentalmente a nivel de la neurotransmision
GABAérgica, es logico establecerles una relacion con eventos fisiologicos o con
estados patoldgicos en los que interviene esta transmision inhibitoria (Majewska,

1991). Las tres funciones del SNC en las cuales interviene la transmision
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GABAérgica y en las que se ha establecido una fuerte accion modulatoria de los NE
son las de ansidlisis, sedacion y anestesia.

En 1991 se demostro que distintos NE aumentaban en SNC en respuesta a
condiciones de stress (Purdy y col., 1991) y mas tarde se observé que en dichas
condiciones los NE variaban su perfil de modulacion alostérica sobre el receptor
GABAA (Deutsch y col., 1994). Desde esos descubrimientos iniciales varios NE -
todos ellos metabolitos reducidos de la progesterona- fueron identificados como
ansioliticos al ser administrados en tests comportamentales (Bitran y col., 1991;
Wieland y col., 1991; 1995). Asimismo, se ha demostrado que el efecto ansiolitico de
la administracion de progesterona, el cual era bien conocido (Rodriguez Sierra 'y col.,
1984) se debe a su transformacion a nivel del SNC en el potente NE 3a,5a-P (Bitran
y col., 1995).

Por otro lado, esos mismos NE derivados de la progesterona han demostrado
poseer importantes propiedades sedativas y anticonvulsivantes (Belelli y col., 1989;
Kokate y col., 1994; Wieland y col., 1995).

De la misma manera, las propiedades anestésicas de los progestagenos que son
conocidas desde Selye, han sido recientemente asociadas a los metabolitos de la
progesterona, que poseen esa actividad actuando directamente a nivel de la
neurotransmision GABAérgica (Mok y Krieger, 1990; Mok y col., 1991).

La importancia de los NE como ansioliticos, anticonvulsivantes y anestésicos
los transforma en compuestos de enorme interés en el campo de la
neuropsicofarmacologia, especialmente por tratarse de sustancias de origen endégeno
y con metabolismo conocido. No obstante, hasta el presente, su pobre solubilidad en
soluciones acuosas continta siendo el mayor obstaculo para su desarrollo como
agentes terapéuticos (Rupprecht y col., 1996).

Mas alla de su posible aplicacion, los NE resultan de interés como sustancias
neuromoduladoras que establecerian una conexion entre los mecanismos de
regulacion nervioso y hormonal de diversas funciones fisioldgicas. Por ejemplo, se ha
relacionado a los NE con la modulacion de la transmision GABAérgica en
comportamientos tales como la conducta agresiva (Kavaliers, 1988) o de receptividad
sexual (Corpéchot y col., 1985; Akwa y col., 1990). Ademas, a nivel clinico, esta

postulado que los niveles de NE estarian relacionados con una serie de estados
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neuroldgicos, tales como la tendencia a convulsiones, la depresion postparto y la
tension pre-menstrual (Majewska, 1991; Mellon, 1994) .

Los NE con funcion inhibitoria de la transmision GABAEérgica también
intervendrian en procesos comportamentales, deduciblemente con efectos opuestos a
los que poseen los derivados de la progesterona (Steiger y col., 1993; Lancel y col.,
1994). Algunos NE con estas propiedades, tales como la pregnenolona sulfato o la
DHEA-S han sido inclusive involucrados en procesos cognitivos, con una funcion
mejoradora de los procesos de memoria (Flood y col., 1988; 1992; Frye y Sturgis,
1995).

3. Microambiente del Receptor GABAA. Factores enddgenos y estructura de la

membrana sinéptica.

El hecho de que el receptor GABAA presente varios sitios especificos a los
cuales se unen drogas que no estan presentes in vivo en SNC, tales como BZD y
barbitdricos, ha generado siempre un interés en la blasqueda de posibles ligandos
enddgenos para dichos sitios, que pudieran actuar como co-transmisores o
moduladores de la transmision GABAGérgica. En este contexto, los NE resultaron
sumamente novedosos como primeros ligandos enddgenos demostrados que unian a
sitios especificos en el receptor y modulaban su funcion (justificando asi el interés en

relacionarlos con los sitios de unién de barbitdricos).

3.1 Factores enddgenos que acttan a nivel del receptor GABAA

El estudio de ligandos enddgenos del receptor comenzo con la observacion de
que diferentes tratamientos de la membranas sinapticas permitian exponer sitios que
unian GABA con alta afinidad (Enna y Snyder, 1976). Los mismos se pensaban por lo
tanto “enmascarados” por factores enddgenos asociados al receptor (Greenlee y col.
1978b), de los cuales el mas obvio era el propio GABA endogeno acumulado en la

preparacion de membranas sinapticas (Napias y col., 1980). No obstante, varios
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investigadores reportaron el aislamiento de otros factores endogenos, distintos del
propio GABA (Toffano y col., 1978; Yoneda y Kuriyama, 1980; Massotti y col.,
1981b). De estos estudios el mas representativo fue en su momento el de Guidotti y
col. que comenzd en 1978 y finalizé en 1982 con el aislamiento de una pequefia
proteina basica (PM=14 KDa) llamada “GABA-modulina”. Sin embargo, el estudio
de la funcionalidad bioldgica de esta proteina -aparte de su capacidad para inhibir la
unién de GABA a sus sitios receptores- nunca fue profundizado (el ultimo reporte es
de Vaccarino y col., 1985) y en poco tiempo otros autores (Lagos y col., 1983) ya no
la reportaban. Reportes mas recientes (Yarom y col., 1992; Tang y col., 1993) ya no
hacen siquiera referencia a ella y se focalizan en la posibilidad de existencia de otros
factores endogenos de menor peso molecular.

Otro punto de interés fue el de los ligandos enddgenos especificos del receptor
BZD, pues la posibilidad de encontrar una “BZD enddgena” resultaba importante por
su aplicabilidad farmacoldgica. Se han descripto varias sustancias de bajo peso
molecular capaces de unirse a los sitios receptores BZD (Asano y Spector, 1979;
Mohler y col., 1979; Pefia y col., 1986), incluyendo posibles BZD enddgenas (De
Blas y Sangameswaran, 1986). Los factores enddgenos que mas interés suscitaron
fueron compuestos proteicos (Davis y Cohen, 1980; Woolf y Nixon, 1981), de los
cuales el mas relevante es una proteina conocida como DBI (“Diazepam Binding
Inhibitor”, Inhibidor de la unién de Diazepam, Massotti y col., 1981a), purificado en
1983 (Guidotti y col.). Esta proteina de 105 aminoacidos (PM=11 KDa) actia como
un agonista de los sitios receptores BZD y estd postulado que en realidad el
compuesto de mayor actividad es un péptido de 18 aminoacidos surgido por
protedlisis de la proteina original (Ferrero y col., 1986). Esta proteina, por su baja
afinidad al receptor GABAA y su mayor afinidad a los sitios receptores BZD
periféricos, se descartd originalmente como un factor complementario de la
transmision GABAGérgica (Haefely, 1988). No obstante, actualmente se ha retomado
el interés en la misma a la luz de nuevos resultados que la sugieren como un
modulador de ciertas funciones GABAérgicas (Matsumoto y col., 1996; Ojima y col.,
1997), y por su posible rol regulador en los procesos de biosintesis de NE (Costa y
col., 1994).
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3.2 Preparacion de membranas sinpticas

La preparacién de membranas sinapticas es un factor clave en el estudio de
cualquier receptor a neurotransmisores ya que el objetivo de la misma es eliminar la
mayor cantidad posible de neurotransmisor endégeno a fin de exponer sus sitios
receptores. Para el GABA, existe una complejidad adicional causada por las elevadas
cantidades de este aminoacido que pueden encontrarse en las preparaciones de
membranas (2 a 4 micromoles por gramo de tejido cerebral, concentracion que es
unos tres 6rdenes de magnitud superior a la de otros neurotransmisores -Gardner y
col., 1981-). El nivel de GABA enddgeno, que inhibe la union de GABA agregado
exodgenamente, es por tanto un factor que siempre debe considerarse en dichas
preparaciones (Gardner y col., 1981; Napias y col., 1980).

Numerosos estudios han demostrado como la determinacion de los sitios
receptores GABAérgicos es fuertemente dependiente del tipo de preparacion de
membranas sinapticas. En dichos estudios se han aplicado procedimientos tales como
el repetido lavado de las membranas, la congelacion de las mismas, o incluso su
tratamiento con detergentes (Chiu y Rosenberg, 1979; Olsen y col., 1981; Flores y
col., 1986; Fiszer de Plazas y col., 1993); todo lo cual altera la composicién proteica o
lipidica de la membrana, modificando por lo tanto el microambiente del receptor
(Toffano y col., 1981; Yang y Olsen, 1987). También se ha visto como diferentes
iones en las soluciones de trabajo influyen directamente en la union de GABA a sus
sitios receptores (Enna y Snyder, 1975; 1976; Corda y Guidotti, 1983; Madtes, 1984).
Se asume que estos tratamientos, al alterar la composicion y estructura de la
membrana, ayudan a la remocién de GABA vy otros factores endégenos y por lo tanto
“desenmascaran” sitios receptores GABAérgicos (Lester y col., 1981; Fiszer de
Plazas y col., 1993).

Las modificaciones observadas al tratar las membranas sinapticas de esta
forma generalmente se manifiestan como la aparicion de varias poblaciones de sitios
receptores GABAGérgicos: Unos de baja afinidad por GABA vy alta capacidad de
union, observables ain en condiciones de suave o nulo tratamiento de las membranas
(Kurioka y col., 1981), y otros de alta afinidad y baja capacidad de union, detectables

solo en membranas exhaustivamente tratadas (Guidotti y col., 1979; Horng y Wong,



Introduccién 30

1980; Olsen y col., 1981; Flores y col., 1986). Existe actualmente discrepancia sobre
si dichos sitios de alta afinidad existen realmente y se encuentran in vivo saturados
por GABA -con lo cual su rol fisioldgico no quedaria claro (Egdar y Schwartz, 1992)-
0 si son meros artefactos de técnica.

Esta comprobado asimismo que la metodologia empleada no solo altera el
perfil de presentacidn de sitios receptores al neurotransmisor, sino que también se ven
afectados los sitios que unen al resto de los ligandos modulatorios, tales como BZD
(Chiu y Rosenberg, 1979; Palacios y col., 1979; Sabato y col., 1981; Fiszer de Plazas
y Mitridate de Novara, 1990) o barbituricos (Asano y Ogasawara, 1981; Willow y
Johnston, 1981). Especialmente, las primeras evidencias biogquimicas de que el
receptor GABAA debia ser un complejo multimérico provinieron de trabajos que
demostraban cémo la union de BZD y GABA quedaba diferencialmente afectada por
el tratamiento de la membrana (Chiu y Rosenberg, 1979; Skerrit y col., 1982),
sugiriendo que los dos ligandos podian unir a distintas unidades proteicas que eran
diferencialmente removidas o alteradas.

Estos datos previos indican que las alteraciones que pueden introducir las
técnicas de preparacion de membranas sinapticas es un factor que debe tenerse en
cuenta al comparar variaciones en la union de ligandos a este complejo receptor o al

estudiar la modulacion de dicha union por distintas drogas.

4. La via visual de las aves.

La via visual en las aves, asi como en los demas vertebrados, puede dividirse
en tres centros principales de procesamiento de informacion: la retina, los ndcleos
mesencefalicos de procesamiento y finalmente la corteza visual en el cerebro.

En los mamiferos, la estructura mesencefalica que actla como “estacion de
relevo” es el nucleo geniculado lateral (NGL) junto a su “techo” dorsal -coliculo
superior- (Ingle y Sprague, 1975). En las aves, el mesencéfalo dorsal (tectum dptico)
que tiene equivalencia anatomo-funcional al NGL vy coliculo superior de los
mamiferos estd mucho mas desarrollado anatomicamente, formando dos grandes

estructuras globulares a ambos lados de la linea media del encéfalo, conocidas como
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I6bulos dpticos (LO), cubiertas parcialmente por los hemisferios cerebrales y por el
cerebelo (para una descripcion morfoldgica completa ver La Vail y Cowan, 1971;

Guntarkdn, 1991). La ubicacion de estas estructuras se detalla en la figura 7.
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Figura 7: Esquema representativo de las principales estructuras encefélicas en las
aves, vista lateral. Se representa un estadio temprano del desarrollo, en el cual los LO
son mas prominentes (en animales adultos quedan mucho més cubiertos por el
cerebelo). Las lineas cruzadas representan los dos ejes anatomicos principales del
mesencéfalo. Referencias: Telen, telencéfalo; Dien, diencéfalo; Cereb, cerebelo; OL,
I6bulo dptico; OL L. Anat. Axis, Eje anatdmico longitudinal del 16bulo 6ptico; Mesen
L. Anat. Axis, eje anatémico longitudinal del mesencéfalo. (Reproducido con

autorizacion de Scicolone y col., 1995)

4.1 Estructura y desarrollo del Lébulo Optico

La informacion visual captada por las células fotosensibles de la retina (conos
y bastones) es procesada en las sinapsis con las células bipolares y amaécrinas
retinianas antes de arribar a las células ganglionares (Hughes y La Velle, 1974), que

proyectan sus axones hacia el siguiente centro de procesamiento. La retina de las aves
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presenta tipos celulares similares a los de mamiferos, si bien posee una
citoarquitectura mucho mas compleja asi como adaptaciones en el nimero de células
fotosensibles y propiedades bioquimicas de dichas células que la hacen optima para la
vision diurna (Govadorsky y Zueva, 1977; Boemaker, 1980).

Los axones de las células ganglionares que salen de la retina se empaquetan
formando los nervios Opticos, que se dirigen hacia los LO donde realizaran la
siguiente sinapsis (Rager y Von Oeynhausen, 1979). A diferencia de los NGL de
mamiferos, que reciben cada uno un numero similar de aferencias provenientes de
ambos ojos, cada LO de las aves recibe la mayor parte de las aferencias del ojo
contralateral (De Long y Coulombre, 1965, Crossland y col., 1974).

El LO es una estructura laminada que presenta en el adulto seis estratos

principales:

1. Estrato Optico

2. Estrato gris y fibroso superficial (subdividido)
3. Estrato gris central

4. Estrato blanco central

5. Estrato gris periventricular

6. Estrato fibroso periventricular

El estrato gris y fibroso superficial se encuentra muy desarrollado y
diferenciado internamente (Grisser y col., 1978), presentando diez sublaminas, por lo
que cada LO posee en total una estructura laminada concéntrica de quince capas.

El desarrollo embrionario de esta estructura puede dividirse en tres fases
principales (La Vail y Cowan, 1971): En la primera fase (dias 3 a 6 de incubacion del
huevo) hay una intensa proliferacion celular y una ausencia de laminacion pues todas
las células neuronales se estan originando y diferenciando en una Unica zona de
generacion (neuroepitelio).

En la segunda fase (hasta el dia 12 de incubacidn) cesa la proliferacion celular
y migran las células diferenciadas, originandose los 6 estratos principales y varias de
las sublaminas del estrato gris y fibroso superficial. Durante esta fase las fibras

retinianas invaden el LO iniciando la conexién desde la retina.
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Por ultimo, en la tercera fase (desde el dia 12 de incubacion hasta el
nacimiento en el dia 21 de incubacion) se produce un crecimiento celular en todas las
capas y una mayor diferenciacion celular en las mismas. En esta ultima etapa, a partir
del dia 17 de incubacidn se establecen las primeras sinapsis funcionales sensibles a
influencias luminicas en el ojo del embrion (La Vail y Cowan, 1971). Un estudio
reciente y detallado sobre el curso temporal del desarrollo y laminacién del LO puede
verse en Scicolone y col. (1995), del cual se ha representado en la figura 8 un

esquema resumido de dicho desarrollo.

4.2 Neurotransmisién GABAEérgica en el Lobulo Optico

Los LO resultan las estructuras con mayor proporcion de sinapsis
GABAérgicas en el SNC de las aves (Vischer y col., 1982), especialmente en el
estrato gris y fibroso superficial (Dietl y col.,, 1988). Varias evidencias han
demostrado que el tipo de receptor principalmente encontrado en los LO es el
GABA, , ya sea mediante ensayos de unién de [*H]muscimol (Batuecas y col.,
1987a,b) o radioautografia con [*H]Flunitrazepam (Dietl y col., 1988). Una serie de
estudios han demostrado la importancia de las neuronas GABAGérgicas en el
funcionamiento de los circuitos locales de estas estructuras (Scholes y Roberts, 1964;
Cuenod y Streit, 1980).
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Figura 8: llustracion esquemética del perfil de laminacion en el tectum dptico
representado como un proceso dinamico y continuo producido por segregacion y
compartimentalizacion celular. En el eje horizontal se representa el estadio de
desarrollo, desde embridn de 5 dias de incubacion (E5), hasta animales recién nacidos
(NH), postnatales jovenes (P15) y adultos (A). Referencias: mZ: zona marginal; GZ:
zona generativa; TCC: compartimiento celular transiente (numerados de 1 a 5 de
acuerdo a su orden cronologico de aparicidn); VZ: zona ventricular; SvZ: zona
subventricular. Capas definitivas: SO, estrato Optico; SGFS, estrato gris y fibroso
superficial; SGC; estrato gris central; SAC, estrato blanco central; SGP, estrato gris
periventricular; SFP, estrato fibroso periventricular; Ep, epitelio ependimario. Las
letras “a” hasta “j” indican las sublaminas del SGFS. Las posiciones indicadas con
una letra “C” y a continuacién con el nombre de una ld&mina o sublamina representan
compartimentalizaciones reconocidas en determinado estadio del desarrollo como
precursoras de dicha ldmina o sublamina (ejemplo: “C-h-i-j””, compartimentalizacion
precursora de las sublaminas “h-i-j” del SGFS). Reproducido con autorizacion de
Scicolone y col., 1995.
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La presencia de receptores GABAA (Flores y col., 1986; Rios y col., 1987),
asi como de la enzima biosintética del GABA, la GAD (Sisken y col., 1961; Gonzélez
y col., 1990), ha sido demostrada en preparaciones de LO a lo largo del desarrollo
ontogenético y sus perfiles de aparicion han sido utilizados como indicadores
bioquimicos de maduracion sinéptica (Fiszer de Plazas y col., 1986). Asimismo, se ha
comprobado la aparicion de heterogeneidad en los sitios receptores GABAErgicos,
debida a la presencia de dos poblaciones de sitios receptores -de alta y baja afinidad-
durante el desarrollo embrionario, a partir del dia 16 de incubacion del embrién
(Flores y col., 1986). La union de GABA a sus sitios receptores y la actividad de la
enzima GAD alcanzan su pico maximo en el periodo postnatal inmediato, sugiriendo
que la maduracion sinaptica continda un tiempo mas después del nacimiento, cuando
los contactos neuronales ya se han establecido.

Durante el desarrollo postnatal, las alteraciones en propiedades bioguimicas de
estos sitios receptores se han podido correlacionar con alteraciones en la informacién
recibida por la via visual, como por ejemplo las producidas por sutura unilateral de un
0jo, mantenimiento de animales con determinados patrones visuales, adaptacion a
determinadas condiciones de iluminacién, etc. (Ali y col., 1983; Rios y col., 1987;
Fiszer de Plazas y col., 1991). Esto ha permitido sugerir que las alteraciones en los
receptores GABAA de los LO representan indicadores bioquimicos de eventos de
plasticidad en la via visual.

Los receptores GABAA en el LO poseen sitios de union de BZD asociados
cuyo curso de desarrollo durante la ontogenia también ha sido determinado, mediante
estudios de marcacion con BZD marcadas radioactivamente (Batuecas y col., 1987b;
Gravielle y Fiszer de Plazas, 1991). El dia del nacimiento -y probablemente el
periodo postnatal inmediato- corresponde al momento en el cual se alcanza el maximo
namero de sitios receptores a BZD (Gravielle y Fiszer de Plazas, 1991).

Estos sitios modulatorios presentan heterogeneidad durante el desarrollo,
existiendo dos poblaciones de sitios receptores a BZD a partir del nacimiento
(Gravielle y Fiszer de Plazas, 1995). El rol de estos sitios receptores a BZD es el de
ejercer una modulacion sobre los sitios receptores a GABA (Fiszer de Plazas y
Mitridate de Novara, 1990), tal como se observado en otros modelos, presentando un

claro perfil edad-dependiente en dicha modulacién.
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Los resultados alcanzados hasta el presente sobre los sitios receptores a
GABA y BZD muestran cdmo las propiedades bioguimicas de los receptores GABAa
varian en el LO de las aves durante el desarrollo ontogenético estando estas
variaciones correlacionadas con estadios de desarrollo y procesos de maduracion

neuronal especificos.

4.3 Estudio de los receptores GABAA en el Lébulo Optico

Por lo expuesto anteriormente, los LO son estructuras muy interesantes para el
estudio bioquimico del desarrollo del sistema visual por presentar propiedades

anatomicas y funcionales relevantes:

- Son estructuras laminadas, con un patrén de estratificacion bien establecido durante
el desarrollo ontogenético, lo cual resulta de interés en estudios citoldgicos y de
regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular.

-Las proyecciones retinianas se encuentran representadas en forma precisa en los
I6bulos oOpticos, lo cual los hace un sistema apropiado para el estudio de patrones de
conexion y respuestas evocadas.

-Los nervios opticos presentan una decusacion casi completa, lo cual vuelve a los LO
estructuras ideales para estudios de deaferentacion y reconexion neuronal (Kelly y
Cowan, 1972; Por y Bondy, 1982).

-Presentan un tejido rico en sinapsis GABAérgicas y receptores del tipo GABAA,,
involucrados en la funcionalidad de los circuitos de procesamiento visual.

-Las variaciones bioguimicas de estos receptores a lo largo de la ontogenia son
representativas de eventos de plasticidad en las conexiones neuronales durante el

desarrollo.
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OBJETIVOS

En el presente trabajo de tesis se estudio el efecto in vitro que ejercen una
serie de sustancias modulatorias sobre el complejo receptor GABAA en la via visual
de las aves a lo largo de la ontogenia, centralizando el estudio en el 16bulo dptico del
pollo. A tal fin se seleccionaron los barbitdricos, como moduladores caracteristicos de
este receptor y a la vez drogas de relevancia clinica, y neuroesteroides, por su papel
como moduladores enddgenos putativos del receptor GABAA. Asimismo se evalud la
presencia de factores enddgenos o factores estructurales labiles que afectaran la
accion modulatoria de dichos ligandos.

Los objetivos puntuales de la presente investigacion fueron:

- Determinar los mecanismos bioquimicos de la accion modulatoria que presentan
barbitaricos hipnosedantes sobre el complejo receptor GABAA a lo largo de la
ontogenia del modelo elegido.

- Dilucidar, en forma similar, el mecanismo de accidn de neuroesteroides derivados
de la progesterona durante la ontogenia del complejo receptor GABAA.

- Determinar las posibles interacciones de la aplicacion conjunta de ambos tipos de
drogas, con el objeto de verificar si en el modelo seleccionado las mismas utilizan un
unico o diferentes mecanismos o sitios de accion.

- Determinar las variaciones producidas en la expresion de los sitios receptores
GABAérgicos utilizando diferentes técnicas de preparacion de las membranas
sinapticas en distintos estadios del desarrollo.

- Determinar las variaciones que dichas técnicas de preparacion de membranas
sinapticas producen en el efecto modulatorio de las drogas seleccionadas, actuando en
forma separada o conjunta. En conjunto con el punto anterior, la utilizacion de
diferentes técnicas y la observacion de alteraciones producidas por ellas sirven como
método para determinar diferencias en los receptores entre estadios del desarrollo,
ademas de las reveladas por el seguimiento ontogenético de los mismos.

- Evaluar, por lo tanto, la posible existencia de factores endogenos o factores

estructurales labiles necesarios para mediar la accion modulatoria de barbitiricos o
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neuroesteroides en distintos estadios del desarrollo de la via visual, los cuales podrian
tener relevancia en el campo farmacoldgico como mediadores de la accién de drogas

neuromoduladoras.

Como se desprende de los objetivos indicados, estos estudios abordaron el
mecanismo de accion de sustancias modulatorias sobre el complejo receptor GABAA
a lo largo del desarrollo. La descripcion de estos mecanismos y de su variacion
durante la ontogenia del SNC tiene relevancia para comprender la utilidad de estos
compuestos en el campo de la investigacion béasica asi como por sus posibles

aplicaciones farmacoldgicas.

En el caso de los barbitlricos, los resultados podran correlacionarse con los
efectos bioquimicos, fisiologicos y/o patologicos que se conocen para dichas
sustancias cuando son administradas durante la ontogenia temprana. En relacion a los
neuroesteroides, este estudio permitira ampliar el conocimiento de los mecanismos de
accion de estos ligandos a nivel neuroquimico, lo cual es de gran interés teniendo en
cuenta que son sustancias endogenas del SNC que han sido postuladas como
elementos de conexion entre la regulacion de la transmisién nerviosa y el control
hormonal de diversas funciones.

Por otro lado, los resultados obtenidos podran ser comparados con trabajos
previos en los cuales se analizO la expresion bioquimica de los receptores
GABAérgicos y de BZD a lo largo del desarrollo en esta misma area del sistema
visual. En conjunto, estos resultados proveeran una vision mas completa de las
propiedades de los sitios receptores GABAérgicos y sus sitios modulatorios durante la
ontogenia.

Se espera que el estudio de los mecanismos bioquimicos de accion de estos
moduladores permita un avance en el conocimiento de las bases neuroquimicas de

funcionamiento del Sistema Nervioso Central a lo largo de su desarrollo.
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MATERIALES Y METODOS EMPLEADOS

1. Drogas y reactivos quimicos

Los ligandos radioactivos acido 4-Amino-[2,3*H(N)]-butirico ([*H]GABA),
con una Ae de 85-95 Ci/mmol y 5a-[9,11,12°H(N)]-pregnan-3c.-ol-20-ona, con una
Ae de 50 Ci/mmol fueron adquiridos a New England Nuclear, USA.

Las distintas drogas utilizadas en el estudio de modulacién del complejo
receptor GABA fueron adquiridas a Sigma Chemical Co., USA. Ellas incluyen:

- El modulador GABAGérgico pentobarbital (PB), bajo la forma de sal sédica
de la mezcla racémica (+)-PB.

- Los NE pregnenolona sulfato (5-pregnen-3p3-ol-20-ona sulfato) y DHEA
sulfato (5-androsten-33-ol-17-ona sulfato), bajo la forma de sal sddica.

- El antagonista GABAérgico no competitivo picrotoxinina (PTX).

- El antagonista GABAérgico competitivo metil-ioduro de (-)bicuculina.

- Los distintos NE derivados de la progesterona: 5a-pregnan-3c.-ol-20-ona
(3a,5a-P), 5B-pregnan-3a.-o0l-20-ona (3a,5B-P), 5a-pregnan-3p-ol-20-ona (3p,5a.-P)
y 5B-pregnan-3p3-ol-20-ona (33,5B-P).

Todos los otros reactivos utilizados en las soluciones de trabajo, buffers, etc.,
fueron adquiridos con el mayor grado de pureza analitica disponible. En la
preparacion de las diferentes soluciones se utilizd agua bidestilada con la minima
conductancia ionica obtenible.

El PB fue preparado por disolucion en agua bidestilada a temperatura
ambiente (para evitar su cristalizacion en agua fria). Los distintos NE y la
picrotoxinina fueron disueltos en todos los casos en etanol absoluto. Las restantes
drogas fueron disueltas en buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7,4.

2. Animales.
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Se utilizaron embriones y pollos de la especie Gallus gallus domesticus,
pertenecientes a la raza White Leghorn -con condiciones de endocria estandarizadas-.

Los embriones fueron colocados en una incubadora Franken (fabricacion
nacional), sin iluminacion -excepto durante su manipulacion- a una temperatura
constante de 38°C y una humedad ambiente aproximada del 70%. El volteo
automatico de los huevos se realizé cada hora, a fin de permitir un correcto desarrollo
de las membranas extraembrionarias (Tazawa, 1980).

A partir de su nacimiento -dia 21 de incubacion-, los animales fueron
mantenidos en un bioterio, con elevada temperatura ambiente durante la primera
semana de vida postnatal -para reducir la mortandad de recién nacidos-. La
iluminacién se mantuvo en un nivel constante y se ajusté a un ciclo de doce horas
dia/noche (encendido de luces: 6:00 am). Los animales fueron provistos ad libitum de

agua corriente y alimento balanceado para pollos.

3. Preparacion de membranas sinapticas.

Los animales fueron sacrificados en diferentes estadios del desarrollo pre y
postnatal por decapitacion. En todos los casos las cabezas fueron colocadas en hielo
para realizar la remocién de los LO.

La preparacion de membranas sinapticas se llevd a cabo de acuerdo con el
procedimiento descripto por De Robertis y col. (1962a,b), adaptado segun Fiszer de
Plazas y Mitridate de Novara (1990). Los LO fueron homogeneizados al 10 % p/v en
sacarosa 0,32 M, pH 7,4. El procedimiento se realizo en frio en un homogeneizador
Potter-Elvehjen de vidrio con émbolo de teflon en giro moderado (Homogeinizador
Tri-R Instruments, Modelo K41, USA, velocidad de giro aproximada 1.500 rpm)
durante un minuto. ElI homogenato se centrifugd a 900 g durante 10 minutos para
sedimentar nucleos, fibras y restos celulares. El sobrenadante fue aspirado
cuidadosamente y se recentrifugé a 12.000 g durante 20 minutos. El segundo
sobrenadante obtenido se aspir6 y descartd, mientras que el sedimento fue

resuspendido al 10% p/v en agua bidestilada, pH 7,4, -shock osmético- y centrifugado
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nuevamente a 20.200 g por 30 minutos. Este paso de shock osmético produce la
ruptura de los sinaptosomas y ademas una masiva remocién del GABA enddgeno
(McCabe y col., 1987). En el procedimiento de fraccionamiento subcelular se
utilizaron centrifugas refrigeradas Sorvall RC2B y RC5C (USA).

El sedimento final obtenido (sedimento M1) es una fraccion mitocondrial
enriquecida en membranas sinapticas. Este sedimento adecuadamente tratado para
remover GABA endogeno fue utilizado para los experimentos de unién de ligandos.

La preparacion de membranas sinépticas fue sometida a dos procedimientos
diferenciales para remover GABA y otros posibles factores endogenos:

a) 8 a 10 ciclos de lavado, mediante resuspension al 10 % p/v en buffer Tris-HCI 50
mM, pH 7,4, y centrifugacion a 100.000 g durante 30 minutos (ultracentrifugas
refrigeradas Beckman modelos L5y L8, USA).

b) 8 a 10 ciclos de lavado como en el caso anterior, seguido de dos ciclos de
congelacion a -20 °C y descongelacién. En el ultimo paso de congelacion, el tejido se
guardd en suspension a -20 °C hasta su uso. En ningln caso se utilizd para los
experimentos tejido de méas de 20 dias de antigliedad desde la preparacion de
membranas.

En la recoleccion de sobrenadantes del lavado de los tejidos congelados -ver
mas adelante-, utilizados para detectar posibles factores enddgenos, se reemplazo el
buffer Tris-HCI 50 mM por buffer 10 mM a fin de disminuir la concentracion de sales

en el liofilizado de estas fracciones.

4. Ensayos de union de radioligando

Los sedimentos finales de cada preparacion fueron resuspendidos en buffer
Tris-HCI, 50 mM, pH 7,4, conteniendo 50 mM de KCI, a una concentracion de
proteinas de 400-500 pg/ml y utilizados para los ensayos de union de radioligando.
En estos ensayos se aplicd una técnica convencional de centrifugacion, descripta
originalmente por Enna y Snyder (1975). Alicuotas de membranas fueron incubadas

en tubos de polipropileno con [*H]JGABA por un lapso de 15 minutos, en hielo (0 -
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4°C). El volumen final de incubacion fue de 0.6 ml. Todas las determinaciones en los
distintos ensayos fueron realizadas por cuadruplicado.

En los ensayos realizados, el tiempo y temperatura de incubacion fueron
pardmetros fijos, previamente puestos a punto en estudios de unién de [*H]JGABA
(Fiszer de Plazas, 1982). La concentracion final de iones CI" en el buffer Tris-HCI
utilizado (100 mM) fue seleccionada durante las primeras fases de trabajo de la
presente tesis, después de ensayarse soluciones con diferentes concentraciones de CI
(50, 100, 150 y 200 mM) y elegirse aquella que proveia la mejor relacion entre union
especifica y union inespecifica.

Para realizar determinaciones en la poblacién de sitios GABAérgicos de baja
afinidad se utilizé una concentracion final de GABA 100 nM, mientras que las
determinaciones en los sitios GABAérgicos de alta afinidad se realizaron con una
concentracion final de GABA 10 nM. Estas concentraciones se alcanzaron mediante
la mezcla de [*H]GABA como trazador y GABA frio -aportando masa-.

Con el objeto de determinar la union inespecifica se preincubaron las muestras
de membrana con 1 mM de GABA durante 15 minutos previamente al agregado de
[PH]GABA. Los diversos ligandos ensayados (PB, NE, etc.) fueron agregados a las
muestras de membrana 5 minutos antes del [°H]GABA.

Luego de la incubacion, las muestras se centrifugaron en un rotor Sorvall
SM24 de angulo fijo a 20.800 g por 10 minutos, para separar las fracciones de
radioligando unido (sedimento) y libre (sobrenadante). El sobrenadante fue aspirado
por vacio y el sedimento fue lavado superficialmente con 1 ml de buffer Tris-HCI, 50
mM, pH 7,4 en frio.

Los sedimentos fueron disueltos con 200 ul de un solvente comercial cuya
formula contiene sales de amonio cuaternario (Solvable, féormula NEF 910, New
England Nuclear, USA) durante toda la noche en estufa a 37°C. A los sedimentos
disueltos se les agregd 3 ml de un liquido de centelleo comercial (Férmula 989, New
England Nuclear, USA) y después de dos horas en oscuridad -para eliminar efecto de
fluorescencia- la radioactividad retenida fue medida en un contador de centelleo
liquido (Tracor Analytic serie 6892, USA) con una eficiencia de 25 a 30 %.

La unién especifica de [PH]JGABA a sus sitios receptores fue calculada

mediante la substraccion de la radioactividad retenida en presencia del exceso de
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GABA frio (union inespecifica) a la radioactividad retenida en presencia de
[’HIGABA solo (unién total).

5. Determinacion de los pardmetros cinéticos aparentes de los sitios receptores.

Los parametros cinéticos aparentes determinados para las poblaciones de sitios
receptores GABAérgicos fueron la maxima capacidad de union (Bmax) y la constante
de disociacién aparente (Kd). Para ello se realizaron ensayos de saturacién, por
desplazamiento de [*H]JGABA con concentraciones crecientes de GABA frio. Para el
estudio exclusivo de la poblacion de sitios de unidon de baja afinidad el rango de
concentraciones de GABA fue de 20 a 600 nM, mientras que para el estudio de las
poblaciones de sitios de union de alta y baja afinidad el rango utilizado fue de 2,5 a
600 nM.

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis de regresion no lineal
de las curvas de saturacion obtenidas (segun se describe en Roodbard y col., 1980),
realizando un ponderamiento de los datos en base a la desviacidn standard de cada
punto de las curvas.

Los resultados experimentales fueron modelados por computadora con las
siguientes funciones:

Para una poblacion de sitios receptores:

B Bmax.[L]

Kd +[L]
B=unién de radioligando, pmol/mg proteina
[L]=concentracion total del radioligando, nM

Bmax= maxima capacidad de union, pmol/mg proteina
Kd= constante aparente de disociacion, nM

Para dos poblaciones de sitios receptores:
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B Bmaxl[L]+ Bmax2.[L]
© Kd1+[L]  Kd2+[L]

B y L representan lo mismo que en la ecuacion anterior. Los parametros de las dos
poblaciones de sitios receptores son respectivamente (Bmax1, Kdl) y (Bmax2, Kd2)

Cada punto de un grafico fue el promedio de por lo menos tres datos
experimentales independientes, cada uno de ellos medido por cuadruplicado. La
representacion grafica de los resultados se realizé mediante transformacion lineal de
Scatchard (Scatchard, 1949). La misma no se utilizd en la estimacion de los
parametros cinéticos aparentes dado su mayor error (Roodbard y col., 1980), pero se
aplico para ilustrar graficamente los resultados por ser mucho més clara para
presentar una o varias poblaciones de sitios receptores.

En aquellas condiciones en las que fueron reveladas dos poblaciones de sitios
receptores, el célculo final de los pardmetros cinéticos aparentes fue reajustado
mediante un analisis computarizado aplicando algoritmos iterativos (Feldman, 1972),
para considerar el aporte de unién de cada poblacidn de sitios receptores sobre la otra.
Este ajuste es necesario aun cuando se considere a las dos poblaciones como
independientes, debido a que el trazador marca a ambas poblaciones
simultaneamente. La omisién de este ajuste lleva a resultados sesgados, obteniéndose
un sitio de baja afinidad con afinidad sobreestimada y uno de alta afinidad con mayor

capacidad de unién que la real.

6. Determinacion del efecto de distintos moduladores sobre la union de

[*'H]GABA a sus sitios receptores.

Para determinar el efecto de los distintos moduladores estudiados se realizaron
curvas concentracion-efecto, con una concentracion fija de [°H]JGABA vy
concentraciones variables del modulador utilizado. Nuevamente cada punto de un
gréfico fue el promedio de por lo menos tres datos experimentales independientes,
cada uno de ellos medido por cuadruplicado. En el estudio de sitios GABAérgicos de

alta afinidad la concentracion final de GABA utilizada fue 10 nM, mientras que para
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los sitios de baja afinidad se utilizé una concentracion final de GABA 100 nM. Las
distintas drogas estudiadas (PB, NE) se utilizaron en un rango de concentraciones
nanomolar a milimolar (o micromolar para esteroides).

La representacion grafica de los resultados fue ajustada por analisis
computarizado evaluando en todos los casos la presencia de uno o dos sitios
modulatorios -los cuales producen curvas concentracion-efecto con un doble plateau
de efecto-. Para ello se ajustaron las siguientes curvas a los datos experimentales:

Para una poblacion de sitios modulatorios:

Emax — Emin

Y = Emin+ 1+10(Iog EC50 - x).n

Y= efecto obtenido, % de variacion sobre el control

Emax: maximo efecto obtenido, % de variacion sobre el control

Emin: minimo efecto obtenido

EC50= concentracion de ligando que produce la mitad del maximo efecto
x=log de la concentracién del ligando

n= coeficiente de Hill

(esta formula es la “ecuacion logistica de cuatro parametros” y representa la clasica

curva sigmoidal de efecto a concentraciones crecientes del ligando).

Para dos poblaciones de sitios modulatorios:

(Emax + Emin). fracl  (Emax + Emin).(1— fracl)

Y = Emin +
1+ 10(Iog EC50_1-x) 1+ 10(Iog EC50_2-x)

fracl= representa la fraccion de sitios correspondiente a una de las poblaciones.
(1-fracl)= representa la fraccion de sitios correspondiente a la otra poblacion
EC50_1y EC50_2: EC50 para cada una de las dos poblaciones de sitios

(el resto de los pardmetros se identifican igual que en la ecuacion anterior).

Para determinar si la curva que mejor ajustaba a los datos era la

correspondiente a uno o dos sitios modulatorios se aplicé un test F comparativo
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(compara las sumas de cuadrados de ambas curvas de regresion, indicativas de la
bondad de ajuste), y se consider6 como mejor ajuste el modelo de dos sitios

solamente cuando el test rindié un resultado significativo (p<0,05).

7. Determinacion de competicion entre neuroesteroides por analisis de Schild.

Para estudiar la posibilidad de que ciertos NE compitieran por sitios comunes
de accidn, se realiz6 un analisis de Schild (Arunlakshana y Schild, 1949) que permitio
obtener informacion sobre la naturaleza de dicha competicion. Para ello se realizaron
varias curvas concentracion-efecto para un NE en presencia de concentraciones
crecientes del otro -que van produciendo desplazamiento del primero-. Se defini6 el

parametro dr como:

(ECso para el NE1 en presencia de una concentracion x del NE2)

(ECso para el NE1 actuando solo)

El grafico de dr versus la concentracion del NE2 permite obtener informacion
sobre la naturaleza de la interaccion entre los NE (Kenakin, 1993), como se detallard

en los resultados .

8. Determinacion de proteinas

El contenido de proteinas en todas las fracciones utilizadas se determino por el
micrométodo colorimétrico de Lowry y col. (1955) usando seroalbimina bovina
como standard. La Absorbancia de la preparacion a 750 nm se midié en un
espectrofotdmetro Metrolab 325BD (fabricacion nacional).

9. Preparacion de sobrenadantes de lavado de membranas sinépticas.
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La congelacion de las membranas sinapticas se realizé a -20 °C en dos pasos
sucesivos. Estos dos pasos implicaron una primera congelacion del sedimento de
membranas (por un plazo minimo de 24 horas), seguida de descongelacion, dos
lavados con buffer Tris-HCI 10 mM (pH 7.4) y posterior centrifugacion. El sedimento
obtenido fue resuspendido y congelado. Esta fraccion congelada en suspension se
descongeld y lavo nuevamente en el dia del ensayo con membranas congeladas.

Como consecuencia de los dos pasos de congelamiento, se obtuvieron dos
tipos de sobrenadantes (SN) de lavados posteriores a las congelaciones: un primer
sobrenadante de los lavados del sedimento congelado (SNp) y un segundo
sobrenadante de los lavados del tejido congelado en suspension (SNs).

Los sobrenadantes de lavado de un ndmero suficiente de membranas
sinapticas provenientes de animales adultos (que proveen el mayor rendimiento de
tejido) fueron recolectados después de cada paso de descongelacion y lavado de las
mismas. Dichos sobrenadantes fueron liofilizados en capas delgadas para su
concentracion. Posteriormente el liofilizado fue resuspendido en agua bidestilada, pH
7.4, hasta tener una concentracion 180 a 200 veces superior a la del material original,
y centrifugado a 100.000 g durante 30 minutos para remover impurezas concentradas
(sedimentadas).

Esos sobrenadantes concentrados (SNp y SNs) se utilizaron como fuente de
material para estudiar la presencia de factores enddgenos que pudieran afectar la

modulacion del receptor GABAA, .

10. Cromatografia en geles moleculares de los sobrenadantes.

Con objeto de eliminar GABA y sales de Tris concentradas, los SN fueron
cromatografiados mediante tamiz molecular en una columna de Sephadex G25
medium (Pharmacia, Suecia), en las siguientes condiciones: altura de columna: 30
cm; flujo: 1 ml/min; buffer de equilibrio y elucion: Tris-HCI 10 mM, pH 7,4,
temperatura de trabajo: temperatura ambiente. Las especificaciones generales de la
columna y el protocolo de cromatografia fueron preparados acorde a indicaciones de

bibliografia especializada (Determan, 1968). Todas las columnas utilizadas fueron
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mantenidas en camara fria mientras no se utilizaban, y en la preparacion e hidratacion
del Sephadex se agregd azida sodica (NasN) 1 mM para evitar crecimiento de
microorganismos en el gel. EI volumen eluido fue recogido en alicuotas de 1 ml, las
cuales fueron monitoreadas por espectrofotometria ultravioleta a 280 nm y 230 nm
(espectrofotometro Beckman DU-65, USA).

La determinacién de los volumenes de exclusion y total para la columna se
realizé sembrando conjuntamente y eluyendo Blue-Dextrano (PM aprox. 4.10° Da) y
CoCl;, (PM= 130 Da) respectivamente. La elucion de estas sustancias se monitored en
las alicuotas recogidas midiendo la absorbancia de las mismas a 540 nm. La posicion
de elucion del GABA se determind sembrando y eluyendo una muestra de
[*H]GABA, monitoreando las alicuotas eluidas en el contador de centello liquido. En
todos los casos los volumenes de siembra oscilaron entre 0.75y 2 ml.

Las fracciones de SN eluidas del Sephadex y con absorbancia a 280 nm fueron
reconcentradas por liofilizacion (5 veces, para que la concentracion final de Tris-HCI
no superara 50 mM) y centrifugadas para remover impurezas y particulas de
Sephadex. Una vez eliminado el sedimento de impurezas, esas fracciones de SNp o
SNs fueron utilizadas en los ensayos de unién de radioligando.

En un segundo paso de cromatografia, las fracciones eluidas del Sephadex
G25m con absorbancia a 280 nm fueron colectadas, concentradas y sembradas en una
columna de Sephadex G100 con el objeto de intentar realizar un subfraccionamiento.
Las condiciones de corrida fueron las siguientes: altura de columna: 60 cm; flujo: 0.6
ml/min; buffer de equilibrio y elucién: Tris-HCI 10 mM, pH 7,4. El volumen eluido
fue recogido en alicuotas de 1,5 ml, las cuales fueron monitoreadas por
espectrofotometria ultravioleta a 280 nm. La determinacién de los volimenes de
exclusion y total para la columna se realizé nuevamente eluyendo Blue-Dextrano y
CoCl,. Las alicuotas con absorbancia a 280 nm fueron concentradas 5 veces,

centrifugadas y utilizadas en ensayos de unién de radioligando.

11. Andlisis estadisitico de los resultados.
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Las comparaciones estadisticas de los resultados se realizaron mediante
pruebas paramétricas utilizandose, segun fuera requerido, test t de Student o ANOVA
de 1, 2 o 3 vias con tests post-hoc -detallados en los resultados-. Para el anélisis de
varianza se eligio en general el test post-hoc de Tukey-Kramer, por su potencia y
buena restriccion en la deteccion de resultados significativos (esta situado en un punto
medio siendo mas restringido que el test de Bonferroni y menos que el de Student-
Neuman-Keuls). Para las pruebas de bondad de ajuste se aplicé el test F comparativo.

En todos los casos se asumié como significativo un valor p<0.05.

Todo el analisis estadistico o de ajuste de curvas se realizé utilizando los
siguientes programas comerciales: InPlot, InStat, Prism (todos ellos de GraphPad
Software Inc.), Microcalc Origin (Microcalc Software), SPSS (SPSS Inc.), vy

algoritmos disefiados ad hoc para aplicacion de ajustes segun método de Feldman.
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RESULTADOS

Para concretar los principales objetivos de la presente tesis, la descripcion de
los mecanismos de accion farmacoldgica de barbitdricos y NE sobre el receptor
GABA a lo largo de la ontogenia en la via visual de las aves, se analizo previamente
la aparicién de los propios sitios receptores GABAérgicos en el modelo estudiado,
evaluando las modificaciones que producian las diferentes técnicas utilizadas en la

preparacion de membranas sinapticas.

1. Sitios receptores GABAérqgicos y efecto de la congelacion de membranas

sinapticas.

1.1 Peso del lébulo o6ptico y contenido de proteinas totales a lo largo del

desarrollo.

La figura 9 muestra la evoluciéon en peso himedo del tejido estudiado a lo
largo del desarrollo ontogenético, asi como la cantidad total de proteinas mensurable
en la fraccion de membranas sindpticas de dicho tejido. Puede verse un aumento
rapido del peso del LO a lo largo del desarrollo prenatal del animal, entre los 10 dias
de incubacion y el nacimiento (21 dias de incubacion), lapso en el cual el peso del
tejido se incremento al doble (de 41 + 4 mg a 83 + 8 mg). Posteriormente, durante el
desarrollo postnatal continu6 dicho incremento, inicialmente con una tasa elevada,
Ilegando finalmente a una estabilizacion en animales adultos a partir de los 40 dias de
edad.

Evaluando comparativamente el contenido de proteinas en la fraccion de
membranas sinapticas frescas lavadas para eliminar factores endégenos -no sometidas
a congelacion-, también se observé un importante incremento durante la etapa del
desarrollo prenatal del animal, existiendo un aumento de casi cinco veces en el

contenido proteico (2.3 + 0.25 mg/gramo de tejido fresco en el dia 10 de incubacién a
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12.0 £ 1.0 mg en el momento del nacimiento) en el mismo lapso en que el peso total
del tejido aumento al doble. Postnatalmente continudé dicho aumento en el contenido
relativo de proteinas, pero el mismo rapidamente se estabilizo, a partir de los 20-25
dias de edad.
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Figura 9: Evolucion del peso y contenido en proteinas de la fraccién de membranas
sinapticas del LO a lo largo del desarrollo ontogenético. Los circulos negros
representan el peso humedo del tejido, los triangulos blancos el contenido de
proteinas por gramo de tejido fresco en membranas sinapticas frescas lavadas y los
triangulos negros el contenido de proteinas en membranas lavadas y congeladas.
Cada punto representa el promedio + SEM (error estandar del promedio) de 6
determinaciones independientes para cada estadio. EI SEM para las mediciones de
proteinas representa menos del 10% de cada valor y fue omitido para mayor claridad.
RN= Recién Nacidos. Los estadios de desarrollo indicados a la izquierda de RN
representan dias de incubacion -estadios prenatales-, los indicados a la derecha con la
letra D representan dias de edad -postnatales-

La congelacion de las membranas sinapticas produjo, como ya ha sido
descripto, una pérdida en la cantidad de proteinas totales, siendo el perfil ontogenético

para la masa relativa de proteinas en el tejido congelado muy similar al perfil del
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tejido fresco. En estadios prenatales se observo la mayor perdida, que vario desde un
33% para embriones de 12 dias de incubacion hasta un 23% de pérdida para
embriones de 18 dias de incubacion. Para los animales recién nacidos la pérdida
proteica por la congelacion de las membranas fue de un 20% y postnatalmente este
parametro se estabilizd entre los 14 y 21 dias de edad, resultando en una pérdida

proteica de 12 a 15% en los animales adultos.

1.2 Unién especifica de [PH]GABA a lo largo del desarrollo.

Mediante ensayos de union de radioligando se determiné la union especifica
de [’H]GABA a las membranas sinapticas del LO a lo largo del desarrollo, siendo este
parametro un indice representativo de aparicion de los sitios receptores GABAérgicos
en el LO. Las condiciones del ensayo fueron especificamente optimizadas para
revelar la aparicion de sitios receptores correspondientes a complejos del tipo
GABAA .

Los resultados, graficados en la Figura 10, muestran que hay un claro perfil
edad-dependiente en la aparicién de dichos sitios receptores. Es remarcable el
aumento escalonado producido a lo largo del desarrollo prenatal, alcanzandose el pico
maximo de expresion de los receptores en el nacimiento y periodo postnatal
inmediato. Posteriormente se produjo una reduccion en la union especifica de
[PH]GABA que alcanzé valores estables en animales a partir de los 30 dias de edad.
Estas variaciones en la union observada del radioligando se desarrollaron en forma
paralela al aumento de la cantidad total de proteinas en las membranas sinapticas,
representado en la Figura 9.

Este perfil descripto se observo en igual forma en membranas sinapticas
frescas y en aquellas sometidas a congelacion. La principal diferencia producida por
la congelacion de membranas consistié en un aumento de la union especifica de
[PH]JGABA en relacién a las membranas no congeladas. Este incremento fue
proporcionalmente mayor en estadios prenatales (50% de aumento a los doce dias de
incubacion, 37% a los 16 dias de incubacidn), y disminuyd en los postnatales (21 a

25% de aumento a partir de los 21 dias de edad).
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La congelacion de membranas produjo un aumento en la union especifica de
[*'H]JGABA no sélo debido al incremento de unién total del radioligando sino también
por una mayor relacion entre union especifica y unién inespecifica. El porcentaje de
union inespecifica fue dependiente de la edad, siendo méaximo en estadios prenatales
(hasta un 60 % para los estadios mas tempranos de desarrollo, membranas frescas),
disminuyendo luego en los recién nacidos (35%) para finalmente volver a aumentar
ligeramente y mantenerse estable en animales adultos (40-45 %). En todos los
estadios estudiados, la congelacion-descongelacion repetida de las membranas
sinapticas produjo una disminucion de un 10 a 15% en el total de union inespecifica
de [*H]GABA.
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Figura 10: Evolucion de la unién especifica de [PH]GABA a sus sitios receptores a lo
largo del desarrollo ontogenético. Los datos representan el promedio + SEM. de 6
determinaciones independientes para cada estadio. RN= Recién Nacidos. Los estadios
de desarrollo se indican de la misma manera que en la Figura 9.

Este aumento en la unién especifica de [P'H]GABA puede haberse debido a

una remocion de factores enddgenos causada por la congelacion -incluyendo GABA
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enddgeno que enmascara sitios receptores- 0 a otra variacion que haya producido un
aumento del nimero de sitios receptores, de la afinidad de los mismos por GABA, o

de ambos parametros.

1.3 Anélisis del aumento de unién de [PH]JGABA en membranas congeladas.

A fin de determinar si el aumento en la unién especifica de [°H]GABA en las
membranas congeladas con respecto a las membranas frescas se debid a un aumento
en la afinidad de los sitios receptores por el ligando o a un incremento en la densidad
de dichos sitios receptores, se realizaron ensayos de desplazamiento del [PH]JGABA
de sus sitios receptores con GABA frio. Para ello se seleccionaron estadios de
desarrollo representativos, eligiéndose dos estadios prenatales, animales recién
nacidos, y un estadio de animales adultos (de méas de 30 dias de edad). Los estadios
prenatales seleccionados fueron los de embriones de 14 y 16 dias de incubacion (Ed14
y Ed16 respectivamente).

Los resultados de estos ensayos fueron analizados mediante algoritmos
computarizados y su representacion grafica puede verse en la Figura 11, la cual
muestra la transformacion lineal de los resultados, conocida como grafico de
Scatchard.

Esta transformacion, si bien inexacta para el calculo de parametros -el cual se
hace en forma separada mediante los algoritmos- da una rapida idea visual de la
méaxima densidad de sitios receptores -indicada por la interseccién de la recta de
regresion con el eje horizontal- y de la afinidad de los mismos por GABA -
directamente proporcional a la pendiente de la recta-. Asimismo, resulta una
representacion Optima para revelar la presencia de una Unica poblacion de sitios
receptores -Scatchard rectilineo- o de varias poblaciones -Scatchard curvilineo-, cada

una de ellas con su propia afinidad y maxima capacidad de union.
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Figura 11: Graficos de Scatchard representativos de la unién especifica de
[PH]GABA a membranas sinpticas del I6bulo 6ptico de pollo, frescas (circulos
negros) o sometidas a congelacion (circulos blancos). Las membranas fueron
incubadas con concentraciones finales de GABA variando entre 2.5 y 600 nM. Ed14:
embriones de 14 dias de incubacién, Ed16: embriones de 16 dias de incubacion, RN:
animales recién nacidos. Para Ed14 el uso de bajas concentraciones de GABA (2.5 a
20 nM) produjo una union no distinguible de la unién inespecifica.

Los pardmetros resultantes del analisis de estos ensayos de desplazamiento se
encuentran resumidos en la Tabla Ill. Para su determinacion se realiz6 un ajuste a
modelos de una y dos poblaciones de sitios receptores, segun se observara en la
representacion de Scatchard, y el calculo final se corrigié considerando el aporte de

cada poblacion a la unién observada en la otra.
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Tabla I11: Resultados obtenidos del analisis por regresion no-lineal de la union

especifica de [PH]JGABA a membranas sinapticas frescas o congeladas:

Estadio Bmax1 Kd1l Bmax2 Kd2

Ed14

membranas frescas 6.23+0.25 624.0+10.3
membranas congeladas 5.05+0.19% 377.68.70°
Ed16

membranas frescas 7.11+0.18° 648.1+39.0
membranas congeladas 0.63+0.03 16.9+0.43 5.08+0.27° 359.6+2.76°

Recién Nacidos
membranas frescas 11.2+0.26°  838.2+19.0°
membranas congeladas 0.60+0.05 21.9+052°  7.10+0.82*"  718.5+10.0*"

Adultos
membranas frescas 9.02+0.19° 760.0+29.0°
membranas congeladas 0.30+0.04"  14.0+0.52 6.40+0.25*"  509.5+1.65%"

Bmax1, Bmax2 (pmol/mg proteina): nimero méaximo de sitios receptores para las
poblaciones de alta y baja afinidad, respectivamente. Kd1, Kd2 (nM): constante
aparente de disociacion para las poblaciones de alta y baja afinidad, respectivamente.
Los valores representan el promedio + SEM de cuatro experimentos independientes.
El anélisis global de los parametros obtenidos se realizd por ANOVA de 2 vias y tests
post-hoc.

% valores significativamente diferentes entre membranas frescas y congeladas para un
dado estadio. °: valores significativamente diferentes entre estadios para un dado tipo
de membranas.

Los graficos en la Figura 11, asi como los resultados detallados en la Tabla 11
indican una importante asociacion entre la aparicion de los sitios receptores
GABAérgicos y el estadio de desarrollo estudiado o la técnica de preparacion de
membranas empleada. En el estadio prenatal mas temprano analizado (Ed14) se
observo una Unica poblacion de sitios receptores de baja afinidad, la cual disminuye
en densidad maxima (Bmax) pero aumenta significativamente en afinidad
(disminucion de Kd) cuando las membranas sinapticas son congeladas. A partir del
siguiente estadio prenatal (Ed16) y en estadios posteriores del desarrollo se detecto en

membranas sinapticas frescas una Unica poblacion de sitios receptores de baja
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afinidad, mientras que el proceso de congelacion-descongelacion produjo un aumento
de complejidad, revelandose dos poblaciones de sitios receptores, de alta y baja
afinidad (heterogeneidad de sitios receptores). En todos los casos la congelacion
caus6 una disminucién en el madximo nimero de sitios receptores de baja afinidad con
respecto a la misma poblacién en membranas frescas, conjuntamente con un aumento
en su afinidad por GABA. Estos cambios fueron mas marcados para los estadios
prenatales, especialmente Ed16 que presenta un aumento de afinidad (disminucion en
Kd2) de un 80 % junto a una reduccién de Bmax2 de un 40 %.

Si se analizan los resultados de acuerdo con su variacion ontogenética se
observa que la maxima union de GABA va aumentando en los estadios prenatales,
alcanza un maximo en el estadio de animales recién nacidos y posteriormente vuelve
a decaer en los adultos. Este patron se presenta tanto para membranas sinapticas

frescas como congeladas y concuerda con el observado en la Figura 10.

A fin de estudiar en las secciones subsiguientes el efecto de drogas
modulatorias sobre las distintas poblaciones de sitios receptores GABAérgicos
durante la ontogenia, se eligieron como representativos tres estadios de desarrollo -
Ed16, recién nacidos y adultos- en los cuales se detectan, luego de un tratamiento
apropiado de las membranas sinapticas, las poblaciones de sitios receptores de alta y

baja afinidad.
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2. Modulacidn de los sitios receptores GABAérgicos por barbituricos.

2.1. Efecto del pentobarbital sobre sitios receptores GABAérgicos de baja
afinidad:

Dado que en el tejido estudiado se observo la presencia de sitios receptores
GABAérgicos de alta y baja afinidad, se evalud separadamente el efecto modulatorio
de un barbittrico representativo sobre ambas poblaciones de sitios receptores,
ensayandose en primer lugar su efecto sobre los sitios receptores GABAérgicos de
baja afinidad. Los resultados correspondientes pueden observarse en la Figura 12, la
cual muestra la relacion concentracion-efecto para el barbitirico PB ensayado en
distintos estadios del desarrollo y con las dos técnicas diferenciales de preparacion de
membranas sinapticas. La tabla IV resume los parametros obtenidos del andlisis de las
curvas observadas, siendo los mas importantes: Enax (maximo porcentaje de aumento
en la unién de [°H]GABA en relacién al control sin PB) y ECs, (concentracién de PB
que produce la mitad del aumento maximo).

Para determinar el incremento en la unién de [*H]JGABA producido en los
sitios receptores de baja afinidad, la maxima union del radioligando a los sitios de alta
afinidad fue previamente sustraida de la union total observada.

Clasicamente la curva que representa la relacion entre la concentracion de un
ligando y su efecto, al ser representada en un grafico semilogaritmico adquiere una
forma sigmoidea, representativa generalmente de una accién sobre un sitio Unico
receptor. En este caso el PB actuando en estadios tempranos del desarrollo (prenatal y
recién nacidos) presentd una relacion concentracion-efecto mas compleja, ajustandose
a un modelo de doble sigmoidea o curva con doble plateau de efecto. Esta curva es
indicativa de una heterogeneidad de sitios de reconocimiento para el barbitdrico,

existiendo por lo tanto sitios modulatorios de alta y baja afinidad por PB.
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Figura 12: Estimulacion de la unién de [PH]JGABA a sus sitios de baja afinidad por
pentobarbital en forma concentracion-dependiente durante el desarrollo del LO de
pollo. La unién especifica de [PHJGABA se determiné en membranas frescas
(simbolos negros) o congeladas (simbolos blancos) utilizandose una concentracion
final de GABA 100 nM. Los datos estan expresados como porcentaje de incremento
por encima de la union control en ausencia del barbitarico y representan el promedio
+ SEM de cuatro experimentos independientes.
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Tabla IV: Efecto del pentobarbital sobre la unién de [PH]JGABA a sus sitios de baja

afinidad en tres estadios de desarrollo del I6bulo 6ptico del pollo.

Estadio ECs 1 ECg 2 Emax % poblacién de coefic. de
(nM) (UM) (% de aumento) alta afinidad Hill

Ed16

membranas frescas 44+3 231+18 126 +7 54 + 3 n.d.

membranas congeladas 15 +2% 550+ 21° 80 + 8*° 63 +5° n.d.

Recién nacidos

membranas frescas 28+2° 91+10° 108 + 7 55+ 3 n.d.

membranas congeladas 39 +4*° 196 +12*° 131 +13 42 +8° n.d.

Adultos

membranas frescas @~ ----- 11+3° 111+6 0.68 +0.18

membranas congeladas ~ ----- 21 £ 5% 138+ 6 0.58+0.14

ECso_1y ECso_2: concentracion de PB requerida para la mitad de la estimulacion
maxima (valores para las poblaciones de sitios modulatorios de alta y baja afinidad
respectivamente). % poblacion de alta afinidad: porcentaje del incremento observado
producido por los sitios que unen PB con alta afinidad.

El modelo de dos sitios modulatorios se verific6 como mejor ajustado a los datos
experimentales que el de un sitio modulatorio mediante un test F de bondad de ajuste.
El andlisis de los parametros fue realizado por ANOVA de 2 vias. % valores
significativamente diferentes entre membranas frescas y congeladas para un dado
estadio. °: valores significativamente diferentes entre estadios para un dado tipo de
membranas.

(n.d.: no determinable).

Dicha heterogeneidad de sitios modulatorios observada durante los estadios
tempranos del desarrollo desaparecid posteriormente en las curvas concentracion-
efecto para el estadio adulto. No obstante estas ultimas poseen un coeficiente de Hill
bajo, significativamente menor a la unidad, indicativo de una posible heterogeneidad
no resuelta en el ajuste de las curvas a los datos experimentales. Esta poblacion
aparentemente Unica de sitios de baja afinidad por PB detectada en el estadio adulto,
corresponde a la que ya ha sido descripta en la literatura preexistente.

El patrén de dos poblaciones de sitios modulatorios se encontr6 tanto en tejido
fresco como congelado, produciéndose notorias variaciones durante el congelamiento,

como puede verse en los resultados listados en la Tabla V.
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El estadio prenatal registré los cambios mas marcados -disminucion del efecto
estimulatorio de PB en membranas congeladas y aumento del porcentaje de sitios
modulatorios de alta afinidad-, reforzando la caracteristica del mismo como el mas
afectado por el tratamiento de las membranas sinapticas.

Realizando una comparacion ontogenética, el congelamiento disminuyd en
todos los estadios de desarrollo ensayados la potencia del barbiturico -indicado por el
aumento en su ECsp -, sin afectar simultdineamente su maximo efecto estimulatorio,
con excepcion del estadio prenatal. Variaciones en otros parametros debidas a la
congelacion, como por ejemplo el porcentaje de sitios modulatorios de alta afinidad,
fueron especificas para cada estadio estudiado, sin seguir un patron ontogenético

comun.

2.2. Efecto del pentobarbital sobre sitios receptores GABAérgicos de alta
afinidad:

El siguiente paso en la caracterizacion del efecto estimulatorio del barbitdrico
empleado consistié en verificar su accién sobre la poblacion de sitios receptores
GABAérgicos de alta afinidad. Para ello, se realizaron también curvas concentracion-
efecto de PB, en presencia de una baja concentracion final de GABA (10 nM), que
revela solamente la unién a los sitios receptores GABAérgicos de alta afinidad. Los
resultados obtenidos para distintos estadios del desarrollo pueden verse en la Figura
13 y los parametros representativos de las curvas observadas se encuentran detallados
en la Tabla V. Se emplearon en todos los casos membranas sinépticas sometidas a
congelacién y descongelacién, dado que esta es la condicion requerida para revelar

los sitios GABAGérgicos de alta afinidad.
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Figura 13: Estimulacion de la unién de GABA a sus sitios de alta afinidad por
pentobarbital en forma concentracion-dependiente durante el desarrollo. La union
especifica de [*H]JGABA se determiné en membranas congeladas utilizandose una
concentracion final de GABA 10 nM. Los datos estdn expresados como % de
incremento por encima de la unidn control en ausencia del barbitdrico y representan
el promedio de cuatro experimentos independientes.

Tabla V: Efecto del pentobarbital sobre la unién de [°H]JGABA a sus sitios de alta

afinidad en tres estadios de desarrollo del I6bulo 6ptico del pollo.

Estadio ECs Emax coeficiente
(UM) (% de aumento) de Hill
Ed16 270 £ 17 53 +12 0.45 +0.07
Recién nacidos 250+ 11 58 + 8 0.49 +0.07
Adultos 190 + 13* 56+ 7 0.58 £0.14

ECso: concentracion de PB requerida para la mitad de la estimulacion maxima
El andlisis de los parametros fue realizado por ANOVA de 1 via. (*):valores
significativamente diferentes entre estadios.

Los resultados obtenidos muestran un perfil de modulacion producido por el
barbitdrico sobre los sitios GABAérgicos de alta afinidad completamente diferente al

obtenido sobre la poblacidn de baja afinidad. EI PB causd nuevamente un aumento en
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la unién de [*H]GABA en forma concentracion-dependiente, pero en este caso no se
observaron diferencias a lo largo de la ontogenia, dado que las curvas resultantes
fueron muy similares para todos los estadios de desarollo evaluados. Ademas, la
heterogeneidad de sitios modulatorios determinada previamente por las curvas de
doble plateau no se detectdé en este caso en ningun estadio de desarrollo,
demostrandose en cambio una unica poblacion de sitios modulatorios, si bien los
coeficientes de Hill obtenidos para las curvas concentracion-efecto son
significativamente inferiores a la unidad.

Como puede observarse por los valores de Enax Y ECs indicados en la Tabla
V, el efecto del barbitirico resultdé mucho menos potente sobre los sitios
GABAérgicos de alta afinidad, en comparacion con su efecto ya descripto sobre los

sitios GABAGérgicos de baja afinidad.

2.3 Caracterizacion de los sitios modulatorios de alta afinidad.

Dado que la poblacion de sitios modulatorios de alta afinidad no ha sido
descripta previamente, se profundiz6 en su caracterizacién farmacoldgica a fin de
verificar si su comportamiento era similar al de los ya conocidos sitios modulatorios
de baja afinidad. Para ello se evalu6 el aumento en la unién especifica de [*H]JGABA
producido por una baja concentracion de PB (250 nM), que afecta exclusivamente a
los sitios modulatorios de alta afinidad. Dicho incremento se ensayé en presencia de
drogas que actian como antagonistas GABAGérgicos, tales como (-)bicuculina y
picrotoxinina.

Los resultados que se muestran en la Figura 14 han sido seleccionados para un
estadio temprano del desarollo (Ed16) en el cual la heterogeneidad de sitios
modulatorios es representativa. Se utilizaron membranas sinapticas frescas a fin de
evitar la presencia de la poblacion de sitios GABAérgicos de alta afinidad,
estableciendo asi una estrategia simplificadora con el objetivo de contar con una Unica
poblacion de sitios GABAGérgicos detectables y una Unica poblacion de sitios
modulatorios estimulados. En dicha Figura puede verse que el barbitarico aumentd la

union especifica de GABA en un 50% aproximadamente sobre el control, siendo
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dicho efecto completamente abolido por la picrotoxinina (10 pM). Esta droga no
presentd ningun efecto sobre la unién control de GABA, como ya ha sido descripto,
dado que es un bloqueante no competitivo de la transmision GABAGérgica. En
contraste, el alcaloide (-)bicuculina (50 M) redujo la union de GABA
aproximadamente en un 50%, disminuyendo asimismo la union de GABA estimulada

por PB.
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Figura 14: Efecto de antagonistas GABAérgicos sobre la unidn especifica de
[PH]GABA estimulada por PB. Los experimentos se realizaron en membranas
sinapticas frescas provenientes de un estadio embrionario. La union especifica de
[*H]GABA se determind con una concentracion final de GABA 100 nM, en presencia
del barbitdrico y/o las distintas drogas convulsivantes. Los valores representan el
promedio + SEM de tres experimentos independientes. C: control, sin moduladores,
PB: pentobarbital (250 nM), PTX: picrotoxinina (10 uM), BIC: bicuculina (50 puM)

La disminucion relativa que la (-)bicuculina causé en la union control de

[*H]JGABA fue similar a la disminucién que este alcaloide produjo en la unién del
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radioligando estimulada por el barbiturico -comparada con el efecto del PB actuando
solo-.

En conjunto estos resultados mostraron un comportamiento farmacolégico de
los sitios modulatorios de alta afinidad por PB similar al que presentan los sitios de

baja afinidad previamente conocidos.

2.4 Mecanismo farmacoldgico de accion del pentobarbital sobre los sitios

receptores GABAérgicos

A fin de determinar el mecanismo farmacologico por el cuél el PB produce un
incremento en la unién especifica de [PH]JGABA, se realizaron ensayos de
desplazamiento del radioligando en los distintos estadios del desarrollo estudiados.
Los mismos fueron llevados a cabo utilizando una concentracion saturante de PB (2.5
mM), que producia una respuesta estimulatoria maxima en las curvas concentracion-
efecto.

La caracterizacion farmacologica del barbitdrico fue nuevamente llevada a
cabo tanto en membranas sinapticas frescas como congeladas. En las primeras, mas
simples de analizar por presentar una Unica poblacion de sitios receptores
GABAérgicos de baja afinidad, se probé ademas una segunda concentracion de PB
(250 nM), capaz de actuar solamente sobre sitios modulatorios de alta afinidad.

Los resultados de los ensayos de desplazamiento pueden verse en la Figura 15
(representaciones graficas de Scatchard) y los parametros obtenidos por anélisis de
los datos se encuentran tabulados en la Tabla VI.

En las membranas sinapticas frescas, con una Unica poblacion de sitios
receptores GABAEérgicos, el barbitarico causé un aumento en la afinidad de los
mismos por GABA (disminucién de Kd), mientras que la maxima capacidad de union
(Bmax) permanecié inalterada. Los graficos de Scatchard concuerdan con los
resultados obtenidos para una Unica concentracion de [PH]JGABA en las curvas
representadas en la Figura 12. En este caso puede verse que la baja concentracion de
PB ensayada solamente produjo un aumento en la afinidad de los sitios receptores

GABAérgicos para los estadios tempranos del desarrollo, en los cuales estan
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presentes los sitios modulatorios que unen PB con alta afinidad. En contraste, en el
estadio adulto el uso de PB 250 nM no produjo ninguna modificacion significativa de

los parametros de union de GABA a sus sitios receptores.

Membranas Frescas Membranas congeladas

- Ed16 701 Ed16

254
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35 RN
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Unién especifica de [°H]GABA, pmol/mg. proteina

Figura 15: Graficos de Scatchard representativos de la unién especifica de
[PH]GABA a sus sitios receptores en membranas sinapticas frescas (izquierda, una
poblacion de sitios receptores) o congeladas (derecha, dos poblaciones). Las
membranas fueron incubadas con concentraciones finales de GABA variando entre
2.5y 600 nM. La denominacién de los estadios de desarrollo es igual a la de figuras
anteriores. Circulos negros: union control -sin PB-; circulos blancos: PB 2.5 mM;
triangulos: PB 250 nM.
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Tabla VI: Resultados de la unién especifica de [PH]JGABA a membranas sinapticas

frescas o congeladas, en ausencia y presencia de PB.

Membranas congeladas

Estadio Bmax1 Kd1l Bmax2 Kd2
Ed16
control 0.63+0.03 16.9+0.43 5.12+0.27 360+3
PB 2.5 mM 0.73+0.08 16.0+0.65 6.19+0.38 190+6"
Recién Nacidos
control 0.60+0.05 24.1+0.78° 7.20+0.90° 710+12°
PB 2.5 mM 0.70+0.26 22.0+0.52 7.40+1.30 336+17°
Adultos
control 0.30+0.04% 14.0+0.52 6.40+0.20° 515+6°
PB 2.5 mM 0.35+0.10 11.2+0.55 6.96+0.82 310+4°
Membranas frescas
Estadio Bmax Kd
Ed16
control 7.1140.18° 630+35°
PB 250 nM 7.42+0.30 302+27°
PB 2.5 mM 7.89+0.28 200+30°
Recién Nacidos
control 11.0+0.20*¢  818+20*¢
PB 250 nM 11.3+0.33 614+15"
PB 2.5 mM 10.9+0.20 405+20°
Adultos
control 8.99+0.19*¢  760+29*¢
PB 250 nM 9.65+0.14 735158
PB 2.5 mM 9.91+0.30 430+40°

Bmax1, Bmax2 (pmol/mg proteina), Kd1, Kd2 (nM): idem Tabla 111

Los valores representan el promedio + SEM de cuatro experimentos independientes.
El analisis global de los sitios GABAérgicos de baja afinidad se hizo por ANOVA de
tres vias (factores: estadio del desarrollo, tipo de membrana y presencia de PB). El
analisis entre pares de factores se hizo por ANOVA de dos vias, usando el error total
del ANOVA de tres vias. El analisis final entre estadios se hizo por ANOVA de una
via y tests de Tukey-Kramer.

El andlisis global de los sitios GABAérgicos de alta afinidad se realizd6 por ANOVA
de dos vias (factores: estadio de desarrollo y presencia de PB) y tests post-hoc. El
analisis entre estadios se hizo mediante ANOVA de una via y tests de Tukey-Kramer,
utilizando el error total del ANOVA de dos vias.

% valores control significativamente diferentes entre estadios. valores
significativamente diferentes entre control y PB. : valores control significativamente
diferentes entre membranas frescas y congeladas.

b.
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En las membranas sinapticas sometidas a congelacion se observo el mismo
efecto del PB sobre la poblacion de sitios receptores GABAérgicos de baja afinidad
que el producido en membranas frescas, es decir, un aumento en la afinidad por
GABA sin alteracion del nimero maximo de sitios receptores.

Analizando en la Tabla VI el efecto producido por el barbitdrico sobre los
sitios GABAGérgicos de baja afinidad a lo largo del desarrollo, puede observarse que el
maximo incremento en afinidad (definido como 100.(Kdcontrol -Kdpg) / Kdpg) entre la
union control y estimulada por PB se presenta para el estadio de animales recién
nacidos, tanto en membranas sinapticas frescas (101% de aumento de afinidad) como
congeladas (111%). El estadio en el cual se produjeron las menores variaciones de
parametros es el adulto, en coincidencia con lo observado en las curvas
concentracion-efecto.

El analisis del efecto de PB sobre los sitios receptores GABAeérgicos de alta
afinidad indic6 que no habia alteracion significativa de dichos sitios en presencia del
barbitlrico. En efecto, si bien hay ciertas variaciones de un estadio a otro en afinidad
o densidad maxima, el analisis estadistico muestra que los parametros de dichos sitios
receptores no se modificaron por el agregado de una concentracion saturante de PB.
Este resultado aparentemente no concuerda con las curvas concentracidon-efecto
observadas en la Figura 13, que mostraban un aumento en la unién de [*H]GABA a
sus sitios de alta afinidad en presencia del barbitdrico. Es importante destacar que una
inspeccion visual de los graficos de Scatchard genera la impresion de una variacion
producida por el barbitdrico (aumento de Bmax), pero el resultado final proveniente
del andlisis de los datos permite descartarla. Esto se logra al considerar el aporte que
hace la poblacién de sitios receptores de baja afinidad a la union de GABA registrada
en la poblacion de alta afinidad, el cual no puede ser matematicamente eliminado en
las curvas concentracion-efecto de la Figura 13. No obstante, este resultado
permanece contradictorio y requiere un analisis mas detallado, como se verd mas

adelante.
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3. Modulacidn de los sitios receptores GABAérgicos por neuroesteroides.

3.1 Efecto de la b5a-pregnan-3a-ol-20-ona sobre los sitios receptores
GABAérgicos de baja afinidad.

De la misma manera en que se caracterizo el efecto de un barbitarico sobre los
sitios receptores GABAGérgicos, se procedié a la caracterizacion del efecto de NE
sobre dichos sitios. Si bien se emplearon varios esteroides para realizar un estudio de
relacion estructura-actividad, la caracterizacion mas detallada de la modulacion de
NE sobre el receptor GABAA se llevo a cabo con el NE 5a-pregnan-3a-ol-20-ona
(3a,50-P) como representativo, ya que el mismo estd demostrado como el mas
potente NE estimulatorio en otros modelos animales.

En primer lugar se evalué el efecto de este NE sobre la unién de [PH]GABA a
sus sitios receptores de baja afinidad en membranas sinapticas obtenidas del LO de
pollo, frescas o sometidas a congelacion. Los resultados pueden verse en la Figura 16,
que muestra la relacion concentracion-efecto para la 3a,5a-P ensayada en distintos
estadios del desarrollo pre y postnatal. La tabla VII resume los parametros obtenidos
del analisis de las curvas. Nuevamente para determinar el incremento en la unién de
[*H]GABA producido en los sitios receptores de baja afinidad, la méxima unién de
GABA a los sitios de alta afinidad fue sustraida de la unién total observada en cada
caso.

Dado que los NE fueron disueltos en todos los casos en etanol absoluto (el
cual alcanz6 una concentracion final de 1.5% v/v -aproximadamente 230 uM- en el
volumen final de reaccion), se compar6 ademas la unién especifica control de GABA
en presencia y ausencia de dicha concentracion de alcohol. En todos los estadios de
desarrollo y preparaciones de membranas estudiados se observd una ausencia total de
efecto para esa concentracion de etanol sobre la union especifica de GABA.

A diferencia de lo observado con el barbitdrico PB, la 3a,5a-P produjo las
tipicas curvas concentracion-efecto sigmoideas en todos los estadios del desarrollo,
las cuales poseen coeficientes de Hill cercanos a la unidad, indicativos de una

poblacién simple de sitios modulatorios que reconocen al NE.
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Figura 16: Estimulacion de la union de GABA a sus sitios de baja afinidad por
3a,50-P en distintos estadios de desarrollo del LO de pollo. La union especifica de
[PH]JGABA se determiné en membranas sinpticas frescas (simbolos negros) o
congeladas (simbolos blancos), utilizandose una concentracion final de GABA 100
nM. Los datos se expresan como % de aumento con respecto a la union control y
representan el promedio = SEM de cuatro experimentos independientes.
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Tabla VII: Efecto concentracion-dependiente de 3a,,50.-P sobre la union especifica

de [*H]GABA a sus sitios receptores de baja afinidad a lo largo de la ontogenia

Estadio ECs (107 M) E max (%0) Coeficiente de Hill
Ed16

membranas frescas 2.8+ 0.50° 80.0 + 3.50*" 1.40+0.33"
membranas congeladas 9.6 +0.30° 57.4+3.72° 1.36 £ 0.39
Recién Nacidos

membranas frescas 1.0 +0.02° 129.0 £5.20 0.75+0.21
membranas congeladas 3.1+0.20° 124.4 £+ 9.50 0.85+0.20
Adulto

membranas frescas 22+0.31 122.2+£10.9 1.02+0.10
membranas congeladas 3.3+£0.40 1048+ 8.1 0.80£0.31

Los valores representan los promedios + SEM de cuatro experimentos independientes.
El andlisis global de los datos fue realizado mediante ANOVA de dos vias (factores:
estadio del desarrollo y tipo de membranas) y tests post-hoc. El anélisis entre estadios
para cada tipo de membranas se realiz6 mediante ANOVA de 1 via y tests de Tukey-
Kramer, usando el error total del ANOVA de dos vias. % Valores significativamente
diferentes entre membranas frescas y congeladas para un dado estadio. ®: valores
significativamente diferentes entre estadios.

Si se comparan los resultados obtenidos a lo largo del desarrollo, se observa
que en las membranas sinapticas frescas la potencia del esteroide para estimular la
union de [*H]JGABA a sus sitios receptores de baja afinidad cambi6
significativamente entre los tres estadios de desarrollo estudiados, siendo el estadio de
animales recién nacidos el mas sensitivo al esteroide (menor ECsp). En contraste, en
las membranas sometidas a congelacién no hubo diferencias significativas para la
potencia del NE a lo largo del desarrollo. En forma similar a lo observado en la
modulacion producida por barbitdricos, el estadio prenatal nuevamente mostro las
variaciones mas marcadas entre membranas sinapticas frescas y congeladas, siendo
por lo tanto el estadio mas sensible al procedimiento de preparacion de membranas.

En la comparacion de los valores de Emax , €l andlisis estadistico no demostrd
diferencias significativas entre estadios o preparaciones de membranas a partir del
nacimiento, sugiriendo por lo tanto que el méximo efecto -evaluando globalmente

Emax Y ECso - de la 3a,5a-P sobre los sitios receptores GABAérgicos de baja afinidad
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se alcanza en los animales recien nacidos, para mantenerse estable en estadios
posteriores del desarrollo.

Por ultimo, un analisis comparativo de la modulacion producida por NE y
barbitaricos muestra que los primeros poseen mayor potencia, dado que sus valores de
ECso para producir el efecto estimulatorio son comparativamente menores, mientras
que los segundos originan un mayor incremento maximo en la unién de [°H]JGABA a
sus sitios receptores. Ontogenéticamente, el maximo efecto modulatorio de ambas
drogas posee un desfasaje, obteniéndose dicho maximo en estadios prenatales para el

barbitdrico y en animales recién nacidos para el esteroide.

3.2 Efecto de la b5a-pregnan-3a-ol-20-ona sobre los sitios receptores
GABAérgicos de alta afinidad.

Para caracterizar completamente el efecto del NE sobre las poblaciones de
sitios receptores GABAGérgicos, se procedid a verificar su accidn sobre la poblacion
de alta afinidad, de manera similar a la realizada con barbituricos. Se realizaron
curvas concentracion-efecto de 3a,,50-P en presencia de una baja concentracion final
de GABA (10 nM), que revela solamente la uniédn a sitios receptores de alta afinidad.
Los resultados obtenidos para los distintos estadios del desarrollo se representan en la
Figura 17 y los parametros de las curvas obtenidas se han resumido en la Tabla VIII.
Para estudiar la modulacion sobre estos sitios se emplearon, tal como se habia hecho

con barbituricos, solamente membranas sinépticas congeladas.
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Figura 17: Estimulacién de la unién de GABA a sus sitios receptores de alta afinidad
por 3a,5a-P a lo largo del desarrollo del LO de pollo. La union especifica de
[PH]GABA se determiné en membranas congeladas con una concentracién final de
GABA 10 nM. Los datos se expresan de la misma forma que en la Figura 16 y
representan el promedio + SEM de cuatro experimentos independientes

Tabla VII11: Efecto concentracién-dependiente de 3a,5a.-P sobre la unién especifica

de [’H]GABA a sus sitios receptores de alta afinidad a lo largo de la ontogenia

Estadio ECs (107 M) Emax (%) Coeficiente de Hill
Ed16 2.0 +0.20 46.1 + 1.30* 1.05 +0.36
Recién Nacidos 2.0+ 0.40 66.4 + 3.90 0.86 £0.15
Adultos 2.2+0.10 57.8+0.50 0.96 +0.06

Los valores representan los promedios = SEM de cuatro experimentos independientes.
*: valores significativamente diferentes entre estadios. El analisis global de los datos
fue realizado mediante ANOVA de una via y tests de Tukey-Kramer
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Los resultados obtenidos indican que no hubo ningin cambio en la potencia
del esteroide para estimular la unién de [PH]JGABA a sus sitios receptores de alta
afinidad durante la ontogenia. La Unica diferencia significativa fue obtenida en el
valor de méaximo efecto producido (Emax) entre el estadio prenatal y el nacimiento, sin
diferenciacion posterior entre este estadio y el adulto. Los coeficientes de Hill
obtenidos son cercanos a la unidad, nuevamente indicando una poblacion Unica de
sitios modulatorios que unen al NE.

Estos resultados son muy similares a los obtenidos con PB actuando sobre los
sitios receptores GABAeérgicos de alta afinidad. El efecto estimulatorio es bajo,
aproximadamente la mitad del que produce el modulador sobre la poblacién de sitios

receptores de baja afinidad, y sin diferencias notables a lo largo del desarrollo.

3.3 Mecanismo farmacoldgico de accion de la 5a-pregnan-3a-ol-20-ona sobre los

sitios receptores GABAérgicos.

A fin de determinar el mecanismo por el cual el NE empleado produce un
aumento en la unién especifica de GABA a sus sitios receptores, lo que ademas
permitiria su comparacion con el mecanismo observado para el PB, se realizaron
ensayos de desplazamiento en los distintos estadios de desarrollo estudiados. Los
mismos fueron llevados a cabo empleando una concentracion saturante de 3a.,5a.-P (5
UM), que produce una respuesta maxima en las curvas concentracion-efecto para
todos los estadios de desarrollo analizados. La caracterizacion farmacoldgica del
mecanismo de accion se realizd tanto en membranas sinapticas frescas como
sometidas a congelacion.

Los resultados de estos ensayos de desplazamiento para los sitios receptores
GABAérgicos se encuentran graficados en la Figura 18 (representaciones gréficas de
Scatchard) y los parametros obtenidos del analisis por regresion no lineal de los datos

se han resumido en la Tabla IX.
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Figura 18: Graficos de Scatchard representativos de la unidn especifica de
[*H]JGABA a sus sitios receptores en membranas sinapticas frescas (una poblacion de
sitios receptores) o congeladas (dos poblaciones). Las membranas fueron incubadas
con concentraciones finales de GABA variando entre 2.5 y 600 nM. La denominacion
de los estadios de desarrollo es igual a la de figuras anteriores. Circulos negros: unién

control -sin 3a,5a-P-; circulos blancos: 3a,5a-P 5 M.
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Tabla IX: Resultados del analisis por regresién no lineal de la union especifica de

[PH]JGABA a membranas sinapticas frescas o congeladas, en ausencia

y presencia de 3a,5a.-P (SuM).

Membranas congeladas

Estadio Bmax1 Kd1l Bmax2 Kd2
Ed16
control 0.63+0.13 17.0+34 5.08 +0.27 2506 + 2.8
3a,5a-P 0.76 +0.15 17.0+1.6 6.00 + 0.05 169.3+1.2°
Recién Nacidos
control 0.60 + 0.05 21.0+35 7.10+0.82° 718.5+10%
3a,5a-P 0.60 +0.17 24.2+4.0 6.75+0.28 4045+ 1.5°
Adultos
control 0.28+0.04° 14.0+0.4° 6.40+0.24° 5095+ 1.7°
3a,5a-P 0.22 +0.02 115+34 5.10 +0.57 251.3 + 20°
Membranas frescas
Estadio Bmax Kd
Ed16
control 7.11+0.18° 648.0 +30°
3a,5a-P 6.26 + 0.45 347.6 + 37°
Recién Nacidos
control 11.1 +0.56*° 830.8 +19%¢
3a,50-P 10.9 +0.20 336.7 + 13"
Adultos
control 9.12+0.19*° 760.0 + 27*¢
3a,5a-P 8.39+0.92  347.8+16"

Bmax1, Bmax2 (pmol/mg proteina), Kd1, Kd2 (nM): idem Tabla 111

Los valores representan el promedio + SEM de cuatro experimentos independientes.
El analisis global de los sitios GABAérgicos de baja afinidad se hizo por ANOVA de
tres vias (factores: estadio de desarrollo, tipo de membrana y presencia del esteroide).
El andlisis entre pares de factores se hizo por ANOVA de dos vias, usando el error
total del ANOVA de tres vias. El anlisis final entre estadios se hizo por ANOVA de
una via y tests de Tukey-Kramer.

El andlisis global de los sitios GABAérgicos de alta afinidad se realizd6 por ANOVA
de dos vias (factores: estadio de desarrollo y presencia de PB) y tests post-hoc. El
analisis entre estadios se hizo mediante ANOVA de una via y tests de Tukey-Kramer,
utilizando el error total del ANOVA de dos vias.

& valores control significativamente diferentes entre estadios. valores
significativamente diferentes entre control y 3a,5a-P. ¢ valores control
significativamente diferentes entre membranas frescas y congeladas.

b.

En las membranas sinapticas frescas que presentan, como ya se demostrara,
solamente la poblacion de sitios receptores GABAérgicos de baja afinidad, el NE

produjo un aumento en la afinidad de dichos sitios por el radioligando, sin alterar su
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méaxima capacidad de union. ElI mismo resultado se observé para los sitios receptores
de baja afinidad en membranas congeladas. Los resultados del anélisis de varianza
indican que el aumento en afinidad (disminucién de Kd) fue diferente entre los
distintos estadios analizados, siendo maximo para recién nacidos (149% de aumento)
en las preparaciones de membranas sinapticas frescas y maximo para adultos (100%
de aumento) en las preparaciones de membranas congeladas. Se encontré una
variacion notable en el incremento de afinidad cuando se comparaban las membranas
frescas y congeladas para los estadios prenatal y de recién nacidos, nuevamente
reforzando la propiedad de dichos estadios tempranos del desarrollo como los méas
afectados por el tratamiento de las membranas.

Los valores obtenidos y representados en la Tabla IX mostraron que los sitios
receptores GABAGérgicos de alta afinidad mantuvieron sus pardmetros Kd y Bmax
inalterados en presencia del esteroide, similarmente a lo ya registrado con el
barbitarico, siendo este resultado discrepante con las curvas concentracion-efecto
observadas en la Figura 17.

Comparando los resultados de los ensayos de desplazamiento obtenidos para
PB y 3a,50-P se observa que el mecanismo modulatorio de ambas drogas es similar,
basado en un aumento de la afinidad de los sitios receptores GABAEérgicos de baja
afinidad por su ligando. En ambos casos los sitios receptores GABAérgicos de alta
afinidad resultaron aparentemente insensibles a la presencia de la droga modulatoria,
requiriéndose por lo tanto un andlisis més detallado del efecto de moduladores en

dichos sitios.

3.4 Efecto de la 5a-pregnan-3a-ol-20-ona sobre los sitios receptores
GABAérgicos de alta afinidad detectados con concentraciones decrecientes de
[*H]GABA.

En secciones precedentes se observd un efecto estimulatorio de PB y del NE

3a,50-P sobre los sitios receptores GABAérgicos de alta afinidad (Figuras 13 y 17
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respectivamente), identificados por la union de GABA con una concentracion final 10
nM. No obstante, en el andlisis de los ensayos de desplazamiento, dichos sitios
receptores de alta afinidad no resultaban afectados en ninguno de sus parametros al
aplicarse la droga modulatoria, resultado que discrepaba con las curvas
concentracion-efecto obtenidas. Dado que la concentracion final de GABA que se
utilizo en las curvas concentracion-efecto se obtuvo mediante la adicion de
[PH]GABA -trazador- y GABA frio -masa-, y considerando que el ligando radioactivo
puede unir a ambas poblaciones de sitios receptores (alta y baja afinidad), se teste6 el
efecto de una concentracion fija y saturante del esteroide (5uM) con concentraciones
decrecientes de [PHJGABA, mucho menores que la Ka (1/Kd) de los sitios de baja
afinidad, a fin de descartar completamente la union a estos sitios.

Los resultados de dicho ensayo pueden verse en la Figura 19 y muestran que el
efecto estimulatorio del esteroide disminuye a medida que lo hace la concentracién de
[*H]GABA, indicando por lo tanto que los sitios receptores GABAérgicos de alta
afinidad son realmente insensitivos al esteroide, en concordancia con los resultados
obtenidos en los ensayos de desplazamiento. Una prueba similar repetida con una
concentracion fija de PB (1.25 mM) rindié resultados similares, indicando que los
sitios receptores GABAEérgicos de alta afinidad son insensitivos a las drogas

modulatorias.
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Figura 19: Efecto de concentraciones de [PH]JGABA decrecientes en la accion
estimulatoria de 3a,50-P (5 UM). Los experimentos se realizaron en membranas de
animales adultos, sometidas a congelacion. Los valores representan el promedio +
SEM de tres experimentos independientes. (*): valores significativamente diferentes,
segun ANOVA de 1 via.
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3.5 Estudio de relaciéon estructura - actividad para diversos neuroesteroides

modulatorios del receptor GABAA

A fin de realizar una descripcion mas completa del efecto modulatorio de NE
sobre el complejo receptor GABAA, pues los mismos son sustancias modulatorias
menos conocidas que los barbitdricos y algunas de sus propiedades aun se hallan en
fase de caracterizacion, se teste6 el efecto de varios NE sobre la unién de [*H]GABA
a sus sitios receptores. Se seleccionaron principalmente los distintos isbmeros que se
obtienen por reduccion de la progesterona, la cual es el precursor de la mayoria de los
NE activos en el SNC.

Los cuatro posibles esterecisomeros ensayados -graficados en la Figura 6-,
que responden a la formula 5-(a/B)-pregnan-3-(a/p)-ol-20-ona difieren entre si en la
configuracién del grupo hidroxilo unido al carbono 3 y de un atomo de hidrégeno
unido al carbono 5. Los mismos se denominan 3a,5a-P (alopregnanolona segun su
nombre comun, previamente caracterizado), 3a,5B-P (pregnanolona), 3p3,5a-P
(isopregnanolona) y 33,53-P (epipregnanolona)

Para determinar la relacion entre estructura y actividad de estos moduladores
en el modelo experimental del LO de pollo, se eligieron animales adultos en los
cuales se probo el efecto de varias concentraciones de cada esteroide. Se utilizaron
ademas para comparacion dos NE conocidos como antagonistas del complejo receptor
GABAA, que no poseen actividad estimulatoria sobre la unién de GABA: 5-pregnen-
3B-ol-20-ona sulfato (pregnenolona sulfato, PS) y 5-androsten-33-ol-17-ona sulfato
(dehidroepiandrosterona sulfato, DHEA-S). Los resultados de los ensayos realizados

pueden verse en la Figura 20.
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Figura 20: Efecto de distintos NE sobre la unién de [PH]JGABA a sus sitios
receptores en membranas sinapticas congeladas del LO de animales adultos. Se
ensayaron los distintos metabolitos reducidos de la progesterona (indicados en el
texto) y los NE pregnenolona sulfato (PS) y dehidroepiandrosterona sulfato (DHEA-
S). La concentracion final de GABA fue 100 nM. Las barras representan el promedio
+ SEM de cuatro experimentos independientes.

Los resultados obtenidos muestran que el NE 3o,5a-P es el modulador
positivo més eficaz del complejo receptor, produciendo la mayor estimulacién en la
unién de [*H]JGABA a sus sitios receptores, resultado coincidente con datos
experimentales obtenidos en modelos de mamiferos. También en coincidencia con
dichos modelos, el NE 3B,5a-P resultdé muy poco eficaz como modulador,
produciendo un pequefio aumento en la union de GABA a sus sitios receptores. En
contraste, el NE 3a,5B-P, que en mamiferos produce un aumento importante en la
unién de [*H]GABA se comport6 en el presente modelo en forma similar a su isémero
3B,5a-P, produciendo solo una pequefia estimulacion del complejo receptor. El

resultado més relevante es sin embargo el obtenido con el esteroide 3f,53-P. Dicho
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NE se comporta en mamiferos como un antagonista del sitio modulatorio de
esteroides, es decir, no posee ningln efecto estimulatorio sobre el receptor. En
cambio, en el presente modelo experimental, este esteroide produjo un importante
aumento en la unién de [PH]JGABA a sus sitios receptores, aproximadamente el 50%
del observado con la 3a,5a-P. Este resultado es el mas contrastante con los que se
han observado previamente en mamiferos y es por lo tanto el que se estudié en mayor
detalle.

Por altimo, los esteroides sulfatados no produjeron ninguna estimulacién en la
unién de [*H]GABA, presentando el mismo comportamiento en aves que el conocido

en mamiferos.

3.6 Efecto modulatorio de la 5B-pregnan-3p-ol-20-ona sobre los sitios receptores
GABAérgicos de baja afinidad:

A fin de caracterizar mas detalladamente el efecto estimulatorio previamente
observado con el NE 33,5B-P, se realizaron curvas concentracion-efecto para este NE
en distintos estadios del desarrollo. Se eligié en todos los casos una preparacion de
membranas sinapticas congeladas -las cuales presentan ventajas tedricas y operativas
para el trabajo experimental- y se evalud el efecto de este NE sobre la union de
[*H]JGABA a sus sitios receptores de baja afinidad. El estudio sobre los sitios
receptores GABAGérgicos de alta afinidad fue descartado después de los resultados
obtenidos previamente con PB y con el NE 3a,5a-P que mostraron a dicha poblacion
de sitios receptores como insensitiva a la accion de drogas modulatorias.

Los resultados de las curvas concentracion-efecto pueden verse en la Figura

21, y los pardmetros de las mismas se encuentran resumidos en la Tabla X.
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Figura 21: Estimulacién de la unién de GABA a sus sitios de baja afinidad por
3B,5B-P en distintos estadios de desarrollo del LO de pollo. La union especifica de
[PH]JGABA se determind en membranas sinapticas congeladas, utilizdndose una
concentracion final de GABA 100 nM. Los datos representados son el promedio +
SEM de cuatro experimentos independientes.

Tabla X: Efecto concentracion-dependiente de 33,5B-P sobre la union especifica de

[*H]JGABA a sus sitios receptores de baja afinidad a lo largo de la ontogenia.

Estadio ECso (LM) E max (%) Coeficiente de Hill
Ed16 2.80+£0.18 554+ 7.3 0.84+£0.23
Recién Nacidos 0.60 £ 0.08* 60.4+2.5 1.29 + 0.16*
Adultos 1.40 +0.12* 66.5+5.7 0.80+0.19

Los valores representan los promedios = SEM de cuatro experimentos independientes.
*: valores significativamente diferentes entre estadios. El andlisis global de los datos
fue realizado mediante ANOVA de una via y tests de Tukey-Kramer

Puede observarse que en todos los estadios estudiados el perfil modulatorio de
este esteroide fue caracterizado mediante el ajuste de las curvas concentracion-efecto
a un modelo sigmoidal simple, con coeficientes de Hill en todos los casos cercanos a

la unidad, si bien el plateau superior de las curvas fue apenas alcanzado tanto en el
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estadio prenatal estudiado (Ed16) como en animales adultos (lo cual dificulta la
interpretacion de los valores obtenidos para dichos coeficientes).

A diferencia de lo observado con el primer NE estudiado (3a,5a-P), que
produjo importantes diferencias en la estimulaciébn maxima observada de los sitios
receptores GABAEérgicos en distintos estadios del desarrollo, el NE 3B,5B-P no
origino dichas diferencias, siendo el Emax alcanzado similar en todos los estadios del
desarrollo. Es interesante remarcar que dicho Emay es similar al de la 3o,5a-P para el
estadio prenatal, mientras que este parametro se diferencia para ambos NE a partir del
estadio de animales recién nacidos (comparar Tablas VII y X).

Por otro lado, la potencia de la 33,5B-P si fue significativamente diferente a lo
largo de la ontogenia, siendo el estadio de recién nacidos el mas sensitivo al esteroide,

resultado que también se habia observado en la estimulacion producida por 3a.,50.-P.

3.7 Mecanismo farmacologico de accion de la 58-pregnan-33-ol-20-ona sobre los

sitios receptores GABAérgicos.

A fin de completar la caracterizacion de la accion modulatoria del NE 3p3,58-P
sobre los sitios receptores GABAérgicos, se realizaron ensayos de desplazamiento en
los mismos estadios de desarrollo estudiados. Dichos ensayos se llevaron a cabo
solamente sobre la poblacion de sitios receptores GABAErgicos de baja afinidad, en
membranas sinapticas congeladas empleando una concentracion saturante del NE (25
UM). Los sitios receptores GABAérgicos de alta afinidad fueron sustraidos en el
ajuste de las curvas a los datos experimentales. Los resultados de los ensayos pueden

verse en la Figura 22, y los parametros calculados se encuentran en la Tabla XI.
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Figura 22: Gréaficos de Scatchard representativos de la unién especifica de
[*H]GABA a sus sitios receptores en membranas sinépticas congeladas (los sitios de
alta afinidad han sido descontados). Las membranas fueron incubadas con
concentraciones finales de GABA variando entre 10 y 600 nM. Circulos negros:
union control; circulos blancos: unién estimulada por 3p,5-P 25 uM
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Tabla XI: Resultados del andlisis por regresion no lineal de la union especifica de

[*H]GABA a membranas sinapticas congeladas en ausencia y presencia de 33,5p-P

Kd (nM) Ed16 Rec. Nac. Adulto
Control 267.6+87 6865+18° 5292 +12°
3p,5p-P 176.4+13*  382.0+19° 3424 +31°
Bmax (pmol/mg prot) Ed16 Rec. Nac. Adulto
Control 5.04+0.90 7.03+0.65° 6.14+0.16"
3p,5p-P 452+039 6.15+056  5.28+0.29

Los valores representan el promedio + SEM de cuatro experimentos independientes.
El analisis para cada parametro fue realizado por ANOVA de 1 via y tests de Tukey-
Kramer. ® valores significativamente diferentes entre el control y 3B,5p-P; ® valores
control significativamente diferentes entre estadios.

Los resultados obtenidos muestran que el comportamiento modulatorio de este
NE es similar al del NE 3o,50-P ya ensayado, lo cual era esperable si ambos
isdmeros actuasen, como es de suponer, sobre un sitio modulatorio comin que une
NE. La 383,53-P produjo en todos los estadios de desarrollo estudiados un aumento en
la afinidad de los sitios receptores GABAEérgicos por el radioligando, sin afectar la
méaxima capacidad de unién de dichos sitios, comportamiento propio de una
modulacion alostérica positiva de los sitios receptores. En los estadios de recién
nacidos y adultos, el incremento de afinidad producido fue menor con la 3p3,53-P que
con la 3a,5a-P, mientras que en el estadio prenatal se obtuvieron resultados similares
con ambos NE (comparar Tablas IX y XIl), resultados que concuerdan con lo obtenido
previamente en las curvas concentracion-efecto.

Si se comparan globalmente los resultados de potenciacion producidos con
ambos NE estudiados, se concluye que dichos ligandos se comportan como agonistas
del sitio modulatorio de NE, pudiendo en principio postularse a la 3o,50-P como un
agonista total de dicho sitio (produce la maxima respuesta entre los NE estudiados) y

a la 3p,5B-P como un agonista parcial.
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3.8. Desplazamiento del efecto estimulatorio de la 5a-pregnan-3a-ol-20-ona por

la 5B-pregnan-3p-ol-20-ona.

Si, como fue postulado, los dos NE estudiados son agonistas de un sitio
modulatorio comdn, es esperable que compitan en su efecto estimulatorio sobre los
sitios receptores GABAérgicos. A fin de comprobar dicho comportamiento, se
realizaron ensayos de competicion del efecto producido por una concentracion fija de
3a,50-P agregando concentraciones crecientes de 3B,5p-P. Estos ensayos se
efectuaron en dos estadios de desarrollo distintos: un estadio prenatal, en el cual
ambos NE presentan un comportamiento modulatorio similar, y el estadio de animales
adultos, en el cual la 3a,50-P es un claro agonista total y su isomero doble § un
agonista parcial. Se emplearon membranas sinépticas congeladas y una concentracion
final de GABA que saturd los sitios receptores GABAérgicos de alta afinidad, a fin de
descontarlos previamente al ajuste de las curvas.

Los resultados del ensayo de competicion pueden verse en la Figura 23, la cual
muestra como en el estadio prenatal el efecto estimulatorio de una concentracion fija,
saturante, de 3a,50-P va disminuyendo a medida que aumenta la concentracion de su
isdmero doble B, hasta alcanzarse el efecto maximo de este segundo NE. La ICsy para
la 3B,5B-P en este estadio fue 1.32 + 0.36 UM, valor que esté en el orden de su ECsp .

En adultos la I1Csy para la 3p,58-P fue 2.42 + 0.37 uM, observandose que, a
diferencia del estadio prenatal, el efecto de disminucién producido no alcanzé el Emax
de la 3B,5B-P, aun a la maxima concentracion ensayada de este esteroide. Dicho
efecto “residual” de la 3a,50-P no fue inespecifico, pues un antagonista bien
caracterizado del receptor GABAA, el NE pregnenolona sulfato (PS) lo desplazo
completamente -con una ICsy 8.45 + 0.23 pM-. Por lo tanto, la falta de un
desplazamiento completo de la 3p3,5B-P sobre la 3a,5a-P en animales adultos sugiere
que probablemente los dos esteroides en este estadio del desarrollo ya no acttian en un

Unico sitio modulatorio.
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Figura 23 Grafico superior: desplazamiento del maximo aumento en la unién de
[*H]GABA producido por la 3a,5a-P (5uM) mediante concentraciones crecientes de
3B,5B-P. Datos obtenidos en membranas sindpticas congeladas de animales adultos
(circulos negros) o Ed16 (circulos blancos). Las barras representan el Emax en la union
de [*H]JGABA producido por 3B,58-P. Ed16: barra rayada; adultos: barra negra.
Todos los datos (promedios = SEM) provienen de cuatro experimentos
independientes.

Grafico inferior: desplazamiento del maximo aumento en la unién de [*H]JGABA
producido por la 3a,50-P (5 uM) mediante concentraciones crecientes de PS. La
barra negra representa el efecto de PS 5 pM. Datos obtenidos en membranas
sinapticas congeladas de animales adultos, provenientes de tres experimentos con
menos de 10% de variacion entre ellos.

En ambos ensayos la concentracion final de GABA fue 100 nM.
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3.9 Andlisis de Schild de la competicion entre 5a-pregnan-3a-ol-20-ona y 5p-

pregnan-3p-ol-20-ona.

A fin de profundizar el estudio de la competicion entre ambos NE en animales
adultos se realizo un analisis de Schild (Arunlakshana y Schild, 1949), consistente en
desarrollar curvas concentracion-efecto para 3a,5a.-P en presencia de concentraciones
crecientes de 3p,5B-P. Se determind -como se indica en la metodologia- el cociente
entre la ECso obtenida en cada caso y la ECsp de 3a,5a-P actuando sola (parametro
dr), y el mismo se graficd versus la concentracion de 3B,5p-P utilizada. Los
resultados pueden observarse en la Figura 24, cuyos datos asi como los parametros
resultantes del analisis se encuentran resumidos en la Tabla XIlI.

La Ki obtenida para la 3f3,58-P (constante de afinidad aparente para este NE)
coincidié dentro del orden de magnitud con la ECs, para el mismo esteroide, y la
pendiente de la recta de regresion obtenida fue significativamente menor a la unidad.
Este ultimo resultado indica que un simple mecanismo competitivo entre ambos NE

en el estadio adulto no representa la situacion real, siendo la misma mas compleja.

Tabla XI1: Analisis de Schild del desplazamiento producido por la 33,5B-P sobre las

curvas concentracion-efecto para 3a,5a.-P.

[3B,5B-P] ECs de 3a,5a-P dry

(LM) (107 M)
0 2.06 +0.08
0.025 2.84+0.12 1.38
0.25 3.56 +0.39 1.73
25 6.68 + 0.60 3.24
25 11.9+0.59 5.78

El valor de Ki (obtenido del punto de interseccion de la recta de regresion con el eje
horizontal) es 0.42 + 0.047 puM. La pendiente de la recta es 0.38 + 0.03
(significativamente menor a uno). Los resultados corresponden al anélisis de los datos
representados en la Figura 24.
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Figura 24: Desplazamiento del incremento producido por la 3a,5a-P aplicando
concentraciones crecientes de 3p,53-P. Las concentraciones de 3a,5a-P variaron de
2.5 nM a 15 pM vy la concentracion final de GABA fue 100 nM. El ensayo fue
realizado en membranas sinapticas congeladas del estadio adulto y se representa el
promedio de tres experimentos. Los valores variaron menos de un 10% y las barras de
error fueron omitidas para mayor claridad. Grafico interior: representacion de Schild
del cociente de ECs (dr) versus la concentracion de 33,53-P.
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4. Modulacién de los sitios receptores GABAérgicos por barbituricos vy

neuroesteroides aplicados conjuntamente.

4.1 Presencia de efectos aditivos entre barbitaricos y neuroesteroides aplicados

conjuntamente.

En las secciones precedentes quedd demostrado el efecto estimulatorio que
poseen los barbitiricos y NE sobre los sitios receptores GABAérgicos durante la
ontogenia del LO de pollo. Ambos tipos de compuestos se comportan como
moduladores alostéricos positivos del receptor GABA, afectando solamente a los
sitios receptores de baja afinidad. Asimismo, los dos moduladores empleados
presentan heterogeneidad en sus propios sitios de reconocimiento, que queda
manifestada para el PB por curvas concentracion-efecto de doble plateau y en los NE
por una interaccion entre distintos isomeros que no es explicable mediante una simple
competicion por un dnico sitio de union.

Dado que el comportamiento modulatorio de ambas sustancias sobre el
complejo receptor GABAA es muy similar, y considerando estudios previos
(Majewska y col., 1986; Harrison y col., 1987) que postulaban un posible mecanismo
0 sitio comun de accion, se verificd la estimulacion obtenida al aplicar conjuntamente
ambas sustancias a la preparaciéon de membranas sinapticas del LO de pollo. Se
estudié la modulacién solamente sobre los sitios receptores GABAérgicos de baja
afinidad en membranas sinapticas frescas y congeladas preparadas en distintos
estadios del desarrollo.

La primera aproximacion metodoldgica consistio en ensayar el efecto
estimulatorio de una concentracion fija y saturante del barbitdrico PB aplicada
conjuntamente con un rango creciente de concentraciones del NE 3o,5a-P. Los
resultados pueden verse en la Figura 25 y los datos correspondientes a dicha figura se

encuentran en la Tabla XII1.
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Figura 25: Estimulacién de la unién de [PH]JGABA a sus sitios de baja afinidad por
PB (1.25 mM) aplicado conjuntamente con un rango de concentraciones de 3a,50-P
variando de 25 nM a 25 pM. La concentracion final de GABA fue 100 nM.Circulos
negros: efecto de 3a,5a-P sin PB; circulos blancos: efecto de 3a,5a-P en presencia
de PB; la barra negra representa el efecto estimulatorio obtenido con la concentracion
Unica de PB empleada. Los datos representados son el promedio de cuatro
experimentos independientes, con menos de 10% de variacion entre ellos.
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Tabla XI11: Efecto de pentobarbital y 5a.-pregnan-3a-ol-20-ona sobre la union de

[PH]GABA a sus sitios receptores a lo largo de la ontogenia del l6bulo ptico de

pollo.
Estadio ECs E max coeficiente
(107 M) (% de aumento) de Hill
sihnPB +PB sin PB + PB sin PB + PB

Ed16
membranas frescas 79+1.2 6.740.3 68.1+104 78.1+7.1 1.14+0.08 n.d.
membranas congeladas 3.9£1.9 4.1+0.4 65.5+ 8.6 120.3+9.6* 1.36+0.25 1.70+0.18

Recién Nacidos

membranas frescas 1.4+0.3 1.740.3 117.5418.2 119.4+ 58 1.02+0.18 n.d.
membranas congeladas  4.2+0.5 5315 113.2+12.0 212.4+11.1* 1.05+0.09
1.70+0.12*

Adultos

membranas frescas 3.240.6 2.9+0.6 105.9+ 8.1 122.8+ 9.0 1.21+0.09 n.d.
membranas congeladas  2.9+0.3 3.9+1.6 111.7411.0  222.0+14.0* 1.00+0.19
1.53+0.04*

Los resultados representan el promedio + SEM de cuatro experimentos
independientes.

Se realiz6 un analisis por separado para cada estadio, comparando ECsp , Emax Y €l
coeficiente de Hill en ausencia y presencia de PB mediante test de Student-Neuman-
Keuls, *: valores significativamente diferentes en ausencia y presencia de PB -para
cada estadio-. El coeficiente de Hill no fue calculado en presencia de PB en
membranas frescas (n. d.) debido a la deformacidn de las curvas obtenidas -los puntos
casi no varian del Enax de PB-, que impedian una interpretacion del mismo.

Los resultados observados indican una notoria diferencia en el efecto obtenido
para cada tipo de preparacion de membranas sinapticas. En la preparcion de
membranas sinapticas congeladas hay un claro efecto aditivo de ambos compuestos,
obteniéndose una curva concentracion-efecto para el NE en presencia de PB con un
Emax mucho mayor que el de la 3a,50-P actuando por si sola. Por otro lado, la
afinidad del receptor por el esteroide no se modifica en presencia del barbitdrico,
indicado por la falta de variacion significativa en el ECsy para el NE. Este resultado

se repitiod en los tres estadios de desarrollo analizados.
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Por el contrario, en la preparacion de membranas sinapticas que no fueron
sometidas a congelacion dicho efecto aditivo estd ausente, obteniéndose un efecto
maximo en presencia de ambas drogas que no se diferencia significativamente del
Emax del barbitdrico actuando aisladamente. De hecho, en todo momento el efecto
obtenido para la 3a,50-P en presencia de PB es similar al producido por el PB
actuando solo, indicando una saturacion de la respuesta medible. Nuevamente, este
perfil fue constante en los diferentes estadios de desarrollo en los cuales se realizo el
ensayo.

Dado que el efecto observado presenta una diferencia tan marcada entre ambos
tipos de preparaciones de membranas sinapticas, se hace necesario descartar factores
de técnica que pudieran ser su causa. Un posible elemento de sesgo en el analisis
precedente podria depender del uso de concentraciones saturantes para el PB, las
cuales pueden producir una “desensibilizacion” bioguimica del receptor, dando una
diferencia entre union especifica y union inespecifica del radioligando que no se ve
significativamente incrementada por el NE. Si bien este posible impedimento no
estuvo presente en las membranas congeladas, fue necesario descartar esta
“desensibilizacion” en membranas frescas como la causante de la ausencia de
aditividad. A tal fin se realizd un ensayo similar al anterior, en el cual se aplicé una
baja concentracion de PB, capaz de producir per se solamente un efecto estimulatorio
muy pequefio. Dado que el ensayo se realizd nuevamente en distintos estadios del
desarrollo, se eligieron concentraciones de PB apropiadas para cada estadio segun los
perfiles concentracion-dependientes ya conocidos (Figura 12), las cuales fueron
aplicadas nuevamente con un rango creciente de concentraciones del NE 3o,50-P.
Los resultados de este ensayo pueden verse en la Figura 26.

En dicha Figura se observa un claro desplazamiento de las curvas
concentracion-efecto del NE 3a,5a-P en presencia del PB aplicado en membranas
sinapticas congeladas, mientras que dicho desplazamiento esta ausente nuevamente en
la preparacion de membranas frescas.

Esta segunda serie de resultados demostro que la aditividad observada en las
membranas sindpticas congeladas y ausente en las membranas frescas no se debia a
diferencias causadas por la concentracion saturante de PB utilizada, ya que dicha

aditividad también se presenta en membranas sinapticas congeladas empleando
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menores concentraciones del barbitdrico a la vez que esta siempre ausente en las

membranas que no fueron sometidas a congelacion.
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a sus sitios de baja afinidad por

bajas concentraciones de PB aplicado conjuntamente con un rango de concentraciones
de 3a,5a-P variando de 25 nM a 25 uM. La concentracion final de GABA fue 100
nM. Circulos negros: efecto de 3a,5a-P sin PB; circulos blancos: efecto de 3a,5a-P
en presencia de PB; las barras negras representan el efecto estimulatorio obtenido con
la concentracion unica de PB empleada (que varié segun el estadio de desarrollo
analizado). Los datos representados son el promedio de cuatro experimentos

independientes con menos de 10% de variacion entre

ellos.
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Conjuntamente, los resultados de las Figuras 25 y 26 demuestran que durante
la ontogenia ambos moduladores presentan efectos aditivos solamente en la
preparacion de membranas sindpticas congeladas, mientras que poseen un efecto

estimulatorio Unico en membranas sinapticas frescas.

4.2 Desplazamiento diferencial de barbitlricos y neuroesteroides en distintas

preparaciones de membranas sinapticas.

Con el objeto de completar la demostracion de sitios comunes o diferentes de
accion para barbitdricos y NE en distintas preparaciones de membranas sinapticas, se
realizd6 una aproximacién metodologica distinta a la de la seccién precedente,
estudiandose el efecto de drogas que pudieran desplazar a uno de los moduladores de
sus sitios de reconocimiento. A tal fin se utilizo picrotoxinina (PTX), que presenta un
efecto de desplazamiento competitivo-mixto sobre los sitios de reconocimiento de
barbitdricos, sin que se haya descripto hasta el presente una competicion similar
contra los NE. Por otro lado, dicha droga no posee efecto directo sobre la union de
[*'HJGABA (ya observado en la Figura 14), excepto una pequefia disminucion
producida a altas concentraciones. Este hecho permiti6 analizar el desplazamiento que
la PTX podia producir sobre el efecto estimulatorio de PB y 3a,5a-P, descartando a
la vez que una disminucioén en la estimulacion observada se debiera a una caida en la
unién basal de [PH]JGABA causada por la propia PTX.

Los resultados de dichos ensayos fueron llevados a cabo en membranas
sinapticas frescas y congeladas obtenidas en el estadio adulto y pueden verse en la
Figura 27. En todos los casos se utilizaron concentraciones fijas de PB y 3a,5a-P que

producen per se un maximo efecto estimulatorio.
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Figura 27: Desplazamiento producido por PTX del efecto estimulatorio que
producen PB y 3a,50-P sobre la unién de [PH]JGABA a sus sitios receptores en
membranas sinapticas del LO de pollos adultos. Las concentraciones finales utilizadas
fueron: 3a,50-P: 5 uM, PB: 1.25 mM, GABA: 100 nM. Los resultados representan el
promedio + SEM de tres experimentos independientes.
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Los resultados obtenidos muestran que la PTX por si sola no produjo una
disminucién significativa en la unién de [*H]JGABA a sus sitios receptores de baja
afinidad -como era esperado-. Por otro lado, en membranas sinapticas congeladas
dicha droga causé un significativo descenso en el efecto estimulatorio de la union de
[*H]GABA producido por el PB, sin producir un descenso equivalente sobre el efecto
estimulatorio de la 3a,50-P. Al aplicarse el babitdrico y el esteroide en forma
conjunta, la PTX también disminuyd la potenciacién producida sobre la union de
[*H]JGABA a sus sitios receptores. Esta disminucion fue debida al desplazamiento del
barbitdrico por la PTX, alcanzdndose finalmente un valor de estimulacion en
presencia de ambos moduladores similar al presentado por el NE solo, no desplazado
por el convulsivante.

En contraste, en membranas sinapticas frescas la PTX disminuy6 tanto el
efecto estimulatorio producido por el barbitirico como el obtenido con el NE,
provocando asimismo una caida en la potenciacion producida por ambos moduladores
aplicados conjuntamente. El desplazamiento por PTX del efecto del esteroide en
membranas sinapticas frescas es la diferencia méas relevante que contrasta con lo
observado en las membranas congeladas.

Estas disminuciones en ningun caso fueron producidas por una caida en la
unién basal de [*H]JGABA y son por lo tanto resultantes de un desplazamiento de

efecto que la PTX produce sobre los moduladores aplicados.
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5. Posibles factores endégenos que afectan la modulacion de los sitios receptores
GABAérqicos.

5.1 Sobrenadantes obtenidos en la preparacion de membranas sinapticas

congeladas.

En la seccion precedente quedd demostrado un efecto comun de barbitaricos y
NE actuando en membranas sinapticas frescas, mientras que dichos efectos podian
diferenciarse y sumarse en las preparaciones de membranas sinapticas congeladas.

La diferencia entre ambas preparaciones de membranas esta dada por los dos
pasos de congelacidon-descongelacion y lavado a los que se somete a las membranas
frescas antes de su empleo como membranas congeladas. Dichos pasos permiten
obtener sobrenadantes de lavado (SN) posteriores a la congelacion del tejido
sedimentado (SNp, primer paso de congelacion) y a la congelacion del tejido en
suspension (SNs, segundo paso de congelacion), segun fuera detallado en la
metodologia.

Dado que la remocién de componentes en esos sobrenadantes de lavado (SNp
y SNs) representa una de las principales diferencias entre las membranas sinapticas
frescas y congeladas -ademéas de posibles alteraciones estructurales debidas a la
congelacion y descongelacion-, dichos SN concentrados y cromatografiados en tamiz
molecular fueron utilizados a fin de verificar el efecto de los mismos sobre la union
de [*H]GABA vy su modulacién, al ser aplicados a las membranas sinapticas
congeladas (realizandose una “restitucion” parcial de los componentes que se habian
removido con la congelacion). Los SN fueron preparados a partir de membranas
sindpticas de aproximadamente 400 animales adultos -elegidos por el mayor
rendimiento de tejido obtenido- y probados en todos los casos sobre membranas
congeladas del mismo estadio de desarrollo.

La Figura 28 muestra cromatogramas caracteristicos para SNp y SNs, siendo
el primero el que posee mayor concentracion de proteinas, segun lo indicado por la
absorbancia UV y confirmado posteriormente en el dosaje proteico de las fracciones

recolectadas.
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Figura 28: Perfiles de elucion cromatograficos para SNp (izquierda) y SNs (derecha).
Grafico superior: SN; grafico intermedio: [PH]GABA; grafico inferior: SN +
[*H]GABA. Las muestras fueron cromatografiadas a través de Sephadex G25m en las
condiciones indicadas en la metodologia. Las distintas escalas de dpm para
[PH]GABA se deben a distintas actividades totales sembradas en cada caso. Los
dosajes proteicos antes y después de las cromatografias de los SN indicaron una
recuperacion de aproximadamente 50 % de la masa proteica total sembrada. Vo:
volumen de exclusién de la columna; Vt: volumen total de la columna.

Simultaneamente puede verse en la misma Figura el perfil de elucién del
propio [°*H]GABA, que eluye en el volumen total de la columna. Ambos SN fueron
ademés preincubados con [*H]JGABA por 20 minutos y la preparacion
[P'HJGABA+SN fue sembrada en las columnas de Sephadex, a fin de determinar si
dichos SN captaban el radioligando (captacion detectable por una deformacion o
corrimiento del perfil de elucion de [PH]JGABA comparado con el perfil del

radioligando puro). Se puede observar en la Figura 28 que ninguno de los dos SN

000T X wdp
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unié [*H]GABA pues el radioligando en presencia de los SN eluy6 en la misma
posicién en que lo habia hecho al ser cromatografiado solo, y sin deformaciones
apreciables de su perfil de elucién. Otros ensayos realizados incubando los SN con
[*H]JGABA y separandolos por filtracion dieron resultados similares (no quedé
radioactividad retenida en los filtros, que retenian la fraccion proteica de los SN).

En todos los casos se comprob6 que la fraccion proteica de los SN se separaba
del [PH]JGABA en las cromatografias (presumiblemente por lo tanto del GABA

enddgeno) y no unia al neurotransmisor.

5.2 Efecto de los sobrenadantes obtenidos del lavado de membranas sinpticas

congeladas sobre la unién de [PH]JGABA a sus sitios receptores.

Con el objeto de caracterizar el efecto de los SN preparados por cromatografia
sobre la modulacidn de los sitios receptores GABAEérgicos, se ensayo en primer lugar
el efecto de los mismos sobre la propia unién de [PH]JGABA. A tal fin, alicuotas de la
fraccion proteica de los SN obtenidos fueron aplicadas a preparaciones de membranas
sinapticas congeladas provenientes de animales adultos, en las cuales se midi6 la
unién control del radioligando en ausencia de drogas modulatorias.

La Figura 29 muestra el efecto de ambos tipos de SN sobre la unién especifica
de [*H]GABA a sus sitios receptores de baja afinidad. Puede verse que tanto la
fraccion proteica del SNp como del SNs produjeron un incremento en la union del
radioligando a sus sitios receptores en forma concentracion-dependiente. Si bien se
observé un pequefio incremento en la unién inespecifica de [PH]JGABA, el aumento
en la union especifica fue mucho mayor, indicando que el efecto producido por los
SN no fue debido a una captacion inespecifica del radioligando (al cual por otro lado,
no unen por si solos). El maximo aumento en la unién basal de [PH]GABA a sus sitios
receptores, alcanzado aplicando la mayor concentracion proteica de SN obtenida, fue

de un 30 % producido con 70 pug/ml de SNs 'y de un 40 % con 90 pg/ml de SNp.
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Figura 29: Incremento de la unién especifica de [PH]JGABA (100 nM) a sus sitios
receptores de baja afinidad en presencia de concentraciones crecientes de SNp o SNs.
(ensayo en membranas congeladas provenientes de animales adultos). Se indican las
masas proteicas totales agregadas de cada SN, calculadas para un volumen final de
reaccion de 1 ml. Los resultados graficados representan el promedio de tres
experimentos independientes con menos de 10% de variacion entre ellos. Los
porcentajes indican el méximo incremento obtenido para la unién de [PH]GABA. (*):
Valores significativamente diferentes del control, segin ANOVA de una via y test de
Dunnet.
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5.3 Efecto de los sobrenadantes obtenidos del lavado de membranas sinapticas

congeladas sobre la modulacién de la unién de [’H]JGABA a sus sitios receptores.

A fin de verificar el efecto de las fracciones proteicas de los SN obtenidos
sobre la modulacién de la unién de [PH]JGABA a sus sitios receptores, dichas
fracciones fueron aplicadas a membranas congeladas provenientes de animales
adultos en las que se midi6 la unién de [PH]JGABA a sus sitios receptores de baja
afinidad estimulada por PB, 3a,5a.-P 0 ambos moduladores aplicados conjuntamente.

Los resultados de dichos ensayos se encuentran representados en la Figura 30.
En todos los casos, el calculo de porcentaje de estimulacion en presencia de una
determinada concentracion de SN se realizd contra la unién control de [PH]JGABA en
presencia de la misma concentracién de SN.

Los resultados observados mostraron que los SN disminuyeron el efecto
estimulatorio del barbitdrico, del NE y de ambos moduladores actuando
conjuntamente en la preparacién de membranas sindpticas congeladas, en forma
concentracion-dependiente. En todos los casos, el efecto estimulatorio de ambos
moduladores aplicados conjuntamente en presencia de un SN fue menor a la suma de
sus efectos por separado, indicando por lo tanto una reduccion en la aditividad que se
habia observado en membranas sinapticas congeladas.

Estas disminuciones observadas no se corresponden en porcentaje con el
aumento en la unién basal de [PHJGABA observado en la Figura 29, sino que son
mucho mayores, indicando que los SN interfirieron directamente con el mecanismo

modulatorio de las drogas ensayadas.
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Figura 30: Disminucion del efecto estimulatorio de PB, 3a,5a-P, 0 (PB + 3a,50-P)
en presencia de concentraciones crecientes de SNp o SNs (ensayo en membranas
congeladas provenientes de animales adultos). Se indican las masas proteicas totales
agregadas de cada SN, calculadas para un volumen final de reaccién de 1 ml. La
concentracion final de [*H]JGABA utilizada fue 100 nM. Los resultados graficados
representan el promedio de tres experimentos independientes con menos de 10% de
variacion entre ellos. En todos los casos, el efecto estimulatorio en presencia de SN
obtenido al aplicar conjuntamente PB + 3a,5a-P fue menor que la suma de los efectos
de cada modulador por separado.
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Si bien ambos SN ensayados produjeron una disminucion similar del efecto
estimulatorio de barbitaricos y NE sobre los sitios receptores GABAErgicos, se
verifico la posibilidad de que las dos preparaciones de SN pudieran presentar
componentes distintos que afectaran separadamente la modulacion, produciendo al
combinarse un efecto diferente al ya observado. Para ello se ensayaron similares
concentraciones proteicas de ambos SN, aplicadas en forma separada y conjunta a las
membranas sindpticas congeladas. Los resultados de dicho ensayo se representan en
la Figura 31 y muestran que el perfil de disminucion producido sobre el efecto
estimulatorio del PB o la 3a,5a-P no vario significativamente al ser aplicados los
SNp y SNs conjuntamente o por separado.

Este resultado sugiere una accion similar de los factores de naturaleza proteica

encontrados en ambos SN, difiriendo los mismos sélo en su concentracion.
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Figura 31: Disminucion del efecto estimulatorio de PB, 3a,5a-P, o (PB + 3a,50-P)
en presencia de SNp (25 pg/ml), SNs (20 pg/ml), o ambos SN aplicados
conjuntamente (ensayo en membranas congeladas provenientes de animales adultos).
La concentracion final de [PH]JGABA utilizada fue 100 nM. Los resultados graficados
representan el promedio + SEM de tres experimentos independientes. (*): valores
significativamente diferentes para cada droga modulatoria con respecto a los
obtenidos en ausencia de SN, segin ANOVA de una via y tests de Dunnet.
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5.4 Cromatografia en Sephadex G100 de los sobrenadantes obtenidos del lavado

de membranas sinapticas congeladas.

Con el objeto de intentar un subfraccionamiento de la fraccion proteica de los
SN obtenidos se realiz6 un segundo paso de cromatografia a través de una columna de
Sephadex G100, segun se detalla en la metodologia. Se utilizo solamente el SNp dado
su mayor rendimiento de proteinas. La Figura 32 muestra el cromatograma resultante,
en el cual se observa que no se logré un subfraccionamiento de la fraccidn proteica
del SNp, ya que el perfil de elucion revel6 un Unico pico proteico con una cola no
resuelta. El volumen recolectado correspondiente a dicho pico y su cola fue reunido
en una Unica fraccién, concentrado por liofilizacion y aplicado nuevamente sobre
membranas sinapticas congeladas, en las que se ensayd la unién de [’H]GABA en
presencia de PB y 3a,5a.-P.

En la misma Figura 32 puede verse que, si bien la fraccion proteica eluida de
la columna de Sephadex G100 (SNg100) no pudo ser resuelta, conservo su propiedad
de disminuir la potenciacion de los distintos moduladores sobre la unién de
[*H]JGABA a sus sitios receptores. Este efecto inhibitorio fue similar al de la propia

fraccion proteica del SNp no subfraccionada.

En conclusion, los distintos resultados obtenidos con la aplicacién de SN a las
membranas sinépticas congeladas mostraron una interferencia con los moduladores de
los sitios receptores GABAEérgicos, produciendo asimismo un aumento en la propia
unién basal de [PH]GABA a dichos sitios receptores. El resultado mas notorio es la
disminucion en el efecto aditivo de PB y 3a,5a-P al agregarse SN que poseen
componentes proteicos que habian sido removidos de dichas membranas por los

sucesivos pasos de congelacion-descongelacion y posterior lavado.
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Figura 32: Gréfico superior: perfil de elucion cromatografico para SNp en Sephadex
G100. Las flechas indican el intervalo de volumen colectado que fue reunido en una
sola fraccion para su ensayo sobre membranas sinapticas. Los dosajes proteicos antes
y después de la cromatografia del SNp indicaron una recuperacion de
aproximadamente 45 % de la masa proteica total sembrada. VVo: volumen de exclusién
de la columna; Vt: volumen total de la columna.

Gréfico inferior: Disminucion del efecto estimulatorio de PB, 3a,5a-P, o (PB +
3a,50-P) en presencia de SNp (25 pg/ml) o la fraccién eluida de la columna de
Sephadex G100 (SNg100, 20 pg/ml) -ensayo en membranas congeladas provenientes
de animales adultos-. La concentracién final de [PH]JGABA utilizada fue 100 nM. Los
resultados graficados representan el promedio = SEM de tres experimentos
independientes. (*): valores significativamente diferentes para cada modulador con
respecto a los obtenidos en ausencia de SN, segun ANOVA de una via y tests de
Dunnet.
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DISCUSION

En el presente trabajo de tesis se realizo un estudio sobre la ontogénesis de los
sitios receptores GABAEérgicos y su modulacion farmacoldgica por barbitdricos y
neuroesteroides en un &rea del SNC de las aves, con el objetivo de describir y analizar
parametros relacionados con la plasticidad bioguimica del complejo receptor GABAA
a lo largo del desarrollo.

En este estudio se emplearon dos técnicas distintas en la preparacion de las
membranas sindpticas ensayadas, como estrategia para revelar diferencias en los
parametros estudiados entre estadios del desarrollo, que no habrian podido ser
detectadas mediante el empleo de una Unica metodologia.

Este enfoque permitio realizar un analisis ontogenético mas detallado del
modelo estudiado, integrando las diversas fuentes de variacion observadas a lo largo

del desarrollo.

¢Es el GABA un buena eleccion para marcar al receptor GABAAa ?

La utilizacion de [PHJGABA como radioligando en este estudio asi como las
condiciones en las que se midié su union a sitios receptores son dos factores
primordiales que deben considerarse, ya que de una correcta eleccion en estos
aspectos depende la confiabilidad del analisis realizado.

Dado que el [°H]JGABA es un radioligando que puede unir a los distintos
subtipos de receptores GABA, ciertos ligandos mas selectivos han sido preferidos
para la deteccion especifica de receptores GABAA en otros estudios, como por
ejemplo muscimol o isoguvacina. Sin embargo, y a pesar de la extension de su uso,
estos agonistas GABAergicos implican ciertos riesgos metodoldgicos que hacen
preferible al GABA como eleccion en los ensayos de unidon a preparaciones de
membranas sinapticas.

El muscimol, por ejemplo, ha sido utilizado para marcar en forma especifica

los sitios receptores GABAérgicos de alta afinidad, a causa de su mayor afinidad por



Discusién 109

el receptor GABAA con respecto al propio GABA. Sin embargo, el uso de este
compuesto para detectar sitios de baja afinidad -como los presentes en este estudio-
estd sujeto a un mayor error que el que presenta el GABA (De Feudis y col., 1979,
también comentado en Dunn y Thuynsma, 1994). Mas aln, la inexistencia de
[*H]muscimol de alta actividad especifica en fuentes comerciales hace a este
compuesto de baja aplicabilidad cuando se intenta revelar una poblacion de sitios
receptores de baja afinidad mediante ensayos de desplazamiento, debido al pequefio
rango Util en que puede realizarse la dilucion isotdpica del trazador. Finalmente,
trabajos clasicos (revisados en De Feudis, 1981) han postulado que el muscimol
marca algunas poblaciones de sitios que no unen GABA, implicando por lo tanto que
el uso de este compuesto y del propio neurotransmisor probablemente revelan sitios
receptores diferentes.

Con respecto a la isoguvacina, se ha demostrado que este compuesto presenta
una elevada unién inespecifica a bajas concentraciones (White y Snodgrass, 1983), la
cual dificulta la estimacion de sitios receptores de alta afinidad en forma apropiada.
Por otro lado, este compuesto une a los sistemas transportadores de GABA (White
and Snodgrass, 1983) tanto como el propio GABA, no teniendo por lo tanto mayores
ventajas sobre este ultimo.

El [PH]GABA de alta actividad especifica es por lo tanto la mejor eleccién
para marcar sitios receptores GABAEérgicos de alta y baja afinidad simultdneamente,
ya que refleja con exactitud el perfil de union del propio ligando endogeno a los
receptores GABAA .

El segundo aspecto metodoldgico a considerar es la posibilidad de que el
[*H]GABA utilizado, si bien preferible a los otros agonistas, pueda haber marcado
junto a los receptores GABA otros sitios que lo unen en forma especifica tales como
receptores GABAg 0 transportadores de GABA. Metodolégicamente esta marcacion
especifica de sitios diferentes a los propios receptores GABA, fue evitada mediante
el uso de soluciones buffer libres de Ca'™, requerido para la union de GABA a
receptores GABAg (Hill y Bowery, 1981; Bowery y col., 1983) y de Na®, requerido
para la union a los transportadores, que son absolutamente Na’-dependientes
(Tunnicliff y col., 1975; Lester y Peck, 1979). Aun mas, trabajos llevados a cabo en el
propio modelo experimental del LO de pollo (Bondy y Purdy, 1977) demostraron que
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en ausencia de iones Na* 0 en membranas congeladas, la captacion de [*HJGABA por
sistemas de transporte es virtualmente nula.

Puede concluirse, por lo tanto, que la eleccion de [PH]JGABA vy las
metodologias utilizadas representan las condiciones Optimas para revelar sitios

receptores correspondientes a complejos del tipo GABA exclusivamente.

¢ Cual es la ventaja de congelar las membranas sinapticas?

Debido a las altas concentraciones de GABA en tejidos del SNC, una simple
preparacion cruda de membranas sinapticas contiene habitualmente demasiado
neurotransmisor como para poder identificar correctamente sus sitios receptores
(Napias y col., 1980). Por lo tanto, son necesarios procedimientos de remocion del
mismo a fin de exponer dichos sitios, los cuales usualmente incluyen repetidos
lavados de los sedimentos de membrana (Napias y col., 1980; Gardner y col., 1980),
tratamiento con detergentes (Enna y Snyder, 1977; Kurioka y col., 1981; Lester y col.,
1981) o congelacion y descongelacion (Van Ness y Olsen, 1979; Olsen y col., 1981).

Los tratamientos con detergentes -generalmente Triton X-100- o mediante
congelacidn-descongelacion se consideran mas exhaustivos y remueven un porcentaje
mucho mayor del GABA ocluido en las membranas sinapticas (Fiszer de Plazas y
col., 1993). Los primeros poseen la desventaja de producir una pérdida proteica
importante en el tejido (Toffano y col., 1981; Fiszer de Plazas y col., 1993) y por lo
general los sitios receptores que se exponen con esta metodologia pierden sensibilidad
a diversas drogas modulatorias (Willow y Johnston, 1981; Fiszer de Plazas y
Mitridate de Novara, 1990), siendo por lo tanto la congelacion de las membranas
sinapticas la mejor alternativa para exponer sitios receptores sin que los mismos
pierdan la capacidad de ser modulados farmacologicamente.

El uso de repetidos pasos de congelacién y descongelacion se ha utilizado méas
comunmente que un unico paso (Van Ness y Olsen, 1979; Gardner y col., 1981;
Tehrani y Barnes, 1986) dado que remueve GABA vy otros factores enddgenos en

mayor proporcion y revela mas extensamente los sitios receptores al neurotransmisor.
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Anélisis de los sitios receptores y correlacion ontogenética de los parametros

obtenidos.

En el presente estudio se determinaron parametros farmacoldgicos que
identificaron dos tipos de sitios receptores GABAérgicos, caracterizados por sus
densidades maximas (Bmax) y sus constantes de afinidad aparentes (Kd). El calculo
de dichos parametros fue realizado por ajustes de regresion no lineal a los datos
experimentales aplicando correciones indicadas en la bibliografia (Feldman, 1972), y
su representacion gréafica fue realizada por medio de la transformacion de Scatchard.
La aproximacion matematica de Feldman fue necesaria para considerar la
contribucion de cada poblacion de sitios receptores a la union medible en la otra, aun
cuando se asumen ambas poblaciones como independientes. La omision de este
calculo habria producido una estimacion sesgada en los resultados, con valores de
Bmax y Kd incorrectos como se indico en la metodologia.

La determinacion de estos parametros cinéticos aparentes sirve como
indicador bioquimico de las variaciones observables en los receptores. Un aumento de
Bmax a lo largo del desarrollo, por ejemplo, puede relacionarse con un aumento del
numero de sitios de unién de GABA en los complejos receptores, del numero de
receptores GABAA por célula, o del nimero de sinapsis inhibitorias totales,
sugiriendo en todos los casos un incremento en la transmision inhibitoria que puede
ser verificado en sistemas funcionales (Meier y col., 1984). Por otro lado, una
variacion otogenética en la Kd generalmente se relaciona con variaciones moleculares
en el complejo receptor, que modifican su afinidad por el neurotransmisor (Sigel y
col., 1990).

Por consiguiente, los parametros determinados, si bien no pueden revelar la
complejidad molecular del sistema, muestran cémo es la respuesta del mismo en
términos globales y por lo tanto pueden correlacionarse directamente con estudios
funcionales en el mismo modelo -que por su naturaleza, tambien describen al sistema
en forma global-.

Para la determinacion de los parametros farmacologicos propios de las drogas
modulatorias utilizadas (Emax, ECso, heterogeneidad de sitios modulatorios), los sitios

receptores GABAErgicos de alta y baja afinidad fueron diferenciados mediante el uso
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de diversas concentraciones de radioligando, elegidas en base a las curvas de
desplazamiento que identificaban cada poblacién de sitios. Cuando se midio el efecto
de moduladores en los sitios receptores de baja afinidad, la concentracion de GABA
utilizado satur6 los sitios de alta afinidad de modo que su contribucion a la union total
fue constante (de hecho era su valor Bmax) y la misma pudo ser descontada. En
contraste, la contribucién de los sitios de baja afinidad al medir el efecto de los
moduladores en los sitios de alta afinidad sélo pudo ser descontada al utilizarse
concentraciones de [PH]JGABA muy bajas, tales que el radioligando practicamente no
se uniera a sus sitios receptores de baja afinidad.

El anélisis de dichos parametros farmacoldgicos a lo largo del desarrollo
también puede relacionarse con propiedades funcionales de los complejos receptores
estudiados. Una variacion en la potencia de un modulador entre distintos estadios del
desarrollo esta revelando una variacion en la afinidad de los complejos receptores por
el mismo. Los cambios en la afinidad con que los complejos receptores unen a sus
moduladores son a su vez representativos de variaciones en la forma de regulacion
por ligandos de dichos complejos (Sigel y col.,, 1990) en distintas etapas
ontogenéticas.

De la misma manera, la aparicion o desaparicion a lo largo de la ontogenia de
una heterogeneidad de sitios modulatorios puede correlacionarse con variaciones
moleculares en los receptores, que afectan su sensibilidad a los elementos que los
modulan en el microambiente sinaptico. Un postulado similar, pero relacionado con
variaciones regionales en el SNC en lugar de ontogenéticas, ha asociado cambios en
parametros de los receptores con la diversidad de funciones en los mismos (Guidotti y
col., 1979; Olsen y col., 1981).

En resumen, el analisis matematico realizado asi como la correcta eleccion de
las distintas concentraciones de radioligando son por lo tanto condiciones que
permiten estudiar por separado las distintas poblaciones de sitios receptores
GABAérgicos y su diferente sensibilidad a los compuestos moduladores empleados.
Los resultados obtenidos, al ser evaluados ontogenéeticamente, reflejan modificaciones
en las propiedades de los receptores, asociables a cambios funcionales o de regulacion

de los mismaos.
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Perfil de aparicién de los sitios receptores GABAérgicos a lo largo del desarrollo.

Los primeros resultados obtenidos mostraron un importante incremento en la
unién de [PH]JGABA a sus sitios receptores durante los estadios prenatales del
desarrollo, alcanzandose la maxima union en el periodo ubicado entre el nacimiento y
postnatal inmediato (Figura 10). Este incremento prenatal fue paralelo al aumento
simultaneo del contenido proteico de la fraccion de membranas sinapticas del tejido, y
corresponde a un periodo en el cual hay un marcado incremento del nimero de
sinapsis inhibitorias en el LO (McGraw y McLaughlin, 1980).

Posteriormente al nacimiento, el peso del LO y contenido proteico de la
fraccion de membranas sinapticas continuaron aumentando hasta el estadio adulto
(Figura 9), sin que la unién de [PHJGABA aumentase en la misma proporcion,
resultando una caida postnatal en la unién del radioligando al ser expresada por mg de
proteina.

Este perfil de sobre-expresion transitoria de sitios receptores GABAeérgicos
con posterior disminucion en los mismos posee significativas correlaciones
bioquimicas ya que coincide con el patron de aparicion de la propia enzima
biosintética del GABA, la GAD, en el LO de pollo. (Gonzéalez y col., 1990).

Esta sobre-expresion transitoria de sistemas receptores a neurotransmisores en
el momento del nacimiento y postnatal inmediato ha sido descripta tanto para el
receptor GABAérgico como en otros modelos (Schliebs y col., 1986; Batuecas y col.,
1987a,b Gravielle y Fiszer de Plazas, 1991) y su posterior disminucion coincidiria con
el postulado de eliminacion selectiva de sinapsis durante el establecimiento de
circuitos funcionales (Changeux y Danchin, 1976).

A lo largo de la ontogenia, el tratamiento exhaustivo de las membranas
sinépticas produjo una mayor unién de [*H]JGABA a sus sitios receptores,
conjuntamente con una pérdida proteica ya descripta (Fiszer de Plazas y col., 1993).

Los ensayos de desplazamiento de [PH]GABA, los cuales se realizaron en
distintos estadios del desarrollo, tuvieron el objeto de dilucidar las causas de estas
variaciones observadas en la union del radioligando a sus sitios receptores. Dichos

ensayos se realizaron tanto en membranas sinapticas frescas como congeladas a fin de
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determinar si la metodologia empleada influia significativamente en la descripcion de
las poblaciones de sitios receptores GABAérgicos durante la ontogenia (Figura 11).

En membranas sinapticas frescas pudo observarse una uUnica poblacion de
sitios receptores GABAérgicos -de baja afinidad por [PH]GABA-, cuya méxima
capacidad de union aumenté en el nacimiento y disminuyd postnatalmente,
conjuntamente con una disminucién en la afinidad por el radioligando. En dicha
preparacion de membranas, el aumento de la capacidad receptora méaxima fue la
principal causa del aumento transitorio de unién de [*H]JGABA observado alrededor
del nacimiento.

En comparacion, la congelacion de las membranas sinapticas revel6, ademés
de la poblacion de sitios receptores de baja afinidad ya observada, una segunda
poblacién, de alta afinidad por [PHJGABA. En esta preparacién de membranas
sinapticas pudieron registrarse las mismas variaciones ontogenéticas en la poblacion
de sitios receptores de baja afinidad que las observadas en membranas frescas,
mientras que la poblacion de alta afinidad presentd escasos cambios a lo largo del
desarrollo. En membranas congeladas, por consiguiente, la causa del aumento
transitorio de unién de [’H]JGABA en el nacimiento también debe atribuirse a
variaciones en la capacidad receptora maxima de los sitios de baja afinidad.

Este aumento en el ndmero total de sitios receptores durante el desarrollo
como causa del aumento de unidn del radioligando ha sido previamente descripto en
estudios realizados en el mismo modelo del LO de pollo (Tehrani y Barnes, 1986;
Batuecas y col., 1987a,b).

Por otro lado, en el estadio de desarrollo mas temprano estudiado -Ed 14- la
poblacion de alta afinidad se encontrd ausente al tratarse las membranas sinapticas
mediante congelacion y descongelacion. Este resultado sugiere que en dicho estadio
una fraccidon de receptores sensibles a la congelacion ain no se ha expuesto en la
sinapsis (Flores y col., 1986).

Una variacion interesante introducida por la congelacion de membranas
sinapticas, ademas de la aparicion de la poblacion de receptores de alta afinidad, fue
el aumento en afinidad y disminucion en Bmax para los sitios receptores de baja
afinidad, comparados con los mismos sitios en membranas frescas, siendo este patrén

idéntico en todos los estadios del desarrollo estudiados. EI congelamiento por lo tanto
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afecta en una manera constante a la poblacion de sitios receptores de baja afinidad
detectable a lo largo de la ontogenia. Este efecto, junto a la aparicion de los sitios
receptores de alta afinidad, serian conjuntamente responsables por el aumento de
unién de [PH]JGABA en todas las preparaciones de membranas congeladas con
respecto a las mismas membranas no congeladas.

Ontogenéticamente los efectos del congelamiento tuvieron distinta magnitud,
ya que los parametros calculados se vieron diferencialmente afectados en distintos
estadios del desarrollo. Los estadios prenatales fueron los que presentaron mayor
variacion en los parametros que caracterizan a los sitios receptores GABAérgicos,

siendo por lo tanto los mas sensitivos a la congelacion de las membranas sinapticas.

Sitios receptores de alta afinidad: ¢ poblacidon real o artefacto?

La poblacion de sitios receptores de alta afinidad revelada en el presente
estudio con el proceso de congelacién-descongelacion de las membranas sinapticas
fue originalmente postulada como una poblacion enmascarada por GABA enddgeno
en las membranas frescas (Enna y Snyder, 1977; Fiszer de Plazas, 1982). Sin embargo
ha sido objeto de controversia en la literatura sobre su posible funcionalidad en la
neurotransmision GABAGérgica. Solo un escaso nimero de evidencias han asociado a
los sitios receptores GABAGérgicos de alta afinidad con alguna funcionalidad
biol6gica (Belhage y col., 1986, 1991).

En efecto, dado que las concentraciones de GABA en el espacio sinaptico son
muy elevadas, una poblacion de sitios receptores de muy alta afinidad se encontraria
permanentemente saturada, siendo por lo tanto insensible a variaciones menores en
los niveles del neurotransmisor, requeridas para una regulacion fina de la actividad
inhibitoria.

Por otro lado, el hecho de que dicha poblacion de sitios receptores sélo se
detecte después de un tratamiento exhaustivo de las membranas sinapticas plantea la
posibilidad de que los mismos no sean sitios receptores reales, enmascarados por
GABA, sino sitios aceptores (Laduron, 1984) sin un correlato bioldgico, introducidos

por la congelacion.
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Una tercera posibilidad consiste en considerar a estos sitios receptores de alta
afinidad como una subpoblacién real de los sitios receptores funcionales -de baja
afinidad-, que se modifica por efecto del congelamiento (Edgar y Schwartz, 1992;
Goodnough y Hawkinson, 1995). Se ha observado que los tratamientos exhaustivos
causan en las membranas sindpticas una disminucion de la densidad de sitios
receptores GABAEérgicos de baja afinidad conjuntamente con un aumento en su
afinidad por GABA (Lester y col., 1981), coincidiendo estos resultados con los
obtenidos en el presente modelo.

Es probable por lo tanto que los sitios receptores de alta afinidad observados
preexistan en las membranas sinapticas frescas, pero se transformen en sitios
insensibilizados por el proceso de congelacion. Al respecto ha sido demostrado que la
congelacion-descongelacion de proteinas produce desnaturalizacion reversible de las
mismas (Strambini y Gabellieri, 1996) pudiendo ser ese efecto el que genera los sitios
detectados.

Los resultados obtenidos en la presente tesis, que demuestran escasas
variaciones ontogenéticas para dichos sitios de alta afinidad, asi como una
insensibilidad a sustancias modulatorias (barbitaricos y NE), apoyan la ultima
posibilidad indicada. Esto permite postular a la poblacion de sitios receptores
GABAérgicos de alta afinidad como un estado insensibilizado que es adquirido por
una subpoblacion del total de receptores GABAA al ser congelados, perdiendo la

capacidad de ser modulados farmacologicamente.

Modulacidn de los sitios receptores GABAEérgicos por barbituricos.

El mecanismo de accion propuesto comunmente para los barbituricos
involucra la modulacion alostérica positiva del complejo receptor GABAA (Olsen y
col., 1986). Se ha demostrado previamente que estas sustancias estimulan la unién
Na'-independiente de GABA a membranas sinapticas actuando en concentraciones
con efecto farmacoldgico en el orden micromolar, presentando una buena correlacion

entre su capacidad estimulatoria sobre el receptor GABAA Yy su actividad anestésica.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con los de la
literatura precedente, demostrando que el barbittrico PB actia como un modulador
alostérico positivo, cuyo mecanismo de accion no involucré el aumento del nimero
de sitios receptores a [?(HJGABA sino el incremento de afinidad de los mismos por el
radioligando (Figura 15).

El hallazgo mé&s importante obtenido es la particular variacion que esta
modulacion presenté a lo largo de la ontogenia (Figura 12). En estadios tempranos del
desarrollo (prenatales y recién nacidos) fueron detectados dos sitios modulatorios, de
alta y baja afinidad por PB, constituyendo cada uno aproximadamente la mitad de la
poblacion total de sitios modulatorios. En contraste, esta heterogeneidad no fue
visible en el estadio adulto, obteniéndose para el mismo resultados que concuerdan
con trabajos previos que demuestran un Gnico sitio modulatorio -de baja afinidad por
PB-, indicando que los sitios de alta afinidad desaparecen en alguna etapa intermedia
entre el nacimiento y la madurez.

La accion del PB en la poblacion de sitios modulatorios de alta afinidad,
estudiados detalladamente en un estadio prenatal, consisti6 también en una
modulacion alostérica positiva demostrada por el incremento en la afinidad por
[*H]JGABA de los receptores en presencia de bajas concentraciones de PB (Figura
15).

La poblacion de sitios modulatorios de alta afinidad presenté un
comportamiento idéntico al de los sitios de unidén de barbituricos previamente
conocidos. Se observé el desplazamiento del efecto estimulatorio del PB mediante la
aplicacion de la droga convulsivante PTX (Figura 14), en coincidencia con resultados
previos que demuestran la accion opuesta de ambos compuestos (Ticku y Olsen,
1978; Twyman y col., 1989). Asimismo, se verifico una insensibilidad al alcaloide
bicuculina, el cual disminuy6 solamente la unién basal de [?(H]JGABA pero no impidié
que el PB potenciara la union remanente del radioligando, resultado que concuerda
con la falta de competencia entre el barbitirico y el alcaloide (Méhler y Okada,
1977).

La existencia de dos sitios modulatorios no fue causada por variaciones en la
preparacion de membranas sinapticas empleada, ya que los mismos fueron detectados

por igual en membranas sinapticas frescas o congeladas. Esto sugiere que la
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heterogeneidad observada se relaciona -como se indicara- con posibles variaciones
moleculares del receptor a lo largo del desarrollo, provenientes de la expresion o la
combinacion variable de las subunidades que forman el complejo. Un resultado que
apoya esta hipétesis es el perfil ontogenético variable de expresion de los ARNm para
las subunidades o a lo largo del desarrollo embrionario (Laurie y col., 1992), las
cuales estan involucradas en el efecto estimulatorio de los barbitdricos (Amin y
Weiss, 1993; Thompson y col., 1996).

La congelacion de las membranas sinapticas, que causa la aparicion de dos
sitios receptores GABAérgicos -de alta y baja afinidad- produjo un aumento en la
complejidad del andlisis ya que se contaba en estadios tempranos del desarrollo con
dos sitios receptores -uniendo al radioligando- y dos sitios modulatorios -uniendo al
barbitdrico-. Sin embargo, la poblacion de sitios receptores de alta afinidad mostro ser
insensible al efecto estimulatorio del PB (Figura 15 y Tabla VI) reforzando la idea de
la misma como una poblacion de escasa o nula funcionalidad bioldgica.

Comparando el efecto de la congelacion de membranas sinapticas a lo largo de
la ontogenia, los estadios tempranos del desarrollo presentaron las variaciones mas
notorias entre membranas frescas y congeladas con respecto a los parametros que
identificaron la modulacion del barbitdrico (Emax Y ECsp), siendo por lo tanto los mas
afectados por la congelacion-descongelacion, en coincidencia con lo obtenido
previamente para los propios sitios receptores GABAgrgicos.

En conjunto, estos hallazgos contribuyen a explicar las variaciones en la
sensibilidad a estas drogas modulatorias del receptor GABAA observadas durante la
ontogenia (Fiszer de Plazas y col., 1995). Especialmente, la mayor sensibilidad al PB
en estadios tempranos del desarrollo podria ser un resultado clinicamente relevante en
mamiferos, en los cuales han sido descriptos cambios profundos en el SNC de
individuos inmaduros -morfologia neuronal, comportamiento, sensitividad a estados
depresivos- por aplicaciones de dosis de barbittricos que no afectan a los adultos
(YYanai, 1984).

Modulacién de los sitios receptores GABAérgicos por neuroesteroides.
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A lo largo de la ultima década los NE han sido reconocidos como efectores de
gran importancia en la transmision GABAEérgica, siendo actualmente considerados
moduladores enddgenos del receptor GABAA (Rupprecht y col., 1996) debido a su
biosintesis demostrada en el SNC a partir de hormonas esteroideas 0 Sus precursores.

En el presente trabajo se evalud el efecto modulatorio de estos compuestos
sobre los sitios receptores GABAEérgicos durante la ontogenia. Gran parte de los
resultados obtenidos demostraron un comportamiento farmacol6gico para los NE muy
similar al que se habia obtenido previamente con barbituricos.

Dado que los NE se disolvieron en todos los casos en etanol absoluto, el cual
alcanzd la concentracion molar final de 230 uM (1,5 % v/v), se verifico el efecto del
solvente en la propia unién control de [*H]JGABA a sus sitios receptores. En ningdin
caso se observaron diferencias en dicha union control en presencia de las
concentraciones utilizadas de etanol, permitiendo descartar cualquier efecto del
vehiculo utilizado. Si bien existen numerosas evidencias demostrando el efecto del
etanol en la transmision GABAGérgica, varios trabajos han reportado ausencia de
efectos para este alcohol aun a concentraciones mucho mayores que las utilizadas en
el presente estudio (Reggiani y col., 1980; Rohde y Harris, 1982). Dado que el etanol
no presenta una accién molecularmente definida en el receptor GABAA, Sino que
actia principalmente modificando la funcionalidad de todo el sistema celular -
incluyendo la estructura de membrana que rodea al receptor-, es mas probable por lo
tanto que los resultados in vitro, como los obtenidos en la presente tesis, sean menos
afectados por esta substancia.

Las curvas concentracion-efecto obtenidas con el NE utilizado para la
caracterizacion, 3o,50-P, presentaron claras variaciones a lo largo del desarrollo,
siendo en todos los casos el estadio de recién nacidos el méas sensitivo al efecto
estimulatorio del esteroide, de acuerdo con los valores de Emax Y ECso calculados
(Figura 16 y Tabla VII).

No se obtuvieron en este caso curvas que indicaran la presencia de mas de un
sitio modulatorio para NE, dado que las mismas presentaron siempre un buen ajuste al
modelo sigmoidal simple, indicativo de una tnica poblacion de sitios a los que se unia

el esteroide. No obstante este analisis no es concluyente ya que puede existir una
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heterogeneidad de sitios modulatorios no resuelta con el ligando empleado si los
mismos presentaran iguales afinidades por ese esteroide en particular. De hecho,
como se discutira mas adelante, los resultados obtenidos mediante la competencia de
NE si son indicativos de una posible heterogeneidad de sitios modulatorios.

La congelacion de membranas introdujo diferencias entre los distintos estadios
del desarrollo ensayados, sin alterar el perfil sigmoidal de las curvas. Estas diferencias
fueron mas marcadas nuevamente en el estadio prenatal, en el cual la curva
concentracion-efecto del NE sufrié un importante desplazamiento hacia la derecha
(segun su valor de ECsp) al congelarse las membranas sinapticas.

El perfil ontogenético variable de modulacion observado para el NE ensayado
puede relacionarse, asi como el de barbituricos, con un perfil variable de expresion
para las subunidades del complejo receptor (Laurie y col., 1992; Araki y col., 1992),
si bien en este caso es mas dificil intentar un correlato molecular-farmacologico ya
que no hay una definicidn absoluta de alguna o algunas subunidades particulares que
sean esenciales para el efecto de los NE (Lan y col., 1991; Puia y col., 1992).

Con respecto al mecanismo farmacolégico de accidén del NE sobre los sitios
receptores GABAEérgicos, los ensayos de desplazamiento dieron iguales resultados
que los obtenidos previamente con PB: un aumento de afinidad de los sitios
receptores GABAErgicos de baja afinidad en presencia del esteroide, sin modificacion
del nimero maximo de sitios, correspondiente a una modulacion alostérica positiva
que se observd en ambas preparaciones de membranas sinapticas ensayadas (Figura
18).

Comparativamente, y también en coincidencia con lo obtenido anteriormente
con el barbiturico, los sitios receptores de alta afinidad no fueron significativamente
afectados por el NE en ningun estadio del desarrollo (Figura 18 y Tabla 1X). Un
analisis mas detallado de esta falta de efecto demostrd que las curvas concentracion-
efecto sobre los sitios receptores GABAérgicos de alta afinidad que se habian
obtenido previamente para PB o0 3a,5a-P debian atribuirse a una contribucion de los
sitios receptores de baja afinidad, cuya estimulacion habia sido detectable ain con
bajas concentraciones de GABA y sblo pudo ser descartada con muy bajas

concentraciones del radioligando, como puede observarse en la Figura 19.
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Estos resultados permitieron concluyentemente definir a los sitios GABérgicos
de alta afinidad como una poblacion careciente de relevancia bioldgica, dada su
invariabilidad ontogenética y su falta de respuesta a varias sustancias modulatorias.
Como consecuencia, dicha poblacién de sitios de alta afinidad fue descartada en los

estudios subsiguientes.

Relacion estructura-actividad para neuroesteroides.

Con el objeto de caracterizar mas detalladamente el efecto de los NE sobre los
sitios receptores GABAérgicos se realizd un estudio de relaciéon entre estructura y
actividad -focalizado en animales adultos-, para detallar las caracteristicas
estructurales esenciales de los NE para actuar como moduladores del receptor
GABAA en aves. A tal fin se emplearon los distintos estereoisdémeros producidos por
reduccion e hidroxilacion de la progesterona, los cuales poseen configuraciones que
difieren en la posicién del grupo hidroxilo unido al carbono 3 del esqueleto pregnano
(configuracion 3o 0 3B) y en la posicion del atomo de hidrégeno unido al carbono 5,
resultante de la reduccion del doble enlace A4s de la progesterona (configuracion 5a
0 5pB).

Todos los esteroides asi obtenidos (3a,5a.-P, 3a,,58-P, 3B,5a-P y 33,58-P) han
sido caracterizados en mamiferos, para los cuales se ha demostrado que la presencia
del grupo OH en 3a vy, en menor grado, el a&tomo de hidrdgeno 5a., representan las
caracteristicas estructurales mas importantes relacionadas con su actividad como
moduladores positivos del receptor GABA (Harrison y col., 1987; Gee y col., 1988).
De acuerdo con estas evidencias, los isomeros con alguno de los dos grupos
relevantes en posicion B (3p o 5B) resultan menos activos que la 3a,50-P, y el
isdmero doble B ha sido demostrado como un ligando completamente inactivo sobre
el receptor (Gee y col., 1988; Peters y col., 1988), utilizandoselo para antagonizar los
efectos de los otros NE (Prince y Simmonds, 1993).

Los resultados obtenidos en el modelo de aves estudiado (Figura 20)

demostraron que la 3a.,5a.-P es el NE que produce la mayor estimulacion en la union
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de [PH]JGABA a sus sitios receptores, en acuerdo con evidencias similares en
mamiferos. Asimismo el NE 3f,5a-P produjo una muy pequefia estimulacion en los
sitios receptores GABAérgicos, coincidente con la carencia del grupo hidroxilo en
configuracién 3a.

En contraste, la 3a,,5p-P, que en mamiferos es un NE con un importante efecto
estimulatorio sobre los sitios receptores GABAérgicos, resultd en el LO de pollo un
estimulador débil de la unién de [°H]JGABA, indicando que el grupo hidroxilo en
configuracién 3o no parece ser por si mismo el requisito esencial para la actividad de
los NE en aves, como si lo es en mamiferos.

El resultado mas notorio fue, no obstante, el obtenido con el isomero 33,5B-P,
el cual produjo una estimulacién significativa de la unién de [PH]JGABA a sus sitios
receptores, siendo la misma la mas importante luego de la producida por 3o,5a-P.
Este resultado es absolutamente opuesto al conocido en mamiferos, en los cuales la
3pB,5B-P no produce ninguna modificacion en el receptor GABAA , y muestra que en
aves los requisitos estructurales de los NE para su actividad no concuerdan con los
conocidos previamente. Todos estos datos permiten describir por primera vez una
relacion estructura-actividad diferente, en la cual los NE mas activos son los que
poseen los grupos funcionales de los carbonos 3y 5 con igual configuracion a. o .

Esta estimulacion obtenida con los distintos esteroides fue isomero- y
concentracion-dependiente, no debida por lo tanto a un aumento inespecifico en la
unién del [PHJGABA. Una verificacion de ello se obtuvo ensayando NE sulfatados
(PS y DHEA-S), descriptos como antagonistas de las respuestas GABAérgicas en
mamiferos (Majewska y Schwartz, 1987; Majewska y col., 1990b). Dichos NE
presentaron ese mismo comportamiento en aves, sin causar ninguna estimulacién del
receptor y produciendo inclusive una ligera inhibicién en la unién de [*H]GABA al

ser aplicados en altas concentraciones.

Agonistas totales y parciales de los sitios modulatorios de neuroesteroides.
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Dado que el resultado obtenido con la 3B,53-P no habia sido descripto
previamente, se profundizé la caracterizacion de este NE como modulador del
receptor GABAérgico a lo largo del desarrollo. Para ello se realizaron los ensayos en
membranas sinapticas congeladas, descontando la presencia de los sitios receptores
GABAEérgicos de alta afinidad, debido a su insensibilidad a las drogas modulatorias
empleadas.

El estudio ontogenético de la estimulacion observada demostré que la 33,53-P
posee el comportamiento de un modulador alostérico positivo, de la misma manera
que su isomero doble o, aumentando la afinidad de los sitios receptores
GABAeérgicos de baja afinidad por el radioligando sin modificar la capacidad
receptora maxima (Figura 22 y Tabla XI).

Las curvas concentracion-efecto analizadas en los distintos estadios del
desarrollo estudiados (Figura 21) mostraron diferencias con las obtenidas para 3a,5a.-
P dado que para este ultimo esteroide habia importantes variaciones entre el estadio
prenatal y el de animales recién nacidos, etapa en la que su efecto modulatorio sufria
un notorio incremento en potencia y actividad méxima. En comparacion, el efecto
estimulatorio de la 3p,5B-P presentd escasas variaciones entre distintos estadios del
desarrollo, obteniéndose curvas concentracidén-efecto muy similares para todos ellos,
que solamente presentaron diferencias a nivel del ECsy (el cual alcanzd su valor
minimo en animales recién nacidos, indicando su mayor sensibilidad al NE).

Comparando las curvas obtenidas para ambos esteroides en los distintos
estadios del desarrollo (Figuras 16 y 21), asi como los resultados de los ensayos de
desplazamiento (Figuras 18 y 22, Tablas IX y XI), se puede concluir que los dos
isbmeros presentan un comportamiento coincidente en estadios prenatales del
desarrollo -en donde son similares ain en el Emax que producen-, para diferenciarse a
partir del nacimiento y producir postnatalmente efectos estimulatorios que difieren
notoriamente en potencia y maxima estimulacion alcanzada.

Esta diferencia de comportamiento permite postular inicialmente a ambos
esteroides como distintos agonistas del sitio modulatorio de NE en el receptor, siendo
la 3a,50-P un agonista total -por producir las maximas respuestas observadas- y la

3B,5B-P un agonista parcial (Viapiano y Fiszer de Plazas, 1997).
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¢Hay maés de un sitio de unién para neuroesteroides?

Para confirmar si los dos NE estudiados actuaban en un sitio modulatorio
comun, siendo agonistas del mismo, se realizaron experimentos de competencia
basados en producir una estimulacién maxima de la unién de [*H]JGABA a sus sitios
receptores con 3a,5a-P para luego desplazarla con concentraciones crecientes de
3B,5B-P. El resultado esperado consistia en obtener el desplazamiento del efecto
desde la Emax de 3a,5a-P hasta la Enax de 3B,5B-P cuando ésta ocupara todos los
sitios modulatorios.

Se observd que este desplazamiento se producia completamente en el estadio
prenatal ensayado, coincidiendo con las curvas concentracion-efecto para ambos
esteroides, las cuales eran muy similares en dicho estadio. Por el contrario, en el
estadio adulto no se logré un desplazamiento completo de la 3o,5a-P con su isémero
doble B (Figura 23). La falta de desplazamiento no fue debida a efectos inespecificos
ya que la PS, antagonista del sitio modulatorio de NE, logré desplazar totalmente el
efecto estimulatorio de la 3a,,5a-P. Por consiguiente, en el estadio adulto el resultado
observado indica un efecto de 3a,50-P sobre sitios modulatorios a los cuales no se
une la 3p,5B-P, sugiriendo una heterogeneidad de sitios de union de NE.

Esta heterogeneidad no es la misma que la observada previamente con
barbitaricos pues las curvas concentracion-efecto para cada NE (3a,5a-P 0 33,53-P)
se ajustaron a modelos de un dnico sitio modulatorio. Si bien este resultado no
descarta la posibilidad de que existan dos sitios no resueltos para cada NE -con
similar afinidad-, dicho modelo no es probable ya que los coeficientes de Hill -un
parametro que se relaciona con la multiplicidad de sitios efectores (Kenakin, 1993)-
en todas las curvas analizadas no fueron significativamente diferentes de la unidad,
sugiriendo que la poblacion de sitios para cada NE no presenta subpoblaciones de

distintas afinidades.
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Resultados en la literatura pertinente han demostrado diversos modelos de
heterogeneidad en los sitios modulatorios de NE, entre los cuales se han descripto
subpoblaciones para distintos esteroides (Majewska y col., 1990a; Prince y
Simmonds, 1993) o varias subpoblaciones con diferente afinidad para un mismo NE
(Morrow y col., 1989; Hawkinson y col., 1994; Goodnough y Hawkinson, 1995),
coincidiendo esto Gltimo con lo observado para barbitdricos en el LO del pollo.

En el presente modelo la hipdtesis mas plausible indica que no se trata de
sitios con distinta afinidad por los NE sino de sitios con distintos requerimientos
estructurales, existiendo en animales adultos una poblacién a la cual pueden unirse
ambos NE y otra a la que s6lo se une la 3a,50-P produciendo el efecto “residual” no
desplazable. A fin de definir de una forma mas concluyente si ambos NE estaban
compitiendo o no por un sitio comun de accion se realizé un andlisis de Schild de la
competencia entre los dos moduladores.

En dicho analisis, las sucesivas curvas concentracion-efecto para 3a,5a-P en
presencia de concentraciones crecientes de 3B,58-P mostraron en parte el
desplazamiento esperado que presenta un agonista total en presencia de su agonista
parcial (Figura 24). La 3[3,5B-P aumento los valores de estimulacion en dichas curvas
al actuar en presencia de bajas concentraciones de 3a,5a-P y disminuyd los mismos
al actuar en presencia de altas concentraciones de dicho esteroide. El gréfico de
Schild resultante del andlisis de las curvas indic6 un valor de Ki para 33,58-P
(constante de afinidad para este NE) en el orden de magnitud de su ECsp, mostrando
que el rango de concentraciones elegido para la 33,53-P habia sido correcto. Por otro
lado, la pendiente de la recta de regresion en este grafico fue significativamente
inferior a la unidad.

Una pendiente de valor similar a uno representa un mecanismo competitivo
entre los ligandos ensayados por un Unico sitio de reconocimiento (Arunlakshana y
Schild, 1949). La pendiente obtenida indica en cambio que la naturaleza de la
interaccion entre los NE es mas compleja, pudiendo postularse varios mecanismos
causales (Viapiano y Fiszer de Plazas, 1998). Entre ellos pueden sugerirse la

existencia de constantes de asociacién distintas para cada esteroide, de varios
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mecanismos saturables de captacion de los mismos, o bien heterogeneidad de sitios
modulatorios (Kenakin y col., 1992; Kenakin, 1993).

En conjunto, los datos obtenidos en las Figuras 23 y 24 sugieren una
interaccion compleja entre ambos esteroides con el receptor GABAA 0 con la propia
membrana, incompatible con un modelo competitivo. Por lo tanto los términos
*agonista total” y “agonista parcial”’, que son utilizados normalmente para referirse al
efecto de NE en el receptor GABAA (Im y col., 1989, Majewska, 1991) deben
emplearse cuidadosamente ya que el comportamiento farmacologico de estas

sustancias es mas complejo que una simple competicion por un sitio modulatorio.

Relevancia bioldgica de los neuroesteroides 5p reducidos.

Mas alla de la complejidad en la interaccién de los dos NE analizados con sus
sitios de reconocimiento, el hecho de que un esteroide con configuracion 33,55
presente actividad sobre el receptor GABAA es un hallazgo novedoso que permite
preguntarse si las actividades diferenciales de este NE en mamiferos y aves pueden
estar relacionadas con eventos fisioldgicos diferentes en ambas clases de vertebrados.

En particular, el perfil de esteroidogénesis en aves y mamiferos presenta
notorios contrastes durante el desarrollo. La biosintesis de 3a,5a-P a partir de
progesterona ha sido demostrada en el SNC de mamiferos (Bitran y col., 1995),
mientras que los metabolitos 5B-reducidos de esta hormona no han sido detectados
hasta el presente en cerebro en concentraciones significativas (Purdy y col., 1991),
sugiriendo la ausencia de una actividad 5p-reductasa relevante (Mellon, 1994).

Por el contrario, varias evidencias indican que en los tejidos esteroidogénicos
de las aves la actividad 5B-reductasa es mucho mayor que la 5a-reductasa (Aragonés
y col., 1991) especialmente en estadios tempranos del desarrollo (Pedernera y Lantos,
1973; Gonzélez y col., 1983), en los cuales los metabolitos 5p-reducidos de la
progesterona son los Unicos que poseen actividad biologica (Aragonés y col., 1985).
En el desarrollo postnatal la actividad 5a-reductasa se incrementa, si bien la 5p-

reductasa predomina (Aragonés y col., 1985). La presencia de 3a,50-P en el SNC de
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aves ha sido descripta solamente en animales adultos de mas de 40 dias de edad
(Nakamura y Tanabe, 1975), y mas recientemente se ha demostrado la biosintesis de
3B,5B-P -pero no 3a,50-P- en el propio LO del pollo en estadios tempranos del
desarrollo (Pignataro y col., 1998).

En conjunto, estos resultados sugieren que en dichos estadios tempranos del
desarrollo la 3a,50-P probablemente no existe en concentraciones suficientes para
actuar como un modulador enddgeno del receptor GABAA, siendo entonces los
esteroides 5B-reducidos los unicos efectores del mismo. Los NE S5a-reducidos
(30.,50-P) aparecerian en estadios postnatales del desarrollo, estando su aparicion
relacionada con el aumento de complejidad en la interaccion con los sitios
modulatorios del receptor. De los dos posibles metabolitos 53 que pueden producirse
a partir de progesterona (38,5B-P y 3a,5B-P), los resultados del presente estudio han
demostrado que la 3B3,5B-P presenta una importante actividad estimulatoria sobre el
receptor, mientras que la 3a,53-P es mucho menos activa, dando a la primera una
mayor relevancia.

A fin de determinar el papel biologico de los distintos NE empleados se
requieren mayores estudios a nivel de la esteroidogenesis en el LO del pollo durante
el desarrollo, asi como un trabajo detallado que pruebe el rol de los NE 5B-reducidos
en sistemas funcionales. No obstante, los presentes resultados permiten postular que
durante la ontogenia temprana del SNC de las aves es probablemente la 33,58-P, en
lugar de su potente isdmero 3a,5a-P, el modulador enddgeno principal del complejo
receptor GABA, .

Barbituricos y neuroesteroides: ¢sitio de accion comun o sitios diferentes?

Desde el inicio de los estudios con NE surgio la posibilidad de que los mismos
actuaran en el receptor GABAA a través de sitios modulatorios previamente
descriptos para barbitdricos. Ambos tipos de compuestos producen similares
respuestas a nivel bioquimico (Majewska y col., 1986; Harrison y col., 1987; Gee y

col., 1988), electrofisioldgico (Peters y col., 1988; Hill-Venning y col., 1994) y aln
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anestesiologico (Richards y White, 1981; Mok y col., 1991), incluyendo una
propiedad comun, la apertura del canal de CI" en forma GABA-independiente a altas
concentraciones, que no presentan otros moduladores del receptor.

Los primeros trabajos sobre NE postularon que estos moduladores y los
barbitaricos podian tener un sitio o0 mecanismo comudn de accién (Harrison y col.,
1987). Se demostré inclusive una posible competencia entre ellos utilizando un
barbitirico para desplazar un NE sulfatado radioactivo (Majewska, 1990a). Sin
embargo, otros trabajos sugirieron que los sitios de accion de ambos compuestos
debian ser diferentes. Las evidencias que llevaron a esta diferenciacion se basaron
fundamentalmente en dos tipos de resultados: la aditividad de efectos de barbitdricos
y NE al ser aplicados conjuntamente (Peters y col., 1988; Turner y col., 1989) y la
posibilidad de desplazar sus efectos en forma diferencial (Kirkness y Turner, 1988).

No obstante, la mayoria de estos resultados no conté con una base
metodoldgica sélida que permitiera concluyentemente demostrar sitios 0 mecanismos
de accion diferentes para ambos compuestos. Los trabajos basados en la adicion de
efectos generalmente utilizaron concentraciones subsaturantes de los dos moduladores
-en su mayoria fueron trabajos electrofisiologicos en los cuales no podia aplicarse una
concentracion biogquimicamente saturante de las drogas-.

Por otro lado las evidencias del desplazamiento diferencial de ambos
moduladores fueron incompletas y poco concordantes con la farmacologia establecida
del receptor GABAA. Basta citar, por ejemplo, la observacion del efecto de PTX
antagonizando un NE sin afectar la accion de barbitdricos, asi como el efecto de bajas
concentraciones de dicho convulsivante disminuyendo la unién de [*H]GABA a la
vez que disminuia la estimulacién producida por el esteroide (Kirkness y Turner,
1988).

En conclusion, los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que la
demostracion de existencia o ausencia de un sitio comun para ambos moduladores del
receptor era fuertemente dependiente de los ligandos ensayados y de la preparacion
experimental empleada. Asimismo, no tuvieron en cuenta la propia heterogeneidad de
sitios de reconocimiento para cada sustancia, la cual en muchos casos podia explicar

con otro modelo gran parte de los resultados descriptos.
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Teniendo en cuenta la dificultad metodologica intrinseca en la determinacion
de un sitio comun o sitios diferentes de accidn para barbituricos y NE, en el presente
trabajo se evaluaron los dos enfoques previamente aplicados: aditividad de efectos y
desplazamiento diferencial de los mismos. En ambos casos, el hecho de contar con
una preparacion in vitro otorgé la ventaja de permitir el uso de altas concentraciones
de los moduladores, que no pueden utilizarse en preparaciones fisioldgicas ya que las
respuestas medibles en estos estudios se saturan a menores concentraciones.

Los resultados obtenidos mostraron que al aplicar los dos moduladores
conjuntamente -el barbiturico en concentracion saturante- la potenciacion obtenida en
la unién de [*H]GABA a sus sitios receptores vari6 significativamente con la
preparacion de membranas sinapticas elegida.

En la preparacion de membranas sinapticas congeladas la aplicacion conjunta
de PB y 3a,5a-P presentd un claro efecto aditivo, con un desplazamiento de las
curvas concentracion-efecto para el NE obtenidas en presencia de la concentracién
fija de PB, sin alteracion de los valores ECsy de las mismas, sugiriendo sitios
diferentes e independientes (Figura 25, Tabla XIII). Por el contrario, en membranas
sinapticas frescas, no sometidas al exhaustivo procedimiento de congelacién-
descongelacion, la aditividad entre ambas drogas estuvo ausente, obteniéndose una
estimulacion aproximadamente constante que no se diferenci6 de la producida por el
PB actuando por si solo. Este efecto se repitié en todos los estadios del desarrollo
ensayados, indicando un patron ontogenético constante.

Para verificar que esta variacion entre los dos tipos de membranas sinapticas
obedecia exclusivamente a la metodologia de preparacion empleada se hizo necesario
descartar la posibilidad de una “desensibilizacion” bioguimica del receptor causada en
las membranas frescas por la alta concentracién de PB -enmascaramiento-, si bien en
membranas congeladas la presencia de una concentracion saturante del barbitdrico no
habfa impedido observar el efecto aditivo sobre la unién de [*(HJGABA a sus sitios
receptores. Dicha desensibilizacion pudo haberse manifiestado como una
imposibilidad de aumentar la relacién union especifica/union inespecifica en
presencia de uno de los moduladores dado que el otro en concentracion saturante ya
estimulaba el méximo aumento en dicho cociente. A fin de verificar esta posibilidad

se repitieron ensayos similares a los anteriores utilizando una baja concentracion fija



Discusién 130

de PB (Figura 26), la cual producia por si sola una estimulacién pequefia de los sitios
receptores GABAEérgicos.

Nuevamente se observo un efecto aditivo entre el barbiturico y el NE
solamente en la preparacion de membranas sinapticas congeladas -desplazamiento de
las curvas concentracion-efecto para el NE-, mientras que en las membranas frescas
dicho efecto aditivo no fue detectado. Este segundo resultado, que también se
corrobord en todos los estadios del desarrollo ensayados, permite concluir que la
diferenciacion de los sitios de accion entre ambos moduladores es fuertemente
dependiente de la preparacién empleada.

Para verificar esta posibilidad mediante un enfoque metodoldgico diferente, se
ensayoé el desplazamiento diferencial del efecto de ambos moduladores en presencia
de PTX. Este convulsivante ha sido descripto por su accién de desplazamiento
solamente sobre barbitdricos sin afectar la unién basal de [PH]GABA a sus sitios
receptores, resultados también confirmados en la presente tesis -Figura 14-.

El uso de PTX en membranas sinapticas congeladas mostré que esta droga
desplazaba significativamente el efecto estimulatorio del PB sin afectar el de la
3a,50-P, produciendo ademas una caida en el efecto aditivo de los dos moduladores
coincidente con la pérdida del efecto del barbitdrico. En contraste, al ensayar la PTX
en membranas frescas a las cuales se habian aplicado PB y 3a,5a-P se observé que el
convulsivante desplazaba tanto el efecto estimulatorio del barbitdrico como del NE
(Figura 27).

Este resultado, junto a las variaciones observadas en la aditividad de efectos,
permiten concluir que los barbitaricos y NE presentan sitios de accién que pueden ser
diferenciados en membranas sinapticas congeladas, en las cuales ambos compuestos
actian independientemente. Por el contrario, en membranas sinapticas que no han
sido sometidas a la congelacion-descongelacion, los sitios 0 mecanismos de accion de
los dos moduladores no pueden diferenciarse, indicando que existe un sitio comun
para ambos (Viapiano y col., 1998b).

Un importante apoyo a este postulado proviene de resultados recientes
obtenidos en ensayos de desacoplamiento del efecto de moduladores sobre los sitios
receptores GABAérgicos (Friedman y col., 1996). En dichos ensayos se observé que

la aplicacion cronica de PB o pregnanolona a un cultivo de células neuronales
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producia posteriormente la pérdida de efecto estimulatorio del barbitdrico o del NE
respectivamente sobre los receptores GABA (desacoplamiento de sitios receptores y
modulatorios). Sorprendentemente, al desaparecer el efecto estimulatorio del
barbitdrico también se perdia el del NE y viceversa, sugiriendo un acoplamiento
funcional entre los sitios de accion de ambos moduladores en las células en cultivo.

Si bien la presente evaluacion esta limitada por tratarse de un enfoque
indirecto sobre los sitios de reconocimiento del barbitdrico y el NE, la misma provee
dos aproximaciones diferentes que permiten afirmar la posibilidad de un sitio comun
o sitios diferentes entre distintas preparaciones de membranas sinépticas. EIl uso de
moduladores radioactivos, con los cuales se podria medir la unién directa de los
mismos a sus sitios de reconocimiento, es la aproximacion metodologica que
permitiria demostrar mas concluyentemente la naturaleza de la interacciéon entre
barbitaricosy NE.

Durante el presente trabajo de tesis se intentaron realizar estudios de unién de
[*H]3a,50.-P en las preparaciones de membranas sinapticas, sin que se lograra obtener
ningun éxito en dichos ensayos ya que la cantidad de union inespecifica del NE
tritiado fue tan elevada que impidié su desplazamiento de la membrana ain con un
exceso molar en tres ordenes de magnitud del mismo NE frio. Este resultado fue
independiente del tiempo de incubacién, temperatura o técnica de separacién de las
fracciones unida y libre, y se relaciona directamente con la elevada lipofilicidad de
estos compuestos y su capacidad para introducirse en la membrana plasmatica
(Majewska, 1991). Este parece ser el principal obstaculo hasta el presente para
obtener una demostracion directa de la interaccion molecular de estas sustancias con
el receptor GABAA, gque no ha sido superado aparentemente por ningln grupo de
trabajo. Las Unicas evidencias sobre la union de NE radioactivos se han obtenido con
los NE sulfatados, que poseen una particion en membrana muy inferior a la de los
metabolitos de la progesterona por presentar un importante grupo polar. Los
problemas surgidos de la naturaleza lipofilica de los NE han sido considerados desde
los primeros trabajos bioquimicos en los que se ensayaron estos compuestos
(comentados por ejemplo en Harrison y col., 1987).

Es importante remarcar que las diferencias entre los resultados obtenidos

fueron criticamente dependientes de la metodologia de preparacién de membranas
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sinapticas empleada. Las evidencias en trabajos previos que habian demostrado una
aditividad de efectos a nivel bioquimico para barbitdricos y NE fueron obtenidas en
preparaciones de membranas sinapticas congeladas, coincidiendo con los resultados
presentes en el mismo tipo de membranas. El hallazgo novedoso es la ausencia de
dicha aditividad cuando la preparacion de membranas sindpticas no es
exhaustivamente tratada, lo cual sugiere que in vivo probablemente ambos

moduladores actien a través de un sitio de reconocimiento comadn.

Remocion de factores enddgenos durante la congelacion-descongelacion de las

membranas sinapticas.

El estudio del elevado numero de subunidades que presenta el complejo
receptor GABAA -algunas de ellas descubiertas muy recientemente-, las posibles
combinaciones funcionales de las mismas y su distribucion en distintas areas del SNC
a lo largo del desarrollo demuestra que se ha realizado hasta el presente un gran
avance en el conocimiento molecular de este complejo (Mohler y col., 1995;
McKernan y Whiting, 1996). Los factores enddgenos que pueden unirse al mismo
son, sin embargo, mucho menos conocidos. Ademas de los propios ligandos naturales
del complejo que se sintetizan en el SNC -GABA y NE- s6lo se conocen algunas
proteinas que pueden unir al mismo, tales como la GABAmodulina o el DBI -ya
descriptos- cuyos roles en la neurotransmision GABAérgica estan incompletamente
dilucidados.

En trabajos previos utilizando el mismo modelo experimental del presente
estudio, se ha demostrado la existencia de un factor endégeno con actividad agonista
sobre los sitios receptores de BZD (Fiszer de Plazas y Gravielle, 1994), obtenido en
los sobrenadantes de repetidos lavados de la preparacion de membranas sinapticas.
Este resultado indica que el receptor GABAA no se encuentra aislado en la membrana
en condiciones funcionales, sino asociado a factores que de cierta manera regulan su
actividad, ya sea por interaccion con los propios sitios receptores GABAérgicos o con

los diversos sitios modulatorios presentes en el complejo.
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El proceso de congelacion-descongelacion puede producir diversas
alteraciones estructurales en la membrana (Toffano y col., 1981) o en los propios
receptores (Strambini y Gabellieri, 1996), como se ha demostrado en otros modelos
experimentales (Rodriguez Puertas y col., 1996). Asimismo, este proceso remueve
posibles factores asociados al receptor -0 la membrana-, que también estan
involucrados en su funcionalidad, resultando de la misma manera en un cambio en las
respuestas observadas (Fiszer de Plazas y col., 1993).

En el presente estudio las diferencias mas importantes en las respuestas
observadas entre membranas sinapticas frescas y congeladas consistieron en la
aparicién de dos poblaciones de sitios receptores GABAérgicos y la separacion de los
sitios modulatorios de barbituricos y NE. A fin de determinar la posible presencia de
factores endogenos que estuvieran involucrados en estas diferencias, los
sobrenadantes obtenidos de los lavados post-congelacion -fuente principal de esos
factores putativos- fueron concentrados, separados de GABA enddgeno y probados
nuevamente sobre las membranas congeladas.

Por supuesto, las alteraciones estructurales producidas por la congelacion no
pueden revertirse, por lo que dicha “reconstitucion” no tuvo como objeto intentar
devolver las membranas sindpticas a un estado pre-congelado, sino solamente
verificar el posible rol de factores liberados de las mismas con la congelacion-

descongelacion.

Posibles factores moduladores del receptor GABAA, .

Con la preparacion de SN de lavados de las membranas sindpticas congeladas
se tratd de reestablecer en las mismas la fraccion proteica que podia haber sido
removida durante la congelacion-descongelacion. El seguimiento del perfil de elucion
cromatogréafico de los SN mediante absorbancia UV a 280 nm (Figura 28), el alto PM
de la fraccion recuperada (mayor de 2500 Da) y la posibilidad de dosaje proteico en
ausencia de contaminantes (aminodcidos, sales de Tris concentradas, detergentes)

indican que las fracciones de SN ensayadas contenian efectivamente proteinas (Lagos
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y col., 1983) sin contaminacion de sustancias de bajo PM que pudieran provocar
efectos inespecificos en la unién de [P(HJGABA o en su modulacion.

Los resultados obtenidos en presencia de los SN ensayados mostraron un
aumento significativo en la unién de [°H]GABA a sus sitios receptores (Figura 29),
siendo ésta una confirmacion de que dichos SN carecian de GABA ya que, en caso
contrario, se habria producido una inhibicion competitiva de la union del
radioligando.

Este aumento en la unién especifica de [’H]JGABA en membranas sinapticas
congeladas indica que se agregd algun componente con accidn positiva sobre los
receptores sin que este resultado pueda considerarse una reconstitucion que devuelve
las membranas sinapticas al estado de membranas frescas, ya que en las mismas la
unién especifica de [PH]JGABA era comparativamente menor a la de las membranas
congeladas (Figura 10). Esta diferencia con los resultados previos pudo haber sido
causada por el agregado de una concentracion proteica mayor que la que habia sido
removida por la congelacion (las concentraciones proteicas removida y reconstituida
fueron similares en porcentaje pero pueden haber diferido en la relacion
estequiomeétrica de sus componentes).

Las modificaciones observadas en la unién especifica basal de [*H]JGABA a
sus sitios receptores, si bien no permiten concluir el mecanismo bioguimico que las
produce (ya que no se contd con la suficiente masa de SN como para poder aplicarlos
en ensayos de desplazamiento), estan indudablemente relacionadas con una accién
especifica de dichos SN en el complejo receptor. Por consiguiente las alteraciones en
la modulacién de la unién de [PH]JGABA en presencia de los SN son igualmente
debidas a un efecto de los mismos estrictamente sobre el complejo.

Al aplicarse los moduladores ya conocidos -barbitiricos y NE- a las
membranas sinapticas congeladas en presencia de SN se observd una marcada
reduccion en su efecto estimulatorio, la cual fue concentracion-dependiente respecto
de cualquiera de los SN ensayados. Se obtuvo hasta un 60 % de disminucién en el
efecto del PB y un 70 % en el efecto de la 3a,5a-P en presencia de los SN, con
respecto a sus efectos estimulatorios sin agregados de sobrenadantes (Figura 30). Una
disminucion que hubiera sido porcentualmente igual al aumento en la union basal de
[*H]JGABA (30 a 40%) podria haber indicado una accién de dichos SN solamente
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sobre los sitios receptores GABAérgicos tal que aumentase la unién del radioligando
pero no su potenciacion. En cambio el resultado obtenido, con una disminucién en la
potenciacién mucho mayor que el aumento en la unién basal de [PH]GABA, indica
que la fraccion proteica de los SN interfirid directamente con los sitios de
reconocimiento de barbitdricos y NE, disminuyendo su efecto estimulatorio.

Por otro lado, el agregado de SN disminuyd en similar proporcion el efecto
aditivo de los dos moduladores, sin llegar a anularlo completamente. Este resultado
coincide con los anteriores y demuestra una importante alteracion en la respuesta de
los receptores presentes en la membranas sinapticas congeladas -que presentaban
sitios de accion diferentes para barbituricos y NE- al restaurarles la fraccién proteica
removida con la congelacion-descongelacion. La disminucién de aditividad observada
sugiere que, si los sitios de accion de PB y 3a,5a-P se superponen en membranas
frescas -y, presumiblemente, in vivo-, puede existir un componente proteico que
mantenga estable dicha asociacion. Al ser removido el mismo durante la congelacién-
descongelacion, no se produce pérdida del efecto de ninguno de los dos moduladores,
pero sus sitios de accidn se exponen por separado, dando el efecto aditivo observado
en membranas congeladas.

El intento de subfraccionamiento en Sephadex G100 de la fraccién proteica de
SN obtenida no dio como consecuencia una separacion en picos proteicos
diferenciados, manteniéndose no obstante en el eluato recuperado la actividad
inhibitoria sobre la potenciacion de PB y 3a,5a-P (Figura 32). Dado que la eleccion
de las condiciones cromatograficas -longitud de corrida, velocidad de elucion,
controles proteicos ensayados- era apropiada para separar proteinas de diferente PM
dentro de los limites del gel utilizado, es posible que el o los componentes proteicos
contenidos en esta fraccion sean de un peso molecular muy elevado y no hayan
podido ser resueltos. Otra posibilidad es que se trate de un agregado soluble de
proteinas (Lagos y col., 1983) obtenido después de la congelacion, que retiene la
actividad sobre los sitios receptores GABAérgicos y los sitios modulatorios.

Mas alla de la naturaleza molecular del factor o factores putativos hallados en
los SN ensayados, cuya purificacion escapa a los objetivos del presente estudio, el
resultado méas importante es la descripcion de un efecto producido con la congelacion

de membranas sinapticas -aditividad de accion de drogas modulatorias-, parcialmente
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revertido por el agregado de componentes removidos durante dicha congelacion
(Viapiano y col., 1998b). Esto sugiere la existencia de factores endégenos asociados
al receptor, que podrian intervenir en el efecto de sustancias modulatorias, siendo por
consiguiente posibles elementos reguladores en la funcionalidad del complejo
receptor GABAA .

Consideraciones metodoldgicas finales.

A lo largo del presente estudio se demostraron las variaciones que la
metodologia empleada introduce en las respuestas observadas del receptor GABAA en
el modelo estudiado, pudiendo llevar por lo tanto a conclusiones opuestas sobre el
efecto de compuestos modulatorios en dicho receptor. Los resultados obtenidos
mostraron como un simple tratamiento de congelacion-descongelacion en la
preparacion de membranas sinépticas, empleado como rutina en la mayoria de los
estudios bioquimicos sobre receptores, genera importantes diferencias en el momento
de definir el modelo de modulacion de los sitios receptores por otros ligandos.

La eleccion de una preparacion u otra al elegir un abordaje de estudio del
receptor queda por lo tanto sometida al balance de ventajas y desventajas que presenta
trabajar con cada tipo de muestra. Las membranas sinapticas congeladas poseen
ventajas operativas de trabajo -el fraccionamiento subcelular y los ensayos de union
de radioligandos pueden realizarse en etapas separadas-, rinden una mejor relacion
entre union especifica e inespecifica, y no poseen pérdida de la modulacion de los
sitios receptores de baja afinidad por otros ligandos, a diferencia de otros
procedimientos exhaustivos como puede ser el tratamiento de las membranas con
detergentes.

Por otro lado, la poblacién de sitios receptores GABAérgicos de alta afinidad
que se detecta es aparentemente una fraccion de complejos receptores insensibilizados
a moduladores como consecuencia de la congelacion, y los mismos sitios de accién de
dichos moduladores se separan, obteniéndose resultados al estudiar la accion conjunta
de varias drogas modulatorias que probablemente no puedan ser extrapolados a la

situacion in vivo.
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Las membranas sinapticas frescas, por el contrario, presentan complejos
receptores en una condicion mas cercana al estado nativo de los mismos en las
sinapsis funcionales, resultando por lo tanto un modelo més valioso desde el punto de
vista bioldgico. Como contraparte, son una eleccion ardua desde el punto de vista
operativo y contienen mayores niveles de GABA endogeno, siendo mas dificil por
consiguiente detectar resultados representativos.

Las evidencias obtenidas en la presente tesis permiten afirmar que la eleccion
metodoldgica final en el desarrollo de estudios de receptores -0, a un nivel mas
amplio, en cualquier estudio de un sistema biologico- es un factor que debera tenerse
en cuenta en base a qué preguntas se planteen, qué diversidad de herramientas pueda
emplearse para responderlas y finalmente, qué influencia pueda tener la metodologia

empleada en las respuestas observadas.

Consideraciones ontogenéticas finales.

Los objetivos principales del presente estudio fueron cumplidos mediante el
analisis de la presencia y modulacion del complejo receptor GABAA a lo largo del
desarrollo ontogenético en un area representativa del SNC de las aves. El uso de
diversas metodologias fue una estrategia destinada a revelar mas detalladamente
diferencias entre estadios del desarrollo que podrian haber pasado desapercibidas con
un unico abordaje metodoldgico.

Analizando ontogenéticamente las evidencias obtenidas de los sitios
receptores GABAGérgicos, el primer resultado de interés es la sobre-expresion en la
densidad de los mismos en forma transitoria hacia el nacimiento, coincidiendo con la
etapa de mayor plasticidad sinaptica a lo largo del desarrollo. La aplicacion de
distintas metodologias demuestra que todos los estadios analizados poseen una
subpoblacion de receptores afectada por la congelacion, con excepcion del estadio
prenatal mas temprano (Ed 14) en el cual los receptores correspondientes aun no estan
presentes en la membrana sinaptica.

Si se analiza a lo largo de la ontogenia la modulacion de los sitios receptores,

se observa que los mismos son estimulados por NE y barbitdricos durante todo el
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desarrollo, con un perfil edad-dependiente, indicando que los sitios de reconocimiento
para moduladores estan acoplados a los sitios receptores GABAérgicos desde etapas
prenatales tempranas. La mayor sensibilidad a los moduladores se manifiesta
precisamente en los estadios tempranos del desarrollo -prenatal para barbitdricos y
recién nacidos para NE-, siendo este el periodo en el cual el receptor presenta la
mayor variabilidad en sus respuestas funcionales.

En conjunto, estos resultados resaltan la importancia de tener en cuenta en
todo estudio farmacolégico del complejo receptor GABAA las variaciones entre
estadios del desarrollo, ya que concentraciones de sustancias que en un estadio son
inefectivas, pueden poseer a su vez una accion significativa en otras etapas
ontogenéticas. Este considerando debe aplicarse ante la posible utilidad farmacoldgica
de nuevas sustancias en evaluacion -NE en este caso-.

Por otro lado, el hecho de que los NE presenten un perfil de accion edad-
dependiente, incluyendo un aumento en la complejidad de sus sitios de
reconocimiento a medida que transcurre el desarrollo, refuerza el posible rol de estos
esteroides como factores reguladores de la neurotransmisién en las etapas de
maduracion del SNC (Viapiano y col., 1998a). Al respecto, se ha demostrado que
estos compuestos enddgenos estan involucrados en procesos relacionados con el
modelado sinaptico y la citoarquitectura neuronal durante la ontogenia (Brinton,
1994; Schumacher y col., 1996).

La observacion de una actividad modulatoria comun de los NE con los
barbitaricos en membranas sinapticas frescas, la diferenciacién de sus sitios de accion
en membranas congeladas en todos los estadios del desarrollo y el agregado de SN
que disminuyen la aditividad observada entre ambos compuestos, son resultados que,
evaluados conjuntamente, permiten postular la existencia de factores enddgenos
asociados al complejo receptor. Los mismos serian mediadores de un efecto comun de
barbitaricos y NE, estando por lo tanto relacionados con la actividad modulatoria en
el receptor GABA a lo largo de la ontogenia.

A nivel de aplicacion clinica, dicha actividad equivalente para barbitdricos y
NE sugiere acciones farmacoldgicas comunes, varias de las cuales -efectos
anestésicos y anticonvulsivantes- han sido observadas, mientras que otras se

encuentran ausentes en NE -efecto sedante-. El estudio de estos esteroides en la
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ontogenia del SNC presenta por lo tanto gran importancia no solamente en la
investigacion basica sino también por sus posibles proyecciones terapéuticas..

La aplicacion de diversas metodologias en el estudio ontogenético de los sitios
receptores GABAérgicos, asi como en el estudio de la modulacién de dichos sitios,
muestra que las mayores variaciones en los resultados obtenidos se producen siempre
en estadios tempranos del desarrollo. Estas variaciones entre estadios reflejarian una
modificacion en la estructura molecular del complejo receptor GABAA a lo largo de
la ontogenia. Inicialmente existiria un predominio en la membrana de combinaciones
de subunidades mas labiles y sensibles a ligandos modulatorios, en las etapas
tempranas -més plésticas- del desarrollo, previas a la organizacion selectiva de
sinapsis. Posteriormente, nuevas combinaciones producirian complejos menos labiles
y a su vez menos sensibles a dichos moduladores durante el desarrollo postnatal, en
coincidencia con la estabilizacion de los circuitos neuronales en el modelo estudiado.

Un resumen del modelo de sitios receptores y modulatorios que puede
desprenderse de los resultados demostrados en el presente trabajo de tesis se
encuentra en la Figura 33, en la cual se ha detallado el desarrollo ontogenético (a
partir de Ed 16) de los diversos sitios en el complejo receptor y a la vez, las
alteraciones observadas en cada estadio del desarrollo al cambiar la metodologia
utilizada para su estudio.

Puede observarse en dicho modelo como la congelacién-descongelacion es
causante principalmente de una separacion de componentes del complejo, revelada a
través de maltiples sitios GABAérgicos y diferenciacion entre los sitios modulatorios.
Por otro lado, el seguimiento ontogenético muestra la variacion en la complejidad de
esos sitios modulatorios (disminuye para barbitdricos y aumenta para NE),
probablemente relacionada con las distintas funciones que los moduladores del

receptor -NE u otros ligandos enddgenos- pueden tener a lo largo del desarrollo.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo de tesis permite realizar las siguientes conclusiones en
relacion a la ontogenia de los sitios receptores GABAérgicos y su modulacion en el

modelo estudiado:

- Existe una etapa de sobre-expresion transitoria de sitios receptores GABAEérgicos en
el periodo del nacimiento y postnatal inmediato, debida principalmente a un

incremento en la densidad total de sitios receptores.

- Estos sitios receptores GABAEérgicos se revelan como una unica poblacion de baja
afinidad por GABA en membranas sindpticas no congeladas, mientras que la

congelacion-descongelacion expone una segunda poblacion de alta afinidad.

- Los sitios receptores de baja afinidad estudiados son modulables en todos los
estadios del desarrollo por barbitdricos y NE, indicando que el acoplamiento entre
sitios modulatorios y receptores ocurre desde las mas tempranas etapas de la
ontogenia. Estas sustancias moduladoras presentan un perfil de accién edad-
dependiente, siendo los estadios tempranos del desarrollo los mas sensitivos a su

accion.

- Por el contrario, los sitios receptores de alta afinidad no presentan variaciones
ontogenéticas significativas, siendo ademas insensibles a la accion de los
moduladores empleados. Esto sugiere que, si bien puede tratarse de una subpoblacion
real de receptores revelada por la congelacion, los mismos carecerian de una

funcionalidad bioldgica explicable.

- La presencia de una heterogeneidad de sitios de reconocimiento para barbitdricos y
NE, con diversos perfiles edad-dependientes, indica que hay una variacion en las

respuestas del receptor a los ligandos modulatorios durante el desarrollo. Dicha
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variacion puede estar relacionada con cambios en la aparicicion o en el papel

bioldgico de los ligandos modulatorios enddgenos del receptor.

- En todos los estadios del desarrollo estudiados los barbituricos y NE actlan a través
de un unico sitio de acciéon en la preparacion de membranas sinapticas frescas,

sugiriendo una posible accion comdn in vivo.

- La congelacién-descongelacién de las membranas sinapticas produce una separacion
entre los sitios modulatorios de barbitaricos y NE, actuando los mismos en forma
aditiva. La restitucion de componentes removidos de las membranas congeladas
reduce esta aditividad de efectos, sugiriendo la existencia de factores enddgenos
asociados al complejo receptor que intervienen en la accion comun de diversos

ligandos modulatorios del complejo.

Los resultados obtenidos son de importancia para comprender las variaciones
ontogenéticas en la estructura del complejo receptor GABAA y por lo tanto, en las
respuestas funcionales del mismo. En forma similar, la existencia de factores
enddgenos asociados al complejo receptor es relevante en la determinacion de sus
mecanismos de modulacién en la sinapsis.

Por consiguiente, estos resultados proveen fundamentos bioquimicos que
pueden utilizarse para comprender el rol fisioldgico de los receptores GABAA durante

el desarrollo del Sistema Nervioso Central. *

Lic. Mariano S. Viapiano Dra. Sara Fiszer de Plazas

!Los resultados obtenidos en el presente estudio de tesis doctoral han sido dados a conocer a través de
las publicaciones indicadas en las referencias bibliograficas N° 86, 287, 288, 289 y 290.
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RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se estudio el perfil de aparicion y la modulacion
farmacologica del complejo receptor GABAA a lo largo de la ontogenia del 16bulo
oOptico de las aves. Dicha estructura mesencefalica presenta un tejido rico en sinapsis
GABAérgicas involucradas en la funcionalidad de los circuitos de procesamiento
visual y las variaciones bioquimicas de estos receptores se consideran representativas
de eventos plasticos en las conexiones neuronales durante el desarrollo.

En este estudio se utilizaron diversas técnicas en la preparacion de las
membranas sinapticas (ciclos de lavado y congelacion-descongelacion) como
estrategia para determinar variaciones entre estadios del desarrollo en los complejos
receptores que no hubieran sido detectables utilizando una Gnica metodologia.

Los resultados obtenidos mostraron un periodo de sobre-expresion transitoria
de los sitios receptores GABAEérgicos correspondiente al nacimiento y periodo
postnatal inmediato, coincidiendo con la etapa de mayor plasticidad sinaptica a lo
largo del desarrollo. Esta sobre-expresion se debié fundamentalmente a un incremento
en la densidad méaxima de sitios receptores. En la preparacion de membranas
sinapticas sometidas a congelacién-descongelacién se observaron dos poblaciones de
sitios receptores, de alta y baja afinidad por GABA. Los mismos fueron detectados en
todos los estadios del desarrollo estudiados con excepcion de los mas tempranos, en
los cuales la fraccion de receptores sensible a la congelacion no se hallaria aun
presente en el terminal sinaptico. Por otro lado, en las membranas sinépticas no
congeladas solamente fue detectable la poblacidn de baja afinidad.

Al evaluar a lo largo de la ontogenia la modulacion de la unién de [PH]GABA
a sus sitios receptores por barbitdricos y neuroesteroides, se observo que dichos
moduladores producian una estimulacion alostérica de los sitios receptores
GABAérgicos de baja afinidad en todos los estadios del desarrollo ensayados,
indicando que los sitios modulatorios estan acoplados a los sitios receptores
GABAérgicos desde etapas prenatales tempranas.

El perfil de accion fue diferente para cada modulador siendo en ambos casos

edad-dependiente. Se observd una heterogeneidad de sitios modulatorios, tanto para
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barbitaricos en estadios prenatal y de recién nacidos, como para neuroesteroides en
animales adultos. La mayor sensibilidad a los moduladores se manifesté en los
estadios tempranos del desarrollo -prenatal para barbituricos y recién nacidos para
neuroesteroides-, coincidiendo con etapas en las cuales el receptor presenta gran
variabilidad en sus respuestas funcionales.

La heterogeneidad de sitios modulatorios para neuroesteroides, junto al
hallazgo de una nueva relacion estructura-actividad para estas sustancias, no
coincidente con la previamente conocida en mamiferos, indican una compleja
interaccion de estos esteroides con el receptor GABAA en aves y sugieren un
probable rol regulatorio de los mismos en etapas ontogenéticas tempranas.

Por otro lado, los sitios receptores GABAérgicos de alta afinidad fueron
insensibles a la accion de los moduladores empleados, y no presentaron ademas
variaciones ontogenéticas significativas. Estos resultados permiten postular que, si
bien dichos sitios pueden representar una subpoblacion real de receptores revelada
por la congelacion, la misma careceria de una funcionalidad bioldgica explicable.

La aplicacion de diversas metodologias en la observacion del perfil de
aparicion de los sitios receptores GABAEérgicos, asi como en el estudio de la
modulacion de dichos sitios, demostrd que en todos los casos los estadios tempranos
del desarrollo presentaban las mayores variaciones entre distintas preparaciones de
membranas sinépticas. Estas diferencias en sensibilidad a la metodologia entre
estadios reflejarian una modificacion en la estructura molecular del complejo receptor
GABA a lo largo de la ontogenia.

Al analizar la accion estimulatoria conjunta de barbitdricos y neuroesteroides
se manifestaron notorias diferencias en todos los estadios del desarrollo estudiados
entre las dos preparaciones de membranas sinapticas empleadas. Se observo que en
membranas sinépticas no congeladas ambos moduladores actuaban a través de un sitio
de reconocimiento comun, mientras que en membranas congeladas presentaban
efectos aditivos y eran diferencialmente desplazados por un antagonista GABAérgico,
indicando una diferenciacion de sus sitios de accion.

La fraccion proteica extraida durante la congelacion de membranas fue
concentrada y aplicada a las mismas, produciendo una significativa disminucion en la

aditividad de efectos observada para ambos moduladores. Este resultado,
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conjuntamente con los anteriores permite postular la existencia de factores enddgenos
asociados al complejo receptor, removidos durante la congelacion-descongelacion de
las membranas sinapticas. Los mismos serian mediadores de un efecto comdn de
barbitlricos y neuroesteroides in vivo, estando por lo tanto relacionados con la
modulacion del receptor GABAA, a lo largo de la ontogenia.

Los resultados obtenidos demuestran por lo tanto significativas variaciones
ontogenéticas en el complejo receptor GABAA , tanto en sus sitios de reconocimiento
de GABA como de ligandos modulatorios. Estas variaciones son relevantes para
comprender las modificaciones en las respuestas funcionales del complejo receptor a
lo largo del desarrollo. En forma similar, la existencia de factores enddgenos
asociados al receptor es de importancia en la determinacion de sus mecanismos
naturales de modulacion en la sinapsis.

El presente estudio provee entonces los fundamentos bioquimicos que pueden
utilizarse para comprender la funcion de estos receptores durante el desarrollo del

Sistema Nervioso Central.

Titulo: “Ontogenia del complejo receptor GABA 4 en el Sistema Nervioso Central de las aves:
modulacion por barbituricos, neuroesteroides y factores enddgenos.”
Palabras clave: receptor GABA 4, barbitdricos, neuroesteroides, desarrollo del SNC, moduladores

enddgenos, I6bulo 6ptico del pollo.
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SUMMARY

The presence and pharmacological modulation of GABAA receptor complex were
studied in developing chick optic lobe. This mesencephalic structure presents a large
amount of GABAergic synapses involved in visual processing so that biochemical
modifications of GABAA receptors are representative of plasticity in neural connections
during development.

Synaptic membranes were prepared according to two different methodologies
(washing cycles and freezing-thawing), as a strategy to detect variations among
developmental stages not disclosed by a single procedure.

Our results show a transient over-expression of [PH]JGABA binding at hatching, the
stage of greatest synaptic plasticity during development, most likely due to an increase in
density of GABA receptor sites. In frozen-thawed membranes two populations of GABA
binding sites, with high and low affinity for the radioligand, were observed at all
developmental stages studied with the exception of the earliest one (14-day embryos).
This result suggests that the fraction of receptor complexes affected by the freezing-
thawing procedure are not yet present in synaptic membranes at that prenatal stage. On the
other hand, non-frozen (fresh) membranes only showed a population of low-affinity
GABA binding sites.

On analyzing the modulation of [*H]JGABA binding by barbiturates and
neurosteroids, both modulators were found to be allosteric stimulators of low-affinity
GABA binding sites at all developmental stages studied, indicating that modulatory and
GABA binding sites are coupled since early prenatal development.

The observed stimulation was drug- and age-dependent. Modulatory sites
presented heterogeneity for barbiturates at early developmental stages as well as for
neurosteroids in adult animals. Maximal sensitivity to modulators was found at early
development -prenatal stages and newly hatched chicks-, in agreement with the period of
greatest variability in receptor functional responses.

Neurosteroids stimulatory effect presented a new structure-activity relationship,
different from the one previously known for mammals. This finding, along with the

heterogeneity of steroid recognition sites, indicates a complex interaction of these
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endogenous substances with the receptor in avian Central Nervous System, suggesting a
probable regulatory role during early stages of development.

At all stages studied, high-affinity GABA binding sites were unaffected by
modulatory drugs and showed few variations during ontogeny. These findings allow us to
conclude that, although these binding sites may well represent a fraction of total receptors
exposed by freezing-thawing, they would lack a relevant biological function.

The use of diverse methodologies in the preparation of synaptic membranes to
study GABA binding sites or modulatory sites showed the greatest variation at prenatal
and hatching stages. This differential sensitivity to methodologies is indicative of
molecular modifications in GABAa receptor structure during development.

On comparing the stimulatory effect of barbiturates and neurosteroids acting
jointly, we found significant differences at all developmental stages between the two
membrane preparation procedures. In fresh membranes both modulators acted through a
common recognition site, whereas in frozen membranes they showed additive effects and
differential displacement with a GABAergic antagonist, indicating dissimilar modulatory
sites.

Protein components extracted during the freezing-thawing procedure were
concentrated and assayed on frozen membranes, decreasing the additive effect previously
observed. Taken together, these results suggest the existence of endogenous factors
associated to the receptor complex, removed during freezing-thawing cycles. They would
produce a common effect for barbiturates and neurosteroids in vivo, related to GABAAa
receptor modulation during ontogeny.

In conclusion, we have demonstrated ontogenetic variations in GABAA receptor
properties supporting functional modifications of this receptor complex during
development. We also postulate the existence of endogenous factors associated to the
receptor, useful to determine its natural regulatory mechanisms in the synapse.
Consequently, our present study provides a tentative biochemical basis to understand the

role of these receptors during Central Nervous System development.

Title: “Ontogeny of GABA 4 receptor complex in avian Central Nervous System: modulation by
barbiturates, neurosteroids and endogenous factors.”

Kewyords: GABA 4 receptor, barbiturates, neurosteroids, CNS development, endogenous modulators,



Summary 148

chick optic lobe.
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