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Resutnen 

El ácido y aminobutírico (GASA) es el principal neurotransmisor inhibidor 

del sistema nervioso responsable de la regulación de múltiples circuitos 

neuronales, entre los que se encuentra el sistema GnRHérgico. El sistema 

GnRHérgico está constituido por un grupo de neuronas que sintetizan a la 

hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). La GnRH se encarga de 

modular la síntesis y la secreción de la hormona estimulante de los folículo 

(FSH) y de la hormona luteinizante (LH}, las cuales participan en la maduración 

y liberación del esperma en el macho y de los óvulos en la hembra. 

Recientemente se ha sugerido que el GASA tiene un papel dinámico 

durante el desarrollo sexual en los mamíferos. Algunos experimentos 

desarrollados en primates no humanos sugieren que en el periodo previo a la 

pubertad, el sistema GASAérgico ejerce una inhibición tónica sobre el sistema 

GnRHérgico. Por el contrario, durante la pubertad esta inhibición tónica 

disminuye permitiendo que las neuronas GnRHérgicas aumenten la secreción de 

GnRH. Los estudios anatómicos realizados en rebanadas de hipotálamo de rata 

muestran que las neuronas GASAérgicas inervan directamente a las 

GnRHérgicas. Además, los experimentos realizados en neuronas GnRHérgicas 

inmortalizadas (denominadas GT1) y en cultivos de neuronas hipotalámicas, han 

demostrado que la aplicación de GABA tiene un efecto bifásico sobre la 

secreción de GnRH, es decir, produce una fase estimulante rápida pero 

transitoria, seguida por una fase de inhibición tónica de la liberación de esta 

hormona. 

El efecto estimulante del GASA en las células GT1 ha sido bien 

caracterizado y se sabe que está mediado por el receptor GASAA, que al ser 

activado provoca una corriente saliente de cr que despolariza la membrana. Sin 

embargo, la fase de inhibición no ha sido estudiada en detalle, pero estudios 

previos sugieren que el receptor GASA8 podría estar involucrado en esta fase. 

Se sabe que los receptores GASA8 están acoplados a una proteína G inhibitoria 



(Gv0 ), que tiene la capacidad de modular la actividad de la adenilato ciclasa y de 

los canales de K+ (tipo GIRK) y Ca2 +dependientes de voltaje. 

El objetivo de esta tesis fue probar si la activación del receptor GABAe 

era capaz de disminuir la concentración de AMPc y regular la entrada de Ca2
+ 

provocada por la despolarización de la membrana en células GT1. 

Para determinar si la presencia de GABA modifica la concentración de 

AMPc, se incubaron células GnRHérgicas GT1-7 en diferentes concentraciones 

de GASA (1 nM-10 µM). Esta manipulación provocó la disminución de la 

acumulación de AMPc de manera dependiente de la concentración. El efecto fue 

bloqueado por bicuculina y mimetizado por muscimol pero no por baclofén. Con 

el objeto de analizar el efecto del GABA sobre la entrada de Ca2 + provocada por 

la despolarización con alto K+, las células GT,_7 fueron incubadas con fura-2 AM, 

y expuestas a una solución despolarizante (35 mM K+) en ausencia o presencia 

de GASA. La estimulación con alto K+ provocó un cambio transitorio de Ca2 + de 

hasta 150 nM. Por el contrario, cuando este estímulo se aplicó en presencia de 

GABA (1 O µM) o muscimol (1 O µM), la amplitud del transitorio de Ca2 + se redujo 

hasta en un 50°/o. Este efecto inhibitorio fue bloqueado por forskolina (20 µM) y 

por 8-Sr-AMPc (1 mM). 

El principal hallazgo de esta tesis es que el GABA inhibe la formación de 

AMPc en las células GT1.7 a través de la estimulación del receptor GABAA y no 

del receptor GABAe. El mecanismo molecular de acción a través del cual el 

receptor GASAA disminuye la concentración de AMPc queda por ser 

determinado. Además se observó que la estimulación del receptor GABAA 

regula la entrada de Ca2 + en las células GT 1-7 cuando estas son despolarizadas 

y que el efecto del GABA sobre la amplitud del transitorio de Ca2 + evocado por la 

despolarización es bloqueado al inducir un aumento de la concentración 

intracelular de AMPc. En conclusión, en esta tesis se demostró por primera vez, 

que la estimulación del receptor ionotrópico GASAA de las neuronas 

GnRHérgicas, es capaz de inhibir la formación de AMPc y modificar la amplitud 

del transitorio de Ca2 + provocado por la despolarización de la membrana. 

Además, se observó que la activación del receptor GABAs, no modifica la 
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concentración de AMPc y tampoco modula la entrada de Ca2
+ en las células 

cuando estas son despolarizadas. El mecanismo molecular por el cual la 

activación del receptor GABAs inhibe la secreción de las células GT,.7 queda por 

ser determinado. 
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ABSTRACT 
Gamma-aminobutyric acid (GABA) has been implicated in the regulation 

of reproduction, particularly in the developmental modulation of gonadotropin­

releasing hormone (GnRH) secretion. GnRH neurons are innervated by GABA­

containing processes, and the administration of GABA stimulates and inhibits 

.GnRH secretion in vivo and in vitre. We have previously shown that GABA can 

exert both of these actions in sequence, by acting directly on immortalized GnRH 

neurons. While the stimulation is the result of a GABA(A) receptor-mediated 

depolarization of the plasma membrane, the mechanism involved in the delayed 

inhibition is the subject of the present investigation. GABA (1 nM-10 microM) 

decreased the intracellular concentration of cyclic adenosine monophosphate 

(cAMP) in a dose- and time-dependent fashion. This effect was blocked by 

bicuculline and mimicked by muscimol but not by baclofen. To analyze the effect 

ot GABA on cellular excitability, we used fura-2 loaded GT1-7 cells. Activation of 

voltage-sensitive calcium channels by high K+-induced depolarization (35 mM) 

increased [Ca2+]i. GABA (1 O microM) and muscimol (1 O microM) reduced the 

amplitude of K+-induced [Ca2+]i transients. This inhibition was blocked by 

forskolin (20 microM) or 8-Br-cAMP (1 mM). Altogether, these r-esults show that 

GABA(A) receptors mediate a sustained inhibitor-y effect of GABA on GnRH 

neurons, and suggest the involvement of the cAMP pathway decreasing cellular 

excitability. 
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INTRODUCCIÓN 

La reproducción es una función de vital importancia para las especies ya 

que hace posible su continuidad a lo largo del tiempo. Gracias a la reproducción 

sexual, los cambios genéticos que ocurren en los individuos son heredados a las 

generaciones posteriores para ser fijados en la población. La reproducción es 

entonces la base de la evolución biológica. 

En los mamíferos la reproducción está influida por factores provenientes 

del ambiente externo que son integrados en el sistema nervioso central, lo que 

permite la coordinación de la actividad reproductora con condiciones 

ambientales adecuadas para el desarrollo de las crías. Los factores ambientales 

que afectan la reproducción son entre otros: la duración del fotoperiodo, la 

temperatura, la disponibilidad de alimento y la receptividad del sexo opuesto. 

Además existen factores internos como el metabolismo, la cantidad de grasa y 

las emociones, que también tienen una influencia determinante sobre la 

reproducción {Fink, 1988). 

En el control de la reproducción intervienen una gran cantidad de factores 

endocrinos, los cuales establecen complejas redes de comunicación entre si. Sin 

embargo, el control central de la función reproductora reside en ciertos núcleos 

de la bas:S,,del cerebro, en la hipófisis y en las gónadas, por lo que se habla de 

un eje hipotálamo-hipófisis-gónadas. Además, existen asas de retroalimentación 

positiva y' niiciativa de hormonas a todos los niveles que informan al sistema el 

grado de fu~bionamiento del mismo {ver figura 1 ). 

En, las:; últimas tres décadas, el conocimiento del control neuroendocrino 

de la funci~r;i_.gonadal ha avanzado significativamente. Actualmente sabemos 

que la , proteína que controla al eje reproductor es la hormona liberadora de ' -> ... ,·- ' ~ 

gonadotrópirí'as, también conocida como GnRH. Esta hormona es fundamental 

en la_ regulación del eje hipotálamo-hipófisis-gónadas, ejemplo de ello es el 

f.i,' 
L....,. __ . 
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Figura 1. Diagrama que esquematiza el control del ciclo ovárico por la hormona folfculo estimulante 
(FSH) y la hormona luteinizante, (LH) ambas son secretadas por la glándula pituitaria. La secreción 
de estas hormonas es modulada por la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). decapéptido 
secretado por neuronas hipotalámicas hacia el sistema portal hipofisal. La secreción de la GnRH está 
influida por factores internos y externos, los cuales son procesados por el cerebro. Este sistema está 
regulado por asas de retroalimentación positiva y negativa. En el control de estas asas de retroalimentación 
se encuentran involucrados los estrógenos y la progesterona, los cuales son secretados por el ovario. Los 
estrógenos y la progesterona actúan sobre el útero preparando al endometrio para la implantación del 
cigoto (Tomado de Fink, 1988). 
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hecho de que una mutación del gen que codifica para la GnRH impide el 

funcionamiento gonadal, el cual puede ser restaurado por el transplante de tejido 

fetal, terapia génica o la implantación de cápsulas liberadoras de análogos de la 

GnRH (Gibson et al., 1991; Masan et al., 1986; Sheffield et al., 1989). A pesar 

del conocimiento acumulado hasta ahora sobre la GnRH, el control que ejercen 

los distintos neurotransmisores sobre la secreción de este péptido es difícil de 

abordar experimentalmente, ya que la población de neuronas GnRHérgicas de 

los mamíferos es escasa (entre 1000 y 3000 células), además de que éstas se 

encuentran anatómicamente dispersas, por lo cual el acceso experimental es 

limitado. El desarrollo de nuevas técnicas de manipulación genética en la 

década pasada hizo posible inmortalizar y aislar neuronas hipotalámicas 

sintetizadoras de GnRH derivadas de un ratón transgénico (Mellan et al., 1990). 

Estas células conocidas como GT han mostrado ser una importante herramienta 

para entender el control que ejercen los diferentes neurotransmisores sobre la 

secreción de la GnRH. 

La presente tesis es una contribución al entendimiento del efecto que 

ejerce el neurotransmisor inhibitorio más importante del SNC, el ácido y amino 

butírico (GASA), sobre las neuronas hipotálamicas inmortalizadas secretoras de 

GnRH. 
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Sistema neuroendocrino: eje hipotálamo-hipófisis-gónadas 

Hipotálamo 

El hipotálamo abarca la región del quiasma óptico hasta el borde caudal 

de los cuerpos mamilares. En dirección rostral, pasa sin demarcación nítida 

hacia el área olfatoria basal. La región que está situada inmediatamente por 

delante del quiasma y se extiende hasta la lámina terminal se denomina área 

preóptica. En dirección caudal el hipotálamo se fusiona con la sustancia gris del 

mesencéfalo (ver figura 2). Toda la región hipotálamica está ocupada por una 

matriz difusa de células, en la cual se encuentran masas nucleares más o 

menos diferenciadas. La región preóptica constituye la sustancia gris 

periventricular de la parte más rostral del tercer ventrículo. El núcleo preóptico 

periventricular circunda las paredes del tercer ventrículo en la región del 

retroceso preóptico (Carpenter, 1998). El núcleo preóptico medial, compuesto 

por células predominantemente pequeñas se encuentra en situación lateral al 

núcleo preóptico periventricular y se extiende en dirección ventral hacia el 

quiasma óptico. El núcleo preóptico lateral, se encuentra rostral en relación con 

el área hipotálamica y está compuesto por células de tamaño mediano dispersas 

(lversen et al., 2000). El hipotálamo tiene conexiones extensas y complejas. 

Algunas fibras están organizadas en haces definidos y notorios, en tanto que 

otros son difusos y difíciles de localizar. 

Conexiones aferentes 

Las conexiones aferentes del hipotálamo que se han identificado son: 1) 

el fascículo prosencefálico medial, el cual es un grupo complejo de fibras que 

son originadas en las regiones básales olfatorias, núcleos septales, región 

amigdalina, sustancia inominata y complejo amigdalino. 2) Las fibras hipocampo­

hipotál~Íliicas que provienen del núcleo septal y de los núcleos mamilares 

medial yJateral. 3) Las aferentes reticulares del tronco encefálico, que ascienden 

al hipotálamo a través del pedúnculo mamilar y del fascículo longitudinal dorsal. 

4) Las fibras retinohipotalámicas que se originan en las células ganglionares y 

proyectan de manera bilateral al núcleo supraquiasmático y al área preóptica. 

TESIS CON 4 
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Figura 2. A) Corte transversal de cerebro humano donde se muestran las principales estructuras que 
conforman el hipotálamo. B) Corte sagital del hipotálamo que muestra las tres reglones en las que se divide 
el hipotálamo para su estudio. en orden rostro caudal aparecen: el área preóptica. el hipotálamo medial y el 
hipotálamo posterior. (Tomado de lversen 2000). 
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Conexiones eferentes 

Las conexiones eferentes del hipotálamo parecen ser parte recíproca de 

los sistemas aferentes. Las proyecciones hipotalámicas eferentes se dividen en 

cuatro categorías: 1) las fibras que salen a través del fascículo, 2) las fibras de 

neuronas secretoras que conducen las hormonas hacia la neurohipófisis, 3) las 

fibras originadas en los núcleos mamilares que se proyectan al grupo nuclear 

anterior del tálamo. 4) Las fibras que proyectan hacia el tronco encefálico inferior 

y médula espinal, las cuales actúan sobre el control de las funciones autónomas 

del tronco encefálico inferior (lversen et al., 2000). 

Sistema portal hipofisiario 

La hipófisis está irrigada por dos grupos de arterias, ambas procedentes 

de la arteria carótida interna. La arteria hipofisiaria superior forma un anillo 

alrededor de la parte superior del tallo hipofisiario. La arteria hipofisiaria inferior 

forma un anillo alrededor del lóbulo posterior y emite ramas al infundíbulo 

interior. Ambos grupos arteriales ingresan al tallo hipofisiario y se dividen en 

varias sinusoides. La sangre de estas sinusoides confluye en los vasos portales 

hipofisiarios, los cuales pasan al lóbulo anterior de la hipófisis, región que recibe 

toda su irrigación sanguínea a través de estos vasos. Las evidencias anatómicas 

y fisiológicas indican que el hipotálamo influye sobre el lóbulo anterior mediante 

la liberación de las hormonas hipotalámicas que viajan a través del sistema 

portal hipofisiario hacia el lóbulo anterior (Carpenter, 1998). 

Hipófisis 

La hipófisis es un núcleo compuesto de elementos neurales y epiteliales 

situado sobre una estructura ósea en la base del cráneo denominada silla turca, 

la cual está cubierta por un pliegue circular de la duramadre, llamado tienda de 

la hipófisis. La hipófisis se divide en dos grandes partes: la neurohipófisis, que 

incluye al tallo infundibular y al proceso infundibular o lóbulo neuronal, y la 

adenohipófisis que es la parte glandular de la hipófisis e incluye a la pars 

tuberalis, la pars intermedia y la pars dista/is. 

, .. ,..~,-"' ¡ 
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Figura 3. Varios grupos neuronales del hipotálamo participan en el control de la pituitaria. (5) Representa 
las neuronas peptidérgicas que sintetizan y liberan oxitocina y vasopresina a la circulación general. (3.4) 
son neuronas que secretan hormonas a la circulación del plexo capilar del sistema portal hipofisial. (2) 
Representa las neuronas que regulan la secreción de las neuronas peptidérgicas a través de contactos axo· 
axónicos o axo-somáticos (1) (Tomado de lversen, 2000). 

La parte neural de la hipófisis o neurohipófisis se desarrolla a partir del 

piso del diencéfalo y está formada por axones que se originan de las neuronas 

magnocelulares de los núcleos paraventricular y supraóptico del hipotálamo, las 

cuales sintetizan, almacenan y secretan oxitocina, vasopresina, galanina y 

neuropéptido Y, entre otros. Las terminales nerviosas de la neurohipófisis liberan 

hormonas en los vasos sanguíneos que forman el sistema portal hipofisiario e 

irrigan a la adenohipófisis, donde regulan la secreción de otras hormonas (ver 

figura 3) (lversen et al., 2000). La porción glandular de la hipófisis o 

adenohipófisis proviene embriológicamente de una evaginación del tejido 

ectodérmico derivado de la boca primitiva, llamada bolsa de Ratke. Contiene 

células epiteliales que sintetizan hormonas y las secretan en los capilares 

cercanos. Estos capilares están unidos por adenosomas y uniones estrechas, lo 

cual facilita que otras hormonas provenientes del hipotálamo o de otras 

glándulas distantes puedan llegar a la adenohipófisis. 

C¡C .--. :- -------·- - --,,-
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La adenohipófisis secreta hormonas peptídicas clásicas como la hormona 

estimulante de la tiroides o tirotropina (TSH), hormona estimulante de los 

folículos =(f'"SH), hormona luteinizante (LH), prolactina (PRL), hormona del 

crecirriie;,to'(GH), hormona adrenocorticotrófica (ACTH), hormona estimulante 

de los melanocitos (MSH), además de otros neuropéptidos y mensajeros 

químicos. Cada hormona es sintetizada y liberada por un grupo específico de 

células, que se nombran según la hormona que sintetizan. A las células que 

sintetizan la FSH y LH se les llama gonadotropos (Carpenter, 1998). 

Gonadotropos 

Los gonadotropos son células adenohipofisiarias que producen y secretan 

LH y FSH. Solo el 10% de estas células contienen LH, el otro 10º/o contiene FSH 

y el 80°/o restante contiene ambas hormonas. 

La LH y la FSH son glucoproteínas, con un peso molecular de entre 28 y 

29 kDa, formadas por dos subunidades llamadas a y 13, que se encuentran 

unidas por enlaces no covalentes. La subunidad a. es común en ambas 

hormonas, mientras que la subunidad J3 es específica de cada una de ellas. Las 

subunidades están glucosiladas con carbohidratos como N-galactosamina y N­

acetil glucosamina. Estas modificaciones post-traduccionales, permiten a los 

receptores reconocer los distintos tipos de hormona (Peters, 1989). 

La secreción de estas hormonas es estimulada por la GnRH, aunque 

aparentemente esta tiene un mayor efecto sobre la liberación de la LH que de la 

FSH (Clarke y Cummins, 1982). La GnRH también estimula la síntesis del ANA 

mensajero que codifica para las subunidades de estas dos hormonas. 

Los gonadotropos presentan receptores para GnRH en sus membranas, 

que están acoplados a la activación de canales de Ca2
+, entre otras vías de 

segundos mensajeros. Se ha observado que después de aplicar una pequeña 

dosis de GnRH a los gonadotropos, estos presentan una respuesta mucho 

mayor a una segunda dosis, es decir, la GnRH sensibiliza a los gonadotropos 

(Fink, 1988). 

,-------------.-... ' 
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Gónadas 

La producción de los gametos, así como la secreción de los esteroides 

sexuales se llevan a cabo en las gónadas. Los esteroides sexuales tienen 

efectos sobre las gónadas regulando principalmente la gametogénesis. Además 

tienen una gran cantidad de efectos extragonadales, por ejemplo, coordinan los 

cambios en el útero, vagina y glándulas mamarias en la hembra como 

preparación para la cópula, fertilización e implantación, son los responsables de 

la aparición y mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios, y también 

modulan la conducta sexual y la libido. Los esteroides gonadales forman asas de 

retroalimentación tanto positivas como negativas a nivel hipotálamico e 

hipofisiario regulando así, directamente o indirectamente la secreción de GnRH, 

LH y FSH (Fink, 1988). 

Las células de las gónadas tienen receptores a LH y FSH, los cuales 

modulan distintas funciones en estos órganos. En los machos, la FSH actúa en 

el testículo sobre las células de Sertoli estimulando la espermatogénesis, 

mientras que la LH actúa principalmente sobre las células de Leyding, 

estimulando la producción de testosterona y estradiol. Por otro lado, en las 

hembras la FSH estimula a las células de la granulosa en el ovario, induciendo 

el desarrollo de los folículos. La LH promueve la síntesis de estradiol, 

progesterona y testosterona, en las células de la granulosa, células de la teca y 

células lúteas. Además, la LH promueve la ovulación mediante la degradación 

del folículo de Graff por medio de la activación de proteasas séricas (Fink, 1998). 

Neuronas GnRHérgicas 

Origen embriológico 

El origen y migración de las neuronas GnRHérgicas se ha estudiado en 

el embrión de pollo con mayor detalle que en otras especies. En esta especie, 

las neuronas GnRHérgicas se diferencian a partir de la placa olfatoria (Silverman 

et al., 1994). La mayoría emerge del ciclo mitótico en el día 1 O de gestación y 

comienzan a expresar el precursor de la GnRH en el día 11, aunque alcanzan la 

madurez bioquímica hasta después, y por lo tanto procesan el precursor hasta el 

9 



día 14 (Silverman et al., 1994, Muske, 1993). Entre los días 12 y 16 las células 

penetran en el cerebro ventromedial anterior y migran caudalmente para llegar a 

las áreas hipotalámicas septal, preóptica y anterior. Una vez allí, se intercalan 

con poblaciones heterogéneas de neuronas y glía. Durante su migración 

elaboran procesos axonales que llegan a la eminencia media en el día 14 

(Silverman et al., 1994). En el día 12, el número de neuronas GnRHérgicas en el 

septo nasal es similar al que se observa en el cerebro adulto, lo que sugiere que 

esta población da lugar a todas las células GnRHérgicas del sistema nervioso 

central, con la posible excepción de algunas ubicadas en el cerebro medio 

(Schwanzel-Fukuda, 1999). 

Distribución de las neuronas GnRHérgicas 

La distribución de las neuronas GnRHérgicas parece tener una gran 

similitud entre las distintas clases de vertebrados, lo que sugiere que estos 

sistemas neuronales son estructuras filogenéticamente antiguas y conservadas 

(Muske, 1993). 

Las células GnRHérgicas no están agrupadas en núcleos segregados, 

sino se encuentran dispersas en varias divisiones citoarquitectónicas. En la 

mayoría de las especies, forman un continuo difuso en forma de arco, desde la 

banda diagonal de Broca en el telencéfalo hasta el núcleo de la estría terminalis 

y otras áreas diencefálicas incluyendo el área periventricular, las áreas 

preópticas medial y lateral, hipotálamo anterior y la zona retroquiasmática. 

También incluye las zonas del núcleo supraóptico y algunas áreas dorsales de 

éste. Estas neuronas son escasas y su número no rebasa las dos mil células 

(Silverman, 1988). 

Síntesis y secreción de GnRH. 

La hormona liberadora de gonadotropinas fue aislada originalmente a 

partir de hipotálamos porcinos y ovinos. A pesar de que la GnRH activa resultó 

ser un decapéptido, estudios bioquímicos e inmunocitoquímicos adicionales 

revelaron que éste es biosintetizado como parte de un precursor mayor de 

1 ,., :·· ' ----1 
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aproximadamente 1 O kDa de tamaño (Gautron et al., 1981 ). La secuencia 

correspondiente a la GnRH está precedida por un péptido señal. En el segmento 

carboxilo terminal del precursor hay una secuencia que codifica para un péptido 

de 56 aminoácidos, al que se le denomina péptido asociado a GnRH (GAP) 

(Seeburg y Adelman, 1984). El procesamiento del precursor de GnRH incluye la 

separación del GAP, la ciclización enzimática de la glutamina amino terminal, y 

la amidación de la glicina carboxilo terminal. 

En los grupos celulares del hipotálamo, se ha identificado la GnRH en 

vesículas granulares asociadas al aparato de Golgi. Se propuso entonces, con 

base en evidencia morfológica, que la GnRH es sintetizada en polisomas en el 

cuerpo celular, empaquetada en vesículas en el aparato de Golgi y transportada 

dentro de estas por el axón, para ser almacenada en la terminal axónica y ser 

liberada en respuesta a la estimulación apropiada (Fink, 1988). 

La GnRH es liberada hacia los vasos portales hipofisiarios, y llevada así a 

la hipófisis anterior en donde estimula la producción y secreción de la LH y FSH 

en los gonadotropos. La secreción de GnRH en la sangre del sistema portal 

hipofisiario se da de forma pulsátil, con intervalos distintos en las diferentes 

especies estudiadas, variando entre 30 minutos y 3 horas (Levine et al., 1982). 

Aparentemente, la liberación pulsátil de la GnRH es necesaria para la respuesta 

adecuada de la hipófisis, ya que la administración continua de GnRH a células 

hipofisiarias de rata abate la secreción de LH y FSH (Smith y Vale, 1981 ). 

Se ha demostrado que la LH es secretada por la hipófisis también en 

forma pulsátil, en respuesta a los pulsos de GnRH. Por ejemplo, en la oveja, los 

pulsos de LH presentan una clara sincronía con los de la GnRH y las amplitudes 

de ambos se correlacionan adecuadamente (Clarke y Cummins, 1982). Por lo 

tanto, medir la secreción de LH en la sangre es un método sencillo para medir 

indirectamente la secreción de la GnRH. 

En general se acepta que la GnRH es liberada por las terminales de la 

eminencia media en el espacio perivascular de los capilares fenestrados del 

sistema portal hipofisiario a través del órgano vasculoso de la lámina terminal, 

que es un órgano altamente vascularizado y recibe un considerable número de 

l 1T•T¡'C11': 
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axones inmunorreactivos a GnRH del área preóptica. Además de la secreción de 

GnRH en el plexo proximal del sistema porta, se ha propuesto otro sistema de 

transporte en el que la hormona es secretada al líquido cerebro espinal 

periventricular y llevada a los capilares portales vía las células ependimales en la 

base del tercer ventrículo (Cramer y Barraclough, 1975). 

Neuronas GnRHérgicas inmortalizadas 
Debido a la localización difusa y al escaso número de células 

GnRHérgicas, así como al gran número de factores que intervienen en su 

regulación, los estudios in vivo han resultado difíciles de realizar e interpretar. 

Los cultivos primarios para estudios in vitro tienen también la gran desventaja de 

ser cultivos heterogéneos, en donde intervienen muchos factores no 

controlables. Con el uso de estos modelos experimentales no es posible conocer 

si los distintos neuromediadores estudiados actúan directamente sobre las 

células GnRHérgicas o lo hacen a través de interneuronas que a su vez 

interactúen con estas. Más aún, en este tipo de estudios no se han determinado 

las vías de señalización intracelular que activan los diferentes moduladores para 

regular la secreción de GnRH ni los receptores involucrados en esta regulación. 

Este problema se ha solucionado, al menos en parte por el desarrollo 

de líneas celulares GnRHérgicas inmortalizadas por medio de la técnica de 

generación de tumores genéticamente dirigida. 

La técnica de tumorigénesis genéticamente dirigida consiste en la 

inducción de un tumor de un tipo celular determinado en algún organismo. Esto 

se puede lograr en ratones transgénicos, mediante la construcción de una 

secuencia de DNA que comprende a un oncogén ligado a la secuencia 

promotora de un gen que normalmente se expresa sólo en el tipo celular que se 

quiere transformar (por ejemplo la región reguladora activa en un tejido 

específico). Esta técnica se ha utilizado para inmortalizar células f3-pancreáticas 

y gonadotropos adenohipofisiarios (Hanahan, 1985; Windle et al., 1990). A 

finales de la década de los ochentas este mismo método fue utilizado para 

inmortalizar neuronas secretoras de GnRH (Mellan et al., 1990). 
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De esta manera, la expresión del oncogén está ligada a la expresión del 

gen elegido, y restringida por la activación de la secuencia reguladora 

escogida. Esta construcción es introducida en cigotos en la fase de una sola 

célula. Posteriormente, los cigotos son reimplantados en madres pseudo 

embarazadas, y se examinan los productos al nacer para determinar en cual de 

ellos existe la expresión del transgén. Los individuos que lo expresen, 

desarrollarán probablemente un tumor en el tejido donde se expresa la 

secuencia reguladora ligada al oncogén. En ese caso, el tumor es extirpado y 

sus células se disocian. A partir de algunas de ellas se pueden establecer 

líneas celulares inmortalizadas, que expresan el oncogén de manera 

constitutiva. 

En 1990, Mellan y colaboradores utilizando esta técnica en ratones 

transgénicos, desarrollaron tres líneas neuronales hipotalámicas inmortalizadas, 

secretoras de GnRH. Para ello, se construyó un gen híbrido que contiene al 

promotor del gen de GnRH en la región 5', ligado al encogen antígeno T del virus 

de simio 40 (SV40). Este gen híbrido se inyectó en el pronúcleo de cigotos 

fecundados de ratón y estos a su vez fueron transferidos al oviducto de ratonas 

pseudo-embarazadas. De este modo se crearon ratones transgénicos estériles, 

Uno de ellos desarrolló un tumor hipotalámico. El tumor fue extraído y 

dispersado, mostrando que sus células eran heterogéneas e incluían fenotipos 

neurales y gliales. 

Después de 6 meses de subcultivos para separar a las células gliales de 

las neuronales por distintas propiedades de adherencia al substrato, se 

estableció una población celular pura a la que se llamó GT1, que se clonó por 

diluciones seriales, con lo que se logró establecer tres líneas clonales, 

identificadas como GT1-1. GT1.3 y GT1.7. 

Todas estas líneas expresan el RNAm de GnRH y del antígeno T y 

presentan un fenotipo neuronal, que incluye la extensión de neuritas y la 

expresión de marcadores neuronales como la enolasa neuroespecifica y 

proteínas de neurofilamentos de 68 kDa. Además expresan RNAm de proteínas 

especificas de membranas sinápticas como la VAMP-2 y la SNAP-25. Estas 

e ____ _ ---_----¡ 
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líneas celulares no expresan marcadores gliales como la proteína acídica fibrilar 

glíal o la proteína básica de mielina (Mellan et al., 1990). 

Las células GT1 procesan al precursor de GnRH hacia varias formas 

moleculares incluyendo la GnRH biológicamente activa, y el péptido asociado a 

GnRH (GAP) (Weiner et al., 1992). Las líneas neuronales GT1 secretan GnRH 

en respuesta a la despolarización con veratridina, es decir, presentan canales 

rápidos de Na+ (Mellan et al., 1990). Además, secretan GnRH espontáneamente 

de manera pulsátil y sincrónica, lo cual sugiere que la secreción pulsátil de 

GnRH es una propiedad inherente a las células GnRHérgicas, y no es 

provocada por otros neuromediadores (Wetsel et al., 1992; Martínez de la 

Escalera et al., 1992a; Krsmanovic et al., 1992). La sincronización de los pulsos 

de GnRH in vitro puede darse gracias a los contactos intercelulares que se 

observan entre las células GT-1 (Wetsel et al., 1992), pero se ha observado que 

al cultivar estas células en dos placas separadas, se dá también una 

sincronización entre éstas, lo que sugiere que existe un mediador químico 

difusible que interviene en dicha sincronización (Martínez de la Escalera et al., 

1992a). Este mediador podría ser la misma GnRH, ya que las células GT-1 

expresan receptores para esta hormona, y su activación produce un aumento en 

el Ca2
+ intracelular así corno un aumento transitorio de la secreción de GnRH, 

seguido de una supresión de la secreción basal (Krsmanovic et al., 1993). 

El desarrollo de estas líneas neuronales inmortalizadas ha permitido el 

estudio directo de la biología celular y molecular de las células GnRHérgicas, así 

como su electrofisiología, bioquímica y la regulación que se ejerce sobre la 

síntesis y secreción de sus productos. En resumen, las líneas GT-1 representan 

un modelo experimental sumamente útil en el estudio de la neuroendocrinología 

de la reproducción y la comunicación neuroendocrina. Sin embargo, los 

resultados obtenidos con las células GT-1 deben ser interpretados con cierto 

cuidado, ya que son células transformadas, que podrían no reflejar 

completamente la naturaleza de las células GnRHérgicas in vivo. 
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Regulación de la secreción de GnRH. 
Como se ha mencionado, las células GnRHérgicas reciben una gran 

cantidad de estímulos provenientes del cerebro anterior, medio y posterior que 

regulan la secreción de GnRH al sistema porta hipofisiario. La secreción de 

GnRH es regulada por un gran número de neuromediadores, que incluyen 

neurotransmisores clásicos como las monoaminas, la histamina, aminoácidos 

excitadores (L-Glutamato) e inhibidores como el ácido y aminobutírico (GABA) y 

una amplia lista de neuromediadores peptídicos, entre los que se encuentran los 

péptidos opioides, la endotelina, la hormona liberadora de tirotrofina, la sustancia 

P, el neuropéptido Y, e incluso la propia GnRH en un mecanismo de asa de 

retroalimentación ultracorta, además de otras hormonas como los esteroides 

gonadales (Terasawa, 1998). 

Receptores GABAérgicos. 

El GABA es uno de los principales neurotransmisores inhibidores en el 

sistema nervioso de vertebrados. El GABA activa tres diferentes clases de 

receptores, denominados GABAA, GABA9 y GABAc (Bormann, 1988; 2000). 

Receptores GABAA 

El receptor GABAA controla la inhibición rápida sináptica en el sistema 

nervioso central (Olsen et al., 1999). Este receptor pertenece a una superfamila 

de receptores acoplados a un canal de cr, cuya apertura y cierre es controlada 

por la unión del neurotransmisor. El receptor GABAA está compuesto por 5 

subunidades. La combinación de las diferentes subunidades (las cuales son 

producto de la transcripción de genes independientes), brinda diversidad 

funcional al receptor GABAA. Existen 16 diferentes tipos de subunidades 

identificadas hasta ahora: a.(1-6), J3(1-4}, y(1-3}, 5(1) y p(1-2), lo que sugiere un 

número m,ux elevado de posibles combinaciones. Sin embargo, los estudios de 

ensamblaje muestran que existe una preferencia por cierto tipo de combinación 

de suburiidades (a.,J3,y) (Smith, 2001 ). 
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Figura 4. A) El receptor canal GABAA está constituido por 5 subunidades, cada subunidad contiene 4 
regiones transmembranales (1-4) representadas como cilindros con estructura a. hélice formado por 20 
residuos de aminoácidos hidrofobicos. Los cruces transmembranales están ligados por asas 
citoplasmáticas o extracelulares de residuos de aminoácidos hidrofilicos. B) Los sitios de unión se 
encuentran situados en porciones discretas de la parte extracelular del canal. Algunos de ellos pueden 
compartir la unión de más de un ligando. El receptor GABAA también está sujeto a la modulación alósterica 
de algunos depresores del sistema nervioso central como las benzodiazepinas y los anticonvulsionantes. 

Farmacología 

La farmacología del receptor GABAA es compleja, ya que las distintas 

subunidades pueden unir diferentes drogas, entre las cuales se incluyen 

convulsionantes, anticonvulsionantes, ansiolíticos, sedantes hipnóticos, 

relajantes· múscularesy:<:lnestésicos generales. Estos receptores son activados 

por GABj.\, :i~?g~ya,~ír,i,~ __ Y muscimol e inhibidos por bicuculina, gabacina 

(SR955S1):'y(~>.:J3~hi~rastiha (Bormann, 2000). El receptor GABAA es de gran 

importanci¡;¡ ya que; es· ;;1\~ncargado del control de la excitabilidad neuronal en el 

sistema nervios~ centrai'(Smith, 2001 ). 
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Receptores GASAs 

Los receptores GASA9 se encuentran ampliamente distribuidos en la 

presinápsis y ·postsinápsis de las neuronas de mamíferos, modulan la 

transmisión sináptica suprimiendo la secreción de neurotransmisores o 

hiperpolarizando a células postsinápticas (Kaupmann et al., 1997). Existen al 

menos dos tipos de isoformas conocidas denominadas GSR1 y GBR2. Los dos 

isotermas están constituidas por una proteína de membrana, la cual está 

acoplada a una proteína G que puede inhibir la formación de AMPc y la apertura 

de canales de Ca2
+, (Dolphin y Scott, 1986; Scholz y Miller, 1 991; Mintz y Sean, 

1993, Tatebayashi y Ogatal., 1992, Obrietan y van Den Poi, 1998), activar 

corrientes rectificantes de K+ (Sodickson y Sean 1996) o modular la activación 

de los receptores GASAA (Obrietan y van Den poi et al., 1998). Estudios 

recientes muestran que los receptores GABA9 necesitan dimerizarse para poder 

ejercer sus efectos fisiológicos (Kuner et al., 1999). 

Farmacología 

Los receptores GASAs son activados por GASA, (-)-baclofén, ácido 4-

amino-3(5-cloro-2-tienil}butanoico y 3-aminopropil(metil) ácido fosfínico (SKF 

97541) y son inhibidos por faclofén, saclofén y 2-hidroxisaclofén (Bormann, 

2000; Chebib y .Johonston, 1999). 

Receptores GABAc 

Los receptores GASAc están constituidos por varias isotermas de la 

subunidad p formando canales de cr. Estos receptores son activados por 

GASA y análogos de GASA como el ácido cis-4-aminocrotonico (CACA), y el 

ácido trans-4-aminocrotonico (TACA), son inhibidos por el ácido acético-4-

imidazo y TPNPA (Chebib y .Johnston, 1999), pero son insensibles a bicuculina, 

barbitúricos, benzodiazepinas y baclofen. Recientemente se ha propuesto que 

los receptores GASAc deben ser clasificados como un grupo especial de 

receptores GASAA (Sarnard et al., 1998). 



Papel fisiológico del GASA en la reproducción 

Los primeros estudios para tratar de relacionar la actividad GABAérgica 

con el control de la reproducción fueron realizados por Ondo en 1974, quien al 

inyectar GABA en el ventrículo lateral, observó un aumento en la concentración 

de LH. McCann y Rettori (1986) demostraron que el efecto estimulante del 

GABA podía ser bloqueado al ser coadministrado con bicuculina, un antagonista 

del receptor GABAA. Estas evidencias experimentales llevaron a postular que el 

GABA facilitaba la secreción de LH en la adenohipófisis. Sin embargo, Donoso y 

Banzan (1984) refutaron esta hipótesis al observar que la inyección 

intraventricular de GABA o inhibidores de la enzima que lo degrada, abolía el 

pico preovulatorio de LH. A partir de este momento, la mayoría de los reportes 

que aparecen en la literatura apoyan la hipótesis de que la aplicación de GABA o 

sus agonistas (muscimol y baclofen) inhibe la secreción de LH (Lamberts et al., 

1983; Donoso y Banzan 1984; 1986; Masotto et al., 1989; Jarry et al., 1991), 

mientras que la inyección intracerebral de antagonistas GABAérgicos (bicuculina 

y saclofén) produce un aumento en la concentración de LH (Hartman et al., 

1990; Akema y Kimura 1991) e incluso un aumento en la actividad eléctrica 

hípotalámica (Kimura et al., 1 993; Hiruma et al., 1994) 

En un intento por entender de manera dinámica cómo el GASA modula la 

secreción de LH, el grupo de Jarry y colaboradores midieron con la técnica de 

"push-pulf' la concentración de GABA en el área preóptica hipotálamica y 

determinaron de forma simultánea la concentración de LH en el suero de ratas 

ovarectomizadas y estrogenizadas. Los resultados obtenidos indicaron que 

durante el periodo previo al pico de secreción de LH, la concentración de GABA 

disminuía significativamente en el área preóptica (Jarry et al., 1988). 

A pesar de todas estas evidencias experimentales, se desconocía si el 

GABA ejercía sus efectos de manera directa o indirecta sobre la secreción de 

GnRH. El primer intento por esclarecer esta incógnita fué realizado por 

Nikolarakis y colaboradores (1988), quienes mostraron que al aplicar GABA a 

rebanadas de hipotálamo de rata, aumentaba la secreción de GnRH. El aumento 

podía ser mimetizado por isoguvacina (un agonista de los receptores GABAA) 

r n :,.-, ---,/ 
' ... ' ~.. ;~ ij_J 18 



pero no por e.1 baclofen (agonista de receptores GABAs). Además observaron 

que al coadministra; - tetradotoxi~a y GABA la secreción basal de GnRH 

disminuía:•_ Estos d~tos llevaron a sugerir que el GABA podría ejercer un efecto 
. '~ ' 

estimuiante'~en'':el soma y un efecto inhibidor en las terminales axónicas de las 

neuronas GnRHérgicas. Masotto y colaboradores (1989) obtuvieron resultados 

similares al incubar con GABA fragmentos del área preóptica, núcleo arcuato y 

eminencia media de rata. 

En este punto surge un nuevo interés por tratar de explicar como el GABA 

podía ejercer efectos tanto inhibitorios como facilitadores de la secreción de 

GnRH. Moguilevsky y colaboradores (1991), demostraron que el control 

GABAérgico de la secreción de gonadotropinas se modificaba durante la 

maduración sexual. Ellos observaron que la inyección de ácido amino oxiacético 

y muscimol es capaz de estimular la secreción de LH y FSH en ratas 

prepúberes, mientras que en ratas adultas, la administración de estos fármacos 

tiene un efecto opuesto. En este mismo estudio se observó que la aplicación de 

bicuculina (antagonista del receptor GABAA) provocaba una disminución en la 

concentración de LH y FSH en ratas prepúberes y un aumento en ratas adultas. 

Asimismo, la administración de baclofen redujo la concentración de 

gonadotropinas tanto en ratas prepúberes como en adultas. Estas evidencias 

experimentales llevaron a sugerir a estos autores que el efecto de la 

estimulación de los receptores GABAA dependía del estado de madurez sexual 

del animal, mientras que la activación del receptor GABAs siempre tenía un 

efecto.fohibidor tanto en animales adultos como en prepúberes. 

·; L~s. distintos efectos evocados por la activación de los receptores GABAA 

y GABAe, parecían ser la respuesta a la incógnita del por qué el GABA en 

ocasio_nes estimulaba y en otras inhibía la secreción de LH. En apoyo a la idea 

de que· los receptores GABAs inhibían la secreción de GnRH, Akema y Kimura 

(1991) 'demostraron que la inyección intraventricular de baclofen retardaba la 

aparición -del pico preovulatorio de LH inducido por estradiol, mientras que el 2-

hidroxi saclofen (antag.onista de Jos receptores GABAs) aumentaba la secreción 

de LH de forma dependiente de la dosis. Por otra parte, Bergen y colaboradores 
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(1991) demostraron que la inyección de GABA en el área preóptica de ratas 

ovarectomizadas no tenía ningún efecto significativo sobre la síntesis de GnRH, 

sin embargo, la aplicación de baclofen disminuía la transcripción del RNAm que 

codifica para GnRH. 

A pesar de estas evidencias experimentales, siguieron apareciendo 

reportes donde aún se discutía si la estimulación de los receptores GABAA 

también provocaba una disminución de la secreción de LH. Ejemplo de ello son 

los estudios realizados por .Jarry y colaboradores (1992), quienes demostraron 

que la inyección de GABA en el área preóptica anterior y área hipotalámica 

producía una marcada disminución de la concentración de LH. Sin embargo, 

también encontraron que la aplicación de bicuculina tenía el mismo efecto sobre 

la concentración de LH en el suero. 

La mayoría de los trabajos que precedieron a los antes mencionados 

fueron intentos por encontrar la relación entre el GABA y glutamato (Donoso et 

al., 1992), somatostatina (Pasha y Vijayan 1992), J3 endorfinas (.Jarry et al., 

1995), noradrenalina (Adler y Crowley 1986), dopamina (Horvath et al., 1993), 

neuropéptido "Y"(Teresawa,1994), opioides (Brann et al., 1992), adrenalina 

(Feleder et al., 1999) y citocinas del sistema inmune (Feleder et al., 1996) sobre 

el control de la secreción de GnRH. Es importante aclarar que la totalidad de los 

estudios mencionados con anterioridad, han sido realizados en ratas y ratones. 

A continuación se describen algunos experimentos realizados en ovejas, 

primates no humanos y humanos. 

Ovejas 

En ovejas ovarectomizadas y normales, la inyección de muscimol en el 

área preóptica medial, durante su época de reproducción provoca una 

disminución de la secreción de LH. Por el contrario la aplicación de baclofén 

(agonista de receptores GABAs) no tiene ningún efecto. Los autores de este 

estudio sugirieron que la secreción de GnRH es regulada por neuronas 

GABAérgicas, que interactúan directamente con las neuronas GnRHérgicas del 

área preóptica medial a través de la activación del receptor GABAA (Clarke y 



Scott, 1993). Sin. embargo, un estudio posterior realizado por estos mismos 

autores (S_cott,y~Cl~rke, 1993) mostró que la estimulación del receptor GABAs 

dismi~uía·lci-seéreciÓn c:ie LH en ovejas que no se encontraban en época de 
¡.·.' . . ~ .• ·. 

reproch:icciór'i:Los-irivestigadores sugirieron entonces que durante el periodo del 

año en ~I que se reproducen las ovejas, el número de receptores GABAe 

disrni~uye siendo esta la razón por la cual no se observa ningún efecto al aplicar 

los agonistas del receptor GABAe. 

Por otra parte, usando técnicas de inmunocitoquímica se observó que las 

neuronas GnRHérgicas de las ovejas no presentan inmunorreactividad contra 

receptores a estrógenos. Sin embargo, las neuronas GABAérgicas que se 

ubican en el área preóptica son inmunopositivas; por lo que se sugirió que estas 

neuronas median el efecto que tienen los esteroides gonadales sobre la 

secreción de GnRH y por lo tanto de LH (Herbison et al., 1993). 

Primates no humanos 

En primates no humanos se ha sugerido que durante en el estado 

prepúber el sistema GnRHérgico se encuentra inhibido. Las investigaciones más 

recientes se han enfocado en particular al estudio de la restricción de la 

liberación de GnRH antes de la pubertad y el papel de GABA sobre la inhibición 

en el hipotálamo (Mitsushima et al., 1994). 

En macacos prepúberes se ha observado que la inyección de bicuculina 

provoca un aumento en la secreción de GnRH. Esta manipulación farmacológica 

provoca el comienzo de la pubertad. En contraste, la estimulación de los 

receptores GABAA, ejerce un efecto inhibitorio sobre la secreción de GnRH en 

monos púberes, pero no en monos prepúberes. Asimismo, se observó que en 

los animales prepúberes la concentración de GABA liberada era mayor que en 

los animales púberes. Los autores de este estudio sugieren entonces que el 

G.ABA ejerce un efecto de inhibición tónica sobre la secreción de GnRH antes de 

entrar al periodo de la pubertad (Mitsushima et al., 1994). Este mismo grupo 

reportó posteriormente que en el hipotálamo del mono rhesus se expresaban 

varias isoformas de la enzima que sintetiza GASA (descarboxilasa del ácido 
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glutámico, o GAD). Adicionalmente; encontraron que al infundir oligonucleótidos 

antisentido_ contra·estas isotermas.en Íos prepúberes, se estimula la secreción 

de GnRH, especulando entonces que la expresión de las diferentes isotermas 

durante Ja madurez sexual es un factor crítico para el comienzo de la pubertad 

(Mitsushima et al., 1996; Kasuya et al., 1999). Sin embargo, estudios posteriores 

muestran que la expresión de GAD no cambia de forma significativa en monos 

prepúberes y adultos (Urbanski et al., 1998). El trabajo más reciente acerca de la 

relación que guarda el GABA con el control de la reproducción en primates fue 

realizado por el grupo de Teresawa. En este estudio se muestran de forma 

detallada Jos cambios en la concentración de GABA, GnRH, LH y glutamato en 

la eminencia media durante el periodo previo y posterior a la pubertad. Los 

resultados indican que los niveles de LH antes y durante la pubertad se 

encuentran más bajos en comparación con los observados después de esta 

fase. La concentración de GASA es alta antes de la pubertad y disminuye de 

forma significativa a mitad de este periodo. De forma paralela se observó que 

mientras los niveles de GASA disminuyen, los de glutamato aumentan 

(Terasawa et al., 1999). 

Estas y otras observaciones sugieren que el sistema GnRHérgico es 

completamente funcional en estado juvenil, sin embargo la concentración de 

GnRH en esta etapa es baja en comparación con la de los adultos. 

Humanos 
Los primeros estudios acerca de los efectos que ejerce el GABA sobre Ja 

secreción de GnRH en humanos fueron realizados por el grupo de Elias y 

colaborados (1982b). Ellos observaron que la administración de ácido valproico 

(inhibidor de la enzima que degrada al GABA) a hombres con deficiencia renal 

no producía cambio alguno en la concentración de gonadotropinas. En un 

estudio semejante pero realizado en mujeres sanas, se observó que el ácido 

valproico no provocaba cambios en la concentración de gonadotropinas, sin 

embargo, al ser administrado simultáneamente con GnRH produce un aumento 

significativo en la concentración de gonadotropinas (Elias et al., 1982a). 

Basándose en estos resultados, los investigadores clínicos han tratado de 
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relacionar los efectos del GABA con el ciclo menstrual. Por ejemplo, Melis y 

colaboradores · (1986) mostraron que la administración del anticonvulsionante 

valproato d-e ;,;odi~ durante la fase media lútea en mujeres sanas, disminuía la 

concentración de LH. Estudios posteriores realizados en mujeres en fase lútea 

normal, menopáusicas y posmenopáusicas con tratamiento de sustitución de 

estrógenos, mostraron que la administración del valproato disminuía la secreción 

de LH sólo en mujeres menopáusicas. Esto sugiere que el aumento agudo del 

tono GABAérgico pude inhibir la secreción de gonadotropinas cuando la 

concentración de estrógenos es mínima (Popovic et al., 1996). Sin embargo, 

Lado-Abeal y colaboradores (1996), encontraron que la aplicación regular de 

valproato a mujeres ovarectomizadas, no tiene efecto sobre la secreción de 

GnRH. 

El efecto del GABA en neuronas GnRHérgicas in vitro 

Los estudios hechos con células GT1 (Martínez de la Escalera et al., 

1994: Hales et al., 1994; Sun et al., 1997 y Spergel, et al.; 1995) y neuronas 

embrionarias GnRHérgicas de la placa olfatoria (Kusano et al., 1995) sugieren 

que el GASA tiene un efecto excitador sobre la secreción de GnRH, un aumento 

en la concentración de Ca2
+ intracelular y en la frecuencia de los potenciales de 

acción. El trabajo de Martínez de la Escalera y colaboradores (1994) examinó a 

corto y largo plazo el efecto del GABA sobre la secreción de la GnRH y concluyó 

que el GASA tiene un efecto bifásico sobre la secreción de GnRH, es decir, 

primero se observa una estimulación de la secreción de la GnRH, que es 

seguida por una inhibición prolongada. La discrepancia que existe entre los 

datos obtenidos in vivo e in vitro acerca del efecto del GABA sobre la secreción 

de GnRH podrían ser explicados por las siguientes razones: 

1. El efecto del GABA podría ser distinto dependiendo del subtipo de 

receptor que es estimulado. Es decir, el receptor GABAA podría estar 

estimulando las células mientras que el receptor GABAe podría estarlas 

inhibiendo. 
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2. El efecto del GASA podría no estar ocurriendo directamente sobre las 

neuronas GnRHérgicas. Es decir, en los experimentos in vivo es probable que 

el GASA actúe sobre interneuronas que inervan a las neuronas GnRHérgicas y 

no directamente sobre las neuronas GnRHérgicas. En los estudios in vitro 

realizados en rebanadas de hipotálamo (Nikolarakis et al., 1988), es probable 

que la pérdida de terminales axónicas de otras áreas cerebrales modifique el 

efecto de GASA sobre la secreción de GnRH. 

3. Las propiedades del receptor a GABA podrían estar cambiando durante 

la madurez sexual del animal. Esto podría explicar por qué la activación del 

receptor GASAe en ocasiones tiene efectos sobre la secreción de GnRH y en 

otras no. 

4. Los cambios en la homeostasis del cr cambian la respuesta al GASA. 

Es decir, la hiperpolarización o despolarización de la membrana depende del 

potencial de equilibrio del cr, el cual a su vez es controlado por bombas iónicas 

como la bomba K+tcr, el cotransportador KCC2 (Rivera, et al., 1999; Payne, 

1997) y el triple cotransportador, 2c1--Na+-K+, (Álvarez-Leffmans et al., 2001). La 

expresión de estas proteínas es diferente durante el desarrollo e incluso, la 

expresión puede variar durante el día y la noche (Wagner et al., 1997). 

AMPc 

En 1958, Sutherland y Rall caracterizaron al 3,5-AMP cíclico (AMPc) 

como mediador celular del glucagon y la epinefrina en los hepatocitos 

(Sutherland y Robison, 1966), proponiendo así al AMPc como el primer 

"segundo mensajero". Diez años 

respuestas celulares mediadas 

mensajero", la proteína cinasa A 

más tarde se descubrió que en esta y otras 

por AMPc estaba involucrado un "tercer 

(PKA) (Walsh et al., 1968). Con el posterior 

descubrimi.ento' de· las proteínas fosfatasas, la cascada del AMPc fue la primera 

cascaélél~c;:i~,Jc>sforilación y desfosforilación caracterizada (Riley et al., 1968). Los 

compone.ntes· de esta cascada consisten brevemente en: adenilato ciclasa, 

nucleótidos .cíclicos, fosfodiesterasas, proteína cinasas, fosfatasas y numerosas 

proteínas que se activan cascada abajo y que tiene como función última alterar 
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la fisiología celular. Existen otro tipo de proteínas cinasas activadas por otros 

s_egundos mensajeros como GMPc, Ca2
+, calmodulina y fosfolípidos. Estos 

mensajeros modifican las respuestas celulares a través de la modulación de 

proteínas cinasas y fosfatasas (Stadtman y Chock et al., 1977). Debido a que la 

unión covalente de los grupos fosfato en las proteínas puede ser modificada y 

reversible, a esta cascada de reacciones se les ha determinado como un "ciclo", 

en contraste con otras cascadas como la de la coagulación sanguínea, donde 

muchas de las modificaciones en las proteínas son irreversibles. Las cascadas 

cíclicas funcionan entonces como interruptores en los sistemas biológicos 

caracterizados por la capacidad de amplificar las señales permitiendo así que 

pequeños cambios en la concentración de AMPc produzcan modificaciones 

grandes en una variedad de proteínas como canales iónicos y enzimas. Un 

numeroso grupo de enzimas y metabolitos participan en las diferentes cascadas 

de segundos mensajeros, donde también existen múltiples sitios de modulación 

de la señal (Shacter et al., 1988). Las proteínas involucradas en la cascada de 

AMPc/PKA pueden presentar isoformas con distintas características en la 

distribución de los tejidos, trayendo consigo una enorme variedad de respuestas 

provocadas por hormonas que modifican la acumulación de AMPc en la célula. 

Activación fisiológica 

Varios agentes fisiológicos incluyendo las prostangladinas, las hormonas 

peptídicas (por ejemplo, glucagon, somatostatina, GnRH, la hormona 

estimulante del folículo, la hormona luteinizante) y las catecolaminas (epinefrina 

y norepinefrina) se unen a los receptores de membrana que actúan sobre la 

cascada de AMPc (Livesey y Martin, 1988). Esto ocurre a través del acople entre 

el complejo ligando receptor y la adenilato ciclasa, interacción mediada a través 

de una proteína heterotrimérica (conocida también como proteína G) que inhibe 

o estimula la producción de AMPc. Por ejemplo, la unión de las hormonas 

catecolaminérgicas con los receptores adrenérgicos (131 o 132) estimulan a la 

adenilato ciclasa a través de la proteína Gs provocando un aumento en la 

concentración de AMPc. Por el contrario, la interacción de las catecolaminas con 
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el receptor a.2 inhibe la producción de AMPc mediante la interacción con la 

proteína G inhibitoria (Gi) con la adenilato ciclasa (Levitzki, 1 998). Los ligandos 

entonces pueden estimular o inhibir la producción de AMPc dependiendo de la 

isoforma de proteína G y del receptor que se expresa en los distintos tipos 

celulares. 

Adeni/ato ciclasas 

La adenilato ciclasa cataliza la formación de AMPc a partir de ATP. Los 

miembros de esta familia de proteínas integrales de membrana tienen dos 

dominios transmembranales separados por una larga asa citoplasmática 

(lyengar, 1993) Se piensa que tanto el asa citoplasmática como el carboxilo 

terminal de estas proteínas son esenciales para la función enzimática, ya que la 

falta de un aminoácido o interrupción de la traducción de la proteína resultan en 

la pérdida de la actividad enzimática, la cual puede ser recuperada con la 

expresión simultánea de una copia del gen sin mutar. También se sabe que la 

fluidez de la adenilato ciclasa en la membrana celular influencia su interacción 

con la proteína Gs (Gordon, 1980). El cambio de la fluidez de la adenilato ciclasa 

en membrana celular puede ser inducido con el diterpenoide forskolina, 

facilitando así la interacción entre la adenilato ciclasa y la proteína Gs, dando 

como resultado un aumento en la producción del AMPc. Existen nueve 

isoformas clonadas de adenilato ciclasas reguladas por proteínas G todas ellas 

activadas por forskolina (lyengar, 1993). La característica que las hace 

diferentes entre sí, además de la secuencia primaria. es la forma en que son 

reguladas. Por ejemplo, las isotermas 5 y 6 son inhibidas por la PKA y 

activadas por Ca2
+ mientras que las isotermas 2 y 3 son estimuladas por Ca2 + 

(lyengar, 1993). 

Proteína cinasa dependiente de AMPc 

Se conocen dos familias de proteínas cinasas dependientes de AMPc 

(PKA-1, PKA-11) ambas con alta afinidad a AMPc. Las dos familias de PKAs 

tienen mecanismos idénticos de activación. En ausencia de AMPc, las 
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subunidades reguladoras (R) y las subunidades catalíticas (C) forman un 

complejo tetramérico (2R2C). En este estado las subunidades catalíticas están 

inactivas porque las subunidades R funcionan. como pseudosubstrato de los 

sitios catalíticos de C. Cuando dos moléculas de AMPc se unen a cada 

subunidad R, el homodímero R y la subunidad C se disocian, desbloqueando el 

sitio catalítico de la subunidad C (Scout, 1993). 

2R2C(inactiva)+ 4 AMPC<-->2R(AMPC)4+ 2C(activa) 

La PKA-1 y la PKA-11 pueden ser activadas selectivamente y tener diferentes 

funciones aún en el mismo tipo celular. En células T, por ejemplo R 1 esta 

asociada a la membrana mientras que R 2 es citosólica, pero el ligando que 

activa la célula T activa R 1 pero no R2 (Laxminarayana et al., 1993). En 

melanocitos la expresión de R 1 y R 2 está correlacionada con el estado de 

malignidad de esas células en procesos cancerígenos. Por otra lado, R 2 se 

encuentra unida a otras proteínas a través de una proteína de anclaje (AKAP), 

la cual a su vez es capaz de unirse a otras proteínas (del citoesqueleto o 

integrales de membrana) (Scott y McCartney, 1994). Estudios realizados en 

neuronas del hipocampo indican que la AKAP es requerida para modular los 

canales de AMPA/Kainato por PKA-11 (Rosenmund et al., 1994). De esta forma 

las isotermas de PKA y su distribución subcelular modulan la respuesta a los 

cambios de concentración de AMPc en los distintos tipos celulares. 

Fosfodiesterasas 

Las fosfodiesterasas (PDE) hidrolizan el AMPc a AMP y el GMPc a GMP, 

regulando y terminando así la cascada de AMPc. Existen múltiples isotermas de 

PDE las cuales difieren en sus propiedades cinéticas, substratos específicos, 

distribución en los tejidos y modulación por agentes fisiológicos (Houslay, 1990; 

Beavo, 1988). La actividad de las PDE ha sido agrupada originalmente como "de 

alta" y "de baja" afinidad. Las PDEs con bajos valores de Km tienen alta afinidad 

por el sustrato (AMPc) y son inhibidas por la presencia de GMPc (Beltman et al., 
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1993). Estas PDEs se encuentran en bajas concentraciones y son difíciles de 

purificar para su estudio. Las PDEs mejor caracterizadas son las que presentan 

un índice Km más alto. Estas PDEs tienen mayor afinidad por GMPc y son 

estimuladas por la proteína Ca2 +/calmodulina. Las PDEs en general pueden ser 

moduladas por proteínas cinasas como la PKA, la CaM cinasa 11 y la PKG 

(Beltman et al., 1993). El significado fisiológico de la fosforilación de las PDEs no 

es claro aún, sin embargo, se ha sugerido que: a) podría ser una señal de 

terminación de la respuesta hormonal a través de un asa de retroalimentación 

negativa, b) podría fungir como sensor de los niveles celulares de AMPc, GMPc 

y Ca2 + o c) podría facilitar la secreción hormonal o de neurotransmisores vía un 

asa de retroalimentación positiva (Beltman et al., 1993). 

Proteínas fosfatasas 

Así como las PDEs actúan terminando la actividad de la PKA a través de 

la degradación de AMPc, las proteínas fosfatasas terminan con la función de la 

PKA desfosforilando las proteínas que son el sustrato de la PKA. Las fosfatasas 

han sido clasificadas en dos familias: la primera actúa sobre los residuos de 

fosfoserinas (PSer) y la segunda lo hace sobre los residuos de fosfotreoninas 

(PThr) (Tonks et al., 1993, Wells y Miller, 1988) 

Las proteínas fosfatasas de serinas y treoninas (Ser!Thr) son las mejor 

caracterizadas porque son las más abundantes. Además, cerca del 99°/o de la 

fosforilación de proteínas ocurre en residuos de serina o treonina (Wells y Miller, 

1988). Las Ser!Thr proteínas fosfatasas se han clasificado según su actividad, 

sensibilidad al calor y proteínas inhibidoras. Existen tres grupos principales los 

cuales han sido subdivididos en varias clases (PP1 ,PP2a,b, y c. PP3). No existe un 

solo criterio bioquímico capaz de distinguir entre los distintos tipos de fosfatasas 

conocidds.·. Para poder identificar los distintos tipos de fosfatasas es necesario 

utilizar uni3' combinación de toxinas (por ejemplo, el ácido okadaico, microcistina 

y calicuHn'á) y substratos específicos (Wells y Miller, 1988). 

La familia de fosfatasas de tirosinas (PPTasas) está compuesta por 

proteínas integrales de membrana y citosólicas. Ningún ligando se ha 
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identificado para la forma de la PPtasas integrada a la membrana, pero su 

estructura sugiere que podría funcionar como un receptor. Existen algunas 

fosfatasas com~o la PTPH1 que contienen una secuencia homóloga a la 

encontrada en proteínas con la capacidad de unirse al citoesqueleto, este hecho 

sugiere que su localización subcelular podría ser importante. Además, las 

PPTasas podrían ser un punto de intercomunicación entre Ser/Thr cinasas (por 

ejemplo, PKC o PKA) y tirosinas cinasas, ya que la fosforilación de las serinas 

de la PPTasas PTP1 B por PKC reduce la actividad de fosfatasa (Brautigan y 

Pinault, 1993, Tonks et al., 1993). Por último, las fosfatasas no desfosforilan los 

substratos de la PKA, pueden ser reguladas por PKA y fungen como un asa de 

retroalimentación en la vía de la PKA (por ejemplo, modulando la actividad de 

las PDE). 

Canales de ca2• 
Las vesículas que contienen neurotransmisores y neuropéptidos como la 

GnRH se encuentran asociadas a elementos del citoesqueleto de la célula en la 

terminal sináptica. Para que las moléculas contenidas en la vesícula se liberen, 

se requiere de un potencial de acción. Una vez despolarizada la membrana, se 

produce la apertura de los canales de Ca2
+ dependientes de voltaje que permite 

la entrada de Ca2
+ a la célula, lo que conduce a la liberación del 

neurotransmisor. 

En 1973, Miledi demostró que la inyección de Ca2
+ dentro en la terminal 

sináptica provoca la secreción del neurotransmisor y disminuye el número de 

vesículas sinápticas (Miledi, 1973). Se propuso entonces que la cantidad de 

Ca2 + que entra a la terminal es proporcional a la intensidad de corriente utilizada 

para estimularla. Además se demostró que el Ca2
+ entra a la terminal sináptica a 

través de canales dependientes de voltaje activados durante la despolarización, 

sugiriendo que estos canales se encuentran en la terminal sináptica (Llinas, 

1992a). En el reposo, las concentraciones intracelulares de Ca2
+ son bajas (0.1 

µM). Cuando el potencial de acción despolariza la terminal presináptica, la 

concentración intracelular de Ca2
+ aumenta gracias a la entrada masiva de este 
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ión (Llinás, 1992b). Debido al período tan corto entre la entrada de Ca2 + y la 

liberación del, neurotransmisor, se ha sugerido que los canales de Ca2 + deben 

encontrarse''' muy cerca del sitio de liberación. La entrada de Ca2 + forma 

microdomln}oS'.'. en los que su concentración aumenta a 1 oo µM durante la 

despolii;.iZ,~ciÓn (Llinas, 1992c). Hasta el momento se han descrito cinco 

subtip6~ d'3 canales de Ca2 + en las terminales: los tipos N, L, P (McCleskey, 

1994)/0 (Tareilus y Breer, 1995) y R (de Waard et al., 1996). Los dos últimos 

así como los P, parecen pertenecer a una subfamilia de canales cuya diferencia 

radica en la afinidad farmacológica que muestran por ro-toxinas (Olivera et al., 

1994). El empleo de toxinas selectivas para cada uno de los subtipos de canales 

de Ca2 + produce la inhibición en la liberación de neurotransmisor y por tanto 

disminuye los potenciales postsinápticos dependientes del impulso nervioso 

(Verhage et al., 1994; Tareilus y Breer, 1995). La mayoría de las toxinas 

empleadas para bloquear la actividad sináptica dependiente de Ca2 + dejan 

actividad sináptica remanente (Wu y Saggau, 1995), sugiriendo que varias 

subclases de canales de Ca2
+ participan durante la liberación del 

neurotransmisor (Reuter, 1995; Wu y Saggau 1995). En apoyo a lo anterior 

algunos estudios llevados acabo en diferentes estructuras nerviosas muestran 

que el bloqueo combinado de diferentes toxinas permite abolir irreversiblemente 

la actividad sináptica (Verhage et al., 1994). 

Recientemente se ha sugerido que la liberación de distintos 

neurotransmisores está acoplada a diferentes canales de Ca2 +. Así, se ha visto 

que en algunos casos la liberación de aminoácidos es dependiente de 

dihidropiridinas y ro-conotoxinas GVIA que bloquean canales de tipo L y N, 

respectivamente, pero es insensible a agatoxinas que bloquean canales tipo P y 

O (Jackson y Usherwood 1988). Se ha demostrado que la ro -conotoxina GVIA 

bloquea la liberación de glutamato (Gruner y Silva 1994), acetilcolina y 

moduladores:comonoradrenalina (Boehm y Huck 1996), dopamina y serotonina, 

en tanto qJ~·;ia ro-agatoxina bloquea la liberación de GABA (Santos, 1995). 

Finalmente; los canales tipo L parecen participar en la liberación de 

neuropéptidos (Verhage et al., 1994). 
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Canales de ca2
• tipo L y fosfori/ación 

Los canales de Ca2
• dependientes de voltaje son los encargados de 

regular la entrada de Ca2
• a las células y están sujetos por ello a una estricta 

regulación. Por ejemplo, la estimulación del receptor J3 adrenérgico en células 

cardiacas provoca un aumento en la contracción del músculo cardiaco, mediante 

la elevación de Ca2
• intracelular mediada por AMPc (Reuter, 1969; Tsien et al., 

1972; Reuter y Scholz 1977). A nivel molecular, los receptores 13 adrenérgicos 

están acoplados a una proteína G sensible a la toxina pertussi (Gs) que estimula 

a la adenilato ciclasa. Esta proteína, al ser activada, provoca un aumento en los 

niveles de AMPc que promueven la fosforilación de los canales de Ca2
• a través 

de la acción de una proteína cinasa dependiente de AMPc (Trautwein y 

Hescheler, 1990). La fosforilación del canal de Ca2
• tipo L provoca un aumento 

en el tiempo de apertura del canal durante la despolarización (Trautwein y 

Hescheler, 1990) que puede ser detectado a través de los registros 

electrofisiológicos como un aumento en el número de canales funcionales (Hess 

et al., 1984). Otros estudios muestran que la aplicación de AMPc aumenta la 

apertura de canales mediante la fosforilación de estos (Yue, et al., 1990). La 

información que se tiene disponible acerca de los canales de Ca2
• tipo L en 

neuronas es muy pobre en comparación con la de células cardiacas. El aumento 

en la corriente de los canales de Ca2
• por acción de noradrenalina y dopamina, 

se ha observado en neuronas de hipocampo (Gray y Johnston, 1987; Fisher y 

Johnston, 1990; Kavalali et al., 1997) y neoestriado (Surmeier et al., 1995). 

Además se ha visto que la subunidad o.1 del canal de Ca2 • tipo L cardiaco, 

también es expresada en neuronas (Snutch et al., 1990). Es importante destacar 

que la fosforilación de este sitio, es crítica para que el canal de Ca2
• aumente su 

probabilidad de apertura (Snutch et al., 1990). Por otra parte, se sabe que la 

facilitación inducida por AMPc, puede ser bloqueada por inhibidores de la 

proteína cinasa como el H-7 o el H-89 (Artalejo et al., 1992). 

Sin embargo, es importante mencionar que la aplicación de 

estimuladores de la adenilato ciclasa no siempre tiene un efecto positivo sobre la 
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apertura del canal.. Esto podría deberse al equilibrio que existe entre la actividad 

de fosfatasas y de proteína cinasas. Es decir en algunas células las fosfatasas 

son muy activas por lo que los canales de ca2 + se encuentran desfosforilados. 

Esta situación metabólica permite que la activación de proteínas cinasas 

provoque un aumento en la apertura de los canales, mientras que en otras 

células en donde no se observa ningún efecto, es probable que la actividad de 

fosfatasas sea menor, esto provoca que los canales de Ca2 + se encuentren 

fosforilados en estado basal y por tanto la estimulación de la adenilato ciclasa no 

provoque un aumento de la corriente de ca2 + (Surmeier et al., 1995). 
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Planteamiento del problema 

Los avances recientes en el desarrollo de líneas neuronales 

inmortalizadas han permitido generar una nueva línea de neuronas 

GnRHérgicas derivadas de un ratón transgénico denominadas células GT, 

(Mellon et al., 1990). Estas células expresan un oncogén de manera constitutiva 

y secretan de forma pulsátil GnRH, con episodios separados por intervalos de 

entre 22 y 30 min .. semejantes a los observados en ratones castrados. Además, 

presentan características morfológicas (Weiner et al., 1992) y electrofisiológicas 

(Bosma, 1993) similares a las observadas en cultivos primarios de neuronas 

hipotalámicas. Estudios realizados con neuronas GT, muestran que el GABA 

induce un aumento rápido en la concentración de Ca2
+ intracelular ([Ca2

+]1) que 

facilita la secreción de GnRH (Hales et al., 1 994; Martínez de la Escalera et al., 

1994; Spergel et al., 1995; King et al., 1999). Sin embargo, también se ha 

demostrado que el GABA tiene un efecto bifásico sobre la secreción de GnRH, 

es decir, que produce una fase estimulante rápida pero transitoria, seguida por 

una fase de inhibición y tónica de la liberación de esta hormona (Martínez de la 

Escalera et al., 1994). El efecto despolarizante rápido del GABA se ha estudiado 

en células GT1 y en neuronas hipotalámicas (Chen et al., 1996). Este fenómeno 

es atribuido a que el potencial de reposo del cr es más positivo que el potencial 

de membrana en estas células. Esta condición iónica provoca que al activarse el 

receptor-canal GABAA, se produzca una corriente saliente de cloro, provocando 

la despolarización de la membrana y la apertura de canales dependientes de 

voltaje. 

El efecto inhibitorio del GABA sobre la secreción de GnRH no sido 

estudiado. Existen evidencias experimentales que sugieren la participación del 

receptor GABAs como el posible mediador de esta fase (Martinez de la Escalera 

et al., 1994). El mecanismo por el cual este receptor participa en la fase 

inhibitoria aún no se ha explorado. Sabemos que la activación del receptor 

metabotrópico GABAs, provoca la inhibición de la excitabilidad celular mediante 

uno o la combinación de los siguiente mecanismos: 1) activando una proteína 
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Gvo la cual puede liberar su subunidad a. que inhibe la actividad de la adenilato 

ciclasa, 2) activando canales de K+ rectificantes de voltaje (GIRK) que 

hiperpolarizan a la membrana, o 3) modulando la actividad de los canales de 

Ca2 + dependientes de voltaje (Bowery, 1993, Bowery et al., 2002). Dados estos 

antecedentes, en la presente tesis se plantea la siguiente: 

Hipótesis 

La activación del receptor GABAs produce una disminución de la formación de 

AMPc en células GT1.7. La inhibición en la producción de AMPc modula la 

entrada de Ca2 + en las células GT1.7 cuando estas son despolarizadas en 

presencia de GABA. 

Objetivo General: 

Estudiar la fase inhibitoria del GABA en células GT1-7. 

Objetivos específicos 

1) Determinar si la activación del receptor GABAs modifica la concentración de 

AMPc en las células GT1-7-

2) Determinar si la posible modificación en la concentración de AMPc intracelular 

de las células GT1•7 provocada por la activación del receptor GABA6 , afecta la 

entrada de Ca2 + en células GT1.7 durante la despolarización de la membrana. 

~· ~:.L·.-... __ _ 
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Material y métodos 

Cultivo celular 

Las células GT1.7 fueron donadas por el Dr. R.I. Weiner, de la 

Universidad de California (San Francisco). Las células se sembraron a una 

densidad de 2x105 células/mi directamente en placas de 24 pozos o sobre cajas 

de cultivo de 35 mm de diámetro (Costar) conteniendo cubreobjetos de vidrio 

rectangulares de 9x22mm (Termanox miles, Maperville, IL) previamente, 

esterilizados y cubiertos con poli-L -lisina (Sigma, P5899), 0.1 mg/ml en una 

solución trizma (Sigma, trizma hidroclorada T1535) 0.05 M y pH 7.4. Las células 

se incubaron en medio DMEM (Gibco 630-5250PE) suplementado con 10°/o de 

suero fetal de bovino (Gibco 26140-012), 2 mM de L-glutamina (Sigma G7513) y 

1 O 000 unidades de penicilina estreptomicina a 37ºC en una incubadora con 

atmósfera húmeda conteniendo 95°/o 0 2 y 5 °/o de C02 . Cuando las células 

alcanzaron el 50°/o de confluencia el medio se reemplazo por medio de cultivo 

definido (Opti-MEM; Gibco) sin suero por dos días. 

Determinación de la concentración de AMPc 

Extracción de AMPc 

La extracción de AMPc se realizó de la siguiente forma: una monocapa de 

células GT1 .7 se incubó en medio OPTIMEM suplementado con 1 mM de IBMX 

durante 90 min. Posteriormente, las células se incubaron con distintas 

concentraciones de las drogas GABAérgicas (GASA, muscimol, baclofén, 

bicucullina) durante 1 a 30 min. Al término de la incubación, la monocapa de 

células se lavó con una solución amortiguadora de fosfatos (PBS) en ausencia 

de Ca2
+ y Mg2

+. D.e .la· suspensión celular obtenida se determinó el número de 

células por mi cor,i áyuda de un hemocitómetro y azul de tripano. Posteriormente, 

las células se. 1i~~~br1 añadiendo 1 mi de HCI O. 1 N a 4 °c y se congelaron a 

-20 ºC durante una.noche. Al siguiente día el lisado se sonicó con un Polytron 
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(Brinman instruments). La muestra se centrifugó (10,000 g por 30 min.) y el 

sobrenadante se guardó a -20ºC hasta el día del radioinmunoensayo. 

Aceti/ación de la muestra. 

Con la finalidad de aumentar la sensibilidad del radioinmunoensayo para la 

detección de AMPc, las muestras se acetilaron. Primero se diluyó la muestra en 

una proporción 1 :25 con la solución amortiguadora del ensayo (ver apéndice A). 

La solución de acetilación se preparó mezclando 1 mi de ácido acético anhídrido 

con 2 mi de trietilamina en un tubo de ensayo de cristal 12X75 mm (Fisher 14-

961-28). Esta solución es muy inestable por lo que se preparó fresca para cada 

experimento realizado. Posteriormente se mezclaron 20 µI de la dilución de la 

muestra (1 :25) y 480 µI de solución amortiguadora de ensayo en un tubo de 

cristal para cada muestra. En otra serie de tubos se añadieron 500 µI de 

soluciones estándares, las cuales contenían concentraciones conocidas de 

AMPc (0.05, 0.15, 0.5 1 .5, 5, 15, 30, 50 pmol/ml) con la que se construyó la 

curva de calibración del ensayo. Por último, se añadieron 25 µI de la solución de 

acetilación a todos los tubos y se mezclaron con ayuda de un vortex por 5 

segundos. La reacción de acetilación se realizó a temperatura ambiente. 

Radioinmunoensayo (RIA) 

Para realizar el inmunoensayo se colocaron 100 µI de las muestras y las 

soluciones estándares acetiladas se pipetearon en una nueva serie de tubos de 

cristal. En otra serie de tubos se pipetearon 1 00 µI de solución amortiguadora 

acetilada, con la finalidad de calcular la unión inespecífica de la muestra (NSB) y 

el estándar O (Bo). Posteriormente se añadieron 100 µI de AMPc marcado con 

yodo radioactivo (1 251-AMPc) en todos los tubos, incluídos los tubos para medir la 

radioactividad total y se añadieron 200 µI de anticuerpo anti-AMPc policlonal 

AB505 (Chemicon, Temecula, CA) a todos los tubos, excepto a los de actividad 

total y a los etiquetados como de unión inespecífica. El contenido de cada tubo 

se mezcló por 5 segundos con ayuda de un vortex y se dejaron incubar por 24 

hrs. a 4ºC. Después se procedió a precipitar el complejo antígeno-anticuerpo 
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añadiendo 1 mi de solución de precipitación a 4 ºC (ver apéndice), a todos los 

tubos, (excepto a los etiquetados como de actividad total) y se centrifugaron a 

2000 g por 30 min. El sobrenadante se decantó en todos los tubos, excepto en 

los utilizados para cuantificar la radioactividad total. Por último, la radioactividad 

se midió en un contador de radioactividad u durante un minuto por cada muestra. 

Cálculo de la concentración final de AMPc 

La construcción de la curva estándar para determinar la concentración de 

AMPc se hizo de la siguiente forma. Primero se calculó el porcentaje de unión 

específica para cada muestra leída en el contador o aplicando las siguientes 

ecuaciones: 

%8/Bo = (CM) / (Be) X100 

%8/CT =(CM)/ (CT) X100 

en donde, CM corresponde a las cuentas de la muestra, CT a las cuentas totales 

de la radioactividad utilizada y Bo a las cuentas en el estándar O. Después de 

calcular el porcentaje de radioactividad unida para las muestras y el estándar O, 

así como de determinar la cantidad de radioactividad unida inespecíficamente 

(NSB), se construyó un graficó semilogarítmico con los datos obtenidos del 
0/oB/Bo y las concentraciones de AMPc de los estándares (ver figura 5) 

100 

80 
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ID 
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AMPc(pmol/ml) 

Figura 5. El gráfico muestra una curva típica de calibración del ensayo de AMPc, utilizada para 
determinar la concentración de este segundo mensajero presente en los extractos celulares de 
las neuronas GT1.7. · -

Para calcular la concentración de AMPc en la muestra se tomó en cuenta 

el factor de dilución, e~ decir que los valores de AMPc obtenidos de la 
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interpolación de 0/oB/Bo en Ja gráfica semilogarítmica, se multiplicaron por 25 

para tener Ja concentración de AMPc en pmol/ml. 

Medición de la [Ca+2
]; en la población de células GT,_7 • 

Cargado de las células con Fura-2 

Antes de cada experimento una solución 6.2 mM de fura-2 AM (Molecular 

Probas) se preparó de la siguiente forma: 50 ng de fura-2 AM se diluyeron en 4 

µI de dimetilsulfóxido anhídrido (DMSO, Sigma) y 4 µI de ácido plurónico 

(Sigma). De esta solución se tomaron 4 µI y diluyeron en un volumen final de 5 

mi de solución ringer normal (140 mM de NaCI, 2.8 mM KCI, 2.0 mM de MgCl2 , 

1 mM de CaCJ2 , 10 mM de HEPES y 10 mM de glucosa pH 7.3), obteniendo una 

concentración final de fura-2 AM de 5 µM. La solución se agitó vigorosamente 

antes de ser utilizada. Posteriormente, los cubreobjetos con las células se 

lavaron con ringer normal y después se incubaron con Ja solución de fura-2 AM 

antes descrita durante 40 min. Por último, se lavaron 3 veces con solución ringer 

y se dejaron reposar por 20 min adicionales para permitir la desesterificación del 

fura-2 dentro de las células. 

Medición de Ja intensidad de fluorescencia en las células 

Una vez cargadas las células, el cubreobjetos se colocó en una cubeta de 

cuarzo con ayuda de un sujetador plástico (ver figura 6). El plano del 

cubreobjetos fué de 45º con la finalidad de minimizar Ja luz reflejada hacia el 

fotomultiplicador. Las células se perfundieron continuamente con solución ringer 

normal, solución ringar 35 mM de K+, solución ringer conteniendo GABA, 

picrotÓxina, muscimol, forskolina, H89 u 8-Br AMPc. Todos los registros de 

fluorescencia se realizaron a 37ºC con un espectrofluorómetro (SLM-Amico 

Rochester, NY) equipado con una lámpara de 150 W de xenón, un sistema de 

calentamiento de Ja muestra y sistema de perfusión. 
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Figura 6. Esquema del dispositivo de colocación del cubreobjetos. Una vez que las células se 
cultivaron en el cubreobjetos y se cargaron con 5 µM de Fura-2. este se colocó en el dispositivo se sujeción. 
deslizándolo a través de las ranuras superior e inferior del dispositivo. Posteriormente, el dispositivo se 
insertó en una cubeta de cuarzo y se colocó en el espectrofluorometro. Por último. los puertos de inyección 
y de succión se conectados al sistema de pertusión. 

Los cubreobjetos con células se expusieron alternadamente a un rayo de luz de 

340 nm y 380 nm. La luz emitida por la muestra se colectó a 51 O nm, digitalizó y 

analizó con ayuda del software del equipo. 

Cálculo de la ¡ca+2 ]; 

Para calcular la [Ca+2
]; se utilizó la siguiente fórmula: 

[Ca2
+]1 =Kd O (R-Rm;n} I (Rmax-R} 

en donde, Kd es la constante de disociación del fura-2 a 37ºC,IIIIJOes igual al: 

'3so,cero /'3so,max. siendo, '3so,cero e l3so, max es la intensidad de la fluorescencia 

emitida por el fura-2 a 51 O nm, cuando éste es excitado con un rayo de luz a 380 

TPSF. IY'1\T l 
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nm en una solución ausente de Ca2 + y en una solución saturada Ca2 + 

respectivamente. Res igual a (1340-8340) / (l3ao-B3ao), en donde, 1 es la intensidad 

de la fluorescencia emitida a 510 nm, cuando las células son expuestas a un 

rayo de luz de 340 nm y 380 nm respectivamente durante el experimento, 8340 y 

8 380 representan la fluorescencia de fondo (ruido) emitida a 510 nm por el 

cubreobjetos cuando éste es excitado con un rayo de luz a 340 y 380 nm 

respecti;,,amente. Mientras que Rm;n es igual a: (l340,cero-B340)/(l3ao.cero-83ao) Y Rmax 

es igual a ('34o,max-8340)/(l3ao.max-B3ao). Nuevamente cero y max se refieren a la 

intensidad de fluorescencia emitida a 510 nm por el fura-2 en una solución sin de 

Ca2 + y en una solución saturada de Ca2 + respectivamente. 

Cálculo de la Kd del fura-2 

Para determinar la constante de disociación (Kd) del fura-2 a 37°C, en 

una solución a pH 7.2, se utilizó el kit de soluciones amortiguadoras de la 

compañía Molecular Probes (C-3008), el cual contenía una solución 10 mM de 

etilenglicol-bis(b-aminoetil eter)-N,N,N',N'-ácido tetracético (EGTA) y una 

solución 10 mM CaEGTA, a las cuales se añadió 25 µM de fura-2 (Molecular 

Probes). Las soluciones estándar se prepararon con diferentes concentraciones 

de Ca2 +. Ambas soluciones contenían 100 mM de KCI, 1 mM de Mg2 + libre y 10 

mM de ácido 3-(N-morfolino) propansulfónico con un pH 7.2. El Mg2 + y el K+ 

fueron incluidos para mimetizar la composición iónica del ambiente intracelular. 

La solución estándar saturada con Ca2 + se hizo añadiendo CaCl2 a la solución 

de CaEGTA hasta que la intensidad de fluorescencia a 380 nm no disminuyera 

más. El promedio de la intensidad de fluorescencia para cada solución estándar 

de Ca2 + fué determinado con el programa analizador del espectrofluorómetro. 

Los valores de la intensidad de fluorescencia se graficaron con el programa 

Sigma: ¡::>lot (Jandel Scientific, San Raphel, CA) de la siguiente manera: la 

concentÍaóión de Ca2 + libre en el eje "X" contra el logaritmo de [(R-Rmin)/(Rmax­

R)] en' el ~je "Y". Entonces se tomó el valor de intersección en el eje de las "X" 

(punto que 'según este método representa el logaritmo de la Kd expresada en 

moles por litro). El inverso del logaritmo de este número en nuestras condiciones 

.-e---¡ 
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experimentales fue de 175.8 n.M. Ninguna proteína fue añadida para semejar el 

factor de viscosidad del citosol. 

Determina.ción ·de la· Rmax y Rm1n in vivo. 

Las constantes Rmax y Rm1n se determinaron de la siguiente manera para 

cada cubreobjetos conteniendo células: al finalizar el experimento las células se 

perfundieron con 5 µcM de ionomicina en presencia de 1 mM de Ca2
+ para 

obtener el valor de Rmax extracelular y 20 mM de EGTA para obtener el valor de 

Rmln· 

Análisis de resultados 

Las diferencias significativas se probaron utilizando el análisis de varianza 

de una vía, seguida por la técnica de comparación múltiple de Fisher con un 

nivel de significancia de 0.05. 

La constante de inhibición (Ki) para la bicuculina se calculó aplicando la 

siguiente ecuación: 

Ki = ICso I (1+{ ([L] I KdGABA) }) 

donde la IC50 es la concentración necesaria de bicuculina para bloquear el 50o/o 

del efecto inhibitorio del GASA sobre la formación de AMPc.; [L] corresponde a 

la concentración de agonista, en este caso GASA, en la que se realizó el 

experimento y Kd se refiere a la constante de afinidad del GASA en el sistema, 

en este caso se utilizó el valor de EC50 del GASA para este calculo, El valor de 

EC50 se refiere a la concentración de GASA requerido para inhibir el 50°/o de la 

acumulación de AMPc. El valor de pKi fue calculado aplicando la siguiente 

ecuación: 

pKi= -log [Ki] 

donde, Ki se refiere a la constante de inhibición y log se refiere a la función 
logarítmica. 
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Resultados 

El GABA inhibe la acumulación de AMPc en células GT1-7-

Para determinar si el GABA regula la formación de AMPc en neuronas 

GnRHérgicas, se utilizó la línea celular inmortalizada de ratón GT1-7 como 

modelo. Las células GT1-7 se incubaron en presencia de 1 mM de 

isobutilmetilxantina (IBMX), un inhibidor de amplio espectro de las 

fosfodiesterasas que degradan al AMPc. El uso de IBMX tiene las siguientes 

ventajas: 1) permite la acumulación de AMPc intracelular y facilita su detección 

y 2) permite distinguir el efecto directo del GABA sobre la acumulación de AMPc 

y no sobre la posible estimulación de la degradación del mismo. Para determinar 

el tiempo requerido de incubación con IBMX para alcanzar la acumulación 

estable de AMPc en las células, se realizó un seguimiento temporal de la 

acumulación de AMPc en presencia de IBMX. En nuestras condiciones 

experimentales se necesitaron 90 minutos para alcanzar la acumulación estable 

de AMPc. La incubación por 90 minutos con IBMX provocó un aumento en la 

acumulación de AMPc (13.2 o 1 .8 pmol/1 os células) en comparación con las 

células no tratadas (4.5 o 0.3 pmol/1 os células). Una vez determinado el tiempo 

en el cual se estabiliza la acumulación de AMPc en presencia de IBMX, las 

células GT1_7 se incubaron por 90 minutos con 1 mM de IBMX y posteriormente 

se añadieron al mismo medio de cultivo dosis crecientes de GABA ( 1 nM, 1 00 

nM, 1 µM y 10 µM) por 30 minutos. En la figura 7A se muestra la curva dosis 

respuesta a GABA de la acumulación de AMPc en presencia de 1 mM de IBMX. 

Los datos obtenidos muestran como el tratamiento con GABA inhibe la 

acumulación de AMPc de forma significativa en las concentraciones de 100 nM, 

1 µM y 1 O µM. Cada punto en el gráfico refleja el promedio de 6 determinaciones 

independientes de la concentración de AMPc. Con la finalidad de conocer la 

dinámica temporal del efecto de GABA sobre la acumulación del AMPc, se 

determinó la concentración de este segundo mensajero a lo largo de 30 minutos 

de exposición a una dosis única de GABA (1 O ~1M). En la figura 7B se muestra 

que los niveles de AMPc disminuyeron rápidamente alcanzando una 
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concentración de AMPc similar a la observada en las células no incubadas con 

IBMX en tan sólo dos minutos. El nivel mínimo sostenido de acumulación de 

AMPc se alcanzó a los 1 O min de tratamiento con GABA. 

A B 
20 

ec&O - 0.0931 µM 

o~------------~ 
Basal 1nM 10nM 100nM 1µM 10µM o 10 20 30 

GABA Tiempo (min) 

Figura 7. Efecto del GABA sobre la acumulación de AMPc en células GTM. A) El gráfico 
muestra como el GABA inhibe la formación de AMPc de forma dependiente de la dosis en 
células GT,.7 • El símbolo (o) corresponde a la acumulación de AMPc en células preincubadas 
con IBMX (1mM) durante 120 min. (Basal). Los símbolos(•) corresponden a las determinaciones 
de AMPc en células preincubadas con IBMX durante 90 min. y estimuladas con diferentes 
concentraciones de GASA (1 nM-1 OµM) durante 30 min. en presencia de IBMX. Los puntos 
representan la media = el error estándar de 6 ensayos independientes. "p<0.05 vs Basal. B) 
Curso temporal de la inhibición de AMPc en células GT,.7 en presencia de GABA. La figura 
muestra la inhibición en la acumulación de AMPc en células GT,.7 preincubadas con IBMX 
(1mM) durante 90 min. y estimuladas con GABA (10 µM) e IBMX. Cada punto representa la 
media = el error estándar de 6 ensayos independientes. "p<0.05 vs Basal. El valor de Q es el 
tiempo que requiere el GABA (1 O µM) para ejercer el 50% de su efecto sobre la acumulación de 
AMPc. 

P.ara ·discernir la naturaleza de los receptores GABAérgicos que median 

este efecto. inhibitorio sobre la formación del AMPc, se incubaron células GT1.7 

con muscimol o baclofén, agonistas de los receptores GABAA y GABA8 

respectivamente. La incubación con dosis crecientes de muscimol (100 nM, 1 

µM y 1 O µM) por 30 minutos inhibió la concentración de AMPc de las células de 

forma similar a la observada en células incubadas con GABA (figura 88). Por el 

contrario, las células tratadas con dosis crecientes de baclofén (100 nM, 1 µM y 

1 O µM) por 30 minutos no mostraron cambios significativos en los niveles de 
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AMPc (figura ·.8A). Para corroborar la mediación de receptores GABAA en el 

efecto inhibitorio· de la formación de AMPc, las células GT1 .7 fueron incubadas 

con una dosis.-efeciiva de GABA (10 µM) en presencia de dosis crecientes (100 

nM, 1 i.lM Y<1 i:i' ¡ÍM)de bicuculina (un antagonista no competitivo de receptores 

GABAÁ). l.C>fi·<:lat~s muestran que la bicuculina inhibe de manera dependiente de 

la d'i:,sis el efecto inhibitorio del GASA sobre la formación de AMPc (figura 8C). 
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Figura 8. Efecto del muscimol, baclofén y GABA solo o en combinación con blcuculina, 
sobre la acumulación de AMPc en las células GT1 •7 preincubadas por 90 mln. en presencia 
de 1 mM IBMX. A) Las células GT,.7 fueron estimuladas por 30 minutos con dosis crecientes de 
baclofén (agonista del receptor GASA8 ). S) Las células GT,.7 fueron estimuladas por 30 minutos 
con dosis crecientes de muscimol (agonista del receptor GASAA). La EC50 es la concentración de 
muscimol en la cual se tiene el 50°/o del efecto sobre la acumulación de AMPc. En C) se muestra 
el efecto de la incubación de las células con GASA (10 µM) solo o en combinación con 
concentraciones crecientes de bicuculina (antagonista competitivo del receptor GABAA)· La letra 
(S) se refiere a la concentración de AMPc en células incubadas con 1 mM de IBMX por 120 min. 
y (C) al grupo control, es decir. células preincubadas con 1 mM ISMX y 1 O µM de GASA en 
ausencia de bicuculina. La IC5 o se refiere a la concentración de bicuculina requerida para inhibir 
el 50°/o del efecto que tiene el GABA sobre el bloqueo de la acumulación de AMPc. En todos los 
casos cada punto representa la media lJ el error estándar de seis experimentos independientes. 
·p<0.05 vs la concentración de AMPc antes de la administración de bicuculina. 
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El GABA inhibe el transitorio de ca2+, inducido por K'" 

En un estudio previo realizado por nuestro grupo se observó que el GABA 

tiene un efecto bifásico sobre la secreción de GnRH. Es decir el GABA 

promueve la secreción de GnRH en una primera fase pero inhibe la secreción 

pulsátil de GnRH en una segunda (Martínez de la Escalera et al. 1994). Con la 

finalidad de estudiar si el receptor GABA8 podría estar modulando la entrada de 

Ca2 +, la cual está asociada a la secreción de la GnRH (Martínez de la Escalera 

et al. 1992), en el presente estudio se cuantificó la entrada de Ca2
+ en las células 

GT1 inducida por una solución despolarizante de K+, en presencia de agonistas y 

antagonistas GABAérgicos, así como en presencia de forskolina (estimulador de 

la adenilato ciclasa) y 8-br AMPc (análogo permeable del AMPc). 
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Figura 9. Transitorio de ca•2 provocado por la despolarización Inducida por potasio (K+) en 
neuronas GT1 •7 • La [Ca•211 se determinó a partir de una población de células GT1 •7 pegadas a un 
cubreobjetos y preincubadas por 1 hr. con 5 µM de Fura-2. La [ca•2 3, se cuantificó con la ayuda 
de un espectrofluorómetro. A) La gráfica muestra el aumento de [Ca2 j 1 durante la 
despolarización durante 2 min. de las neuronas GT,.7 por el aumento del K+ extracelular. Cada 
punto representa la media o el error estándar de cuatro experimentos independientes. Los 
asteriscos indican los puntos que son significativamente diferentes (p<0.01) comparados con los 
niveles normales de la [Ca2 j 1• B) En esta gráfica se muestra como la perfusión de K+ 35 mM 
(barras negras) por 120 seg. provocó un aumento rápido de la [Ca•2 3,, la cual puede ser repetida 
sin que se observen variaciones significativas de la amplitud del transitorio. 

En nuestras condiciones experimentales, las neuronas GT1•7 mostraron una 

[Ca2 +]1 estable (108 L' 1 0.3 nM, n=45) en solución Ringer. La perfusión de una 
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solución despolarizante de K+ por 2 minutos resultó en un aumento transitorio de 

la [Ca2 +]1 dependiente de la concentración de K+ (Figura 9A). Además, la 

estimulación consecutiva con una solución despolarizante de K+ 35 mM durante 

120 segundos separadas por intervalos de 20 minutos, generó transitorios de 

Ca2 +1 con una amplitud promedio de 21 O o 23 nM los cuales no son 

estadísticamente diferentes entre ellos (n=1 O) (Figura 98). 
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Figura 10. Curva dosis respuesta de la [Ca•2 11 inducida por GABA en células GT1•7 • A) Los 
trazos muestran el aumento de la [Ca•2 1, provocado por 1, 10, 100, y 1000 µM de GABA en 
neuronas GT,.7 preincubadas con 5 µM de fura-2. S) Curva dosis respuesta de los transitorios de 
ca•2

, provocados por GASA. Los puntos representan el promedio de siete experimentos 
independientes. El pico máximo del transitorio de ca•2

1 provocado por 1000 µM de GASA fué 
normalizado al 100 °/o. La curva se construyo utilizando la siguiente ecuación logarítmica, 
Y=Ema.1[1 +(EC5o/C)"J en la cual C representa la concentración de GABA, El valor de EC50 fué de 
4.5 µM. El coeficiente de Hill (n) calculado fué de 1. 
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Por otra parte, la aplicación de GASA por 120 segundos resultó en un 

aumento c:Íe la amplitud del transitorio de Ca2 + 1 de forma dependiente de la dosis, 

comó seº ilustra en la figura 1 OA. En ninguno de estos experimentos se observó 

un aumento ~significativo de la [Ca2 +]; al aplicar 0.1 µM de GABA. En cambio, en 

todos los experimentos observamos un aumento rápido y progresivo de la 

amplitud del transitorio de ca2 + 1 en respuesta a 1, 1 O, 1 00 y 1000 µM de GASA. 

La concentración en la cual el GABA induce el 50°/o de la respuesta máxima 

(EC50) fue de 4.5 µM (Figura 1 OB). 

Para probar la hipótesis de que la exposición crónica a GABA afecta la 

entrada de Ca2 + en las neuronas GT1 -7 , se midió la amplitud del transitorio de 

Ca2+1 provocado por la solución despolarizante de K+ en presencia de GABA. En 

la figura 11 A se muestra como la perfusión continua con GABA 1 O µM por 30 

minutos induce un transitorio rápido de [Ca2+]1 con una amplitud al pico de 150 O 

15 nM y un regreso a la concentración basal entre 5 y 8 minutos después de 

iniciada la aplicación de GASA. La administración de la solución despolarizante 

de K+, después de quitar el GABA del medio provocó un transitorio de [Ca2 +]1 

similar en amplitud al observado antes de la administración de GABA (Figura 

11A). 
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Figura 11. Efecto de la perfusión con K• 35 mM y GABA 1 O µM sobre la [Ca•211• En la figura 
A) se muestra el transitorio de ca•2

; provocado por la aplicación de GASA 1 OµM durante 25 min. 
Los trazos que se muestran representan uno de los diez experimentos independientes que se 
llevaron a cabo para cada grupo experimental. En la gráfica B) se muestra el efecto de GABA 
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10µM sobre el transitorio de .ca+2
1 inducido por.la perfusión de solución ringar 35 mM de K+. 

Obsérvese como la amplitud .del transitorio de ca+2
1 inducido por K+ se reduce significativamente 

cuando este es perfundido en presencia de GASA. 

En ca~bi.()./1a''~dministración de la solución despolarizante de K+ durante la 

aplicaciÓn c:l~{c'.3:~s'A:prod~jo un transitorio de Ca2
+; significativamente menor en 

· amplitud'' ~';:/?~c;~·p~·~ac1on con el provocado inmediatamente antes de la 

. aplicá:Cíóri•ici~'~'C3'A"Ei'A. (Figura 11 B). En la figura 15A se muestran los promedios 

del ".'alo~ ~I pico del transitorio de Ca2 +1 provocado por K+ 35 mM (n=1 O) antes 

(1 ª'º) y durante la aplicación de GABA (2dº). 

El GABA disminuye la amplitud del transitorio de Ca2 +1 provocado por K+ 

hasta en un 50°/o comparado con el transitorio control. Este efecto está mediado 

a través del receptor GABAA ya que la administración simultánea de GASA 1 O 

µM y picrotoxina 1 OOC-µM (un antagonista no competitivo de los receptores 

GABAA). bloquea completamente el efecto inhibitorio del GABA sobre el 

transitorio de Ca2 +1 provocado por alto K+ (figura 12). Es importante destacar que 

en estos experimentos no se utilizó bicuculina como antagonista del receptor a 

GABA ya que esta droga induce un artefacto de fluorescencia que impide la 

cuantificación correcta de la [Ca2 +]1• 

GABA + Picrotoxin 
10 µM 100 µM 
!)??????? v2na 

300 • • • K+ 35mM 

::;: 
e: 200 -+ 
~ 

"' 2. 100 

o 
o 10 20 30 40 50 

Tiempo (min) 

Figura 12. Bloqueo del efecto inhibitorio del GABA por picrotoxina, sobre el transitorio de 
Ca+2

1 inducido por 35 mM de K+ en células GT1•7 • En la gráfico se muestra la acción combinada 
de la administración de GABA (10 µM) con el antagonista del receptor GABAA picrotoxina 
(100µM) sobre el transitorio de Ca+2

, provocado por 35 mM de K+. Obsérvese como la presencia 
de picrotoxina durante la perfusion inhibe el transitorio de ca·2

1 inicial que provoca el GABA. 
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\Nótese como la amplitud _del transitorio de K+ no disminuye en presencia del GASA. El trazo que 
se múestra representa uno de los diez experimentos independientes que se llevaron a cabo en 
este.grupo experimental. -

\ ~-- ----------....._ - -

Para comprobar _que el receptor GABAA y no el receptor GABAs, es el 
~----------;·------mediador del. efeqtofde .. inhibitorio sobre el transitorio de Ca2 + inducido por K+, 

- ---- .'-:,..:.;.::-
perfundimos a: _las_.c;~~as GT1.7 con los agonistas GABAergicos muscimol y 

baclofén. En·· 1a •figura' 13A se muestra un experimento típico del transitorio de 

Ca2+1 provocado por la exposición de las células GT 1.7 a la solución 

despolarizante de K+ en presencia de baclofén (1 00 µM), un agonista selectivo a 

receptores GABAs, el cual no afectó la amplitud del transitorio de ca2
+ 1• 

A B 
Muscimol 1 O µM Baclofen 100 µM 

• • K+35mM • K+35mM 

o 10 20 30 40 50 o 10 20 30 40 50 

Tiempo (min) Tiempo(min) 

Figura 13. Efecto del muscimol o baclofén sobre el transitorio de ca•2
1 provocado por K+ 

en células GT,.7. En la figura A) se muestra el efecto de la administración de baclofén (100 µM), 
agonista del receptor GABAa. sobre el transitorio de ca•2 inducido por 35 mM de K•. En la gráfica 
B) se muestra el efecto de la administración del agonista al receptor GABAA muscimol (10 µM) 
sobre el transitorio de ca•2 provocado por la perfusión de 35 mM de K•. Los trazos que se 
muestran representan uno de los cinco experimentos independientes que se llevaron a cabo 
para cada grupo experimental. 

Por el contrario, la administración del agonista a receptores GABAA 

muscimol (1 O µM) mimetizó el efecto inhibitorio de GABA sobre el transitorio de 

Ca2 +1 provocado por alto K+ (figura 138). 

Bloqueo del efecto inhibitorio del GABA por AMPc 
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Para explorar la posibilidad de que la disminución en la concentración de 

AMPc por la exposición a GABA, pudiera estar jugando un papel en el efecto 

inhibitorio de la entrada de Ca2 + en células GT1_7, perfundimos simultáneamente 

GABA 1 O µM y forskolina 20µM (un activador de la adenilato ciclasa). Esta 

manipulación farmacológica resultó en el bloqueo del efecto inhibitorio del GABA 

sobre el transitorio de Ca2
+1 provocado por la solución despolarizante de K+ 

(Figura 14A). Es importante señalar que la aplicación de forskolina no modificó la 

amplitud del transitorio de Ca2
+; provocado por GABA (Figura 14A). La figura 158 

muestra un resumen del bloqueo sobre el efecto inhibitorio del GABA por 

forskolina. 

Para comprobar que el AMPc participa de forma directa sobre el bloqueo 

de la acción inhibitoria del GABA, perfundimos las células GT1_7 con 8-Br-AMPc 

(1 mM) (una forma de AMPc permeante a la membrana) y GABA (1 o µM) de 

forma simultánea (Figura 148). El resultado obtenido fue similar al observado en 

el experimento con forskolina, en donde la amplitud del transitorio de ca2 • 1 

provocado por la exposición de las células GT1.7 a la solución despolarizante de 

K+ no se vió afectado por la presencia de 1 O µM de GABA 
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Figura 14. Efecto del GABA en combinación con forskolina (activador de la adenllato 
ciclasa) u 8- Br-AMPc (análogo del AMPc) sobre el transitorio Ca•2 provocado por 35 mM 
de K• en células GT,.7. A) La gráfica muestra el efecto de la acción combinada de 10 µM de 
GASA con 20 µM de forskolina sobre el transitorio ca•2 provocados por 35 mM de K•. B) La 
gráfica muestra la acción combinada que tiene el GASA (1 O µM) y el 8-Sr-AMPc (1 mM) sobre el 
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transitorio de ca•2
1 provocados por 35 mM de K•. Los trazos que se muestran representan uno 

de los diez experimentos independientes que se llevaron a cabo para cada grupo experimental. 
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Figura 15. Resumen del efecto del GASA solo o en combinación con forskolina sobre la 
[ca•211 provocado r,or K• en células GT1 . 7 • A) En la gráfica se observa como el GASA inhibe el 
aumento en la [Ca• ], inducida por K• cerca del 50°/o con referencia al transitorio de Ca+21 control. 
En B) se muestra como la coadministración de forskolina (20µM) revierte el efecto inhibitorio de 
GABA sobre el transitorio de ca·2

1 provocado por K•. 1ero se refiere al transitorio de ca•2
1 

provocado por K• antes de la administración de GABA (2ºº) se refiere al transitorio de ca•2
1 

provocado por K• durante la administración de GASA o de GABA en combinación con forskolina. 
"p<0.05 vs 1°'º. 
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Discusión 

En el presente estudio se demostró que la activación del receptor GABAe 

no afecta la formación de AMPc, ni la amplitud de los transitorios de Ca2 + 

inducidos por una solución 35 mM de K+. Sin embargo, el hallazgo más 

revelante de esta tesis radica en el hecho de que la activación crónica del 

receptor ionotrópico GASAA inhibe la formación de AMPc y afecta la entrada de 

Ca2 + intracelular cuando las células GT1 _7 son despolarizadas con una solución 

35 mM de K+. 

El GABA inhibe la formación de AMPc. 

En un estudio previo realizado por nuestro grupo, se demostró que el 

GASA tiene un efecto bifásico sobre la secreción de GnRH, es decir, produce 

una fase estimulante rápida pero transitoria, seguida por una fase de inhibición 

tardía y tónica de la liberación de esta hormona (Martínez de la Escalera et al., 

1994). Además, se ha demostrado que la aplicación de baclofén (agonista del 

receptor GASAe) es capaz de inhibir de forma sostenida la secreción pulsátil de 

GnRH en células GT1. Esta evidencia experimental sugiere que el GASA inhibe 

la secreción de GnRH a través del receptor GASA8 (Martínez de la Escalera et 

al., 1994). 

El receptor GASA8 ejerce su acción inhibitoria en las neuronas activando 

una proteína Gv0 , compuesta por tres subunidades (a., J3, y). La activación de esta 

proteína G puede inhibir la secreción mediante dos mecanismos: 1) la 

interacción directa de sus subunidades ¡3/y con los canales de K+ (tipo GIRK) 

(Andrade et al., 1986; Sodickson y Sean, 1 996) y de Ca2 + (Dolphin y Scott, 1987; 

Scholtz y Miller, 1991; Mintz y Bean, 1993) o 2) inhibiendo de manera indirecta la 

formación de AMPc a través de la interacción de la subunidad a. con la adenilato 

ciclasa (Knight y Bowery, 1996). 

Existen evidencias experimentales que muestran como la inhibición de la 

formación de AMPc, provocada por la estimulación del receptor GASA8 , está 

asociada a la inhibición de la secreción de hormonas en células endocrinas 
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como Jos melanotropos y lactropos (Lux-Lantos et al., 2001; Leenders et al., 

1995). En estas células al igual que en las GT1.7 también se ha demostrado que 

el GABA tiené un efecto bifásico sobre Ja secreción de las hormonas que liberan. 

En Ja presente tesis se exploró Ja posibilidad de que el receptor GABAe 

ejerciera sus efectos inhibitorios sobre las células GnRHérgicas mediante la 

inhibición de la formación de AMPc. Sin embargo, Ja activación de estos 

receptores con el agonista baclofén no mostró tener un efecto directo sobre la 

formación de este segundo mensajero en las células GT 1.7 (figura 8A). En 

contraste, Ja incubación de las células con GABA y muscimol (agonista de Jos 

receptores GABAA). inhibió la formación de AMPc. Además, se observó que Ja 

aplicación de dosis crecientes de bicuculina (bloqueador competitivo del receptor 

GABAA). es capaz de bloquear el efecto inhibitorio del GABA sobre la 

acumulación del AMPc. Las evidencias experimentales encontradas en esta 

tesis sugieren que Ja activación del receptor GABAA media este efecto. La EC50 

calculada para la inhibición de Ja formación de AMPc fué 0.093 µM para el GABA 

y 0.022 µM para el muscimol. Es importante destacar que la presente tesis es el 

primer estudio en el cual se calcula el valor de EC50 , a partir de resultados 

obtenidos de Ja medición de AMPc intracelular. Los valores de EC50 para la 

activación del receptor GABAA reportados en la literatura hasta ahora, se han 

calculado a partir de la medición de la corriente de cr que es provocada por el 

GASA o muscimol. El valor reportado de este parámetro varía incluso en 

estudios realizados usando el mismo tipo celular, por ejemplo, en neuronas de 

hipocampo este valor fluctúa entre 6.4 y 14.5 µM. (Celentano y Wong, 1994; 

Shirasaki et al., 1991 ). Algunos investigadores han propuesto que las diferencias 

en los valores de EC50 dependen de la combinación de subunidades que 

conforman el receptor GABAA, ejemplo de ello, son Jos valores de EC50 

correspondientes a los receptores GABAA recombinantes expresados en 

ovocitos (9-985 µM Levitan et al., 1988; 1 .3-42 µM Sigel et al., 1990) y células 

embrionarias de riñón (17-1 03 µM Verdoorn et al., 1990). Aún cuando los valores 

de ECso para el GABA difieren en Ja literatura, la concentración necesaria para 
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activar el flujo de cr a través del receptor GABAA se encuentra en el rango µM, 

mientras que el efecto inhibitorio de la formación de AMPc que se encontró en 

esta tesis se ubica en el rango nanomolar. 

Por otra parte, la constante de inhibición (Ki) para la bicuculina fué de 9 

nM, valor que corresponde a una pKi de 8, considerablemente superior la valor 

de pKi reportado previamente para el bloqueo de la corriente de cr provocada 

por GABA (pK= 5, Halliwell et al., 2002). La discrepancia en los valores de pKi 

significa que la concentración de bicuculina para bloquear el efecto de la 

formación de AMPc es considerablemente menor a la requerida para bloquear la 

corriente de cr provocada por la activación del receptor GABAA. Al igual que en 

el caso del GABA, se piensa que la diferencia en los valores de este parámetro 

podrían deberse a la combinación de subunidades que conforman el receptor 

GABAA en los distintos tipos de neuronas en donde se ha estudiado el efecto de 

este antagonista (Nistri y Sivilotti, 1985; Strata y Cherubini, 1994). 

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la 

concentración de GABA necesaria para inhibir la formación de AMPc y la 

concentración de bicuculina necesaria para bloquear el efecto inhibitorio del 

GABA, son considerablemente menores a las requeridas para activar y bloquear 

respectivamente, la corriente de cr del receptor GABAA. Estas evidencias 

experimentales sugieren que el flujo de iones cr y el efecto inhibitorio de la 

formación de AMPc son eventos independientes. 

La presente tesis es el primer trabajo donde se reporta que la activación 

del receptor GABAA inhibe la formación de AMPc. El mecanismo molecular a 

través del cual se dá este fenómeno no fue objeto de estudio de esta tesis, sin 

embargo, a continuación se discuten algunos posibles mecanismos por los 

cuales la activación del receptor GABAA pudiera ejercer su efecto inhibitorio 

sobre la formación de AMPc. 

El efecto inhibitorio del GABA sobre la formación de AMPc podría deberse 

al aumento en la concentración de Ca2 + intracelular provocada por la 

despolarización que ejerce este neurotransmisor en las neuronas GT1 •7 • En 
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apoyo a esta idea, estudios recientes sugieren que los cambios en la 

concentración de Ca2 + inducidos por la despolarización pueden alterar la 

producción de AMPc en células no excitables y excitables (Chiono et al., 1995; 

Cooper et al., 1998; Krsmanovic et al., 2001 ). Sin embargo, la despolarización 

de la membrana en células GT,_7 provoca una modulación bifásica de la 

producción de AMPc (Krsmanovic et al, 2001 ). El grupo de Krsmanovic y 

colaboradores (2001 ), demostró que la despolarización progresiva de la 

membrana evocada por el aumento en la concentración extracelular de K+ entre 

20 y 40 mM, provoca un aumento progresivo de concentración de AMPc, 

mientras que la incubación de las células en concentraciones de K+ extracelular 

de entre 45 y 60 mM inhiben la producción de este segundo mensajero. Los 

resultados del presente estudio y los valores de IC50 del GABA y muscimol sobre 

la acumulación de AMPc (93 nM y 22 nM respectivamente) calculados en la 

presente tesis (figuras 7A y 88), nos llevan a sugerir que la inhibición de la 

acumulación de AMPc inducido por el GABA parece no estar asociado con el 

aumento en la [Ca2 +];. Esta idea se basa en el hecho de que la perfusión de las 

células con concentraciones de GABA en el rango nM no induce un aumento de 

la [Ca2 +]; (Figura 1 OB), pero si puede disminuir la acumulación de AMPc. Estas 

evidencias descartan la posibilidad de que el Ca2 + esté mediando el efecto 

inhibitorio del GABA sobre la acumulación de AMPc. Otra posible explicación 

sería que la activación de fosfodiesterasas (enzimas responsables de la 

degradación de AMPc) disminuyera la concentración de AMPc en estas células. 

Sin embargo, en la presente tesis se utilizó IBMX (inhibidor de amplio espectro 

de las fosfodiesterasas) en todas las estimulaciones realizadas con los agonistas 

GABAérgicos lo cual invalida esta hipótesis. 

Los estudios de la estructura y función del receptor GABAA, muestran 

que la modulación y activación de este receptor es compleja. El receptor GABAA 

es un canal iónico constituido por 5 subunidades, de las cuales se conocen más 

de 1 6 isoformas. Cada subunidad puede interactuar con distintos ligándos que 

regulan la conductancia de este canal. Los sitios de unión conocidos hasta ahora 

corresponden a dominios extracelulares de las distintas subunidades que lo 
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conforman. Estudios recientes muestran que un dominio intracelular de la 

subunidad y puede interactuar con una proteína del citoesqueleto (Wang et al 

1999). Sin embargo, se desconoce si los dominios intracelulares de otras 

subunidades son capaces de interactuar con otras proteínas del citosol, que 

puedan modular la conductancia iónica del canal o desencadenar la activación o 

inhibición de cascadas de segundos mensajeros. El mecanismo por el cual la 

activación del receptor GABAA induce la inhibición de la formación de AMPc 

queda por ser determinado, pero el presente estudio nos motiva a diseñar 

experimentos encaminados a la búsqueda de proteínas que interactúen con las 

subunidades del receptor GABAA y que potencialmente puedan modular la 

formación de AMPc intracelular o la degradación de este segundo mensajero. 

Tampoco se puede descartar la posibilidad de la existencia de un receptor a 

GABA que no haya sido descrito antes, el cual fuese sensible a muscimol y 

bicuculina e insensible a baclofén y que estuviese acoplado a una proteína Gv0 • 

Es importante hacer notar que los primeros estudios de unión a GABA 

radioactivo realizados en membranas de neuronas, sugieren la existencia de al 

menos dos sitios de unión, uno de alta afinidad (Ko= 10-30 nM) y otros de baja 

afinidad (Ko = 0.1-1.0 µM) (Olsen et al., 1981; Agey y Dunn, 1989). Actualmente 

se sabe que los receptores GABAA tienen dos sitios de unión al agonista 

(Newell et al., 2000). Es bien conocido que el sitio de baja afinidad está asociado 

a la apertura del canal de cr, pero aún se desconoce cual es el papel que juega 

el sitio de baja afinidad de este receptor. Algunos investigadores sugieren que 

este sitio también pudiera estar involucrado en la apertura del canal (Newell et 

al., 2000), pero la relevancia fisiológica sigue siendo motivo de discusión. Es 

posible que el sitio de unión a GABA de alta afinidad pudiera estar involucrado 

en el efecto inhibitorio de la formación de AMPc, ya que el valor de EC50 (98 nM) 

para la inhibición de la acumulación de AMPc se encuentra en el rango nM al 

igual que la unión al sitio de alta afinidad del receptor GABAA que se ha 

detectado. Sin embargo, esta especulación necesita de un profundo estudio de 

la estructura y función del receptor GABAA, así como la medición en paralelo de 

la actividad de la adenilato ciclasa. 
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El GABA inhibe los transitorios de [Ga2 +}; inducidos por~-

Aun cuando el receptor GABAs no mostró tener un efecto directo sobre la 

formación de AMPc, no se descarta la posibilidad de que este receptor pudiese 

actuar a través de otro efector. Como se ha mencionado anteriormente, el 

receptor GABAs además de disminuir la formación de AMPc también es capaz 

de modular los canales de Ca2 + y K+. Los resultados obtenidos en esta tesis 

muestran que la amplitud del transitorio de Ca2
+ provocado por la 

despolarización de la membrana, disminuye significativamente cuando este es 

evocado en presencia de GABA (Figura 11 B). Sin embargo, este efecto parece 

no estar mediado a través del receptor GABA8 ya que cuando el transitorio Ca2
• 

es evocado en presencia de baclofén (agonista del receptor GABA8 ), la amplitud 

del transitorio no se ve afectada (Figura 13A). Este resultado muestra que los 

receptores GABAs no modulan la entrada de ca2
• en las células GT1-7-

Utilizando el mismo método fluorométrico empleado en esta tesis, algunos 

grupos han observado una disminución de la amplitud de los transitorios de Ca2
• 

evocados por despolarización en presencia de baclofén en melanotropos y 

neuronas del ganglio dorsal (Bertrand et al, 2001; Yokogawa et al., 2001). 

Además, se ha observado que la disminución en la concentración basal de Ca2
• 

intracelular se dá a los pocos segundos de ser aplicado el baclofén en 

interneuronas estriatales (Pisani et al., 1999). Este fenómeno está relacionado 

con la activación de los receptores GABAs que es capaz de hiperpolarizar a la 

membrana. Estas evidencias experimentales indican que el método 

fluorométrico utilizado en esta tesis tiene la sensibilidad y resolución temporal 

suficientes para detectar la posible activación del receptor GABA8 y la potencial 

regulación que este pudiera haber tenido sobre la regulación de la entrada de 

Ca2
• en las células GT1. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis 

muestran que la estimulación con baclofén no afecta la [Ca2 •11 basal en las 

neuronas GT1-7· 

Como la estimulación del receptor GABAs parece no estar mediando la 

disminución en la amplitud del transitorio de Ca2
•, la atención fue enfocada hacia 
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el receptor GABAA. La fase excitadora del GABA y del muscimol previamente 

descrita y caracterizada en las células GT1 (Hales et al., 1994; Martínez de la 

Escalera et al., 1994; Spergel et al., 1995; Sun et al., 1997; Defazio et al., 2002) 

también fue observada en la presente tesis cuando la [Ca2 +]; aumentó al 

perfundir a las células GT1-7 con GABA y muscimol (figuras 11 y 138). El 

fenómeno despolarizante del GABA no es exclusivo de las neuronas GT1. 

Previamente se ha demostrado que la aplicación de GABA es capaz de 

despolarizar neuronas disociadas de hipotálamo, cerebelo, hipocampo y 

neuronas del ganglio dorsal extraídas de ratas de 1 a 5 días de nacidas. La 

acción excitadora del GABA cambia a inhibidora cuando las células son 

extraídas de animales mayores a 6 días de nacidos e incluso en células con más 

de 20 días en cultivo. El mecanismo por el cual el GABA despolariza a las 

neuronas está bien documentado. Actualmente existe un consenso general en el 

campo que explica el fenómeno de la siguiente manera: en las neuronas 

despolarizables por GABA, el potencial de reversión del cr. también conocido 

como potencial electroquímico o Ec1-. es más positivo que el potencial de reposo 

de la membrana. Esta condición iónica indica que la concentración de cr se 

encuentra más elevada dentro de la célula que en su exterior. Al ser activado el 

receptor GABAA el poro del canal se abre y el cr sale de la célula. La salida de 

cr provoca la despolarización de la membrana lo que permite la activación de 

canales de Na+ y Ca2
+. La acumulación del cr en neuronas inmaduras puede 

ser causada por la expresión del triple cotransportador 2cr-Na+-K+ (Hoope y 

Kettenmann 1989; LoTurco et al., 1995), por la ausencia de la expresión de un 

mecanismo de extrusión de iones cr como lo es la bomba electroneutra de K+­

cr (Álvarez-Leefmans et al., 1989) y/o por la ausencia de canales rectificadores 

de la corriente de cr. también conocidos como CIC (Thiemann et al., 1992, 

Jentsch et al., 1995). La expresión o supresión de estas proteínas que regulan la 

[Cr];, provocan que el potencial de equilibrio de este ión sea más positivo que el 

potencial de reposo de la membrana celular. Sin embargo, las evidencias 

experimentales mas sólidas sugieren que es el cotransportador K+-cr el principal 

responsable del cambio en el potencial de equilibrio del cr en las neuronas 
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durante el desarrollo (Ben, 2002). En las neuronas GT1 y GnRHérgicas se ha 

demostrado que: 1) expresan receptores GABAA, 2) presentan un potencial de 

equilibrio de cr más positivo que el potencial de membrana y 3) no expresan el 

cotransportador K+-cr (Defazio et al., 2002). Los resultados en esta tesis 

concuerdan con las ideas y evidencias experimentales que se han reportado con 

anterioridad. 

Por otra parte, además del efecto despolarizante del GABA, en la 

presente tesis también se observó que la perfusión continua con este 

neurotransmisor o con muscimol, afecta la amplitud del transitorio de Ca2 + 

provocado por la solución despolarizante de K+ (figuras 11 B y 138). El 

mecanismo por el cual la activación del receptor GABAA afecta a los transitorios 

de Ca2
+ no fue objeto de estudio de esta tesis pero a continuación se discuten 

los posibles mecanismos que pudieran estar involucrados. 

El mecanismo más factible por el cual el GABA podría estar mediando la 

amplitud del transitorio de Ca2 + provocado por la solución despolarizante de K+, 

es a través de la entrada de Ca2
+ que se da durante la fase despolarizante del 

GABA. El aumento en la [Ca2 +]; podría estar modificando las propiedades de 

conductancia de los canales de Ca2 + o el voltaje de activación de los mismos. A 

continuación se mencionan algunas evidencias experimentales que apoyan esta 

idea. La despolarización de la membrana puede traer consigo una regulación 

negativa de la actividad de los canales de Ca2 +. En las células PC12, por 

ejemplo, una despolarización prolongada con solución con alto K+, causa una 

disminución en los sitios de unión a [3 H]nitrendipina lo cual indica una menor 

cantidad de canales (DeLorme et al., 1988). En neuronas de rata se ha 

observado que la despolarización crónica disminuye la densidad de corriente de 

Ca2 + (Fitzpatrick et al., 1984). En células de la pituitaria GH4C,, la 

despolarización durante 2 h disminuye el número de sitios de unión a 

(+)-[3 H]PN200-110 hasta diez veces acompañado por un aumento de 20 veces 

en la afinidad por la droga (Liu, 1994). Sin embargo, la despolarización también 

puede causar una regulación positiva de los canales de Ca2 + presentes en la 

membrana. Por ejemplo, en células PC-12-251 e IMR-32 la unión del 
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radioligando 1251-w-CgTx en fracciones subcelulares muestra que cerca del 60-

80º/o de los canales de Ca2+ tipo N se encuentran primordialmente formando 

parte de un "pool" intracelular (Sher y Clementi 1991; Pasafaro et al, 1992). 

Cuando las células son despolarizadas con KCI, el número de sitios de unión a 
1251-w-CgTx en la fracción de la membrana aumenta hasta un 200°/o en los 

primeros 1 o min. Por otra parte, estudios electrofisiológicos en células de la 

pituitaria, muestran que la preincubación con 50 mM de K+, produce cambios en 

la densidad de corriente y en el voltaje de activación de los canales de Ca2+ tipo 

L. Esto provoca una disminución de la entrada de Ca2+ a la célula y un cambio 

del umbral de activación de los canales de Ca2+ tipo L, efecto que no puede ser 

mimetizado con veratridina (un activador de canales de Na+), lo cual indica que 

la disminución en la densidad de corriente no puede ser atribuida a la 

inactivación de los canales de Ca2+ dependiente del voltaje, ya que este 

fenómeno no ocurre cuando las células son preincubadas con solución 50 mM 

de K+ libre de Ca2+ (Peri et al, 2001 ). En todos estos estudios la regulación 

negativa o positiva de los canales de Ca2+, depende de la entrada del Ca2+ 

extracelular, ya que al incubar las células en Ringer libre de Ca2+, el efecto de 

regulación negativa o positiva es bloqueado. 

Un mecanismo a través del cual el GABA altera la amplitud del transitorio 

de Ca2+ provocado por el K+, podría ser la activación de una proteína Gv0 , ya que 

este tipo de proteína puede reducir la conductancia de los canales de Ca2+ de 

forma directa o a través de la disminución de la concentración de AMPc 

intracelular (Deisz y Lux 1985; Grassi y Lux 1989). En esta tesis no se utilizaron 

drogas para bloquear la activación de la proteínas Gv0 , sin embargo, se 

demostró que la estimulación de la adenilato ciclasa con forskolina o el aumento 

de la concentración de AMPc intracelular perfundiendo a las celulas con 8-Br­

AMPc (análogo del AMPc), pueden bloquear el efecto inhibitorio del GABA sobre 

la disminución en la amplitud del transitorio de Ca2
+ provocado por la solución 

despolarizante de K+ (figura 14). Además como se mencionó anteriormente, la 

activación del receptor GABAA disminuye la acumulación de AMPc en células 

GT1-7· Estas evidencias experimentales sugieren que la disminución en la 
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acumulación de este segundo mensajero podría estar participando en la fase 

inhibitoria del GABA. El mecanismo molecular por el cual el AMPc actúa sobre la 

regulación de los canales de Ca2
+ sigue siendo motivo de estudio, pero se 

piensa que el grado de forsforilación de estos canales, el cual es modulado por 

la proteína cinasa dependiente de AMPc (PKA), modifica las propiedades de 

apertura del canal de Ca2 + tipo L (Hirayama et al., 1997; Sculptoreanu et al., 

1995) el cual es expresado de forma abundante en las células GT1 (Constantin y 

Charles, 1999; 2001). 

La combinación de la entrada de ca2
+ a las células GT1 y la disminución 

en la acumulación de AMPc intracelular podrían ser una explicación razonable 

del por qué la amplitud del transitorio de Ca2 + provocado por K+ disminuye en 

presencia de GABA. 

Implicaciones fisiológicas 

La acción excitadora del GABA sobre las neuronas GT1, contradice un 

gran número de trabajos donde se sugiere que la activación del receptor GABAA 

inhibe a las neuronas GnRHérgicas. Estudios realizados in vivo muestran que 

existe una relación inversa entre la concentración de GABA en el área preóptica 

y la liberación de LH (Herbison y Dyer, 1991; Jarry et al., 1988). Además, se ha 

observado que la aplicación de bicuculina aumenta la liberación de LH (Ferreira 

et al., 1 998; Alder et al., 1986). Por otra parte, en primates pre-púberes, se 

encontró que la administración de antagonistas del receptor GABAA o el bloqueo 

de la enzima que sintetiza el GABA (GAD) puede activar la secreción de GnRH 

de forma prematura iniciando la pubertad (Teresawa et al., 1999). La medición 

de la liberación de GnRH en explantes de hipotálamo incubados con GABA, 

arrojan resultados contradictorios. Por ejemplo, la incubación con bicuculina de 

los fragmentos de tejido cerebral que incluían el hipotálamo medio basal y la 

región preóptica, provoca un aumento en la secreción de GnRH en el hipotálamo 

inmaduro pero la disminuye en el hipotálamo maduro (Feleder et al., 1996). 

Otros reportes muestran que la activación del receptor GABAA estimula la 
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secreción de GnRH en fragmentos hipotalámicos que incluían parte de la 

eminencia media y el núcleo arcuato (Donoso et al., 1992). 

La desventaja de estos estudios radica en que la expos1c1on a los 

agonistas y antagonistas gabaérgicos no es dirigida específicamente a las 

neuronas GnRHérgicas. Este problema técnico hace pensar que la aplicación de 

estas drogas podría estar activando o inhibiendo diferentes partes del circuito 

que controlan la liberación de GnRH. En la presente tesis se utilizaron neuronas 

GnRHérgicas inmortalizas (GT1) para evitar este problema. Como anteriormente 

se ha reportado estas células muestran una respuesta bifásica a la exposición 

de GABA (Martínez de la Escalera et al., 1994; Sun et al., 1997; Beltran-Parrazal 

et al., 2001 ), la fase inhibitoria es evidente cuando las células son expuestas a la 

solución despolarizante de K+ en presencia de GABA. Se podría pensar que este 

efecto se debe a que las neuronas GT1 son una línea celular transformada. Sin 

embargo, estudios electrofisiológicos recientes muestran que la inyección local 

de GABA a neuronas GnRHérgicas de rebanadas de cerebro, también ejerce un 

efecto bifásico de la actividad eléctrica (Difazio et al., 2002; Han et al., 2002). 

En resumen, la activación del receptor GABAA tiene un efecto bifásico 

sobre la actividad eléctrica, el aumento en la concentración de Ca2 + intracelular y 

la liberación de GnRH. Por último es posible que el efecto excitador del GABAA 

en preparaciones in vivo, pudiera estar siendo enmascarado cuando todo el 

circuito neuronal que controla la secreción de GnRH es expuesto a GABA. Es 

claro que las neuronas GnRHérgicas expresan receptores GABAA y presentan 

entradas sinápticas GABAérgicas directas, pero queda por ser determinado si 

una señal GABAérgica tónica, como ha sido propuesto en otras áreas del 

cerebro (Salin y Prince, 1 996) e incluso en el mismo sistema GnRHérgico 

(Teresawa et al., 1999) forma parte de la influencia GABAérgica que modula a 

las neuronas GnRHégicas. 
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Conclusiones 

1 . Los datos obtenidos en esta tesis sugieren que el GASA provoca una 

disminución de la formación de AMPc a través de la activación del receptor 

GABAA- El mecanismo por el cual la activación del receptor GABAA disminuye la 

formación de AMPc queda por ser determinado. Además, el receptor GABA8 no 

participa en la disminución de la formación de AMPc en las células GT1-7- Sin 

embargo, no se excluye la posibilidad de que el receptor GABAe pueda estar 

activando otros efectores que modulen la maquinaria molecular de la secreción 

de GnRH, ya que anteriormente se ha reportado que la activación del receptor 

GABAe inhibe la secreción de GnRH en células GT1. 

2. El receptor GABA0 no modula la entrada de Ca2
+ en las células GT1.7 

provocada por la despolarización de la membrana. Al parecer la regulación de la 

entrada de Ca2
+ está en parte modulada por la concentración intracelular de 

AMPc. Es probable que la inhibición de la formación de AMPc provocada por la 

activación del GABAA sea el mecanismo por el cual el GABA disminuye la 

entrada de Ca2 + durante la despolarización de la membrana. 
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CABA lnhibition of lmmortalized Conadotropin-Releasing 
Hormone Neuronal Excitability lnvolves CABAA 
Receptors Negatively Coupled to Cyclic Adenosine 
Monophosphate Formation 

Luis Beltr<ln-Parraz¡¡I, Gino Noris, Carmen Cl.:ipp, and Gonzalo M.:irlínez de la Escalera 

!Ve11n 1/Jio/ogy Ce111cr. Na1iona/ ll11in•r.-.i1y c~{A-lt•.'l..ico, Campll.'O UlVl\i\.1-.luriquillu. Quért.."ltlro. Qro, 1\·h .. xico 

'Y-Aminohu1yric acid (GABA) has heen implicaled in the 
rcgulation of reproductionjl particularly in the dcvel­
op111cntal n1odulation oí gonadotropin-releasing hor­
mone (GnRH) sccrction. GnRH ncurons are inncrvated 
by GABA-containing processcsjl and the adn1inistra-
1ion of GABA slimulates and inhibits GnRH sccretion 
in vivo and in vitro. We havc prcviously shown that 
GABA can exl!rf holh oí thcsc actions in scqucncejl by 
acting dircctly on irnmortalizcd GnRH ncurons. While 
thc stin1ulalion is the rcsult oí a GABAA rcccplor-mcdi­
ated dcpolari:zation of thc plasma mcmhranc~ thc mech­
a11isn1 involvcd in thc delaycd inhibition is thc subjccl 
of the prescnt invcstigation. GABA (1nM-101-1Ml dc­
crcascd thc inlraccllular conccnlration of cyclic adcno­
sine 1nonophos1>hale (cAMP) in a dose- and tinu~-dc­
pcndcnt íashion. This effcct was hlocked by bicucul­
line and rnirnickcd by muscirnol hui not by haclofcn .. 
To analy>:c tlw cffect of GABA on ccllular excitabilily, 
\'\'C uscd fura-2 loaded GTl -7 cclls. Activation of voll­
agc-scnsitive calciun1 channcls by high K .. -induccd 
dcpolarization (35 m.w) increascd [Ca"lr GABA (1O1-1.w) 
and rnu~cin1ol (1 O l•M) rcduccd thc an1plitude of K+­
induccd [Ca:.?•]¡ lransicnts. This inhihition was hlocked 
hy forskolin (20 f'M) or 8-Br-cAMP (1 mM). Altogcthcr, 
thcsc rcsult.s shcn.v that GABA" rcccptors n1ediate a sus­
taincd inhibitory cffcct of CABA on CnRH ncuronsjl 
anti suggcst thc involvernent oí the cAMP palh'''ªY de­
crcasing ccllular cxcitability. 

Kcy \Vords: C.~ABA: GABr,,...-r<~cepror~; gn11.1dotrnpin­
rcle.1~ing horrnonP; CjT 1 -7 cells; cvclic óld¿.-nosine 1nono-
phosph.1te. · 

~ .. :~~·1i1~¡~·.·l .lunL· ~~- 2111111; l<L·vi .. L•d S..:pt..:mh..:r l. 21111tl; .-'\ .. ·L·cp1..:d Sc..·p1c..·mhL·i 

/\utln1r H• "l1t•111 ;..1ll L·••rrc..•:-.p•111.Jcn .. ·.: au.t rL•prinl rL•q11c._t._ "'h•tUILI ~- .1dd1..:.,,.cd· 

~~·c~:,\','.1,~J-~~~-!~:.'.~~~~-:i~!\~"~~\:~~-1~~~; 1 ~~:•:1~t;~t~~~t~~:;;;::~::;;:'.;~'~i~:~·~;,i~;~.·~ 1.1ll>, C.)1••. :...h•,11.:•• l-:.-111;..1il: ::-111cl<~•·,.L·n·1du1.u11;_i111111\. 

lnt1·oducliun 

Th~ ncuropcptiUc gonudntropin-rcl'l...•a!'-.ing horn1tlnt: 
(GnRll) is ut thc top uf the cndo1..·rinc a.,b, 1ha1 L."ontrnb. 
fL•pn. ... cJuctivc fun..:tion .an<l i!-. n.•Jcn.scd i1uo lh~ hypophy:-ocal 
portal cir..:ulation in a pulso.ttilc í:..tshinn. This cpisodic.· pat­
lcrn is ncccssary for lh~ norn1ul opcnuion of lh\! c1.""'h•. :-ouch 
as th~ sccrction ofpn .. ·ovulo.ttory lutcinizing hormonc :-.urge~ 
o.md ovulation ( I ). A vo.1ricty nf cxpt..·rim\!ntal O.lppruo.1c..·h~s huv~ 
n1adc clL·ar that thc synchronuus rck·as\.! of GnRH is un1..h.--r 
thc rcguh1tory t..·nntrnl of Mi111ulo.nory anU inhihitory 111..·urn­
nal inputs (2). Stinwlatinn and inhihition <.Jf ~vn,;hrnnou!". 
rL•h:asc nf GnRH can he induccd 1hrouc.h vm:iou"- n1..·uro-
1ransn1itti:r systi:ms. incluUing y-o.u11innhutYric add (C.iABA l. 

l\:1oq1hologk studh.•s. in nKh:nt:-. havc r1..·vcalc<l lho.tt GnRH 
ncurnns HíL' innl.!f\'Hh:U hy GABA~rg.ic tcnninals. Synaptic..­
cont:.1cts hctwccn GABA-L.:0111aining. pn.,cc ... M.·s o.1nd Gnl{H 
ncurnns in thl.! n1cdüd prL"llptk an:;1 and n1cdian c1nincnL.:c..· 
ofthi: rat (3.-1) und 1.!'-p1·c~sion ofthrt..•1..• L"l:.tssc~ to. 1 ,~. f3.\ and 
Y"1) l"lfGABA,, rccL·rHnr !".uhunits in rat GnRH llL'Urons \.vc1-c 
Ucmnnstntlc<l hy t.lt,ublc-h1h\!I im1nunohistochcn1istry anU 
in ...-itu hyhridizulion (5.6). l'hHrn1ac..·nlo!!ical 1nunipuh1tiun 
of GABA-i:rg.k· ncuron~ has IL·d h1 th.,,: ~onch1,ion 1h:.ll 
GABA inni:n·ation i:-. ablc to 1ncdiat1..• hoth stimulo.ttorv cmd 
inhihitory u1..·tkt11:-. nn GnRH sccrction. GABA stirn~lal~s 
GnRH rck~asc in cmhry(,1niL" (7J ;.mJ 0\.!0JHll<.tl a·o h~opolhal­
;,1n1us. <.1hhnugh is gt.•nc..-rally con:-.idcrc<..l inhihihn-y tu hypo­
thalmnk GnRH r1..·lca:-.L' in aduh nns (9-/ / >. GABA,.,-n.:·ccp­
tor :."tctivatinn rc~ults in n--.·n <.liffcrL"lll r'-·spnn~\!:-.. Ucp~nJinc. 
nn 1hc <.h!vdup111cntal stag.c uf th1..• ani111ab. \Vhilc prcpl~­
h..:rtal r;,1ts respnnLI '''ith :.111 incn!U!'tt." in GnRH nulput. ;uiult 
m1inlal!'-. i-..:sponll with .,, rL·Juctinn in thc rck;.1s..: l"lf thi~ hi"lr­
rnonc (8). ln<.·ontrast llllhc'\! ¡¡ctions in rodc1u .... a GABAcrgi..: 
inhihilnry hn1c i~ particulurly i1nponant o.1s :.1 major rL·s1ruin­
ing intlucncc- un GnRH r1..·l..:a~c in pr~puhcrtal ;.h\!SU!'-. rnon­
kcys f 12). \\'hl.!n: Uin.!'<.·t synaptit..· t.•i1ntaL.·ts hi:t\.vcc..•n Gi\.BA 
anU GnRH nL·un1n:.. havc not h.,,:i.!n c.lc..•tcctt.•d { /3). 

E:\(""IL0 rin1cnts v.:ith i111111onalizcd GnRH ncurun~ nf th..: 
GTI lincagt.•. \.Vhich rclc..•;,1:-.c (lnRl-1 in puls..:s ( 14-16) ;,11 a 
frt.-qui.!ncy quiti.! similar to that ohsl.!rvcd in p1..·1~ruscd rat 
hypothalo.tn1ic cxplants ( 17.18). dclllon~tro.1tL'd tho.tt G .... '\B.A 

:__ ~: :..:: 
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FiJ:. l. Effcct nf GABA on cAMP contcnt in GTI -7 cclls. (A> DllSC'­
n!spon'c rclutionship f(.n GABA-im.luccd inhibition of cA?\1P 
ac1..·u1nulatic.:u1 in JO min in GTl-7 cl!lls. i111.."ubutcd f<..lr 90 min in 
thc pn .. ·i-ocncc of 1 mJ\.l TBMX; (Ultime coursc nfGABA-inducccl 
( 10 µi\1) inhibition ofcAJ\.1P forn1ation. Vuluc!'. n:prcscnt thcmcan 
± SE?\.1 of sb. in<lcpcndcnt dclcnninmh.1ns. '"p < 0.05 vs bU$;tl 
valu.: bcforc thc udministratiun of GABA. 

can cxcrt both stirnu1atorv mui inhibitorv action=-- hv :.tctinc. 
dircctly on GnRl-1 ncun.>~:-. ( 19.20). GT1 ncurons "'cxprcs~ 
fum . .:tional GABAA 1"1.!CC'(llOri-. co1nposed only hy o.- and P­
:-.uhuni1s ( 19.21 ). vdll>S\! uc.·tivation rapidly lcad~ to chln­
ridc cfnux .. n1cmbranc Ü\!'polarizution .. incrcase<l intraccl­
lular c;.ilciu111cnm.:cntrati,111l1Ca2•]¡). mu:l a single cpisodc 
of GnR.H ~c\..·retinn ( JCJ-22J. This cvanc.·sccnt stin1ulutory 
ª"':tion of CiA BA is followr.:U hy u long-lm~ting dccrcnse of 
GnRH ~cc.·rc.·tion and (Ca::+¡, lo lcvcb bclo·w basal "·alucs o.md 
withnut 1h..:ir chara'-·tcri:-.tic :-.1-,onrnncous o:-.cilhttinn~ (20.23). 

In thc pr.:sL'nt study '\\'L' anulyzcd thc na1urc of thc signul­
ing. pa1hv1:0..1ys invnlvcd in thc dclaycd inhibitory cffoct of 
GA BA. In p-.1rtiL·ular. '\VC m.h.Jrcsscc.i thc cffcct of GABA nn 
1hc '-"Y'-·li1...: adcno:-.inc.· 111om.1pht1:-.ph;.,tc ccAMP) pathv..•;ty :tnd 
llll l..:"cllularc.·xcitability. Our rc.•suh:-.UcnH1nstratc.• thatGABA 
inhihitsthc furmation ofcr\l'VlP ;m<l thc c.,,.cito.tbilitv ofGTl-
7 cc.·lb vi;.1 thc :1ctivation of GABA,., rcccptors und sug.gcst 
that inhibitiun of this sign¡1ling path"""ªY n1uy be rcsponsi­
hh.: for lhc inhihitory uction ofGABA on thc.• cxcitability of 
rhc:-.c.· cdls. 

H.c..•sults 

c;,.\JJA /n/1ibitio11 <>./"cA1\IPAct"1unula1i1111 in GTJ-7 Cells 

Thc ud1ninistration of GABA dccrca~cd thc act:rnnula­
lion "'fc.~.J'\..1P in GTI -7 cclls in a dosc- :tnd ti111c-<l~pt:ndent 
m<.tnnt:r (Fig. 1 ). ln....:uhatinn of GTl-7 cclls for 30 n1in \.\'Íth 
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l;oi~. 2. Et'fcct or 111uscim1.:ll. huclofcn. and GABA alonc ur to­
gcthcr with bh:ucullinc on cAf!.1P cunlcnt in GTl-7 cclls. GTl-7 
1.'cll~ (incuhatcd fc.w 90 min in th..: prcscncc of 1 n1J\·/ 1B~1X) "vcrc 
chal~Cllg_r.!d ft1r 30 lllifl \.Vilh incn:a~ing ..:'(lllCClllratiOllS Of thC 
GAB·A"·rcc"''?''-"'r agllni~l. 1nuscin1ol Cr'\.l. thc GABAH-rcccptl.lr 
agoni!'.t hw .. ·lolcn (H). '-lrw1th u sing.h.• com.·cntrJtiun ufGABA ( 10 
J.tft.1) alonc or in co1nhi mili un \.\."ith i ncrcasi ng ct•nccn1 rat ions of 1hc 
GABA"-rcccptorunu:igoni:-.t hicucullinc c<:l. Vnlucs rcp1·c!'.cnt thi.: 
mean :!: SEf\.1 or six inUcpcndcnt dctcrminntion~. *p < 0.05 \.'S 

basal v;1luc hcfurc thc adniinhtrntion uf GABA. 

inc'Tca~ing cunccntrations uf G ... "\.BA in th!i! prcscncc of the 
phosphodie:-.tcrasc inhihitor 3-isobutyl- l-n1cthylxanthinc 
< IBl\.1X) ( 1 111J\.I) .. rcsullcü in st;.ttistically significant inhibi­
tion:-. ofthc intraccllulnrconccntro.'tionofc.AMP in rc-srx-..,11~\.! 
10 IOOnM.1 µ/\<f,anu IOµMGABAtFig. IA).cAMPkv..-1,, 
graduttlly dc<..·rca:-.l!d in rc:-.punse tu 10 µJ\.1 GABA .. becorn­
ing statisticully hJ\vcrthan thc basal vnluc in nnly 2 min <.tnd 
rc:m.:hin~ n n1ini1num :.tftcr 10 n1in of trcauncnt (Fig. 1 BJ. 
Trc-:.ttn1entofGTl-7 cclls '\vhh thc :-.elcctivc GABAA-rei.:cp­
tor ;1gonist 1nuscilnol. but not v..•ith thc GABA1rrccL!ptnr 
agonist b:.tclofen .. 1ni1nicked thc dosc-rc:-.ponsc inhibition 
of intracellular cAl\1P accun1ulation indui.:c<.J hv GABA 
tFig. ::!.A .. BJ. Figure :!C shows that tht: inhihition ~f cAMP 
acc11111ulation induccd by JO µA-1 G...-\.BA "''as totally ri.:vc:r­
sc.'""d by the co;u.lnlinistration of equirnolar conl.:cntr<.ttinns of 
thc ~clcctive G."\BAA-rcct.!plor antagoni~t hicucullinc. A 
IO\.\.'er conci.:ntration of bicu..:ulline ( 1 µAf J produccd a p:ir­
tiul antagonism ofthc inhihi1ory effect ufG ... \.BA on <..".r'\[\.1P 
fonnatinn. 
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1.-iJ:. 3 .. Dosc-rcspon'c rclation,hip forGABA-cvokcd {Ca:o·1, 1nm­
~icnls in GTl-7 "·clls. (A 1Tra~c!'. !-.howin~ [Ca~·l,trnn,i..:ntscvokcd 
tw l. 10. 100. ;md 1000 µA1 in furu-:?-lnudcd GTl-7 ccl1 popula­
ti~..,ns: e U) dost.·-1-c'.'oponsc cur"'·c l<.ltlhc GABA-CV(lkcd 1 Ca2 •1, tr..111-
!>tÍcnts. Dma wcrc collcctcd in scvcn indcpcndcnt rccordin~!'.. 
Thc 1cu~·1, transicnt cvnkcc.l by 1000 J.ti\-/ GABA was normalizcd 
10 100%·. Thc "~urvc is thc bcst 11t of data to thc logistic ..:quation 
l'= E.,, .. JI 1 +e EC .... /C>"I in '"''hich Ci~thcc<.u1ccntrntionofGABA. 
nnd l'isth"" fraction ofthc ma.,imumvuluc: EC"-'wasZ.9 J.&J\./. Thc 
l lill ~01..~fficicnl t.11) wa' as!'>um'-'=cJ to ht: l. 

GAllr1 l11hibition of A··-J,,du1.·ed 
¡c.·a.Z•J,. Tru11sü.•11/.\" i11 GTJ-7 Celb 

By u~ing fura-2 lluorornetric rccordings. wc dclern1incU 
thc c:ffccts uf Gl\.BA on the rcsling lcvcl of 1Ca2 •)¡ und on 
thc ;unplitu<.h: nr K•-im.luced (Ca1•J¡ transicnts in popula­
tions ofGT J - 7 cclb. t.Jndcr thc prc~ent cxpcrintental condi­
tions. GTJ-7 cclls ~110'\vcd ~whlC' basal 1Ca2+]¡ (JOS :::t:. 10.3 
nAJ: /1 = 45 ). Thc aU111inistratio11 of GABA rcsulle<l in con­
ci.!ntratinn-dcpcndcnt (C:.1~•1 1 tran~ic:nt rc!-.pon~c:-. (Fig. 3J. 
\Ve c'an1i11cd scvcn t.•ultun.:s to gcnerntc a do~e-rcsponsc 
1..·urv-.: for GABA. Nom: uf thc '-·uhures rc!-.pondcd to O. J µA-/ 
GAB • .L\.. In all llf thcn1~ 1 µAf GABA infuscd for 120s induccd 
n n1ca!'.un1bh: r:.tpit...1 :.tnd transicnt ICa=:+¡i rc:-~ponse. At cnn­
ct.~ntrutions of 10-1<>0 ~tkl. GABA rclinbly ~vokc:<l rc~ponsc:~ 
of progrc:!'.!'.Ívcly highcr arnplitudc. Thc cffcct induccd by 
1000 µJ\-1 "'"~similar lO lhat in<luce<l by 100 µ111 GABA. 
Thc concc:ntrntion o.ll '\Vhich GABA evokcd a half-1na.'l(..i111al 
response (EC~0 > '''ó.tS 4.5 µA1 <Fig.. 3B). Thc~ rc:-.ponscs 'ver.: 
hlockcd hy thc G.-1\.BA ... ,-rcccptor antagunist picrotoxin 
<data not ~ho'\vn J. 

A typical :-.cric-:-. of !Ca~+]¡ rcspons..:~ to n.:pcatcd (:!O 1nin 
apart J short-tcnn ( 120 s) infusions of high ¡..;::+ conccntra­
tinns (;5 rn.t\f) are sho\.vn in Fig. 4. Thcsc rc:sponscs '\vcrc 

A 

2C-OJ . .11 . .· 11 

""' .,. ......_._.. i.............. l. 
.] ____ _ 

Q 3:0 w 

O.:Of!H 1Ci,Al.4 
~~ 

Time (min) 
•·ig .. 4 .. Effcctnf35 mkllK .. J,.andGABAnn (Ca2•],inGTl-7ccll!'>. 
1Ca2 '""1; wus mcaM1rcd in fura-2-luadccJ. covcr !'>lip-atUlchcd GT 1-
7 ccll popula1i,"'>n~ by spcctronunromcty. Thc huriznntal bars 
;1bovc cuc-h trae..: indkalc thc time pcriod during which C!'.lcrnal 
cunditions , .. ·ere changL•d. (A) Effcc1 nf rcpcatcd c.'ltogcnou!'. ..-.hal­
lcngcs ( l:?O s) with 35 mJ\.1 ( K•J..: (H) cffcct nflong-lcnn (~5 n1inJ 
acJn1inistrution of GABA t. 1 O µJ\.11. Truccs rcprcscnt typkal re­
sponses ohtaincd in al lcast 10 indcpcndcnt cxpcrin11..•1us pcr­
forntcd for cuch conditil1n. 

highly reproducible within each culture <Fig. 4A). rc:.tch­
ing an nverage an1p1itude of 210 :t: 23 nJ\-1 (11 = 10). The 
su~t:..aincd infu~icin of GABA ( l O µAl) for 30 rnin induccd 
:..a rapid and tn.lnsient ri:-.e in JCa2+)¡ <Fig. 48). 1Ca2+)¡ rap­
idly increased to peak at average valucs of 150 :t: 15 nJ\.1 and 
then decrcased to return to ba~al level:-. bet,veen 5 :.lnd 8 111in 
nf1er the onset of GABA infu .... ion. The adn1inistr:uion uf 
high K+. 5 nlin after 1he suspcn~Íl."'111 ofGABA infu~ic..,n. pro­
duced 1Ca2•]¡ respon!-.cs of sin1ilo.tr an1plitude 10 those induced 
bv K• just bcfore lhc inf"usion of GABA. 

• Ho~·ever. (Ca.?+ l; rc~pon~es triggcred by high K•· '-vere ""'ub­
!iolantiu11y and revcr~ihly affcctcd during. long.-ternt infu­
sion~ ofGABA (Fig. 5AJ. Thc :tn1plitudc ofthc: K .... -induced 
JCa:!:+J¡ tr;1nsient re:-.pon~e~ during GABA infusit."ln rcachcd 
:1 peak v;tluc roughly onc-ho.tlf of thc vnlu.: r.:;tchc:d just 
before the infusion of GABA. Thc a111plitudc of thc trnn­
sient responses triggcred by K .. infuscd right after the cnd 
of the infu~i«.."'111 ofGABA ""hº""'cd :.1 p:.tnial rccovcry. Figure 
6A ~how~ thc average an1plitude of 10 (Ca~+f¡ responses 
triggered by K+ infu~cd br:fore ( 1 ~t ~ohunn) .and during 
t 15 min after thc onset .. 2nd colun1n) thc adrninistnttion of 
GABA. GABA decrcased the an1plitudc of thc K+-iJuluced 
1Ctt2•]¡ tran~ient~ to 157 .:t: 15 nA1 (.i.c .. 50t;:b lowcr than thc 
corresponding control:oo.J. Coadntini~tration .... -.f the GABA .. ,­
recepcor &lntagonist picn"ltoxin ( 100 µ;\ .. f) con1pletcly blocked 
both of the effects of GABA l 1 O J..11'1). that i~. th~ r:..apid nnd 
tr..insicnt stin1ulatÍl"lll of ICa~+)¡ and thc inhihition of thc 
:.an1plitude of K•-triggered (Ca~+)¡ trunsie-nts CFíg. 5BJ. 

<"6 \ 
i\~--··~f?"~~~{f~, :~· :5~::--1 
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Fi~. 5. Effcct of GABA Qr GABA plus picrutmdn on K•-cvokcd 
tCu!•¡1 trJnsicn1s in G't-1-7 1.:clls. (A) EffcclofGABA ( 101-11'-f) on 
(Cn2 .. l, lr:.m:-.icnts C\'c1kcd by 35 mi\1 (K_+J,,; CH) cffcct 1,,"lfthc cu1n­
J1im:d administration uf 1 Oµ/\-/ GA BA "vith thc GABA"-rcccptor 
ant.Hgoni!ool pic.:rotuxin e 100 µAfl on l Ca2• 1, transicnts cvokcll by 35 
mJ\.I 1 K .. 1 .. - Trace!'- rcpt"c!'-cnt typkal n.·sponscs ohluincd in 10 in-
1..tcpc.•111..knt c.xpc1·imcnts pcrfcnnlcd for ctu:h '-"'-lnc.Jitinn. 

Figur\! 7 .shows typic:1l tr..tces of K+-induced 1ca=+1¡ re­
~pun:-.cs in GTl-7 cell po¡1ulations infused '\.Vith n1usci1nol 
(lrh:1clofcn. lnfusion ofGT'l-7 cell populations with the selec­
tive GABAA-reccptor ¡1gonist n1usci1nol t 1OµJ\.1)1ni111icked 
hoth of thc effcct~ clicited hy GABA. th:.11 is. a rapid and 
tr:.tnsient stimulation of (Ca2 .... ]¡ .. follo"vcc.1 by the inhibition 
uf (Ca.2•J. tn1n:-.icnts triggcrc<l by high Cf....,nccntrations of K• 
( Fig.. 7 A). By conu·.ast~ the infusion of GTl-7 ccll popula­
tion:-. with th!:! ~clcctive GABAn-n:ceptor .agonist baclofen 
( 100 µAJ> did 1101 uffcct thc ainplitudc of K•-trig.gered [Ca:!•]¡ 
tran:-.icnt:-. """"r induce any cnrly detlection on the b:.1sal level 
of 1c"'+1, IFi¡;. 7BJ. 

llhu·ka<lt· of c; .. \IJA lnhibitio11 
on K·-Jnduccd /Ca.z·¡i Transi1.•nts by c•,-'\All~ 

C-.l-infusion nfGTJ-7 ccll populations '\.Vith GABA (10 
pi\-1 J. plu:-. the dirc(:t-ac:tivator of :.u:lenylyl cyclasc forsk4.."llin 
(20 µJ\.fl. rt::-.ulted in the blockade of the inhibitory response 
of GABA on the ;:unplitude of K•-triggcred lCa2+]¡ tn\n­
sic.!nts ( Figs. () anU 8AJ. Thc infusion of forskt."llin had no 
effect on ~he .-apid !-otimulatory action of GABA on lCn2 ... J¡ 
tFig. 8A L A!-. .... ho'\.vn in Figs. 6B :.md 8A. 1hc :.1n1plirude of 
K•-inUuced (CH~ .... L tr:.msients v.•as not rnodified in 14 GTJ-
7 f.."c.!ll culture~ cninfused si1nultancously 'vith GABA and 
f-..ll·:-.kolin. A si1nil:1r result "vas ohrnined '\.\tith the cAMP 
:1nalog. 8-Br-cAf\.1P. Coinfusion ofGTl-7 ccll populations 
v.·ith S-B1·-cArvlP { J 011\1) prevcnled the inhibition of K•­
triggcrcd (C;.1:!•1, transicnL.., induc~d by GABA e 10 µJ\1), 
,..,,.hilt: h:~1vi11g thc rapid and trunsient s1i1nula1ory :.1ction of 
GABA un (Ca1•J¡ unaffected tFig. 8BJ. 
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l•"iJ,!. 6. Su1nn1u1"' of Lhc cffccts of GABA alune ur in comhinution 
""'Ílh for:-.J...ulin ...;n K .. -C,,.(,kt.!d JCu:-1, ri-..es in GTl-7 cclls. GABA 
inhibilcd thc 1cu:· 1. ri~ci-. ..:v-..1J...c-.l by K .. lu ahout so~. of C"Ontrul 
(A.). Cuudn1ini-..trutiun (lf fl>rskolin (20 p.\.-1) rcvcrlc'-1 thc c1Tcc1 ,,f 
GABA (RJ. lsl. K·-cvokcd IC:.i:·1, ri~c hcf"1rL- thL- adminb.trati,1n 
,,f GABA nr GABA plus f">r~J...olin; 2nd. K ·-cvnkcd ICa2•1, riscs 
during. GABA or GABA plu:-. furskolin. "''p < 0.05 ''s lst valuc. 
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in GTl-7 i:clls. (A) Effcr.:-1 of:.idministn.Uiun oflhcGABAA.-rC'ccp­
tor af!.Ollist mu~ci1TI('ll (10 µA,/> nn 1c:.i= .. 1, 1r.:1nsicnts ..:-v11kcJ hy ~5 
01.\-/ IK-J..; (H) cffc-cl or ad1ninislr.:1tion uf thc GABA 11-rcccptnr 
ag.onist bm:lofcn ( H>O p.t\.f) un IC;1=·1, tn1nsicn1s cvnkcd hy 35 mM 
1 K .. J ... Traces rcprcscnt typic:.il rc~punscs in l"ivL .. indcpcnt.IL'lll 
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l•'iJ: .. 8. Effcct of GABA in cornhinutíon wilh u cAMP unalog 
or nn activutor of udcnylyl cych1sc on K+-cvokcd [Cu:+¡, riscs in 
GTl-7 cclls. (A) Effcct ofthc .:ombincd udminíi-.lralinn of 10 .. 1¡\.f 

GABA wilh 20 µ/U for~kulin on lCa:+]; tran~hmts cvukcJ by 35 
mA-/ 1 K ... 1 .. ; lH) crtb •. •t uf thc cumbincd m.iminbtrntion uf 1 O µ¡\.f 
GABA ·wi1h l 1111\.f R-Br·cA?\.-1Pun [Cu=· 1 1 1mnsicnt~ cvnkcd by 35 
m""'f IK~J... Thc traces rcprcscru typical response~ nbtuinct.l in 10 
indcpcndcnt cxpcrimcnts pcrfonncd for cach condition. 

I>iscussion 

In thc- pr~!'.enl ~tuUy. '"'ith the use of fura-:! tluoromctric 
rccordingi-.. in ntunolnycr nctwork~ of intnlortali~cd GnRH 
ncuron~ of thc GTl-7 lincagc .. wc dcn1on~tratcd that GABA 
inhibi1cd neuronal cxcitability and that this cfTcct "'as ~cc­
ondary to thc inhibition ofthc adcnylyl cycl:i:-.c/cAMPpath­
"'llY. Our rci-..ulL..,. also sho"' th6lt both ofthc!-.c cffccts of GABA 
o.u-e triggcrcd by thc :.tc1ivation of GABA" rcccptors. 

G/\B.l\. has thl.! ahili1y to :-.ti1nulate a rapid and transient 
cpi~odc ofGnRl-1 sccrction in GTI ncurons (20). This finU­
ing ~uggc!-.h.:U that GT l cclls 1naintaincU clevatcd Jevcb of 
intn1L·cllulur chlnric..J~. "'hich could he. thc rcsult of n chlo­
ridc in1ru:-.ion n1cchmtisn1. such as the onc nlcdiatcd by thc 
~<ldiu111-potassiun1-t~)-chlori<lc cutranspor1cr (:!4.25). or 
tlu." lack of an a<.·tivc chlorh.Jc cxtrusion 1ncch:.1nis111. such ai-.. 
thc \.!h;ctrnncutrul po1ui-..siu1n-chloridc co1ranspo1·tcr (26. 
~7). nr 1hc inwardly rcctifying chlo1·iüc channcl (28.29). ali 
of whiL·h "'ouh.l n:~ull in ;.1 d1loridc rc,·cr~al potcntial abovc 
thc: 1nc111hra11C' potcntiaL Consi:-.tcnt with this intcrprctation 
i~ thc finding that GABA triggers thc cftlux. of chloridc 
¡,..,n~. thc dcpularizatiun of thc rncrnhr:.tnl.!. anU a transicnt 
ini..:rcasc in (C•t=•J¡ { /9.21.22). Thc lcvcl of cxprcssil."lll of 
1hc~c- chloridl.!-intruding o.tnd -cxtruding 1nolcculcs in GTJ 
cc:Jb n.:mains 10 h~ Uctcnnincd. 

The cvancsccnt <la~ting for only 10-J 5 min) incrcasc in 
1 ca2--1¡. obscrvcd hcrc in lhc rccorüi:d population of i1n-
111ortollizcd GnRH ncurons in rc~poni-..~ 10 G . .i\.BA und 1nus­
cin1ol. is con~iMcnt \.VÍth pn:vious report:-. in single GTI -7 

cell rccordings (/9) and GTl-7 cell populations (30). 11 ii-.. 
possiblc th:.tt this initiul 1Ca2 +)¡ tnm!\ient triggers thc inhi­
bilion ·ar :.tdenylyl cyclnse. lco.1ding to the <.Jecreo.u.-cd ccll 
excitubilily oh:-.crvcd 15 min uflerthc onsct ofGABA infu­
to.ion. The regulation of adenylyl cycla~e hy Ca2 ...... providc:-. 
a conOucncc of two 1no.ljor sig.naling path\.vays \.vith profoum.J 
physiologic:.11 significunce. For instunce~ Ca2 • inhibitiun of 
adcnylyl cyclasc has heen proposcd to (.'ontrihutc to oscillu­
tions mu.t pacc1naking. in curdiac tissue (31) .and ths: 1nuin1e­
n:.mccofcnúothcliul ccll pcrn1cahility (3:!). Cak·ium h:.•s bccn 
rccogniz..:d o.is playing. a critic.·al rcgulatory role in ntot!ulat­
ing adcnylyl cyclase activity. since lwo uf thc nint.• distinct 
ntamni:.tliun uU~nylyl <.·ydascs that h:.tvc- ht..•i.:n c.·loncú to 
date (3 J .33 ). namely typcs V Hnd VI. Hn: dir..:ctly inhibited 
by suhmicro111olur concentrations t:lf calciu1n (31.34). Ade­
nylyl cych1se typc VI i:-. \.Vic..Jcly exprcsscd in th\.." central 
nervous sy~1en1 (35). Morl.."ovcr .. thc ex pre:-.:-. ion nf adenylyl 
cycta. ... e typc V """ª"" r(!(.·cntly rcportcd in GT 1-1 and GT 1-7 
cclls (36). providing. th..:: h:.1sho for a putativc GABAA-trig­
ge:rcd ionutropic n:g.ul<.1tion ofcA~1P form:.•tion. In spih." nf 
this allnlctivc possihility. thc actu:.tl n1cchanisn1 h.Y "'hich 
GABA" rcceptors trigger th..: inhibition of adcnylyl cycl­
use rcntains to be dctermin..::d. 

Wc prcviously reponed that baclofen inhibitcd thc ant­
plitudc uf thc pulsatilc rt.•lcasc of GnRH in GTl-1 cclls. 
"vithout nffccting. the husal lcvels of:-.ccretion (~0). Exprc:-.­
sion of lo~· lcvcls of GABAn reccptors \V:.1s prcviously 
sho\.Vll hy the hinding. of 3H-baclofen to synap1oso1nul 1n..:n1-
hranes fron1 GTl-7 C\.."lls (37). Bcc:tusc GABA 8 rect.•ptors 
usually are ncgativ\.."ly couplcd to adenylyl cycla:-.s:. in this 
studv ·wc tcstcd the effcct of GABA on cA?\.1P forn1ation. 
Our ;.csults shO\.\.' a rohust inhihitorv cft"ect ufG.l\BA on thc 
accumulation ofcAMP in GTl-7 c .. dls 1hat rcached a n1ini­
mu111 value 10 min :1flcr the onhct ofGABA und lasteJ for 
at least 30 min~ \.\.'Íthout any sign of dcscnsitization. These 
cxpcrintenL.,. wcrc pcrfonncd in thc prcscncc of;,1n inhibitor 
of phosphodicstcr:.tscs < IBJ\1X). suggcsting that GABA in­
hihited thc ~ynth~sii-.. of cAI\.1P rutht."r than in...:rl..":.tscd thll.! 
dcgnu.Jation of thc cyclic nuclcotiüs:. Thc inhihitory c:ffcct 
of GABA on cAf\1P ¡tccumuhltion was blockcll in .a do~c­
dcpcnd..:nt fu:-.hion by thc antagonist hicucullinc. suggcst­
ing th:.lt this cff~ct wus n1cJiatcU by thc a<.·th·ation of 
GABAA rcccptors. Thh. i:-. ..:onsistcnl "'ith thc oh:-.cn1•1tiun 
that the GABAA-n.!cc.:'T>tor agonist 1nuscintol doS\! and ti1nc 
dcpcndcntly d..:crcasc thc intntccllular ..:ontcnt of cAl\rtP in 
GTl-7 cclls. GABA an<l n1uscimol also Uccreasc thc for-
1nation of cAMP in GTI-7 and GTl-1 cll.!lls. i-.tin1ulateU by 
dopa1ninc .. norcpincphrinc. and for:-.kolin. suggcsting a 
rtlbust inhibitory eff\.."ct of GABAA rccll.!plors on thc .acth·­
ity of adcnylyl cyclasc cunpuhli~hcd obscrvations). 

Hows:vcr .. baclofi:n diJ not afft..•c1 thc ft . .lrnl¡1tion of ..:Af\.-1P. 
nor did it uffcct basal nr K+-triggcred ICo.t=•t¡ tn1nsii:nts. 
Thus. in accordancc with Halc:s et al. ( J '.J J an<l Spcrgcl et •ti. 
(30) .. our prcscnt rcsulL.,. ~hº"' thut GABAn rcc'-"ptors an: not 
,-ouplcd ro cakiunt n1..:taholis111 in_q_~~-·~~:-~l~~cr .. 
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thcse oh!-.c:.·rvatinns sug,gcst that the inhihitory effecls of 
h~1clo1"s:n on pulsatilc GnRH secrction rcporwd in GTI-1 
c.·cJls (20). on K•-triggcred GnRl-1 scc.·rction in GTt-7 cclls 
(37). on GnRH :-.cc..·n..!Lion 1"ron1 hypo1halan1ic frag111ents 
(3R). ~tnt..J un GnRH gene cxprcssiun (39). do not invoh·c 
thc inhibition of 1hc cAl\.1P p~tthway nor thc: nlodulatinn of 
c:.·¡¡Icium si~naling. Evcn tflí.,Ut?h our stut..Jy was not ain1cd al 
rc:~nlving thi,.. h.suc. lht.• prc:sent n:sulti-. appi:.·ar to be incl">n­
:-.i:-.tcnt al:-.n wilh an inc:.·rca!-.cll polassiu1n ..:onc..tuctancc f..ll" a 
U..:cn.::.iscd caldu1n influx. thc othcr ~1ctions uttributcc:.J to 
GABAu rc:.·ccptor stimulatinn (40). 'T'hus .. thc nature uf thc 
,..ignaling pathw~1y .._·oupling. thc cfkcts of haclofen <.Jn GnRH 
nc..·urons n .. "nlain:-. to he dctc.·rminel.l. 

Onc of tht.• intcrc~ting finc:.lings in uur cxpL"rimcnts is that 
.ai.:tiv:.uion of uc.lcnylyl cydasc can block the inhihitory action 
of GABA un K ... -triggcn.:d (C:.t~•1 1 transi&:nb. ~uggc!-.ting 
1ha1 thc inhihit1wy c:ffect ofGABA nn GTl-7 ccll excitubil­
ity t."l>ulc:.J he thc c:.·t 1n:-.cqucncc of dc ... ·rcascd intract.•llular cAMP 
<.."nnc ... ·ntt·utions. 1-"\cc.·nrdingly. blo ... ·kadc '"ªs al:-.o ohscrv..::J 
in cdls trc:atcd v.·ith c..·xogcnous c.·AMP unulogs. Thc elcva­
tion nfc..·Al\1P lcvl.!'ls in GTl c.·clls is clcarl\· a:-.sociatl."d with 
ccll dcpolariz:.1tion unc..t GnRH ~ccn:tion. Í111..·rc¡1sing cAr-..1P 
h.·v,•ls hy :.tdrnini~tr:.1tion of cA?\.1P :.•nalog!'.. hy ac.·tivation of 
o.ulcnylyl-cyclm .... · c.:uuplcd n.·ccptors. and hy direct uctiva­
tinn of atk•nylyl cyclasl.". ull rcsult in f:.11: .. ·ilitation ofGnRH 
sccn:tion (-11--13). Although it is gl!'n...:rully acccptecJ that 
c:.·Af\.11' function!'. vi~t :.it.·1ivation of •. :AI\.1P-dc:pcndcnt pro­
tcin kinnsc (protcin kinasc A 1PKA1 ) .. it Í!'. :.1lso known thnl 
<.."Af\.1P has u Uirc<..·t cffct.·t on ccllular function inJc:p,•ndcnt 
of PKA activation f-1-IJ. GTI c.:cll:-. V..'Crc rccc.~ntly :-.ho\.vn to 
c:xprcss functional cyclic nuclcotidc-gatc<l cut ion channels. 
suggcsting th:.1t cAf\.-tP m:.•y havc a dirC"ct c:ffcct on ccllular 
t."xdtabilitv (3f'">). 

Takt.•n ¡ngcthcr. our 1·esults suggcst that lhc :.tctivation 
ni' GABA .. , rccc:ptnrs on GTl-7-in1n1ortalizc<l GnRH ncu­
rons. kno\.vn to rapidly rcsult in ct.•11 111cnlhnmc dcpolariza-
1inn :.,nu i1u.·rcasi.:U 1Ca1•) 1• lcad:-. to :.1 suswincd inhibition of 
~'dcnylyl cycluM:. This m:tion. in turn. prnvidt.::s u sust:.tincd 
inhihiti1H1 of c.·cllular~:i-.dtability :.tnc.1, hcnt.·c~ could help ex­
phiin tht.• lnng-t ... ·rn1. dcscnsitizution-rcsistant inhihition of 
puls<.ttilc GnH.H sccrclinn by GABA. Thc role that these 
mc1..·hanb111!'. idi.:ntifit.•d in in1mort:tlizcc.I GnRH ncunnl!-. 1nay 
ph1y in thc rt.·guhttinn nf rcpro<luctinn hy GABA through 
thc dirc ... ·t n1oc.lulation ofGnRH ncunmal physiolo,g.y rcmains 
tn he dc:tcnnincd. 

Matcri'9ls and l\.1clhods 

R,•tt¡:t•11/.\· 

Fura-:! Af\.1. y-arnino-11-hutyric.· :.1cid. 1nuscia11ol hydro­
hron1itk. (::t,-ha..:lofcn. C->-hic.·u,·ullint.~ mcthioJide. picro­
to .. "in. forsknlin. 8-l3r-c.·A~·tP ~odiunl. and 1 Bl\.1X \.VCrC" pur­
c:.·hascc:.J fro1n Rcscarch Biod1e1niculs ( Natick. MA). Ade­
no:-.inc 3'. 5'-cyclic.· phn!-.f>hnric ucid ::!'-0-succinyl-3 11.:!!'Il 
iod11tyro:-.inc n1ethyl ester <200f) Ci/m111nl) was purchascd 
frl.,111 A111crshmn (Littk Chalfnnt~ LTK). 

Ce// Cul1ure 

The GTl-7 cell line 1kindly provided by R. l. \Veiner. 
Univcrsity of Californiu. San Fnln<.·isco>. \A.'US cultured in 
Dulhc..•cco·.s 1nodific:d eaglc-·~ 111c:diu111 supplementc<.I ""~ith 
109~· of ft:l:.\l bovinc- scrurn und pcnicillin/strepto1nycin. 
Thc cclls ·were platcd ut a dcnsity of 2 x JO~ ccllsllnL. 
dirct.•tly on :::!4-well pl:.1tc:s. or un 35-min pla:-.tic Petri dishcs 
<."ontaining 9 x :?2 111111 gluss covcr slips cTcrn1anox. f\1ilcs. 
Napcrvillc. IL) coatcd \-\'ilh poly-L-ly:,Ínli!. Thc cultures 
""'ere 111.aint.ained at 37ºC in a '\\.'lltcr-s<.tturatc:U aunosphere 
of 95'/C- 0 2 and So/ti C01 . Celts ·wcre 1..·ulturcd until thcy reuchcd 
50-70";(-. contluency .. at which tilnc! 1nc!diun1 "'-'as rcplaceJ 
by " detinecl medium (Opti-MEl\1: Gihco. Grund lsland. 
NY) "''ithnut scrun1 for 2 d . 

cAIUP Sludie!J.· 

Thc GTl-7 cclls werc culturcd with Opti-MEM supplC'­
n1cnted with 1 n1M lBMX ror90111in. Cclls w..::n:: thenchul­
lcngti!d with GABAcrgic drug.s for thc last J-30 n1in. At the 
eond of thc: im:uhution pcriod. thc cells wcrc ly~ed in 1 mL 
of kc:::-cold O. 1 N HCI and frozen on dry ice oven1ig.ht. Then. 
1 ... ·satcs "''ere :-.onicatcd anü incubatcd at 4c·c for 48 h. Aft~r 
;cntrifugution ( 10 .. lKX)g for 30 n1in) .. th~ supcmatants "''ere 
:-.torcJ at -2oc-c until n1dioilnnu1noas:-.aycd for cA~1P. 

c.,...\!t-IP Radioin•n1u11oa . .; . .;uy 

cA~1P fron1 ce11 cxlntcts was dctcrmined by rudioirn­
n1unoa~:-.ay. u:-.ing rabbit anti-cAMP polyclonal antiscrun1 
AB505 (Chcn1icon .. Tcn1c:cuht .. CA). aftcr acctylation of thc: 
:-.amplcs with uicthylmninc-acctic unhy<lridc <2: 1 ). All ~•m­
plcs from an c.'<.pcrirncnt v.•crc o.tnalyzcd in lhc: ~an1c o.1ss;,1y. 
The lin1it of dctcction w:.1s 1 O ímol/ntL and thc intraa~suy 
cocfficicnt of variation '"'as 2.8C'}é>. 

l\11.•a.'iurt•1n1.•nl tif /Ca'•J,in C."1.•ll l•opulations 

Thc: cover slip-attached cuhurcs ·w..:re v.•ashcd twicc 
wi1h Ringcr·s solution (140 mkf NaCI; 2.8 mft.f KCI: 2.0 
mi\-1 MgCI,: 1.0 mft.f CaCI: 10 mM HEPES: uncl 10 m.M 
glucosc. pH 7 .3 >. und the cells were thc:n loadcd wilh 2 µA..f 
:.1L.:ctoxynu~·thyl cMer ofthc! Ca:!.•-scnsitivl! dye fura-2 ((fura-
2 AMI. fn:shly dissolved in 10 µL of dimc1hyl sulfoxh.k 
und thcn dilutcd in 30 ntL of Ringcr's solution J for60 n1in. 
Thcn. fura-2 AM snlution wus removed hy rinsing twict.• 
v..•ith Ringcr•s solution for 20 111in ut 37''C for complc!tiun 
of C"sh:r hydrolysi~. Thc covcr slips wcrc suspc:nded in u 
qLmrtz cuvct so tho.tt thc planc or the cc1vc1· slip wa:-. :.tt :.t 45" 
ang.le to 1hc inc.·ide-ru light and turne<l ª"''ªY from thc e1nb­
:-.ion n1onochron1ator so thut rc:lle<.·tcd light would he: n1ini-
rnal. Cclb '~·ere c..·ontinously pcrfuscd v •• ·ith Ringcr·~ ~olu­
tion and evL."ntually rcpla<.·cd by Ringer"~ solution cont:.tin­
ing hig.h K• (35 n1M: N:.1Cl '~·as isnsn1otically rcpl:1ced by 
KCJ >. GABA. GABA agonists. GABA ~•ntagonists. ff.,rskn­
lin. or 8-Br-cAf\.1P. DctcrminHtions or lC:tZ•]¡ 'vcrc rnu<leo 
in a ~pc:.•ctruphoton1c:ter (SL~·l-An1inco. Rochcst\!'r. NY> 
equippcd "''ith a 150-\V X\!'ll<Jn ta1np. Tht! cells "'c:rc altcr­
natc:ly cxpn!-.L."d to .340- :.tn..J 380-n111 light. 6tnd fluurc!'.ccn..:e 
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c1nb .. sion at 540 nm \V&.1s collccted~ UigitalizcU. and anu­
lyzcd by 1hc.~ software provided \.vith thc spcctrophotom­
etcr. Cnn!-'tants ·wcrc dctcrmined for cach cover slip using 
5 µJ\4 ionomycin for Uma."' at 1 rnM (Ca2•1c,., and 5 n1AJ EGTA 
for U 01¡ 11 • Thc ratio of the fluorci-.ccncc cxcited ut the \\\'O 

'\\'avelengths (R = F:;.u/F:"-~o) ·w:.1s culibr..ilOO to cxprcss [Cu~•¡¡ 
usin.g thc forrnula propo~ed by Grynkicwic~ et al. (45). 

/J"'ª ,.'\11a(wds 
Thc :.U.llistic:.tl !->ignif1cancc of thc rc~ults '\Vas tcsted by 

using :.\ onc-'\vay mmlysis of vuri:.1ncc follo,vcd hy Fisher·s 
mulliplc con1p:.tri~on h::st al O.OS levcl «..Jf significm1cc::. 
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