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Resumen

Regulacion del receptor GABA, inducida por su activacion en corteza cerebral de

rata

La activacion del receptor GABAa durante un breve periodo de tiempo (5-10
minutos) por GABA, en neuronas de corteza cerebral de rata, induce horas mas tarde una
reduccion en la interaccion entre los sitios de unién de GABA y benzodiacepinas, llamada
desacoplamiento, en ausencia de cambios en el nimero de receptores. El objetivo del
presente trabajo fue estudiar el mecanismo molecular del desacoplamiento inducido por

GABA.

Nuestros resultados sugieren que el desacoplamiento inducido por GABA esta
asociado a una reduccidn en el porcentaje de receptores GABAa conteniendo la subunidad
a3. Por otro lado, los resultados de nuestros experimentos indicarian que el
desacoplamiento esta también mediado por un aumento en el grado de fosforilacion de la
subunidad y2 del receptor. Por lo tanto, el desacoplamiento seria el resultado de al menos
dos mecanismos regulatorios que actuando en forma conjunta producen una alteracion
adaptativa en la funcién del receptor GABAa. Si bien no se conocen las vias de
sefializacién intracelulares activadas, es posible que un aumento en la internalizacién del
receptor GABAa inducido por GABA represente la sefial que desencadenaria los procesos

responsables del desacoplamiento.

Palabras claves: receptor GABAa; GABA; benzodiacepinas; desacoplamiento;

endocitosis.



Abstract

Activity-dependent regulation of GABA4 receptor in rat cerebral cortex

GABAA receptor activation during a brief period of time (5-10 minutes) by GABA, in
rat cerebral cortical neurons, induces hours later a reduction in the interaction between
GABA and benzodiazepine binding sites, named uncoupling, in the absence of changes in
receptor number. The aim of the present work was to study the molecular mechanism of

GABA-induced uncoupling.

Our results suggest that GABA-induced uncoupling is associated with a reduction in
the percentage of a3-containing GABAa receptors. On the other hand, results from our
experiments might indicate that uncoupling is also mediated by an enhancement in the
phosphorylation degree of y2 receptor subunit. In conclusion, uncoupling would be the
result of at least two regulatory mechanisms that act together to produce an adaptive
alteration of the GABAa receptor function. The intracellular signaling pathways are
unknown, however, a GABA-induced increase in GABAa receptor internalization could

provide a signal that triggers the processes responsible for uncoupling.

Key words: GABAareceptors; GABA; benzodiazepines; uncoupling; endocytosis.
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Introduccion

1. La neurotransmision inhibitoria

La actividad de los circuitos neuronales se encuentra modulada por diferentes
mecanismos que regulan el balance entre los niveles de excitacidon e inhibicién. Estos
circuitos contienen tanto sistemas de neurotransmision excitatorios como inhibitorios y
la homeostasis se logra mediante conexiones de alimentacion (feedforward) y de
realimentacién (feedback) (Ferrante, Migliore et al. 2009). En las redes corticales, la
excitacion estd controlada por circuitos locales inhibitorios formados por interneuronas
inhibitorias especializadas (Figura 1). Una desregulacién de la neurotransmision
inhibitoria conduce a una actividad neuronal patolégica, como sucede por ejemplo

durante un episodio epiléptico (Schnitzler y Gross 2005; Roth y Draguhn 2012).

Figura 1: Conexiones inhibitorias en un circuito cortical local. Se representan
conexiones excitatorias en rojo e inhibitorias en celeste. Se muestran en marrén una neurona
excitatoria piramidal (P) y en azul interneuronas inhibitorias (IN). La IN de la izquierda se
encuentra integrada a una via de realimentacion negativa (FB-feedback inhibition) mientras que
la IN de la derecha a un circuito de alimentacién negativo (FF-feedforward inhibition). Tomado de

Roth y Draguhn 2012.
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Introduccion

2. La neurotransmision GABAérgica

2.1. Sintesis, degradacion y transporte de GABA

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso central. La
sintesis de GABA se produce a partir de glutamato, el cual puede ingresar a las
interneuronas inhibitorias a través de su transportador (EAAT3). El glutamato es
convertido a GABA por alguna de las dos isoformas de la enzima glutamato decarboxilasa,
GADss y GADe7, nombradas haciendo referencia a sus pesos moleculares (Esclapez,
Tillakaratne et al. 1994). La isoforma GADss se encuentra directamente asociada a las
vesiculas presinapticas, de modo que el glutamato que se encuentra en la zona puede ser
rapidamente transformado a GABA e incorporado a las vesiculas por medio del
transportador vesicular VGAT (Jin, Wu et al. 2003). La isoforma GADe7 se encuentra en el
citosol, tanto en el cuerpo neuronal como en las proyecciones. La presencia de GAD no es
exclusiva de neuronas GABAérgicas ya que se encuentra en otros tipos neuronales. Si bien
no se conoce el significado funcional, se asocia la presencia de GAD al rol
neurodiferenciador que cumple el GABA durante el desarrollo del sistema nervioso

central.

La glutamina es una fuente alternativa para la sintesis de GABA. Las células gliales
incorporan glutamato por medio del transportador EAATZ2 y lo convierten a glutamina
por medio de la glutamina sintetasa (Bak, Schousboe et al. 2006). La glutamina es
liberada por medio del “sistema N” de transporte y, desde el especio extracelular, las
neuronas pueden incorporarla mediante el “sistema A” de transporte (Broer y Brookes
2001). La glutamina es sustrato de la enzima glutaminasa, la cual la transforma en

glutamato que es a su vez sustrato de GAD. La glutamina es utilizada como precursor de

12



Introduccion

GABA principalmente cuando la actividad neuronal se encuentra incrementada y en

tejidos inmaduros.

El GABA es degradado por la enzima GABA transaminasa (GABA-T) que se
encuentra en la membrana mitocondrial de neuronas y glia. E1 90 % del GABA producido
es degradado contribuyendo al metabolismo energético en el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (Jung, Lippert et al. 1977). La concentracion de GABA en las vesiculas
sindpticas es el resultado del equilibrio de todos los procesos mencionados

anteriormente (Figura 2).

Los transportadores de GABA poseen cuatro isoformas distintas (GAT-1, GAT-2,
GAT-3 y BGT-1). Estos transportadores presentan diferente distribucion en el sistema
nervioso, por ejemplo GAT-1 es predominantemente neuronal mientras que GAT-3 se
expresa principalmente en glia. Los transportadores de GABA ingresan el
neurotransmisor hacia el interior de la célula, aunque también pueden transportar al
neurotransmisor en la direccion contraria, hacia el exterior de la célula, siendo este
ultimo mecanismo conocido como liberacion no vesicular de GABA (Schousboe y

Waagepetersen 2007).

13
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Figura 2: Esquema de la sintesis, transporte, y degradaciéon de GABA. Se representa el
terminal de una interneurona inhibitoria (Pre), una célula glial (GLIA) y la membrana
postsinaptica de una neurona blanco (Post). Las moléculas de GABA se muestran en azul, las de
glutamato en rojo, y las de glutamina en verde. GS: glutamina sintetasa, Mit: mitocondria, PAG:
glutaminasa activada por fosfato, SV: vesicula sinaptica, VATPasa: ATPasa vesicular. Tomado de

Roth y Draguhn 2012.

2.2. Receptores GABAérgicos

El GABA liberado al espacio sinaptico puede ejercer su accién inhibitoria en forma
lenta y prolongada mediante la activacion del receptor GABAg, o bien en forma rapida
mediante la unién al receptor GABAa, en el cerebro, o al receptor GABAc, localizado
principalmente en la retina. El receptor GABAg es metabotrdpico y pertenece a la familia
de los receptores acoplados a la proteina G. Los receptores GABAax y GABA¢ son
receptores ionotropicos, pertenecientes a la superfamilia de canales idnicos activados por
ligando, que incluye también a los receptores de acetilcolina nicotinicos, de glicina y de

serotonina 5-HT3 (Unwin 1989).
14



Introduccion

Déficits en el funcionamiento del receptor GABAa estan asociados a patologias como
epilepsia, trastornos de ansiedad, déficits cognitivos, esquizofrenia, depresion, y abuso de
sustancias (Molher 2006). El receptor GABA4 es blanco de muchas drogas con relevancia
clinica como lo son los anti-convulsivantes, ansioliticos, sedativos, e hipnéticos
(Berezhnov, Gravielle et al. 2007) Especificamente, las benzodiacepinas son los
moduladores alostéricos positivos del receptor GABAa, de mayor uso en la clinica, que

potencian el influjo de Cl- inducido por GABA.

Los receptores de la familia de canales idnicos activados por ligando poseen
estructura pentamérica, formados por subunidades homoélogas que comparten la
siguiente estructura comun (Fig. 3a): un dominio amino terminal extracelular, cuatro
dominios de transmembrana (TM), y un gran dominio intracelular ubicado entre los

dominios TM3 y TM4. El dominio TM2 forma el poro del canal (Jacob, Moss et al. 2008).

Los receptores GABAa son canales ionicos permeables a los iones cloruro (Cl) y
bicarbonato (HCO3-) (Kaila 1994). La unién de un agonista al receptor induce la apertura
del canal permitiendo el flujo de estos iones de acuerdo sus gradientes electroquimicos.
En el sistema nervioso maduro la activacion del receptor GABAa induce principalmente el
influjo de CI- disminuyendo la probabilidad de generaciéon de un potencial de accién
debido a la hiperpolarizacién y a un aumento en la conductancia (shunting inhibition). Sin
embargo, el receptor GABAs puede mediar también respuestas despolarizantes en el
adulto en ciertas condiciones fisioldgicas y patologicas donde ocurre una activacion
intensa del receptor (Markwardt y Overstreet-Wadiche 2008; Allain, Le Corronc et al

2011)

Los receptores GABAa son heteroméricos, formados por subunidades codificadas

por 18 genes diferentes las cuales han sido agrupadas por su homologia en siete

15



Introduccion

subfamilias: a1-6, $1-3, y1-3, §, € (1-3), 6, m, (Figura 3b). El splicing alternativo de algunos
de los genes de las subunidades contribuye a la diversidad de los receptores (Farb,
Steiger et al. 2007). Si bien la cantidad de combinaciones posibles es inmensa, la
presencia de sélo un numero finito de receptores ha sido demostrada en el cerebro
(Figura 4). La mayor parte de los receptores GABA4 estan formados por dos subunidades
a, dos subunidades  y una subunidad y. Las distintas subunidades del receptor exhiben
una distribucion diferente a lo largo del sistema nervioso central (Tabla 1) (Uusi-Oukari y

Korpi 2010).

16
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Figura 3: Estructura y localizacion del receptor GABAa. a) Las subunidades del receptor
GABA4 poseen cuatro pasos de transmembrana (TM1-4). El TM2 forma el poro del canal. El
dominio intracelular ubicado entre TM3 y TM4 interacciona con proteinas que modulan la
actividad de receptor. b) Cinco subunidades pertenecientes a distintas subfamilias se ensamblan
para formar el canal heteropentamérico permeable a Cl. La unién a GABA se produce en la
interfase entre las subunidades a y . La unién a benzodiacepinas se produce en la interfase entre
las subunidades a (1, 2 ,3 6 5) y las subunidades y. c) Los receptores conformados por las
subunidades a (1-3) junto con las subunidades 8 y y poseen localizacién principalmente sinaptica.
Los receptores conteniendo las subunidades a5y son mayoritariamente extrasinapticos. Los
receptores formados por a (4, 6) en combinacién con  y 6 (insensibles a las benzodiacepinas)

poseen localizacién extrasinaptica. Tomado de Jacob, Moss et al. 2008.

17
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Tabla 1: Distribucién cuantitativa estimada de las subunidades del receptor GABAx El perfil
de expresion de cada subunidad se representa en ndmeros: 3 maxima expresion, 2 alta expresion,
1 baja expresion, campo vacio: expresion muy baja o indetectable. Tomado de Uusi-Oukari y
Korpi 2010.

Expresion de ARNm y proteina de las subunidades del receptor
Area cerebral GABA,
al a2 a3 a4 o5 a6 B1 (B2 B3|yl vy2 |y3 &
Areas olfatorias

Capa plexiforme del bulbo olfatorio 3 1 1 3 3 3 1
Capa glomerular 3 1 1 1 3 3 3
Capa interna granular 3 1 2
Tubérculo olfatorio 2 2 1 1 3 1 1
Islas de Calleja 3
Corteza olfatoria primaria 3 3 3 2 1 3 3 1 3 1 1
Corteza cerebral
Capas 1-4 2 2 1 2 1 2 2 3 2 1 2
Capas 5-6 3 1 3 1 2 3 2 3 2 1 1
Corteza cingulada anterior 2 3 1 1 2 1 3 2
Regiones limbicas, hipocampo, amigdala
Corteza entorrinal 2 2 1 1 1 2 2 2 2 1 1
Subiculum 2 2 1 1 1 2 2 2 2 1 1
Hipocampo CA1l 2 3 2 3 3 1 3 3
Hipocampo CA3 1 3 1 3 3 1 3 3
Hipocampo giro dentado 1 3 2 1 2 2 3 3
Nucleo del lecho de la estria terminal 1 3 2 1 1 2 1 2 3 1 1
medial
Nucleo horizontal de la banda diagonal | 3 1 1 3 1 2 1 1
Nucleo septohipocampal/taenia tecta 1 3 2 1 2 3 1
Nucleo septal lateral 1 3 2 1 2 1 1 3 2 1
Nucleo septal triangular 1 2 1 1 1
Nucleo del lecho de la comisura 1 3 1 1 1
anterior
Area amigdaloidea anterior 1 1 1 1 2 1 1 2 1
Amigdala 1 3 1 1 1 2 2 3 1 1
Nucleo amigdaloideo cortical 1 3 1 1 1 2 2 1 1 1
posteromedial
Ganglios basales/estriado
Nucleo accumbens 1 3 1 2 1 1 1 3 1 1 2
Caudado/putamen 1 |3 1 2 1 1 1 3 1 1 2
Globo palido 3 1 1 3 3 1 1 1
Claustro 2 2 3 1 1 1 2 2 1 1 1
Pélido ventral/sustancia innominada 3 1 1 1 1 3 3 1 1
Talamo, epitalamo
Nucleo talamico paraventricular 1 2 1 3 2 2 2 2 1
Nucleo talamico paraventricular 3 3 3 1 1 3
Ndcleo taldmico centrolateral/medial 2 1 1 2 1 3 1 2 1 1
Nucleo talamico intermediodorsal 2 3 3 1
Nucleo talamico lateral 2 3 3 3
posterior/laterodorsal
Nucleo talamico ventroposterior 1 3 2
Zona incerta/ntcleo subtalamico 2 1 2 1 1
Nucleo habenular medial 2 2 2 1

18



Introduccion

Expresion de ARNm y proteina de las subunidades del receptor

Area cerebral GABA,
al (a2 a3 a4 a5 a6 | Bl (B2 | B3 vyl vy2 vy3 &
Ntcleo geniculado medial 2 3 3 1 1 3
Hipotalamo
Nucleo periventricular/area predptica 1 3 1 1 1 2 2 1 1
medial
Area preéptica lateral 1 1 1 1 1 1
Area hipotalamica lateral 1 1 1 1 1 1
Area hipotalamica anterior 1 3 1 1 2 1
Nucleo hipotalamico paraventricular 1 1 2 1 2 1 1
Nucelo hipotalamico ventromedial 1 1 1 3 2 1 2 1
Mesencéfalo, pons, médula
Sustancia negra, parte reticular 3 1 1 2 1 1 1
Sustancia negra, parte compacta 2 1 1 1 1 1
Area tegmental ventral 1 1 2 |1 |1
Nucleo interpeduncular 2 2 1 2 1 1 1
Nucleo rojo 3 2 2 1 1
Coliculo superior, capa gris superior 2 2 1 2 2 2 1 1
Coliculo superior, capa gris intermedia | 2 1 1 2 1 1
Gris central 3 1 1 1 2 1 1 2
Coliculo inferior 3 2 1 1 1 1
Nucleos del rafe 2 2 1 1 2 2 2 1
Locus coeruleus 2
Cerebelo
Capa de células granulares 3 3 1 3 3 1 3
Capa molecular 3 1 1 2 1 2

Los receptores con diferente composicién de subunidades poseen propiedades
fisiologicas y farmacologicas diferentes, y distinta localizacion subcelular (Figura 3c). Los
receptores compuestos por las subunidades a1, a2, a3, o a5 junto con las subunidades 3
y Y, son sensibles a la modulacién por benzodiacepinas y, exceptuando a los que
contienen la subunidad a5, poseen una localizacién principalmente sindptica mediando la
inhibicion fasica en el cerebro. Los receptores conteniendo las subunidades a5By estan
situados principalmente en regiones extrasinapticas y median la inhibicidn tdnica. Los
receptores compuestos por las subunidades a4 y a6 junto con las subunidades 8 y 6, son
insensibles a la modulacién por benzodiacepinas, poseen ubicacién extrasindptica y

median la inhibicién ténica (Jacob, Moss et al. 2008).
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OBt 0B

Figura 4: Representacion aproximada de la abundancia de los subtipos de receptores
GABA4 en cerebro de rata. El subindice x indica que el subtipo de subunidad no es conocido.

Tomado de Whiting 2003.

Diversas evidencias parecen indicar que las distintas acciones de las
benzodiacepinas y el etanol, otro modulador alostérico positivo del receptor GABA,,
estan mediadas por receptores GABAa conteniendo diferentes subtipos de subunidades a

(Tabla 2) (Fritschy y Brunig 2003; Michels y Moss 2007).

Tabla 2: Localizaciéon y propiedades farmacoldogicas de los receptores GABAa
conteniendo los diferentes subtipos de subunidades a. Modificado de Fritschy y Brunig 2003
y Michels y Moss 2007.

Conformacion
Subunidad Localizacion Farmacologia
predominante

50-51 alp2y2 Corteza cerebral, Efecto sedativo,
cerebelo, hipocampo, amnésico y
amigdala, tdlamo, bulbo  anticonvulsivante de las
olfatorio, sustancia benzodiacepinas
negra, globo palido
a2 52-53 a2B33y2 Corteza cerebral, Efecto ansiolitico y
hipocampo, amigdala, miorrelajante de las
estriado, bulbo olfatorio, benzodiacepinas
hipotalamo, nucleos
motores
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a3 58-61 a3Bxy2 Corteza cerebral, Efecto ansiolitico y
amigdala, tdlamo, bulbo miorrelajante de las
olfatorio, médula benzodiacepinas
espinal, locus coeruleus
o4 56-67 a4Bx6 Giro dentado Sensibilidad al etanol
(hipocampo), talamo
a5 53-55 a5B3y2 Corteza cerebral Efecto amnésico y
profunda, hipocampo, miorrelajante de las
amigdala, bulbo benzodiacepinas.

olfatorio, hipotalamo,
médula espinal
ab 57-58 a6B2/3y2, Cerebelo, nucleo coclear Sensibilidad al etanol
a6B2/36 dorsal

El rol del sistema GABAérgico durante el periodo embrionario y perinatal, es
sustancialmente diferente al de los animales adultos. Si bien hay investigaciones
controvertidas, en hipocampo, cerebelo y corteza cerebral inmaduros se ha observado
que la activacién del canal del receptor GABAAs conduce a la despolarizaciéon de la
membrana (Cherubini, Gaiarsa et al. 1991). Esto es debido a la concentracion intracelular
de CI- incrementada que ocurre antes de la expresion del co-transportador de K+*/Cl- de
tipo 2, KCC2 (Rivera, Voipio et al. 2005). A su vez esta ampliamente descripta la accién
neurotréfica del GABA durante el desarrollo, promoviendo el crecimiento, la
diferenciacion neuronal y la formacidn de sinapsis (Schousboe y Redburn 1995). Por otro
lado, las propiedades farmacologicas del receptor también son diferentes a las del adulto
debido a los cambios en la expresion de subunidades del receptor a lo largo del desarrollo
(Laurie, Wisden et al. 1992). En la figura 5 puede observarse como varian los niveles de
expresion en la corteza cerebral, de las diferentes subunidades del receptor en diferentes

estadios del desarrollo y en el cerebro adulto.
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Figura 5: Representacion esquematica de la expresion de ARNm de las diferentes
subunidades del receptor GABA4 en la corteza cerebral de rata en estadios embrionarios
(E) y posnatales (P). Negro, seflal muy fuerte; gris oscuro, sefial moderada; gris claro, sefial

débil; blanco, sefial muy débil o no detectable. Tomado de Laurie, Widsen et al. 1992.

3. Modulacion del receptor GABAa

El receptor GABAa es modulado por diferentes compuestos tales como:
neuroesteroides, barbituricos y benzodiacepinas. La accion de los neuroesteroides sobre
el receptor GABAa puede producir cambios en el estado de animo y en el
comportamiento. Los esteroides exdgenos, por otro lado, se utilizan como anestésicos,
anticonvulsivantes, y neuroprotectores. Los neuroesteroides pueden actuar como
potenciadores de la funcion del receptor GABAsA o como antagonistas. Entre los
neuroesteroides mas potentes con accion potenciadora se encuentran la alopregnanolona
0 (3a, 5a)-3-hidroxipregnano-20-ona, la pregnanolona o (3a, 58)-3-hidroxipregnan-20-
ona, y el THDOC o (3¢, 5a)-3,21-dihidroxipregnan-20-ona. Como moduladores alostéricos
positivos del receptor GABAa, estos neuroesteroides aumentan la respuesta producida

por GABA. Por otro lado, altas concentraciones producen la apertura del canal en
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ausencia de GABA. La accién modulatoria pareceria estar mediada por un sitio de union al
receptor diferente del que media la apertura directa del canal. En la subunidad a se
encontraria el sitio de unidn a los neuroesteroides con accién modulatoria, mientras que
en la subunidad 3 el sitio responsable del efecto agonista de los neuroesteroides (AKk,
Covey et al. 2007). Si bien todos los receptores GABAa responden a los neuroesteroides,
en los receptores conteniendo la subunidad § el efecto maximo producido es mayor (AKK,

Covey et al. 2007; Michels y Moss 2007).

Los barbituricos también potencian el efecto del GABA cuando se encuentran en
baja concentracién, mientras que en altas concentraciones activan al receptor
directamente en ausencia de GABA. Del mismo modo que los neuroesteroides, estos dos
efectos son producidos a través de la unién de la droga a dos sitios diferentes del
receptor. Su acciéon potenciadora se manifiesta prolongando el tiempo de apertura del

canal de CI- (Olsen y Sieghart 2009).

Las benzodiacepinas son moduladores alostéricos positivos del receptor GABAa que
potencian el influjo de Cl- inducido por GABA aumentando la probabilidad de apertura del

canal (Figura 6).
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Figura 6: Efecto de las benzodiacepinas sobre las corrientes evocadas por GABA.
Experimento de whole cell patch-clamp donde se muestra una corriente hiperpolarizante
provocada por GABA 5 pM (GABA, rojo) s6lo y en presencia de fluracepam 100 nM (GABA+BZ,
azul). Tomado de Michels y Moss 2007.

El sitio de unién a las benzodiacepinas se encuentra en la interfase de los dominos
amino terminal, ubicados entre la subunidad « y la subunidad y. Los receptores GABAa
exhiben diferente sensibilidad a las benzodiacepinas dependiendo del subtipo de
subunidad a presente. Las benzodiacepinas producen numerosas acciones tales como
ansiolisis, sedacidn, relajacién muscular, y efectos amnésico y anticonvulsivante (Olsen y

Sieghart 2009).

4. Trafico de los receptores GABAa

El nimero de receptores postsinapticos que se encuentran en la superficie celular
es uno de los puntos de regulacion de la transmision inhibitoria. Los receptores GABA4 se
encuentran en continuo recambio (turnover) migrando desde la membrana (endocitosis)
y hacia la membrana plasmatica (exocitosis). Esta modificacion en el nimero de
receptores en superficie produce un cambio de la amplitud de la corriente postsinaptica

inhibitoria (Kittler, Thomas et al. 2004).
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El recambio continuo del receptor comprende los siguientes pasos: sintesis,
ensamblado, transporte hacia la membrana, internalizacidn, reciclado, y degradacion. El
80% de los receptores GABAa estan localizados en la superficie y el 20% se encuentra
dentro de la célula (Czajkowski y Farb 1986). La poblacion de receptores intracelulares
esta constituida por un 4% de receptores que son transportados hacia la membrana
plasmatica mientras que el 16% restante representa un grupo que finalmente sera
degradado (Czajkowski y Farb 1989). Se ha observado que el 25% de los receptores de la
superficie son endocitados en un periodo de 30 minutos, y que el 70% de estos
receptores son reciclados nuevamente hacia la membrana plasmatica en el transcurso de
1 hora. La degradacién lisosomal presenta una escala de tiempo mas lenta ya que se
observé que el 30% de los receptores pasan a formar parte de endosomas tardios luego
de 6 horas (Kittler, Thomas et al. 2004). El trafico intracelular de los receptores GABAa

esta regulado por numerosas proteinas que se asocian al receptor (Figura 7).

4.1. Exocitosis

Los receptores GABAx se sintetizan y se ensamblan en el reticulo endoplasmatico.
Plic-1 es una proteina de tipo ubiquitina localizada en compartimentos intracelulares que
interacciona con las subunidades a y 8 del receptor inhibiendo su degradacién por via

proteosomal.

Los receptores son luego transportados hacia la membrana plasmatica a través del
aparato de Golgi, como se representa en la figura 7. Dentro de las vesiculas del Golgi, la
proteina asociada al receptor, GABARAP (GABAa Receptor Associated Protein),
interacciona con la subunidad y del receptor, los microtibulos y la proteina NSF (N-
ethilmaleimide Sensitive Factor). La proteina NSF interacciona ademas con la subunidad 3

del receptor y esta involucrada en los eventos de fusiéon de vesiculas intracelulares. La
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accion conjunta de GABARAP y NSF promueve el trafico del receptor desde el aparato de
Golgi hacia la membrana plasmadtica. Las proteinas relacionadas a la fosfolipasa C
cataliticamente inactivas (PRIPs) se unen a GABARAP y a las subunidades 3 y y2 del
receptor GABAa regulando también el trafico del receptor hacia la membrana plasmatica.
Los receptores se insertan en la membrana plasmatica en la zona extrasinaptica y luego
pueden difundir hacia el area sinaptica donde se agrupan interaccionando con la proteina

de andamiaje gefirina (Farb, Steiger et al. 2007).

4.2. Endocitosis

La endocitosis mediada por clatrina es el principal mecanismo de internalizacién de
los receptores GABAa y ha sido demostrado que ocurre en forma constitutiva (Kittler,
Delmas et al. 2000). Los bucles intracelulares de las subunidades 8 y y2 del receptor
interaccionan con una proteina adaptadora de clatrina, AP2, la cual promueve el
ensamblaje de clatrina y, como consecuencia, la formacién de la vesicula endocitica. La
interaccion de AP2, tanto con las subunidades 1-3 como con la subunidad y2, ocurre en
un motivo ubicado en el bucle mayor intracelular que contiene aminoacidos conservados
susceptibles a ser fosoforilados por diferentes proteinas quinasas de serina/treonina y de
tirosina. La fosforilaciéon de estos residuos regula negativamente la interacciéon de AP2
con las subunidades del receptor (Kittler, Chen et al. 2005). Durante la internalizacion, los
receptores son transportados en endosomas tempranos, los cuales pueden ser
endosomas de reciclaje, si el destino es reinsertase en la membrana plasmatica, o
transformarse en endosomas tardios que finalmente seran degradados por via lisosomal.
La interaccion de la proteina asociada Hungtingtina 1 (HAP1) con las subunidades 3 del
receptor aumenta la reinsercién de los receptores en la membrana estimulando el

reciclado o inhibiendo la degradacién lisosomal.
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Figura 7: Representacion esquematica del trafico del receptor GABAa. Los receptores
son ensamblados en el reticulo endoplasmatico (RE) y transportados a través del aparato de
Golgi. La interaccion con diversas proteinas regula la insercién a la membrana plasmatica en el
proceso de exocitosis. La proteina NSF esta involucrada en la fusion de la vesicula a la membrana.
Plic-1 interacciona con las subunidades a y B de receptor aumentando la estabilidad de los
receptores intracelulares. La proteina asociada al receptor (GABARAP) se asocia a microtiibulos y
a la subunidad y del receptor facilitando su transporte. Los receptores se anclan a la membrana
por medio de gefirina, una proteina de andamiaje. La endocitosis del receptor estd mediada por
clatrina. La proteina adaptadora de clatrina AP2 se une a las subunidades  y y del receptor a
internalizarse. La vesicula endocitada podra ingresar a la via de reciclado o a la de degradacion.

Tomado de Farb, Steiger et al. 2007.

4.3. Difusion lateral

Como se mencion6 anteriormente, el nimero de receptores presentes en la

postsinapsis esta directamente relacionado con la eficacia sinaptica. Uno de los
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mecanismos descriptos de regulacién es la difusiéon lateral dentro de la membrana
plasmatica, desde regiones extrasindpticas o perisindpticas a regiones sinapticas y

viceversa.

La difusidn lateral esta regulada por una serie de proteinas que son las responsables
de la localizacién sinaptica del receptor. La proteina de andamiaje gefirina interacciona
con proteinas asociadas a membrana y proteinas asociadas al citoesqueleto. La regulacién
del ensamblado de este complejo controla la formacién de agregados de receptores en la
zona sindptica o extrasindptica. Los agregados de receptores conteniendo las
subunidades al/2/3, B2/3, y2 interaccionan con gefirina y dicha interacciéon esta
regulada por la fosforilacién tanto de gefirina como de la subunidad y2 del receptor. Los
receptores conteniendo las subunidades a5By2 se agregan en la zona extrasinaptica
mediante la interaccion con radixina, una proteina de andamiaje que también es regulada

por fosforilacidn (Jacob, Bogdanov et al. 2005).

Si bien las proteinas de andamiaje regulan la difusién lateral del receptor, la
composicion de la membrana plasmatica también podria influir en la movilidad, ya que se
ha visto que los receptores GABAa colocalizan con zonas de mayor fluidez (lipid rafts)

(Dalskov, Immerdal et al. 2005).

5. Regulacion del receptor GABAa dependiente de su activacion

Diversas lineas de investigacion indican que la activaciéon prolongada de los
receptores GABAa puede regular el nimero, la distribucion intracelular y la funcién de los

mismos.
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5.1. Regulacion del nimero de receptores

5.1.1. Endocitosis

Diferentes evidencias sugieren que la exposicién prolongada a moduladores
alostéricos positivos del receptor GABAa produce un aumento en la internalizacién de los
receptores. En ratones tratados con benzodiacepinas se observé un aumento en la unién
maxima de benzodiacepinas en una fraccion de vesiculas revestidas con clatrina (Barnes
1996). Por otro lado, experimentos realizados en una linea celular de insectos sugieren
que la exposicion prolongada a benzodiacepinas induce un aumento en la internalizacién
de los receptores GABA4 (Ali y Olsen 2001). Ha sido hipotetizado (Barnes 2000) que el
aumento en la endocitosis de los receptores GABA inducida por moduladores alostéricos
positivos constituye una primera sefal intracelular que conduce finalmente a cambios en

los niveles de la subunidades del receptor.

5.1.2. Degradacion

Estudios realizados en cultivos neuronales de corteza cerebral indican que la
exposicibn a GABA induce secuencialmente un aumento en la internalizacién de
receptores seguido por un incremento en la degradaciéon de los mismos (Calkin y Barnes
1994). Ha sido recientemente demostrado que el tratamiento de neuronas hipocampales
durante 24 horas con fluracepam reduce la cantidad de receptores conteniendo la
subunidad a2 en superficie, por un aumento en la degradacién por via lisosomal de estos

receptores luego de la endocitosis (Jacob, Michels et al. 2012).

5.1.3. Transcripcion

Diversos trabajos demuestran que la exposicion a agonistas o moduladores

alostéricos del receptor GABAa induce cambios en el nivel de expresion de las
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subunidades del receptor. El tratamiento de cultivos corticales con alopregnanolona, por
ejemplo, produce cambios en la expresion de genes de algunas de las subunidades del
receptor GABAa (Poulter, Ohannesian et al. 1997). Una exposicion aguda de cultivos de
células granulares de cerebelo a flunitracepam produce una disminucion en los niveles de
ARNm de las subunidades al y 32/3 (Johnston, Price et al. 1998). La administracién
cronica de fluracepam produce tolerancia y conjuntamente se han observado cambios en
los niveles, tanto de proteina como de ARNm, de ciertas subunidades del receptor GABA,,
en determinadas areas del cerebro (Chen, Huang et al. 1999; Tietz, Huang et al. 1999). La
relacién entre la tolerancia a benzodiacepinas y los cambios en los niveles de expresion

de las subunidades del receptor atin no ha sido dilucidada.

Ha sido demostrado que la exposicion cronica de cultivos neuronales a GABA
induce una reduccién en el nimero de receptores GABAa que es el resultado de la
represion transcripcional de los genes de las subunidades del receptor (Lyons, Gibbs et al.
2000; Russek, Bandyopadhyay et al. 2000; Lyons, Land et al. 2001). Este proceso es
mediado por la activaciéon de canales de Ca2* dependientes de voltaje (VGCC) de tipo L

(Lyons, Land et al. 2001).

5.2. Regulacion de la funcion del receptor

5.2.1. Desensibilizacion

La desensiblizacion es una propiedad comin de los receptores de
neurotransmisores. Comienza rapidamente con la aplicacion de GABA pero también
revierte rapidamente al retirar el neurotransmisor. Es un fendmeno identificado como el
decaimiento de las corrientes del receptor GABA inducidas por una exposicion a GABA.

La cinética de este decaimiento es bifasica y el mecanismo por el cual se produce parece
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estar mas asociado a una disminucion en la frecuencia de apertura del canal que con una
disminucién del intervalo de tiempo en estado abierto (Hamill, Bormann et al. 1983). La
probabilidad de re-apertura del canal durante el proceso de desensibilizacion se
mantiene alta mientras que el GABA permanezca asociado a su receptor (Jones y
Westbrook 1995). Los mecanismos moleculares por los cuales se produce Ila

desensibilizacién del receptor GABAa aln no se conocen.

5.2.2. Fosforilacion

La fosforilacion y defosforilacién son mecanismos ampliamente descriptos de
regulacion de la actividad de los canales i6nicos. El dominio intracelular mayor (ubicado
entre las regiones TM3 y TM4) de algunas de las subunidades del receptor GABAa posee
sitios de fosforilacién tanto para serina/treonina como para tirosina quinasas (Moss y
Smart 1996). Ha sido principalmente estudiada la fosforilacién de las subunidades 8 y y2
del receptor. Las subunidades [1-3 poseen sitios de fosforilaciéon en treonina y serina,
mientras que la subunidad y2, puede ser fosforilada tanto en residuos treonina y serina
como en residuos tirosina (Moss, Doherty et al. 1992; Moss, Smart et al. 1992; Jurd,
Tretter et al. 2010). En la tabla 3 se muestran las subunidades susceptibles a ser
fosforiladas, los sitios de fosforilacién, y una serie de quinasas que se ha demostrado que

fosforilan al receptor in vitro.
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Tabla 3: Subunidades, residuos fosforilables y quinasas involucradas en la
fosforilacion del receptor GABA,4. PKA: proteina quinasa dependiente de AMPc; PKC: proteina
quinasa dependiente de calcio; PKG: proteina quinasa dependiente de GMPc; CaMKII: proteina
quinasa dependiente de calcio y calmodulina; Src: proteina quinasa de sarcoma; Fyn: proteina

quinasa Fyn.

Subunidad Residuo Quinasa
g1 Serina 409 PKA, PKC, PKG,
CaMKII
B2 Serina 410 PKA, PKC, PKG,
CaMKII
B3 Serina 409 PKA, PKC, PKG,
CaMKII
Y2S Serina 327 PKC, CaMKII
Y2L Serina 327 y 343 PKC, CaMKI],
Tirosina 365y 367 Src, Fyn

Numerosos estudios han descripto que la fosforilacion del receptor GABAa induce
alteraciones en las constantes cinéticas del canal (tiempo de apertura del canal y tasa de
desensibilizacién) y sensibilidad a agentes farmacoldgicos (Poisbeau, Cheney et al. 1999;
Brandon, Delmas et al. 2000; Brandon, Jovanovic et al. 2002; Houston, Hosie et al. 2008).
La fosforilacion del receptor GABAa puede aumentar o disminuir la actividad del receptor
dependiendo del area cerebral, la composicién de subunidades del receptor, la quinasa
involucrada, y del residuo fosforilado (Houston, Lee et al. 2007; Houston, He et al. 2009).
Por otro lado, cambios en el estado de fosforilacién del receptor pueden producir
diferentes efectos en el trafico del receptor desde y hacia la membrana plasmatica

(Brandon, Jovanovic et al. 2002; Kittler y Moss 2003).

Las vias de sefalizacion que controlan la fosforilaciéon del receptor GABAA no se
conocen completamente. Existen evidencias indicando que la activacion de receptores de

acetilcolina muscarinicos, de serotonina tipo 4 y la activaciéon por BDNF de receptores
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con actividad de quinasa de tirosina de tipo B (TrKB) modulan la funcién de los

receptores GABAAa a través de mecanismos de fosforilacion (Kittler y Moss 2003).

Ciertos estudios indican que tratamientos crénicos con benzodiacepinas inducen
cambios en el estado de fosforilacion del receptor GABAa. Experimentos de exposicion
cronica a diacepam en lineas celulares expresando receptores recombinantes sugieren
que la fosforilacion por la proteina quinasa A (PKA) regula la funcién del receptor GABAa
(Ali y Olsen 2001). Por otro lado, estudios realizados en cultivos de cerebelo indican que
la activaciéon de la proteina quinasa C (PKC) estd involucrada en la regulacion de los
niveles de las subunidades del receptor GABA4 inducida por la exposicién a fluracepam

(Johnston, Price et al. 1998).

5.2.3. Desacoplamiento

Exposiciones prolongadas de cultivos corticales a GABA y moduladores alostéricos
positivos, tales como benzodiacepinas, neuroesteroides, barbitdricos y etanol, inducen
una disminuciéon de la interaccion alostérica entre los sitios de uniéon a GABA y a
benzodiacepinas, fendmeno llamado desacoplamiento (Roca, Rozenberg et al. 1990; Roca,
Schiller et al. 1990; Lyons, Gibbs et al. 2000). Por otro lado, se ha observado que
tratamientos prolongados con benzodiacepinas en roedores in vivo producen tolerancia a
sus efectos farmacoldgicos junto con desacoplamiento de las interacciones alostéricas del
receptor. Si bien se ha sugerido que el desacoplamiento es uno de los posibles
mecanismos responsables del desarrollo de la tolerancia a las benzodiacepinas, no ha

sido auin demostrado. Las bases moleculares del desacoplamiento ain se desconocen.
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6. Caracterizacion de cultivos neuronales primarios de corteza cerebral de

rata

Los cultivos neuronales primarios constituyen un modelo experimental adecuado
para estudiar los mecanismos moleculares de la regulacion del receptor GABAa. En un
cultivo celular primario, las neuronas son removidas de su ambiente natural para que se
desarrollen en un sistema bidimensional bajo condiciones controladas. Ha sido
demostrado que diferentes tipos neuronales con determinadas caracteristicas in vivo
mantienen y/o desarrollan las mismas caracteristicas morfolégicas en un medio
ambiente artificial, como lo es un cultivo de células en monocapa (Kriegstein y Dichter
1983). Estudios de microscopia electrénica indican que la ultraestructura de las neuronas
en cultivo es muy similar a la de las neuronas in vivo. Ademads, ha sido demostrada la

formacién de multiples tipos de sinapsis en los cultivos (Robert, Cloix et al. 2012).

La clasificacién clasica de las neuronas corticales propone dos grandes grupos: las
neuronas piramidales y las neuronas no piramidales o estrelladas (Sholl 1953). A su vez,
las células no piramidales pueden clasificarse, teniendo en cuenta el patrén que adoptan
sus ramificaciones dendriticas, en 2 subgrupos: multipolares y fusiformes. Las
caracteristicas morfolégicas de cada uno de los grupos mencionados (Figura 8) se

describen a continuacion:

a) Neuronas de tipo piramidales: Poseen soma de forma triangular, una dendrita
apical prominente, varias dendritas menores, y muchas espinas a lo largo de las dendritas

(Figura 8 Ay B).

b) Neuronas fusiformes: Los procesos dendriticos emergen en polos opuestos del

soma y éste es de forma circular. Dependiendo si el proceso consta de una sola dendrita o
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son multiples dendritas pueden diferenciarse en bipolar o de doble penacho (Figura8 Cy
D). Las neuronas bipolares poseen menor cantidad de espinas que las neuronas de doble

penacho.

c) Neuronas multipolares: Poseen multiples procesos salientes del soma, todos de

largo similar y poseen variable cantidad de espinas dendriticas (Figura 8 E y F).

Figura 8: Morfologia de neuronas de corteza cerebral de rata en cultivo. A y B) células
piramidales. C) célula bipolar. D) célula fusiforme. E y F) células multipolares. Tomada de

Kriegstein y Dichter1983.

7. Antecedentes de la linea de investigacion

La exposicidn cronica de cultivos neuronales a GABA durante 48 horas induce una
reduccion en el numero de receptores GABAax y desacoplamiento entre los sitios
alostéricos de uniéon a GABA y a benzodiacepinas, con constantes de tiempo de 24-25

horas (Roca, Rozenberg et al. 1990). Se ha demostrado que la regulaciéon del nimero de
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receptores estd acompafiada por una reduccién de la transcripcién de las subunidades
del receptor por medio de un mecanismo dependiente de la activacién de VGCC de tipo L

(Lyons, Gibbs et al. 2000; Lyons, Land et al. 2001).

Por otro lado, ha sido demostrado que la exposicidn cronica de cultivos neuronales
a moduladores alostéricos positivos del receptor GABAa durante 48 horas induce
desacoplamiento, pero a diferencia del tratamiento crénico con GABA, este proceso
ocurre en ausencia de variaciones en el nimero de receptores (Roca, Schiller et al. 1990;

Friedman, Gibbs et al. 1996).

Existen evidencias que indican que los receptores GABAa pueden ser activados
persistentemente por altas concentraciones de GABA bajo condiciones fisiol6gicas. Como
resultado de un solo potencial de accién, el GABA liberado puede alcanzar
concentraciones de entre 1-5 mM en la brecha sindptica que luego decaen de manera
bifasica con constantes de tiempo de 100 ps y 2 ms (Clements 1996). Ademas, las
neuronas GABAérgicas de la corteza y del cerebelo son neuronas de disparo rapido (fast
spiking neuron) las cuales poseen una tasa basal de disparo de 5-50 Hz (equivalente a un
potencial de accidon cada 200 ms y 20 ms respectivamente) la cual puede mantenerse
durante varios minutos (Mountcastle, Talbot et al. 1969; Ranck 1973; Hajos, Palhalmi et
al. 2004). Por otro lado, la activacién de receptores GABAa postsinapticos persiste aun
después de la eliminacion del GABA de la brecha sinaptica ya que el neurotransmisor es
“atrapado” en el receptor (Bianchi y Macdonald 2001). La respuesta del GABA decae en
forma bifasica con constantes de tiempo de aproximadamente 50 y 171 ms (Jones y
Westbrook 1995; Bianchi y Macdonald 2001). Con las evidencias antes mencionadas, la

alta tasa de disparo de las neuronas GABAérgicas y el decaimiento lento de la respuesta,
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se demuestra que la activacion de los receptores GABAa puede perdurar durante varios

minutos.

Con el fin de investigar si la regulacion del receptor depende de su continua
activacién, nuestro grupo de investigacion estudi6 el efecto de exposiciones breves de
cultivos primarios de corteza cerebral de rata a GABA (0-20 minutos) seguidos por
periodos de incubacion en ausencia del neurotransmisor de 0 a 96 horas (Gravielle, Faris
et al. 2005) (Figura 9). Los resultados indican que una aplicacion de 5-10 minutos (ti/2= 3
minutos) de GABA es suficiente para iniciar un proceso que produce desacoplamiento
horas mas tarde (ti/2 = 12 horas) en ausencia de cambios en el niimero de receptores. El
desacoplamiento es un proceso reversible ya que no es detectado luego de 72 horas de
incubaciéon en ausencia de GABA. Estas observaciones indican que la regulacion del
numero de receptores y el desacoplamiento ocurren a través de diferentes mecanismos y

pueden ser separados temporalmente utilizando este paradigma.
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Figura 9: Curso temporal del desacoplamiento entre los sitios de unién a GABA y a
benzodiacepinas inducido por una breve exposicion a GABA. A) Cultivos neuronales
incubados con GABA 1 mM durante los tiempos indicados y cosechados 48 horas mas tarde. B)
Cultivos incubados con GABA 1 mM durante 10 minutos y luego cosechados a los tiempos

indicados. Tomado de Gravielle, Faris et al. 2005.

El mecanismo de desacoplamiento depende de la activacién del receptor ya que es
inhibido mediante la co-incubacién con picrotoxina, un bloqueante del canal de cloruro.
El desacoplamiento es inducido en forma dependiente de la concentracién, con una
concentracion efectiva media de 460 pM. Ademas, involucra un proceso transcripcional

pues el desacoplamiento es prevenido en presencia de un inhibidor de la transcripciéon
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(a-amanitina) (Gravielle, Faris et al. 2005). Por otro lado, se observé que la breve
activacion del receptor GABAa induce una disminucidn selectiva en los niveles de ARNm y

proteina de las subunidades a1, a3 y 31-3 sin cambios en las subunidades a2, a4, a5y y2.

El desacoplamiento inducido por la activacion del receptor es, por lo tanto,
relevante en condiciones fisioldgicas de exposicion persistente al neurotransmisor y en

condiciones farmacolégicas de administracidon prolongada de benzodiacepinas.
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Objetivo general

En trabajos previos se demostré que una activacion breve del receptor GABAa
induce un desacoplamiento entre los sitios de unién a GABA y benzodiacepinas
sugiriendo que es un proceso regulatorio que puede ocurrir en condiciones fisioldgicas.
Ademas, este fendmeno de desacoplamiento ocurre independientemente de la regulaciéon
del nimero de receptores GABAA.

El objetivo general del presente proyecto es investigar los mecanismos moleculares
del desacoplamiento entre los sitios alostéricos del receptor inducido por su activacidn,

utilizando un modelo de cultivos primarios neuronales de corteza cerebral de rata.

Objetivos especificos

1. Determinar si una exposicidn breve de cultivos neuronales primarios a
moduladores alostéricos del receptor GABAa, tales como benzodiacepinas vy
neuroesteroides, también induce un desacoplamiento entre los sitios de union de GABA y
benzodiacepinas.

2. Investigar si el desacoplamiento estd mediado por un cambio en la composicién
de subunidades del receptor, resultando en receptores con menor grado de interaccion
entre los sitios de union alostéricos.

3. Experimentos realizados en lineas celulares expresando receptores GABAa
recombinantes sugieren que el mecanismo de desacoplamiento involucra un aumento en
la endocitosis de los receptores. En este proyecto se evaluard si un aumento en la
internalizacién de receptores GABAa forma parte del mecanismo de desacoplamiento

observado en neuronas.
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4. En trabajos previos se demostr6 que el desacoplamiento inducido por GABA es
bloqueado por inhibidores de las proteinas quinasas PKA y PKC. En este proyecto se
investigara el rol de la activacion de estas proteinas quinasas como parte del mecanismo

de desacoplamiento.
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1. Cultivos neuronales primarios

Los cultivos fueron realizados a partir de corteza cerebral de embriones de rata
(Sprague-Dawley) de 18 dias de gestacidn (Gravielle, Faris et al. 2005). Se removieron los
cerebros de los embriones, se colocaron en solucién de Hank’s (Sigma) estéril, y se
disecaron las cortezas bajo lupa, con un aumento de 25X. El tejido fue luego triturado con
tijeras y disgregado mecanicamente haciéndolo pasar, 15 veces aproximadamente, a
través de una pipeta seroldgica. El material se centrifugé por 5 minutos a 500 g y el
sedimento se resuspendi6 en 5 ml de medio de siembra (medio Neurobasal™, 10% suero
fetal bovino, 100 unidades/ml penicilina, 0,1 mg/ml estreptomicina, y 2 mM glutamina,
Invitrogen). Nuevamente se disgregd el material utilizando una pipeta seroldgica y se lo
incorporé al resto del medio de siembra. Se sembraron 10 ml de la suspensidén celular a
una densidad de 34 cortezas por cada placa de Petri de 100 mm de diametro (Nunc), pre-
tratada con poli-L-lisina (Sigma, 0,1 mg/ml). Para los estudios inmunocitoquimicos, la
suspension fue colocada en placas de Petri de 35 mm de diametro (Corning) conteniendo
cada placa 5 discos de vidrio de 12 mm de diametro (Marienfeld GmbH), pre-tratados con
poli-L-lisina, a una densidad de 12.500 células/cm?2. Los cultivos fueron incubados a 37°C
en 5% CO2, y luego de 1 hora el medio de siembra fue aspirado y reemplazado por 14 ml
medio libre de suero conteniendo suplemento B27 (Invitrogen) en las placas de 100 mm

y por 2 ml del mismo medio en las placas de 35 mm.
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2. Tratamientos

En el dia 7 de desarrollo in vitro, se tomaron 7 ml de medio de las placas de 100 mm
y se guardaron a 37°C (medio condicionado). Los cultivos fueron luego tratados como

sigue:

a) Tratamiento con GABA y moduladores alostéricos del receptor GABA4 (Figuras 13,

14,15y 21)

A las placas conteniendo 7 ml de medio se les adicionaron 70 pl de solucion
concentrada de GABA (Sigma, 1 mM final), diacepam (Roemmers, 50 puM final),
alopregnanolona (Sigma, 10 puM final) o de la solucién vehiculo y se mantuvieron en la
incubadora durante 10 minutos. Al finalizar la incubacién, se retir6 el medio y las placas
fueron lavadas dos veces con 5 ml de solucién de Hank’s a 37°C. Los 7 ml de medio
condicionado que se mantuvieron a 37°C fueron adicionados nuevamente a las placas de

cultivo y las células se incubaron durante 48 horas hasta su recoleccion.

b) Tratamientos con GABA y sacarosa (Figura 19)

Se agregaron a los cultivos 70 pl de solucion concentrada de GABA (1 mM final),
sacarosa (Sigma, 0,5 mM final), GABA mas sacarosa o vehiculo, y se incubaron durante 10
minutos a 37°C. Los cultivos fueron lavados e incubados con medio condicionado durante

48 horas, como se describid en la seccién anterior.

c¢) Tratamientos con GABA e inhibidores de proteinas quinasas (Figura 20)

Las placas fueron pretratadas durante 10 minutos a 37°C con 70 ul de soluciones

concentradas de inhibidores de quinasas: 5 uM final de queleretrina (inhibidor de PKC,
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Sigma), 1 uM final de H-89 (inhibidor de PKA, Sigma) o vehiculo. Posteriormente se
adicionaron a los cultivos 70 pl de soluciones concentradas de GABA (1 mM final) o
vehiculo y se incubaron durante 10 minutos mads a 37°C. Al final de estas incubaciones, las
placas fueron lavadas e incubadas en medio condicionado durante 48 horas, como se

menciond anteriormente.

d) Tratamientos con GABA y nifedipina (Figura 22)

Se agregaron a los cultivos 70 pl de soluciones concentradas de GABA (1 mM final),
nifedipina (Sigma, 10 pM final), GABA mas nifedipina o vehiculo, y se incubaron durante
10 minutos a 37°C. A continuacion, las células fueron lavadas e incubadas con medio

condicionado durante 48 horas, como se explicé anteriormente.

Los tratamientos correspondientes a los experimentos de internalizacion (Figuras
16, 17 y 18) se describen en la secciéon “Inmunocitoquimica” y en la seccién “Ensayo de

biotinilacién para estudiar la internalizacion de receptores”.

3. Preparacion de soluciones

Las soluciones de GABA y sacarosa fueron preparadas en medio Hank’s. Las
soluciones de diacepam, alopregnanolona, queleretrina, H-89, y nifedipina fueron
preparadas en Me;SO. En todos los casos la concentracion maxima de Me2SO en el medio

de cultivo fue de 0,1%.

4. Ensayo de union de [3H]flunitracepam

Luego del tratamiento los cultivos fueron incubados por 48 horas. Posteriormente

las células fueron lavadas 2 veces con 5 ml de buffer fosfato salino (PBS) frio, colectadas
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con la ayuda de un rastrillo plastico en 2 ml de PBS y centrifugadas a 500 g durante 5
minutos. El sedimento fue homogeneizado en buffer conteniendo EDTA 1 mM y PMSF 1
mM en un homogeinizador de vidrio con émbolo de Teflon. Este homogenato fue
sometido a dialisis durante toda la noche contra 1,5 | de buffer fosfato (4 cambios de
buffer). La concentracién de proteinas en el homogenato fue medida por Bradford.
Alicuotas del homogenato, conteniendo aproximadamente 100 pg de proteina, se
incubaron en un volumen final de 0,5 ml con 0,5 nM [3H]flunitracepam ([3H]FNZ,
PerkinElmer Life Sciences) en presencia o ausencia de GABA 1 mM, a 0°C durante 1 hora.
La unioén inespecifica fue determinada en presencia de diacepam 100 puM. La reaccién se
detuvo agregando 3 ml de PBS frio y filtrando inmediatamente la suspensién con vacio a
través de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/B). Los filtros se lavaron 2 veces con 3
ml de PBS frio y la radioactividad retenida en los mismos se cuantific6 mediante un
contador de centelleo liquido en liquido de centelleo Optiphase Hisafe 2 (PerkinElmer
Life Sciences). El acoplamiento representa la potenciacién de la uniéon de [3H]FNZ por
GABA y se lo calculé como: (% potenciacién tratado / % potenciacién control) x 100. El
desacoplamiento se define como la disminucién de la potenciacién de la unién de [3H]FNZ
por GABA y se estim6 como: [1 - (% potenciacidn tratado / % potenciacion control)] x

100 (Gravielle, Faris et al. 2005).

5. Inmunoprecipitacion del receptor GABAa y western blot

Luego de los tratamientos las neuronas fueron colectadas, como se explicd
anteriormente, en 2 ml de PBS y centrifugadas a 500 g durante 5 minutos. El sedimento
fue homogeneizado en buffer deoxicolato conteniendo Tris-HCl 10 mM pH 8,5, NaCl 150
mM, deoxicolato de sodio 0,5%, fosfatidilcolina 0,05%, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM,

incubado por 20 minutos con rotacion vertical a 4°C y centrifugado a 27.000 g por 30
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minutos a 4°C (Jechlinger, Pelz et al. 1998). El sedimento obtenido fue descartado. Se
midié la concentracidon de proteinas del sobrenadante por el método de Bradford y se
diluy¢ este lisado hasta obtener una concentracion de 1 mg de proteina/ml con el mismo
buffer deoxicolato descripto anteriormente. Con el objeto de reducir el efecto de la unién
inespecifica de la proteina A-agarosa a proteinas del lisado, se realizé un paso de pre-
aclaramiento mediante incubacién de 500 pl de este lisado durante 40 minutos a 4°C con
20 pl de proteina A-agarosa (Santa Cruz) con agitacion. Luego se centrifugé el lisado
durante 5 minutos a 2.000 g y el sobrenadante fue incubado durante toda la noche a 4 °C
con rotaciéon vertical con 2 pg de un anticuerpo de conejo (Alpha Diagnostic) que
reconoce la subunidad y2 del receptor GABAa (Figura 10). Los inmunocomplejos fueron
precipitados adicionando 20 pl de proteina A-agarosa e incubando durante toda la noche
a 4°C con rotacion vertical. Las esferas de agarosas unidas al inmunocomplejo fueron
precipitadas mediante centrifugacién (5 minutos a 4°C, 2.000 g). Los sedimentos fueron
lavados 3 veces con 500 pl de buffer deoxicolato mediante resuspension seguida de
centrifugacion (Ravindran y Ticku 2006). El sedimento final fue resuspendido en 30 pl de
buffer de siembra conteniendo 5% de -mercaptoetanol y calentado por 5 minutos a 95°C
para separar al inmunocomplejo de las esferas de agarosa. Las proteinas fueron
separadas en un gel de acrilamida 10% (125 mV) desnaturalizante y transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (25 mV durante 2 horas). La membrana fue bloqueda durante
2 horas con leche descremada 5% en buffer Tris salino 20 mM (TBS) conteniendo 0,1%
de Tween-20. Las membranas fueron luego incubadas con anticuerpos de cabra que
reconocen las subunidades al, a3 o a5 del receptor GABAa (Santa Cruz), diluidos 1:200
en solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C con agitacion. Luego se incubaron con
un anticuerpo anti IgG de cabra (Santa Cruz), diluido 1:2.000 en solucién de bloqueo,

conjugado a la enzima peroxidasa de rabano durante 1,5 horas a temperatura ambiente
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con agitacion. La sefial inmunorreactiva fue detectada por quimioluminiscencia (ECL
detection Kkit, Pierce). Luego de un proceso de desnudamiento (stripping) acido con una
solucion de glicina 1 M y SDS 2%, pH 2,5, la membrana fue incubada con un anticuerpo
anti IgG de conejo acoplado a peroxidasa de rabano (Santa Cruz, diluciéon 1:4.000 en
solucién de bloqueo) durante 1,5 horas a temperatura ambiente y la sefial fue detectada
por quimioluminiscencia. Las bandas correspondientes a las diferentes subunidades
fueron normalizadas con respecto a la sefial del anticuerpo anti y2 utilizado para
inmunoprecipitar al receptor. Se realizaron dos experimentos controles (controles
negativos) para asegurar la especificidad de la inmunoprecipitacién. En el primero se
llevo a cabo el ensayo en ausencia del anticuerpo anti subunidad y2 del receptor GABAa
utilizado para inmunoprecipitar al receptor, con el fin de descartar una union inespecifica
de proteinas del lisado a la proteina A-agarosa. El segundo experimento control se realizé
incubando las membranas de nitrocelulosa s6lo con el anticuerpo secundario anti IgG de
cabra (omitiendo la incubacién con los anticuerpos primarios de cabra anti subunidades
al, a3 o a5) con el objetivo de verificar que no reaccione con el anticuerpo de conejo anti

subunidad y2 empleado en la inmunoprecipitacion.
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1- Se agregd anticuerpo anti y2 al homogenato.
2- Seincubd durante toda una noche.
3- Se agregd proteina A-agarosa y se incub6 durante todalanoche.

4- Se precipit6 el inmunocomplejo por centifugacién y se descartd el sobrenadante.

Figura 10: Descripcion esquematica de la metodologia utilizada para realizar la co-

inmunoprecipitacion de las subunidades que conforman el receptor GABAx.

6. Ensayo de biotinilacion para estudiar receptores de superficie

Luego del tratamiento con GABA las células fueron colocadas en hielo y lavadas con
5 ml de PBS frio conteniendo 1,5 mM de MgCl; y 0,2 mM de CaCl; (PBS/Ca%*/Mg?*). A
continuacién se incubaron en hielo durante 20 minutos con 1 mg/ml de sulfo-NHS-SS-
biotina (Thermo Scientific) en PBS/Ca2*/Mg?* con agitacion suave. La solucion de biotina
fue removida y los cultivos fueron lavados con una solucién conteniendo glicina 100 mM
en PBS/Ca%*/Mg2+ para bloquear la biotina libre. Luego de 2 lavados con 5 ml de
PBS/Ca2*/Mg?+, las células fueron colectadas con rastrillo en 2 ml de PBS y centrifugadas
a 500 g durante 5 minutos. Las células en el sedimento fueron resuspendidas en buffer de
lisis para ensayos de radio-inmunoprecipitacion (RIPA) conteniendo inhibidores de

proteasas (Complete EDTA-free, Roche). El homogenato fue incubado por 30 minutos a
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4°C con rotacién y luego centrifugado a 27.000 g durante 30 minutos. Luego de la
determinacion de la concentracion de proteinas por Bradford, un volumen de
sobrenadante conteniendo 500 pg de proteina fue incubado durante toda la noche a 4°C
con 150 pl de neutravidina unida a esferas de agarosa (Thermo Scientific) con rotacién
vertical. Los complejos de neutravidina/biotina-proteina fueron precipitados por
centrifugacion a 2.000 g durante 5 minutos y lavados 3 veces con buffer RIPA
conteniendo 500 mM de NaCl por medio de resuspensiéon seguida por centrifugacion
(Gabriel, Stevens et al. 2009). Finalmente, el sedimento fue resuspendido en 35 pL de
buffer de siembra, calentado durante 5 minutos a 95°C y centrifugado por 5 minutos a
2.000 g. Las proteinas contenidas tanto en los sobrenadantes resultantes de este paso de
centrifugacion, como en una fraccion de los lisados totales (antes de la incubacién con
neutravidina) fueron separadas en un gel de acrilamida y transferidas a una membrana
de nitrocelulosa como se describi6 previamente. Luego del paso de bloqueo, las
membranas fueron incubadas durante toda la noche a 4°C, con un anticuerpo de conejo
(Millipore) que reconoce la subunidad a3 del receptor GABA,, utilizado en una dilucién
1:200. Las sefiales fueron detectadas incubando la membrana con agitacién, durante 1,5
hs a temperatura ambiente, con un anticuerpo secundario anti IgG de conejo (Santa Cruz,
dilucién 1:2.000) acoplado a peroxidasa de rabano mediante quimioluminiscencia. La
membrana fue sometida a un tratamiento de desnudamiento acido e incubada, durante
toda la noche a 4°C, con un anticuerpo de conejo (dilucion 1:500) que reconoce a actina
(Sigma). Posteriormente, la membrana fue incubada con un anticuerpo secundario anti
IgG de conejo acoplado a peroxidasa de rabano (1,5 horas a temperatura ambiente,
dilucion 1:2.000). La sefal de actina fue detectada por quimioluminiscencia La sefial

inmunorreactiva de o3 fue normalizada con respecto a la sefial de actina del lisado total.
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La integridad de las membranas plasmaticas durante el experimento fue verificada por la

ausencia de sefal de actina en las muestras precipitadas con neutravidina.

7. Ensayos para estudiar la internalizacion de receptores GABAx

7.1. Inmunocitoquimica

Luego de 7 dias de incubacion se aspir6 el medio condicionado de las placas y se
guardé a 37°C. Se marcaron los receptores GABAa de superficie mediante la incubacion
de las neuronas vivas en cultivo con un anticuerpo monoclonal de ratén (Millipore) que
reconoce una porcion extracelular de las subunidades 32 y 3 del receptor (dilucién 1:25
en medio condicionado) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego se aspiro el
medio y los cultivos fueron lavados con soluciéon de Hank’s. El medio condicionado fue
adicionado nuevamente a los cultivos y éstos fueron tratados con GABA 1 mM o vehiculo
durante 10 minutos a 37°C. Al finalizar la incubacidn, se realizaron 2 lavados con solucién
de Hank’s, se agreg6 nuevamente medio condicionado y las placas fueron retornadas a la
incubadora por 20 minutos mas, para que ocurra la maxima internalizaciéon. En
experimentos controles se omitié la incubaciéon a 37°C (TO) para verificar que la
internalizacién de los receptores durante la incubacidon a temperatura ambiente con el
anticuerpo primario fuese despreciable. Las células fueron luego fijadas en condiciones
no permeabilizantes con una soluciéon de paraformaldehido (PFA) 4% - sacarosa 4% y
lavadas 4 veces con PBS conteniendo glicina 0,2 M. Para bloquear los sitios inespecificos
se realiz6 una incubacidn durante 1 hora con albuimina de suero bovino al 10% en PBS.
Los receptores conteniendo las subunidades 32 y 33, unidos al anticuerpo primario, que
permanecieron en la superficie celular, fueron detectados mediante incubacién con un

anticuerpo secundario anti IgG de ratén conjugado con Cy5 (Jackson), utilizado en una
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concentracion saturante (diluciéon 1:100 en solucién de bloqueo) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Finalizada la incubacién se realizaron 3 lavados de 10 minutos
con PBS y se procedio a permeabilizar la membrana de las células mediante incubacién
con una solucion de Triton X-100 0,3% en PBS durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Para detectar los receptores internalizados unidos al anticuerpo primario, se
incubaron las células con un anticuerpo secundario anti IgG de ratén conjugado con
Alexa488 (Molecular Probes) durante 2 horas a temperatura ambiente en una dilucién
1:200 en solucién de bloqueo. Al concluir la incubacidn, se realizaron 3 lavados de 10
minutos con PBS y las placas fueron montadas en Mowiol sobre porta objetos de vidrio

(van Rijnsoever, Sidler et al. 2005).

7.2. Ensayo de biotinilacion para estudiar la internalizacion receptores

Después de 7 dias de desarrollo in vitro, los cultivos fueron colocados en hielo, se
retir6 el medio condicionado y se lo guardé a 37°C. Las placas fueron mantenidas en hielo,
lavadas con 5 ml de buffer PBS/Ca%*/Mg2* e incubadas con 1 mg/ml de sulfo-NHS-SS-
biotina en PBS/Ca2*/Mg2* durante 20 minutos con agitacion suave (Figura 11). Luego las
células fueron lavadas con 5 ml de buffer PBS/Ca2*/Mg?*e incubadas 2 veces durante 15
minutos con agitaciéon con PBS/Ca2*/Mg?2+ conteniendo glicina 100 mM. Se agregaron
nuevamente en las placas 7 ml de medio condicionado mantenido a 37°C y se adicion6
GABA 1 mM o vehiculo, en presencia de 100 pg/ml de leupeptina, un inhibidor de la
degradacidn lisosomal. Los cultivos se incubaron por 10 minutos a 37°C. Al finalizar esta
incubacion, se lavaron 2 veces con solucién de Hank’s y se incubaron durante 20 minutos
mas a 37 °C con 7 ml de medio condicionado como en el ensayo anterior. Luego, se
colocaron las placas en hielo y se incubaron 2 veces durante 15 minutos con agitacion con

buffer conteniendo glutation 50 mM, NaOH 75 mM, NaCl 75 mM, EDTA 1 mM y albimina
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de suero bovino 1% para romper la unién de la biotina a las proteinas que
permanecieron en la superficie celular. Para estimar la cantidad total de receptores
GABAAa en superficie iniciales, se llevaron a cabo experimentos similares a los descriptos
anteriormente, pero se omitio el paso de internalizacion y la incubacidn con el buffer
conteniendo glutatién. En experimentos controles, para comprobar la eficiencia de la
remocién de la biotina de la superficie por el buffer conteniendo glutation, las células
fueron mantenidas todo el tiempo en hielo y no fueron tratadas con GABA, para evitar el
proceso de internalizacién de receptores. Finalmente, se realizaron 2 lavados con
PBS/Ca%*/Mg?2+ y las células fueron colectadas con rastrillo en 2 ml de PBS. Luego de una
centrifugacion a 500 g durante 5 minutos, las células en el sedimento fueron
resuspendidas en buffer RIPA conteniendo inhibidores de proteasas. El homogenato fue
incubado por 30 minutos a 4°C con rotacién y luego centrifugado a 27.000 g durante 30
minutos a 4°C. Las proteinas biotiniladas fueron precipitadas con neutravidina y
analizadas por western blot como se menciond anteriormente (Gabriel, Stevens et al.
2009). Las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas y luego incubadas, durante
toda la noche a 4°C, con el anticuerpo monoclonal de ratén utilizado en los experimentos
anteriores que reconoce las subunidades 2 y (3 del receptor GABAax (Millipore),
utilizado en una dilucién 1:500. La sefial fue detectada incubando la membrana con un
anticuerpo secundario anti IgG de ratén (Santa Cruz) acoplado a peroxidasa de rabano
con agitacién, durante 1,5 hs a temperatura ambiente, mediante quimioluminiscencia. Las
membranas fueron sometidas a un tratamiento de desnudamiento acido e incubadas,
durante toda la noche a 4°C, con un anticuerpo de conejo (diluciéon 1:500) que reconoce a
actina. Luego se efectué una incubacion de 1,5 horas a temperatura ambiente con un
anticuerpo secundario anti IgG de conejo acoplado a peroxidasa de rabano (dilucion

1:2.000) Las sefiales de las subunidades 2/3 internalizadas y en superficie, fueron
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normalizadas con respecto a la sefial de $2/3 del lisado total. Nuevamente, la integridad

de la membrana plasmatica durante los experimentos se verifico por la ausencia de sefial

de actina.

Cultivos neuronales

Se incubaron los cultivos
durante 10 min con GABA 1 mM
y luego durante 20 minutos sin

GABA a 37°C.

Se incubaron los cultivos a 4°C
con glutatiéon para remover la

biotina de la superficie.

{
’\Q/‘

superficie con sulfo-NHS-SS-

biotina a 4°C.

©

Se lisaron las células y se aislaron
las proteinas biotiniladas con

neutravidina-agarosa.

Figura 11: Descripciéon esquematica de la metodologia utilizada en el ensayo de

biotinilacion para estudiar la internalizacion de receptores.

8. Ensayo de fosforilacion de las subunidades y2 y 32 del receptor GABAa

Luego del tratamiento con GABA descripto anteriormente (punto 2a), las células

fueron colocadas en hielo, lavadas dos veces con 5 ml de PBS frio, recolectadas con
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rastrillo en 2 ml de PBS y centrifugadas a 500 g durante 5 minutos. Las células en el
sedimento fueron resuspendidas en buffer HEPES conteniendo NaCl 0,3 N, MgClz 1,5 mM,
EDTA 0,2 mM, Triton X-100 0,1%, B-glicerofosfato 0,5 mM, metavanadato de sodio 0,1
mM, 0,8 mM DTT y 1 mM PMSF, incubadas durante 20 minutos con rotacién vertical a
4°C, y el lisado centrifugado a 27.000 g por 30 minutos a 4°C. Se midi6 la concentracién de
proteinas en el sobrenadante por el método de Bradford y se diluy6 el lisado hasta una
concentracion de aproximadamente 1 mg proteina/ml con el mismo buffer HEPES
descripto anteriormente. Se calenté una alicuota de 500 pl de este lisado durante 5
minutos a 95 °C con el fin de separar posibles complejos de subunidades. Luego se le
adicionaron 2 pg de anticuerpos de conejo que reconocen las subunidades y2 o 32 del
receptor GABAa (Alpha Diagnostic y Chemicon, respectivamente). Los inmunocomplejos
fueron precipitados utilizando proteina A-agarosa, como se describié anteriormente. El
sedimento fue lavado 3 veces con 500 pl de buffer HEPES, mediante resuspension seguida
de centrifugacion. El sedimento final fue resuspendido en 30 ul de buffer de siembra
conteniendo 5% de 3-mercaptoetanol, calentado durante 5 minutos a 95°C y centrifugado
para separar las proteinas de las esferas de agarosa. Las proteinas fueron separadas en
un gel de acrilamida desnaturalizante y transferidas a membranas de nitrocelulosa como
se describié previamente. Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante
toda la noche con anticuerpos de ratén que reconocen a los aminodacidos serina o tirosina
fosoforilados (Millipore, dilucion 1:500). Las mismas fueron reveladas por
quimioluminiscencia utilizando un anticuerpo secundario anti IgG de ratén (Santa Cruz,
incubacion 1,5 horas, dilucion 1:2.000) acoplado a peroxidasa de rabano. Las membranas
fueron sometidas a un tratamiento de desnudamiento acido y la sefial inmunorreactiva de
la IgG de conejo fue cuantificada como se describié anteriormente para normalizar los

resultados (Ravindran y Ticku 2006). Se realizaron los dos controles negativos,
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descriptos en el punto 5, para determinar la especificidad de la unién de la proteina A-
agarosa a los anticuerpos empleados en la inmunoprecipitaciéon de las subunidades y2 y
B2 del receptor y para verificar que no se produzca una reaccién cruzada entre el
anticuerpo secundario anti IgG de raton y los anticuerpos de conejo (anti subunidades y2

y B2) utilizados en la inmunoprecipitacion.

9. PCR cuantitativa en tiempo real

El ARN total fue extraido utilizando un kit comercial (RNeasy midi kit, Qiagen). Los
cebadores (Tecnolab) y la sonda (TagMan, Applied Biosystem) para la amplificacién de la
subunidad a3 fueron disefiados utilizando el programa Primer Express (Applied
Biosystem). La sonda y los cebadores para amplificar el ARN ribosomal (ARNr) 18S
fueron comprados a Applied Biosystem. Las secuencias de los cebadores fueron 5’-
CACCATGACCACCTTGAGTATCA-3" y 5-CCGTCGCGTATGCCACTT-3". La secuencia de la
sonda fue 5’-TGCCAGAAACTCTTTAC-3’. Estas secuencias fueron disefiadas para
amplificar la region que codifica para el bucle citoplasmatico ubicado entre los dominios
TM3 y TM4, un area con una secuencia de aminoacidos diferente entre los distintos tipos
de subunidades del receptor. Se realiz6 un ensayo de PCR cuantitativa de un solo paso
utilizando una mezcla enzimatica comercial (AgPath ID™ one-step RT PCR kit, Ambion).
El equipo empleado para los ensayos fue el modelo 7500 de Applied Biosystem. La curva
estandar para la cuantificacion relativa se realizé utilizando un rango de concentraciones
de 0,1 a 4 ng/pl de ARN total aislado de cultivos controles tratados con vehiculo (Figura
12). Cada reaccion fue realizada por triplicado en un volumen total de 25 pl conteniendo:
la sonda para la subunidad a3 (250 nM), cebadores para la subunidad a3 (900 nM),
sonda para el ARNr de 18S (50 mM) y cebadores para el ARNr 18S (50 nM). Las
condiciones de incubacién fueron: 45°C durante 10 minutos, 95°C durante 10 minutos
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seguido por 50 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 45 segundos. La
cantidad relativa del ARN de la subunidad a3 fue normalizada con respecto a la cantidad

relativa del ARNr 18S (control interno) (Gravielle, Faris et al. 2005).
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Figura 12: Experimento representativo de PCR cuantitativa en tiempo realA)
Graficos de amplificacion utilizados para generar las curvas estdn@w representa la

magnitud de la fluorescencia normalizada con respecto a la referencia pasiva, en funcion del
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numero de ciclo. B) Curva estandar. Se representa el ciclo umbral (CT) en funcion de la

cantidad inicial relativa de ARN total.

10. Analisis de los datos

Western blots

Para la cuantificacién de las bandas obtenidas se utilizé el programa Image | del
National Institute of Health (NIH). Se utiliz6 la herramienta para medir densidad 6ptica de

geles, estableciendo una region de interés rectangular.

Inmunocitoquimica

Las imagenes fueron capturadas por un microscopio confocal de epifluorescencia
Olympus (Instituto de Fisiologia, Biologia molecular y Neurociencias, IFIByNE, Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales, UBA) a un aumento de 60x utilizando un objetivo de
inmersién en aceite. Todas las imagenes fueron capturadas manteniendo las mismas
condiciones de adquisicion. Para cada campo conteniendo entre 1 a 3 neuronas se
cuantificé la intensidad de la fluorescencia y el numero de agregados de receptores
(particulas) utilizando el programa Image ] del National Institute of Health (NIH). La
cuantificacion se realizé con imagenes de 8 bits luego de restarles el fondo y ajustarlas a
un umbral. Se cuantificé la densidad integrada, tanto para la marca correspondiente a
receptores en superficie como para la marca correspondiente a receptores internalizados.
El porcentaje de receptores internalizados se calculd estimando la relaciéon entre las
densidades integradas de los receptores internalizados y de los receptores totales
(receptores internalizados mas receptores en superficie). El nimero de agregados de

receptores se calculd utilizando el analizador de particulas, estableciendo una region de
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interés de tamafio constante en las neuritas y un rango de tamafio de detecciéon de

particulas de 0,05-1 um? (Cuitino, Godoy et al. 2010).

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa Prism 5.00 para
Windows (GraphPad Software). En todos los casos un valor de p<0,05 se considero

estadisticamente significativo.

Los datos fueron analizados mediante la prueba t de Student de una sola muestra y
por medio del Andlisis de la Varianza (ANOVA) de una via, seguido por la prueba de

comparaciones multiples de Tukey, segiin corresponda.
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1. Efecto de moduladores alostéricos positivos del receptor GABAa sobre el

acoplamiento entre los sitios de union a GABA y benzodiacepinas

En trabajos previos de nuestro grupo de investigacion, se ha observado que una
exposicion de 5 a 10 minutos (t1/2=3,2 minutos) de cultivos de corteza cerebral de rata a
GABA 1 mM, induce desacoplamiento horas mas tarde (ti/2=12 horas), con un efecto
maximo entre las 24 y 48 horas (Gravielle, Faris et al. 2005). Esta exposicidon breve al
neurotransmisor, a diferencia de lo que ocurre con exposiciones crénicas de 48 horas, no
produce cambios en el nimero de receptores (Gravielle, Faris et al. 2005). Este
paradigma nos permitié estudiar las bases moleculares del desacoplamiento en forma

independiente al proceso de regulacion del numero de receptores.

Con el objetivo de determinar si el desacoplamiento del receptor GABAA también
puede ser inducido por medio de exposiciones breves a moduladores alostéricos
positivos del receptor, se estudi6 el efecto de benzodiacepinas y neuroesteroides. Para
ello, cultivos neuronales de corteza cerebral fueron tratados durante 10 minutos con
GABA, diacepam, alopregnanolona o vehiculo. El diacepam es una benzodiacepina clasica,
usada ampliamente en la clinica. La alopregnanolona es uno de los neuroesteroides de
mayor eficacia como modulador del receptor GABAA que, en la concentracion utilizada
(10 pM), puede activar al receptor GABAa en ausencia de GABA (Akk, Covey et al. 2007).
Se recolectaron las células 48 horas mas tarde y se midio el grado de acoplamiento entre
los sitios de union a GABA y benzodiacepinas como la potenciacion de la union de
[3BH]FNZ por GABA. Los resultados se expresaron como porcentaje con respecto a cultivos

controles tratados con vehiculo.
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Figura 13: Efecto de moduladores alostéricos positivos del receptor GABA, sobre el
grado de acoplamiento entre los sitios de union de GABA y benzodiacepinas Las células
fueron tratadas con 1 mM de GABA (GABA), 50 uM de diacepam (DZ), 10 uM de alopregnanolona
(Alo) o vehiculo (control) durante 10 minutos, lavadas, y luego incubadas durante 48 horas. El
grado de acoplamiento se midié como la potenciacién de la unién de [3H]FNZ por GABA y se lo
calcul6 como porcentaje con respecto al control (100%). Se representan las medias + SEM de 6-17
determinaciones independientes. Prueba t de Student de una sola muestra, * significativamente

diferente de 100, p<0,05.

Como se observa en la Figura 13, en los cultivos tratados con GABA durante 10
minutos, se obtuvo una disminucién significativa (p<0,0001) del 35 * 5% en el
acoplamiento entre los sitios de unién a GABA y a benzodiacepinas con respecto a su
control. Este resultado concuerda con los obtenidos anteriormente por nuestro grupo de
investigacion (Gravielle, Faris et al. 2005). El tratamiento de 10 minutos con diacepam
s6lo produjo un pequefio pero significativo (p<0,01) desacoplamiento del 22 + 3% con
respecto a los cultivos tratados con vehiculo. En cambio, no se observaron cambios en el
grado acoplamiento entre los sitios alostéricos al tratar los cultivos con alopregnanolona.

Estos resultados indican que si bien el tratamiento crénico de neuronas en cultivo con
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benzodiacepinas produce un desacoplamiento similar al inducido por GABA, la
exposicion breve a diacepam produjo un efecto mucho menor. Esto podria sugerir que el
desacoplamiento producido por los moduladores alostéricos positivos del receptor
GABAa presenta un curso temporal distinto al mediado por el neurotransmisor y es
probablemente el resultado de mecanismos diferentes. Por esta razén, se continu6
investigando el mecanismo de desacoplamiento inducido por la breve activacion del

receptor GABA4 utilizando inicamente al neurotransmisor.

2. Cambios en la composicion de subunidades del receptor GABAa inducidos

por GABA

Previamente en nuestro laboratorio se realizaron experimentos de PCR cuantitativa
en tiempo real y western blot para analizar posibles cambios en los niveles de ARNm y
proteina de las diferentes subunidades del receptor GABAa, como consecuencia de la
exposicién breve a GABA. Estos estudios mostraron que la breve activacion del receptor
induce una disminucién selectiva en los niveles de ARNm y proteina de las subunidades
al, a3 y $1-3, sin cambios en las subunidades a2, a4, a5, y1-3 (Gravielle, Russek et al.
2003; Gravielle, Faris et al. 2005). Por otro lado, se conoce que el grado de acoplamiento
alostérico entre los sitios de unién a GABA y a benzodiacepinas depende del subtipo de
subunidad a presente en el receptor GABAA, con el siguiente orden relativo: a3 > a1/2/5
(Puia, Vicini et al. 1991; Wafford, Whiting et al. 1993; Smith, Alder et al. 2001). Por lo
tanto, el mecanismo de desacoplamiento podria involucrar un cambio en la composicién
de subunidades del receptor, dando como resultado receptores con menor grado de

acoplamiento.
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Con el objetivo de investigar si el desacoplamiento estd mediado por un cambio en
el subtipo de subunidades a que forman parte de los receptores GABAa, se realizaron
experimentos de inmunoprecipitacion seguidos por western blot. Para ello, los cultivos
fueron tratados durante 10 minutos con GABA o vehiculo y se recolectaron las células 48
horas mas tarde. Los receptores fueron solubilizados utilizando un detergente que
conserva la unién entre las subunidades del receptor. La inmunoprecipitacion del
receptor se realiz6 utilizando un anticuerpo contra la subunidad y2, que se encuentra
presente en la mayor parte de los receptores y cuyos niveles, conforme a resultados
obtenidos en estudios previos, no se modifican con el tratamiento. Se precipité el
inmunocomplejo con proteina A-agarosa y los receptores precipitados fueron analizados
mediante experimentos de western blot utilizando anticuerpos anti a1, anti a3 y anti a5.
La sefal correspondiente a cada subunidad fue normalizada con respecto a la sefial de la

IgG utilizada para la inmunoprecipitacion.
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Figura 14: Cambios en la composicion de subunidades del receptor GABA,4. Las células
fueron tratadas durante 10 minutos con GABA 1mM (GABA) o vehiculo (control), lavadas, y
recolectadas a las 48 horas. Se realizaron experimentos de co-inmunoprecipitacién utilizando un
anticuerpo de conejo que reconoce la subunidad y2 del receptor. El material inmunoprecipitado
fue analizado por western blot utilizando anticuerpos de cabra que reconocen las subunidades a1,
a3 y a5. A) Las sefiales fueron normalizadas con respecto a las sefales del anticuerpo IgG de
conejo. Los datos se expresan como porcentaje con respecto al control (100%) y representan las
medias * S.E.M de 5-7 determinaciones independientes. Prueba t de Student de una sola muestra,

* significativamente distinto de 100, p<0,05. B) Experimentos representativos de western blot.

De acuerdo a los resultados presentados en la Figura 14, no se observaron cambios
en el porcentaje de receptores conteniendo las subunidades aly2, pero se detecté una
disminucidn significativa en la cantidad de receptores conteniendo las subunidades a3y2
(23 £ 4%, p<0,05). Si bien se observo un pequefio aumento en la cantidad de receptores
conteniendo las subunidades a5y2, este efecto no fue estadisticamente significativo.
Estos resultados indicarian que el desacoplamiento podria estar mediado por una

disminucidén en la proporciéon de receptores conteniendo la subunidad a3.
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Con el fin de comprobar si el cambio observado en el nimero total de receptores
conteniendo la subunidad a3 esta asociado a una alteracién en los receptores localizados
en la membrana plasmatica, se realizaron ensayos de biotinilacion de proteinas de
superficie. Para ello, los cultivos neuronales fueron tratados durante 10 minutos con
GABA o vehiculo y 48 horas mas tarde las proteinas de la superficie celular fueron
marcadas con biotina. Luego, las células fueron recolectadas, las proteinas biotiniladas
precipitadas con neutravidina y posteriormente analizadas mediante experimentos de
western blot utilizando un anticuerpo anti a3. Las sefiales de la subunidad en la superficie
fueron normalizadas con respecto a las sefales de actina correspondientes a los

homogenatos totales de cada muestra.
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Figura 15: Expresion de la subunidad a3 del receptor GABAx en la superficie celular.
Las células fueron tratadas con GABA 1mM (GABA) o vehiculo (control) durante 10 minutos,
lavadas e incubadas durante 48 horas. Se biotinilaron las proteinas de superficie con sulfo-NHS-
SS-biotina, se recolectaron las células y se precipitaron las proteinas biotiniladas con
neutravidina. El precipitado se analiz6é por western blot utilizando un anticuerpo que reconoce la
subunidad a3. A) La senal de la subunidad en superficie (S) se normaliz6 con respecto a la sefial
de actina de los lisados totales (T). Los datos se expresan como porcentaje con respecto al control
(100%) y representan las medias + S.E.M. de 4 determinaciones independientes. Prueba t de
Student de una sola muestra, * significativamente diferente de 100, p<0,05. B) Experimentos

representativos de western blot.

Los resultados obtenidos (Figura 15) indicaron que el tratamiento con GABA indujo
una reduccién en la expresion de la subunidad a3 en la superficie celular. Esto sugiere
que la disminucién observada en la cantidad de receptores totales conteniendo la
subunidad a3 produjo una reducciéon en el niumero de receptores en la membrana

plasmatica conteniendo dicha subunidad (29 * 8%, p<0,05).
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3. Efecto de la exposicion breve a GABA sobre la internalizacion de los

receptores GABAa

En base a diferentes lineas de investigacion, ha sido postulado que la regulacién
dependiente de la actividad del receptor GABA4 incluye diferentes procesos que ocurren
en el siguiente orden temporal: 1) desensibilizacién, 2) endocitosis del receptor, 3)
degradacion de subunidades del receptor y 4) represion transcripcional de los genes que
codifican las subunidades del receptor (Barnes 1996, Barnes 2000). Hay estudios que
sugieren que el desacoplamiento del receptor GABA4 estd mediado por un aumento en la

internalizacion del receptor en vesiculas intracelulares (Ali y Olsen 2001).

Con el fin de investigar si el proceso de desacoplamiento es iniciado por un aumento
en la internalizacién de los receptores, se realizaron experimentos de inmunocitogimica
de fluorescencia y biotinilaciéon de proteinas de superficie. Para la realizacién del ensayo
de inmunocitoquimica, primero se marcaron los receptores de superficie con un
anticuerpo anti $2/3 en los cultivos de células vivas. Este anticuerpo es habitualmente
utilizado para ensayos de endocitosis debido a su gran sensibilidad que permite la
deteccion de pequenas cantidades de receptores GABAx y ademas porque estas
subunidades estan presentes en la mayoria de los receptores (Chen, Kittler et al. 2006;
Graziane, Yuen et al. 2009; Porcher, Hatchett et al. 2011). Luego se llevé a cabo el
tratamiento de 10 minutos con GABA o vehiculo a 37°C y se incubaron las células por
otros 20 minutos a 37°C en ausencia del neurotransmisor, ya que se ha reportado que el
periodo de maxima internalizaciéon es de 30 minutos (Kittler, Thomas et al. 2004).
Posteriormente, se diferenciaron a los receptores en superficie de los receptores
internalizados utilizando un método de doble marcacién. Brevemente, los receptores de

superficie fueron marcados luego de la fijacion con un anticuerpo secundario
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fluorescente y los receptores internalizados fueron detectados luego de la
permeabilizacion de la membrana, utilizando un anticuerpo secundario unido a un

fluoréforo diferente.

Los resultados obtenidos pueden observarse en la Figura 16. La marca roja
corresponde a los receptores que permanecieron en la superficie celular mientras que la
marca verde a los receptores que han sido endocitados. La cuantificacion de las imagenes
obtenidas muestra que el tratamiento con GABA produjo un aumento significativo
(p<0,01) de 3 veces en el numero de agregados de receptores internalizados. Se observo
ademds una tendencia de aumento en la intensidad de fluorescencia de la marca
correspondiente a la poblacion de receptores internalizados, normalizada con respecto a
la intensidad de fluorescencia de la poblacion total de receptores (Figura 17). En
experimentos controles las células fueron fijadas inmediatamente después de la
incubacién con el anticuerpo anti 32/3 para verificar que la internalizacién constitutiva
que puede producirse durante el periodo de incubacién con el anticuerpo primario (a

temperatura ambiente) fuese despreciable (TO).
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Lavado Lavado (PFA) permeabilizacion Lavado

AC 1t anti f2/3 l GABA 1mM l l AC 2" (rojo) l AC 27 (verde) l Montaje

20 min, °T amb. 10 min,37°C 20min,37°C  60min,°T amb. 120 min, °T amb.

B2/3 Superficie Internalizadas Superposicion

Control

GABA

Figura 16: Internalizacion de receptores GABAa. Los cultivos fueron incubados a

temperatura ambiente (°T amb.) con un anticuerpo (AC) de ratén que reconoce una region

extracelular de las subunidades 32/3 del receptor, tratados por 10 minutos con GABA 1 mM

(GABA) o vehiculo (control) a 37 °C, lavados e incubados durante otros 20 minutos méas a 37 °C.

Se realizaron experimentos controles para evaluar la internalizaciéon constitutiva durante la
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incubacién con el anticuerpo primario (sin incubaciéon a 37 °C, T0). Luego de la fijacién se
marcaron los receptores de superficie con un anticuerpo anti IgG de ratén conjugado a Cy5 (rojo)
y luego de la permeabilizacidn los receptores internalizados se marcaron con un anticuerpo anti
IgG de raton conjugado a Alexa488 (verde). Se muestra la superposicion de ambas marcas. Las

fotos fueron tomadas con un microscopio de epifluorescencia confocal Olympus. Magnificacion
60x.
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Figura 17: Cuantificacion de los resultados de los experimentos inmunocitoquimicos
para medir internalizacion de receptores GABAs. A) Se calculd el porcentaje de receptores
internalizados como: (densidad O&ptica de la marca correspondiente a receptores
internalizados/densidad 6ptica de la marca correspondiente a receptores totales) x 100. B) Se
calculé el numero de particulas inmunorreactivas (agregados de receptores) por cada 10 um de

neurita. Fueron analizados 3 cultivos independientes y 4-6 células por tratamiento. Se
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representan las medias + S.E.M de 3 determinaciones independientes. ANOVA de una via, Tukey. *

Significativamente diferente p<0,05.

Para el ensayo de biotinilacién (Figura 18), se biotinilaron las proteinas de
superficie de las neuronas en cultivo a 4 °C. Luego se realizé el tratamiento con GABA o
vehiculo durante 10 minutos a 37°C y se incubaron las células por otros 20 minutos a
37°C, en ausencia del neurotransmisor, para permitir que se alcance la maxima
internalizaciéon como se hizo en el ensayo anterior. Finalmente, la biotina de la superficie
fue removida de modo que las proteinas biotiniladas remanentes fueron sélo aquellas
internalizadas durante el tratamiento. Estas proteinas fueron precipitadas con
neutravidina y se analizaron por western blot utilizando un anticuerpo contra las
subunidades $2/3 del receptor GABAs (el mismo anticuerpo utilizado en el ensayo
anterior). La intensidad de las bandas resultantes fue normalizada con respecto a la sefial
obtenida para las mismas subunidades en el homogenato total sin precipitar con
neutravidina (subunidades [32/3 totales). En todos los casos se corroboro la integridad de
las células durante la biotinilacion y el tratamiento posterior con GABA incubando las

membranas de nitrocelulosa con anticuerpo anti actina.
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Figura 18: Internalizacion de receptores GABAa. Las proteinas de superficie fueron
marcadas con sulfo-NHS-SS-biotina, las células fueron incubadas con GABA 1 mM (GABA) o
vehiculo (control) durante 10 minutos, lavadas, e incubadas por otros 20 minutos mas. Luego, se
incubaron las células con glutatiéon para remover la biotina de las proteinas de la superficie. Las
células fueron recolectadas y las proteinas internalizadas precipitadas con neutravidina. El
precipitado se analizé por western blot utilizando un anticuerpo que reconoce las subunidades
B2/3 del receptor GABA,. La sefial resultante (Int) fue normalizada con respecto a la senal de
B2/3 obtenida a partir del homogenato total (Total). A) Los datos se expresan como porcentaje
con respecto al control (100%) y representan las medias + S.E.M de 4 determinaciones
independientes. Prueba t de Student de una sola muestra, * significativamente diferente de 100,

p<0,05. B) Experimentos representativos de western blot.

Los resultados (Figura 18) indican que el tratamiento con GABA indujo un aumento
en la internalizaciéon del 33 + 3% (p< 0,01) de los receptores que contienen las

subunidades 32/3.

Los resultados obtenidos utilizando las dos técnicas sugieren que el tratamiento

breve con GABA produjo un aumento en la endocitosis del receptor GABAA.

Con el objetivo de verificar si el desacoplamiento depende del proceso de
internalizacion observado en los experimentos anteriores, se estudié el efecto de la
inhibicion de la endocitosis por altas concentraciones de sacarosa (Heuser y Anderson
1989, Kittler, Delmas et al. 2000). Para ello, los cultivos celulares fueron incubados
durante 10 minutos con GABA o vehiculo, en presencia o ausencia de sacarosa en el
medio de cultivo. A las 48 horas se midi6 el acoplamiento alostérico entre los sitios de
union a GABA y benzodiacepinas mediante ensayos de unién a [3H]FNZ, tal como se

describi6 anteriormente.

Los resultados obtenidos (Figura 19) muestran que el desacoplamiento inducido

por GABA fue parcialmente prevenido por la sacarosa. En presencia de sacarosa la
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disminucién en el grado de acoplamiento inducida por GABA fue menor que la producida
por el GABA solo, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa.
Desafortunadamente, el tratamiento con sacarosa sola produjo una pequefia aunque no
significativa disminuciéon en el grado de acoplamiento. El grado de acoplamiento
observado luego del tratamiento con GABA mas sacarosa no fue significativamente
diferente del medido luego del tratamiento con sacarosa sola. Es posible que la utilizaciéon
de otros inhibidores especificos de la internalizacidn de los receptores permita verificar
que el desacoplamiento inducido por GABA depende de un aumento en la endocitosis del

receptor.
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Figura 19: Efecto de la sacarosa sobre el desacoplamiento inducido por GABA. Las
células fueron tratadas con GABA 1 mM (GABA), sacarosa 0,5 M (Sacarosa), GABA mas sacarosa
(GABA + sacarosa) o vehiculo (control) durante 10 minutos, lavadas, y recolectadas a las 48
horas. Se midi6 el grado de acoplamiento como la potenciacién de la unién de [3H]FNZ por GABA
y se lo calculé como porcentaje con respecto al control (100%). Se representa la media + SEM de
5 determinaciones independientes. * Significativamente diferente de 100, p<0,05, prueba t de
Student de una sola muestra. “ns” estadisticamente no significativo, ANOVA de una via, Tukey,

p<0,05.
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4. Rol de la activacion de las proteinas quinasas PKA y PKC sobre el desarrollo

del desacoplamiento inducido por GABA

Se sabe que la fosforilacion del receptor GABAa regula su funcién, sin embargo, las
vias de sefializacién que controlan este proceso no se conocen completamente aun. El
bucle intracelular principal de la subunidad 8 del receptor GABAa puede ser fosforilado
en residuos serina, mientras que el mismo bucle correspondiente a la subunidad y del
receptor, puede ser fosforilado tanto en residuos serina como tirosina (Kittler y Moss

2003).

En estudios previos de nuestro grupo de investigacion, se estudié el efecto de la
queleritrina y de H-89, inhibidores de PKC y PKA, respectivamente, sobre el
desacoplamiento inducido por la breve exposiciéon a GABA. Los resultados indican que los
inhibidores de quinasas estudiados bloquean el desacoplamiento, sugiriendo que la
activacion de estas vias de fosforilaciéon podria formar parte del mecanismo del

desacoplamiento.

A partir de las evidencias mencionadas anteriormente, surgen dos hipétesis en
relacién al rol de las proteinas quinasas sobre el desacoplamiento: 1) La activacion de
estas vias de fosforilacion induciria cambios en la transcripcion de ciertas subunidades
del receptor que mediarian el desacoplamiento; 2) El desacoplamiento seria producido

por la fosforilacién directa del receptor por estas proteinas quinasas.

Con el objetivo de poner a prueba la primera hipoétesis planteada, se estudio el
efecto de la inhibicion de las vias de activacion de la PKA y la PKC sobre la disminucién en
los niveles de ARNm de la subunidad a3 inducido por GABA. Para tal fin, los cultivos

neuronales fueron pre-incubados con queleritrina o H-89, y luego tratados durante 10
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minutos con GABA o vehiculo, como se mencioné anteriormente, en presencia de los
inhibidores de proteinas quinasas. A las 48 horas se recolectaron las células, se realizé la
extraccion de ARN total y se realizaron ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real de un
solo paso. Los cebadores y la sonda fueron disefiados para amplificar la regiéon que
codifica el bucle citoplasmatico ubicado entre los dominios TM3 y TM4, un area con una
secuencia de aminodacidos diferente entre los distintos tipos de subunidades del receptor.
Como control interno, para normalizar los resultados, se utilizaron cebadores y sonda

que amplifican la subunidad 18S ribosomal.

Los resultados presentados en la Figura 20 muestran, tal como se obtuvo
anteriormente, una reduccion significativa (54 + 5%, p<0,01) en los niveles de ARNm de
la subunidad a3 inducida por la exposicién a GABA. La co-incubaciéon de los inhibidores
de quinasas con el neurotransmisor no previno dicha disminucién (GABA mas H-89: 52 +
5%, p<0,01; GABA+queleritrina.: 56 + 1%, p<0,01). Por lo tanto, los resultados sugieren
que la activacion de PKA o PKC no estaria mediando cambios en la transcripcion y/o

estabilidad del ARNm de la subunidad a3 producidos por la exposicion a GABA.
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Figura 20: Rol de PKA y PKC sobre la expresion de ARNm de la subunidad a3 del
receptor GABAa. Las células fueron tratadas como sigue: 10 minutos con vehiculo y luego 10
minutos con GABA 1 mM (GABA), 20 minutos con queleritrina 5 uM (Quel, inhibidor de PKC), 10
minutos con quel y luego 10 minutos con GABA mas quel (GABA + quel), 20 minutos con H-89 1
uM (H-89, inhibidor de PKA), 10 minutos con H-89 y luego 10 minutos con GABA mas H89 (GABA
+ H-89) 0 20 minutos con vehiculo (control), lavadas y recolectadas a las 48 horas. Se realiz6 un
ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real para medir cambios en los niveles de ARNm de la
subunidad a3. Los resultados se expresan como porcentaje de cambio con respecto al control (0
%) y representan las medias * S.E.M de 4 determinaciones independientes. * Significativamente
distinto del control, prueba t de Student de una sola muestra, p<0,05; “ns” estadisticamente no

signiticativo, ANOVA de una via, Tukey, p<0,05.

Con el fin de comprobar la segunda hipétesis planteada, se estudio el efecto de
exposiciones breves a GABA sobre el estado de fosforilacion del receptor GABAa. Los
cultivos neuronales fueron expuestos a GABA o vehiculo durante 10 minutos, como se

describié anteriormente. A las 48 horas las células fueron colectadas y se realizé6 una
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inmunoprecipitacién de las subunidades 2 y y2. Los precipitados se analizaron por

western blot utilizando anticuerpos anti fosfo-serina y anti fosfo-tirosina.
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Figura 21: Andlisis de posibles cambios en el estado de fosforilacion de las
subunidades 32 y y2 del receptor GABA, inducidos por GABA. Las células fueron tratadas
durante 10 minutos con GABA 1 mM o vehiculo (control), lavadas y colectadas a las 48 horas. Se
inmunoprecipitaron las subunidades 2 y y2 con un anticuerpo de conejo y el precipitado se
analizé por western blot utilizando anticuerpos de ratén que reconocen residuos serina o tirosina
fosforilados (Fosfo-Ser y Fosfo-Tir). A) La sefial se normalizé con respecto a la sefal del
anticuerpo IgG utilizado para la inmunoprecipitaciéon. Los resultados se expresan como
porcentaje con respecto al control (100 %) y representan las medias * S.EM. de 4-6
determinaciones independientes. * Significativamente diferente de 100, p<0,05, prueba ¢t de

Student de una sola muestra. B) Experimentos representativos de western blot.
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Como puede observarse en la Figura 21, el tratamiento con GABA indujo un
aumento (28 = 5%, p<0,01) en el grado de fosforilacion de residuos serina de la
subunidad y2, pero no se observaron cambios en el grado de fosforilaciéon de residuos
tirosina en la misma subunidad. En el caso de la subunidad 32, no se observaron
variaciones significativas en el grado de fosforilaciéon de residuos serina. Esto podria
sugerir que el desacoplamiento estd mediado por un aumento en el grado de fosforilacion

de la subunidad y2.

5. Rol de los VGCC de tipo L sobre la regulacion de los niveles de ARNm de la

subunidad a3 del receptor GABAa inducida por GABA

Estudios previos han demostrado que la presencia de nifedipina, un inhibidor de
VGCC de tipo L, previene la reduccién en el nimero de receptores GABA4 inducida por un
tratamiento crénico con GABA (Lyons, Land et al. 2001). Sin embargo, el desarrollo del
desacoplamiento inducido por el tratamiento con GABA tanto crénico como breve, no es
bloqueado por el inhibidor, indicando que este fendmeno no depende de la activacién de

estos canales (Lyons, Land et al. 2001; Gravielle, Faris et al. 2005).

Con el fin de investigar si la disminucién en los niveles estacionarios de ARNm de
ciertas subunidades del receptor GABAa reportada previamente, forma parte del
mecanismo de desacoplamiento o es sélo el comienzo de la regulacién del nimero de
receptores que necesitaria una exposicion al neurotransmisor mas prolongada para
manifestarse, se estudi6 el efecto de la nifedipina sobre la reducciéon en los niveles
estacionarios de ARNm de la subunidad a3 inducida por GABA mediante ensayos de PCR

cuantitativa en tiempo real.

80



Resultados

Para tal fin, los cultivos fueron tratados con GABA o vehiculo durante 10 minutos,
como se describi6 previamente, en presencia o ausencia de nifedipina, e incubados por 48
horas. Luego se realizaron ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real de un solo paso a
partir de ARN total utilizando la misma sonda y los mismos cebadores que en el

experimento descripto anteriormente.
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Figura 22: Rol de los VGCC de tipo L sobre la regulacion de los niveles de ARNm de la
subunidad a3 del receptor GABAA. Los cultivos fueron tratados durante 10 minutos con GABA 1
mM (GABA), nifedipina 10 pM (Nifed), GABA mas nifed (GABA + nifed) o vehiculo (control),
lavados, y las células recolectadas a las 48 horas. Se realizé un ensayo de PCR cuantitativa en
tiempo real para medir los cambios en los niveles de ARNm de la subunidad a3. Los resultados se
expresan como porcentaje de cambio con respecto al control (0 %) y representan las medias +
S.E.M. de 4 determinaciones independientes. * Significativamente distinto del control, prueba t de
Student de una sola muestra, p<0,05; # estadisticamente significativo, ANOVA de una via, Tukey,

p<0,05.

Conforme a los resultados mostrados en la Figura 22, la co-incubacién de GABA con

nifedipina previno la disminucion en los niveles de ARNm de la subunidad a3. Se observa,
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ademas, una reducciéon en los niveles del ARNm de la subunidad a3 como consecuencia
del tratamiento con nifedipina, pero dicho cambio no fue estadisticamente significativo.
Estos resultados sugieren que la disminucion en los niveles de ARNm de la subunidad a3
no contribuye al desarrollo del desacoplamiento y podria estar asociada a la reduccién en

el nimero de receptores observada con tratamientos mas prolongados.
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1. Efecto de moduladores alostéricos positivos sobre el acoplamiento entre

los sitios de union a GABA y benzodiacepinas

La accion prolongada de moduladores alostéricos positivos del receptor GABAa
induce alteraciones adaptativas en la funcién del receptor. Ha sido demostrado que la
exposicién cronica de los receptores GABA4a a alopregnanolona endogena durante el ciclo
estral y la prefiez en roedores produce tolerancia, la cual es acompafiada por cambios
selectivos en la expresion de las subunidades del receptor (Turkmen, Backstrom et al.
2011). La administracién prolongada in vivo de moduladores alostéricos positivos en
roedores induce también modificaciones en la funciéon del receptor. Por ejemplo, el
consumo persistente de alcohol altera las propiedades funcionales del receptor GABAa
por medio de cambios en la expresion, localizacion subcelular y sinaptica del receptor y
modificaciones post-traduccionales (Kumar, Fleming et al. 2004). Por otro lado, la
administracion cronica de benzodiacepinas induce tolerancia y cambios en los niveles de

ciertas subunidades del receptor GABAa (Bateson 2002).

Estudios realizados en cultivos neuronales también demuestran que la activacion
prolongada de los receptores GABAs induce procesos homeostaticos que alteran la
estructura y funcion de los receptores. Aunque la escala de tiempo es mucho menor que
en animales, los resultados obtenidos a partir de experimentos en cultivos neuronales
parecen reproducir bastante bien los efectos de los tratamientos prolongados in vivo con

diferentes moduladores alostéricos (Bateson 2002)

El tratamiento crénico de 48 horas con GABA de neuronas en cultivo produce una
disminucién en el nimero de receptores GABAa y desacoplamiento entre los sitios

alostéricos de union a GABA y benzodiacepinas (Roca, Rozenberg et al. 1990). En cambio,
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el tratamiento de los cultivos durante 48 horas con benzodiacepinas, barbitdricos y
neuroesteroides produce solamente desacoplamiento entre los sitios alostéricos de unién
a GABA y benzodiacepinas, sin cambios en el nimero de receptores (Roca, Schiller et al.
1990). Previamente demostramos que un tratamiento breve (5-10 minutos) de neuronas
en cultivo con GABA, al igual que el tratamiento prolongado con los moduladores
alostéricos, produce desacoplamiento Unicamente (Gravielle, Faris et al 2005). El
desacoplamiento inducido tanto por el tratamiento prolongado como por el breve con
GABA, es inhibido en presencia de picrotoxina, un bloqueante del canal del receptor
GABAaA. Sin embargo, el desacoplamiento producido por la exposicion croénica a
moduladores alostéricos no es prevenido en presencia de picrotoxina y por lo tanto es
independiente de la activacidon del receptor GABAA, lo cual podria sugerir que ocurre a

través de un mecanismo diferente al del desacoplamiento inducido por GABA.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que el tratamiento de 10
minutos de cultivos neuronales de corteza cerebral de rata con alopregnanolona no
produjo desacoplamiento entre los sitios de uniéon a GABA y benzodiacepinas. Si bien el
tratamiento de 10 minutos con diacepam produjo desacoplamiento, el efecto observado
fue mucho menor al obtenido con la exposicion de 10 minutos a GABA (Figura 13). Esta
diferencia observada entre los tratamientos con los moduladores alostéricos y el
neurotransmisor, sugiere que el curso temporal de desarrollo del desacoplamiento es
distinto, probablemente involucrando mecanismos diferentes. Teniendo en cuenta estos
resultados, se decidié continuar estudiando el mecanismo de desacoplamiento inducido

por una exposicion breve a GABA.
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2. Cambios en la composicion de subunidades del receptor inducidos por

GABA

Si bien hay estudios previos que han mostrado alteraciones en la expresion de las
subunidades del receptor GABAA inducidos por su activacién, éste es el primer trabajo

donde se estudiaron los cambios en la composicidn de subunidades del receptor.

El grado de acoplamiento alostérico entre los sitios de uniéon a GABA y
benzodiacepinas depende del subtipo de subunidad a presente en el receptor GABAa con
el siguiente orden: a3 > al/5 (Puia, Vicini et al. 1991; Wafford, Whiting et al. 1993; Smith,
Alder et al. 2001). Es por esto que una de las hipotesis planteadas fue que el
desacoplamiento podria estar mediado por un cambio en el subtipo de subunidad o

presente en el receptor.

Los resultados obtenidos mostraron una disminucién en el numero receptores
conteniendo las subunidades a3y2 y ningin cambio en los niveles de receptores
compuestos por las subunidades aly2 y a5y2 (Figura 14). Estos datos demuestran que la
reduccion en los niveles de la subunidad a3 (Gravielle, Russek et al. 2003; Gravielle, Faris
et al. 2005) produjeron una disminucion en el porcentaje de receptores conteniendo esta
subunidad. Sin embargo, aunque fue demostrada previamente una reduccién en los
niveles de la subunidad al, no se detectaron alteraciones en el nimero de receptores
conteniendo al. Esto podria deberse a la existencia de un exceso de subunidades libres
que no se encuentran formando parte del receptor (Baumgartner, Harvey et al. 1994;
Miranda y Barnes 1997). Este resultado coincide con estudios anteriores donde se
demostré que el tratamiento breve con GABA no resulta en cambios en la afinidad del

zolpidem, un compuesto que exhibe gran selectividad por receptores conteniendo al
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(Gravielle, Russek et al. 2003; Gravielle, Faris et al. 2005). Resultados similares han sido
anteriormente reportados indicando que la exposicién crénica a etanol produce una
disminucidén en el cerebelo y corteza cerebral de rata en los niveles de la subunidad a1
que no esta asociada a un cambio en el porcentaje de receptores compuestos por dicha

subunidad (Mehta y Ticku 1999).

Con el fin de verificar si los cambios observados en el nimero de receptores
conteniendo las subunidades a3y2 se acompanan de alteraciones en la composicion de
subunidades de los receptores de la superficie celular, se midi6 la expresiéon de la
subunidad a3 en la membrana plasmatica. Los resultados obtenidos (Figura 15)
mostraron una disminucién de los niveles de la subunidad a3 en superficie. De este modo
se confirmaria la hipétesis de que un cambio en la composicién de subunidades de los
receptores GABA4 es inducido por la breve activacién del receptor por GABA y esta
probablemente asociado al desarrollo del desacoplamiento entre los sitios de unién

alostéricos.

3. Efecto del GABA sobre la internalizacion de los receptores GABAa

Alteraciones en el trafico intracelular del receptor GABAa han sido involucradas en
diversas patologias neurologicas. Tanto en modelos animales de status epilepticus como
en pacientes con eplipesia del 16bulo temporal, se han observado cambios en el trafico del
receptor y en la expresion de ciertas subunidades (Goodkin, Joshi et al. 2008). En ratas a
las que se les indujo experimentalmente el status epilepticus, se observo una disminucion
en el nimero de receptores GABAa sindpticos que fue el resultado de un aumento en el
proceso de endocitosis de los receptores. Es por esto que se propuso que el desarrollo de

la farmaco-resistencia a las benzodiacepinas en pacientes con esta patologia, es la
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consecuencia de la disminucién en el nimero de receptores en la superficie celular

(Goodkin, Sun et al. 2007).

Por otro lado, ha sido demostrado que el consumo prolongado de etanol en ratas
produce un aumento en la internalizacién de receptores GABAa conteniendo la subunidad

al, en corteza cerebral (Kumar, Kralic et al. 2003).

Se ha propuesto que la activaciéon de los receptores GABAa induciria en forma
secuencial la internalizacién de receptores que conduciria su vez a la degradacién de
ciertas subunidades, y finalmente produciria una reducciéon en los niveles de las

subunidades del receptor GABAa (Barnes 1996).

Resultados obtenidos en una linea celular de insectos expresando receptores GABAa
recombinantes sugieren que la exposicion crénica a benzodiacepinas induce un aumento
en la internalizacién de receptores. El desacoplamiento inducido por este tratamiento
seria el resultado de la exposicién de los receptores a un ambiente acido dentro de
vesiculas intracelulares. (Ali y Olsen 2001). Estos resultados no han podido ser
reproducidos por nuestro grupo de investigacion en cultivos neuronales de rata

expuestos en forma breve a GABA (Gravielle, Faris et al. 2005).

En este trabajo se realizaron experimentos para determinar si la exposicion breve a
GABA es capaz de producir un incremento en la internalizacién del receptor GABAa. Los
resultados provenientes de los ensayos inmunocitoquimicos indicaron un aumento en el
numero de agregados de receptores internalizados (Figuras 16 y 17). Si bien la intensidad
de la fluorescencia correspondiente a los receptores internalizados mostré s6lo una
tendencia a aumentar, los experimentos de biotinilaciéon (Figura 18) confirmaron que el

tratamiento con GABA de 10 minutos produjo un aumento en la internalizacién de los
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receptores conteniendo a las subunidades [32/3. Este es el primer trabajo donde se
observo un incremento en la internalizacion del receptor GABAa inducida por una breve
activacion por su ligando. Estos resultados parecen contradecir previos trabajos que
indican que en hipocampo la expresion de receptores GABAx en la superficie celular no es
regulada por la unién del GABA, sin embargo, en dichos trabajos utilizan una
concentracion de neurotransmisor 10 veces menor a la de nuestro estudio, lo cual podria
explicar las diferencias halladas (Goodkin, Joshi et al. 2008). Nuestros resultados
sugieren por lo tanto que la estimulacién de la internalizacién del receptor podria ser el

primer paso del mecanismo que conduce al desacoplamiento horas mas tarde.

Con el fin de corroborar si la internalizacion inducida por GABA es el primer paso
para el desarrollo del desacoplamiento, se estudié el efecto de la inhibiciéon de la
endocitosis del receptor sobre el desarrollo del desacoplamiento. Para ello, se realizé el
tratamiento con GABA en presencia de concentraciones hiperosmolares de sacarosa que
se sabe inhiben la internalizacién de receptores (Heuser y Anderson 1989). El
desacoplamiento inducido por GABA fue parcialmente bloqueado en presencia de
sacarosa. Desafortunadamente, la presencia de sacarosa sola indujo un pequeiio
desacoplamiento aunque no fue estadisticamente significativo con respecto al control
(cultivos tratados con vehiculo). El grado de acoplamiento observado luego del
tratamiento con GABA mas sacarosa no fue estadisticamente diferente del medido luego
de la exposicién a sacarosa unicamente. Este efecto inespecifico de la sacarosa pudo
haber enmascarado su habilidad para bloquear el desacoplamiento inducido por GABA.
Ha sido demostrado que un medio hiperténico de sacarosa estimula también la liberacion

de neurotransmisores por medio de exocitosis (Rosenmund y Stevens 1996). Un aumento

89



Discusion

en la concentracion de GABA endégeno en el medio de cultivo en presencia de sacarosa

pudo haber producido el desacoplamiento observado.

4. Rol de la activacion de proteinas quinasas en el desarrollo del

desacoplamiento

Ha sido demostrado que la activacion de las proteinas quinasas PKA y PKC regula la
transcripcion de la subunidad al del receptor GABAas (Hu, Lund et al 2008). La
estimulaciéon de la via de sefializacion de PKC induce la fosforilacion del factor de
transcripcion CREB (proteina de unién al elemento que responde a AMPc), el cual forma
homodimeros que aumentan la transcripcién del gen de la subunidad al. La activacién de
la via de sefalizacién de PKA induce la sintesis del represor de la transcripcién ICER
(represor inducible que responde a AMPc) y la fosforilacion de CREB. Los homodimeros
de ICER y los heterodimeros ICER-CREB fosforilado reprimen la transcripcién del gen de

al. La sefial extracelular que activa estas quinasas no ha sido determinada.

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion, demostraron que la inhibicidn
de las proteinas quinasas PKA o PKC, previene el desacoplamiento inducido por la breve
exposicion de neuronas a GABA. A fin de determinar el rol de estas quinasas en la
induccidon del desacoplamiento, en una primera etapa se investig6 si la activacion de
alguna de las vias de PKA o PKC induce la disminucion en los niveles de ARNm de la

subunidad a3 asociada al desacoplamiento.

Los resultados obtenidos (Figura 20) indican que los inhibidores tanto de PKA como
de PKC no bloquearon la reducciéon en los niveles de ARNm de la subunidad a3 inducida

por GABA. Estos datos sugieren que la activacion de estas vias de sefializacién
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intracelular no media la regulaciéon de la transcripciéon del gen y/o estabilidad del

mensajero de esta subunidad.

En una segunda etapa se estudio si el desacoplamiento podria estar mediado por la
fosforilacién directa del receptor. Esta ampliamente descripto que la fosforilacién de las
subunidades B y y puede modular tanto la actividad como el trafico intracelular del
receptor GABAa. Los resultados mostraron que el tratamiento con GABA produjo un
aumento de la fosforilaciéon de residuos serina de la subunidad y2. No se observaron
cambios en la fosforilacion de los residuos serina de la subunidad 32 ni en los residuos
tirosina de la subunidad y2 (Figura 21). Estos resultados sugieren que el
desacoplamiento estaria mediado por un aumento en el grado de fosforilacion del

receptor GABAA.

El residuo serina 327 de la subunidad y2 del receptor GABAA es sustrato de
fosforilacion por PKC (Brandon, Jovanovic et al. 2002; Kittler y Moss 2003; Song y
Messing 2005). El rol de PKC regulando la funcién del receptor GABAA es complejo
dependiendo de la sefial extracelular que active a la quinasa y de la isoenzima activada.
Ha sido demostrado en lineas celulares expresando receptores GABAa recombinantes,
que los ésteres de forbol producen una reduccién en la amplitud de las corrientes
evocadas por GABA mediante un mecanismo que probablemente involucre la
fosforilacion por PKC de los siguientes residuos 1 S409, 32 S410 y y2 S327. Este proceso
es independiente de cambios en la expresion en la superficie de los receptores
(Kellenberger, Malherbe et al. 1992). Sin embargo, el tratamiento de neuronas de
hipocampo con BDNF (factor neurotrofico derivado del cerebro) aumenta
transitoriamente las corrientes del receptor GABAa y este efecto se correlaciona con la

fosforilacién de la subunidad 33 (S408/S409) del receptor por PKC (Jovanovic, Thomas et
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al. 2004). La activacion de PKC por ésteres de forbol también puede regular el trafico
intracelular de los receptores GABAa pero el mecanismo aparentemente es independiente

de la fosforilacion de las subunidades del receptor (Song y Messing 2005).

La accién de PKC también parece regular la sensibilidad del receptor GABAa a sus
moduladores alostéricos. En particular, ha sido demostrado que la fosforilacion del
receptor GABA4 por varias isoformas de PKC media los efectos del etanol sobre la funciéon

del receptor (Kumar, Porcu et al. 2009).

Por lo tanto, nuestros resultados podrian indicar que la fosforilacion de la
subunidad y2 del receptor GABAa, probablemente por PKC, es inducida por la breve
activacion del receptor por GABA y forma parte del mecanismo del desacoplamiento
entre los sitios de uniéon a GABA y benzodiacepinas. El rol de la activaciéon de PKA en el
desarrollo del desacoplamiento no ha podido ser esclarecido en este trabajo pero es
posible que esta via de sefializacién forme parte del mecanismo de regulacién de la

composicion de subunidades del receptor GABAa.

5. Regulacion de la expresion de la subunidad a3 del receptor GABAa

Estudios previos demostraron que la inhibicién de VGCC de tipo L inhibe la
disminucién en el nimero de receptores luego de un tratamiento crénico con GABA, pero
no previene el desacoplamiento inducido por la exposicién crénica y breve al
neurotransmisor. Es por eso que se utilizé a la nifedipina (un inhibidor de los VGCC de
tipo L) como herramienta para investigar la relacion entre la reduccion en los niveles de
ARNm de la subunidad a3 del receptor y el fenémeno de desacoplamiento, en forma
independiente al proceso de regulacion del nimero de receptores. Los resultados

obtenidos (Figura 22) demostraron que la disminucioén inducida por la breve exposicion a
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GABA en los niveles de ARNm de la subunidad a3 es prevenida por la inhibicién de los
VGCC de tipo L y por lo tanto no contribuiria en forma importante al desarrollo del
desacoplamiento. Estos resultados sugieren que esta reduccion representa el comienzo
del proceso de regulacion del niimero de receptores que requeriria un mayor tiempo de
exposicién al neurotransmisor para completarse. Por lo tanto, el mecanismo del
desacoplamiento podria estar mediado principalmente por un cambio a nivel de la
traduccion, estabilidad de la proteina y/o ensamblado de la subunidad a3 que no
dependeria de la activacion de los VGCC de tipo L. La importancia de la regulacion de la
traduccion y/o estabilidad de las proteinas ha sido demostrada por evidencias indicando
una escasa correlacion entre los niveles de ARN mensajero y de proteina para numerosos
genes (Gygi, Rochon et al 1999). Nuestros resultados estan de acuerdo a los
experimentos realizados por Holt, Bateson et al (1999) que demostraron que el
desacoplamiento no esta correlacionado temporalmente con la regulacion de los niveles

de ARNm de las subunidades del receptor GABAa.
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Los resultados obtenidos indican que la activaciéon durante varios minutos del
receptor GABAas por GABA en condiciones fisioldgicas desencadenaria un proceso
regulatorio que se manifiesta horas mas tarde como una reduccién en el acoplamiento
entre los sitios de uniéon a GABA y benzodiacepinas, sin cambios en el nimero de
receptores. El mecanismo que desencadena el desacoplamiento es complejo y

probablemente es el resultado de mas de un proceso regulatorio.

El desacoplamiento involucraria un cambio en la combinacién de subunidades a del
receptor, las cuales son importantes para determinar el grado de interacciéon entre los
sitios de unién de GABA y benzodiacepinas. Esta alteracion se produciria por una
reduccion en el porcentaje de receptores conteniendo la subunidad a3. Por otro lado, el
desarrollo del desacoplamiento inducido por GABA estaria también mediado por un
aumento en el grado de fosforilacion de un residuo serina de la subunidad Y2,
probablemente a través de la activacion de PKC. Es posible, que la contribucién de estos
dos mecanismos regulatorios actuando en forma concertada produzca el fendmeno de

desacoplamiento.

Si bien las vias de sefializacién intracelulares responsables del mecanismo del
desacoplamiento no se conocen aun, nuestros resultados sugieren que este proceso
regulatorio es iniciado por una aumento en la internalizacidon de receptores GABAa que
actuarfa como una sefial para desencadenar los procesos que conducirian finalmente a

una alteracion en la funcion de los receptores.
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