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RESUMEN

El &cido y-aminobutirico (GABA) es uno de los principales neurotransmisores
en el sistema nervioso central, actuando principalmente a través de la activacion de
receptores-canal pentaméricos permeables a iones Cl- llamados receptores tipo
GABAa. En el linaje oligodendroglial, la expresion de los receptores GABAA es
regulada por varios factores. Entre ellos, esta su interaccion con las neuronas, por
lo que se ha propuesto un papel en el proceso de mielinizacion, idea que es apoyada
por evidencias que muestran que este importante proceso, es deficiente, cuando el
sistema de sefalizacién gabaérgico es disminuido. Los estudios funcionales vy
farmacolégicos en oligodendrocitos (OLs) del nervio 6ptico, indican que el receptor
GABAa tiene una estequiometria especifica de este linaje celular, ya que sus
caracteristicas los distingue de los reportados tanto en neuronas como en otras
células gliales. Una diferencia importante esta relacionada con el efecto de la B-
carbolina butil-B-carbolina-3-carboxilato (B-CCB). La B-CCB es una sustancia
enddgena, que se describi6 como agonista inverso del principal receptor GABAA
neuronal, actuando sobre el sitio de unién a benzodiacepinas (BZDs); sin embargo,
ha sido mostrado que tiene un robusto efecto potenciador sobre la respuesta a
GABA en los OLs. La informacion previa, sugiere que el receptor GABAA
oligodendroglial, contiene las subunidades a3, B2 6 B3, y1 6 y3. Aqui, co-
expresamos en ovocitos de Xenopus laevis el cRNA de estas subunidades,
clonadas a partir del mRNA de los OLs del nervio 6ptico de rata, y realizamos el
analisis funcional de las seis combinaciones posibles. Los resultados muestran que
la combinacion a3B2y1 reproduce en buena medida el perfil funcional vy
farmacolégico del receptor oligodendroglial, y muestra que la -CCB actua como un
modulador alostérico positivo del receptor. Este efecto no fue antagonizado por
flumazenil, un potente antagonista sobre el sitio clasico de las BZDs, lo que indica
que la B-CCB actua sobre un sitio de union diferente en este receptor GABAA.
Nuestros resultados apoyan la idea de que el receptor oligodendroglial esta

compuesto de una combinacion de las subunidades propuestas.



SUMMARY

The y-aminobutyric acid (GABA) is a major neurotransmitter in the central
nervous system, that acts mainly through activation of pentameric receptor-channels
permeable to Cl- ions named GABAA receptors. In oligodendrocytes (OLs), GABAa
receptor expression is controlled by several factors. Among them, is their interaction
with neurons, strongly suggesting a role of gabaergic signaling during the
myelination process, this is also supported by evidence showing that the process is
deficient when gabaergic communication is decreased. Functional and
pharmacological characteristics, of the GABAa receptor expressed in OLs from the
optic nerve, strongly suggested that it has a novel and specific subunit combination,
different to that of receptors expressed in other neural cells. An important difference
is related to the effect of butyl-carboline-3-carboxylate (3-CCB), an endogenous -
carboline. B-CCB has an effect of inverse agonist on the main neuronal GABAA
receptor, acting on the benzodiazepines (BZDs) binding site; however, it has been
shown that 3-CCB strongly potentiates the GABA response in OLs. Previous studies
indicated that precursor cells and OLs express a GABAa receptor containing a
combination of the following subunits: a3, B2 or 3, y1 or y3. In here, these GABAA
subunits cloned from OLs, were combined and heterologously expressed in
Xenopus laevis oocytes, and their characteristics analyzed electrophysiologically.
Our results showed, that a382y1 subunit co-expression, mimicked in good measure
the functional and pharmacological pattern described for the endogenous receptor
expressed in OLs and precursor cells, and confirmed that 3-CCB acted as a positive
allosteric modulator. This effect was not antagonized by flumazenil, a potent
antagonist of the classic BZDs binding site, thus, indicating that B-CCB acted through
a different binding site on this GABAA receptor. In addition, it maintained its action
as an inverse agonist of the classic benzodiazepines binding site. Our results
support the idea that the oligodendroglial receptor is composed by a combination of

the proposed subunits.
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1. Introduccion

Los oligodendrocitos (OLs) son las células mielinizantes del sistema nervioso
central (SNC). Estas células gliales, envuelven las proyecciones axonicas de las
neuronas formando una vaina, que se interrumpe en intervalos regulares, conocidos
como nodos de Ranvier. La composicion y estructura de la vaina de mielina, tiene
para las neuronas, como una de las principales consecuencias, el aumento de la
velocidad de conduccién del potencial de accién (Kettenmann & Ransom, 2013).

El proceso de mielinizacion tiene lugar en un entorno de estrecha
comunicacién entre ambos tipos celulares. Una evidencia de esto ultimo, es que el
programa de mielinizacién es inducido y modulado por la actividad eléctrica de las
neuronas (Demerens et al.,, 1996). Entre las moléculas mediadoras de la
intercomunicacién neurona-OLs se han propuesto al ATP, el glutamato (Ishibashi et
al., 2006; Wake et al., 2011) y el GABA (Williamson et al., 1998; Vélez-Fort et al.,
2012; Zonouzi et al., 2015 y Arellano et al., 2016). Por ejemplo, recientemente se
ha demostrado que hay una comunicacion bidireccional entre neuronas y células
oligodendrogliales, las primeras liberan neurotransmisores que encuentran sus
blancos en las membranas de los OLs y por su parte los OLs liberan nanovesiculas
(exosomas) ricas en proteinas, factores metabdlicos, mMRNA, miRNA que son
endocitadas y utilizadas por las neuronas y la microglia (Fruhbeis et al., 2013).

Es bien conocido que el linaje oligodendroglial expresa diversos tipos de
canales ionicos, que presumiblemente son reguladores de varios procesos
fisioloégicos tales como, la proliferacién, la migracién, la diferenciacién y, por
supuesto, la mielinizacién. Entre las moléculas estudiadas se encuentran los
receptores-canal del tipo GABAAa (Vélez-Fort et al., 2012).

Existen al menos cuatro trabajos previos sobre las caracteristicas del receptor
a GABA (GABAAR) en diferentes preparaciones de células precursoras de
oligodendrocitos (OPCs) y OLs (von Blankenfeld et al., 1991; Williamson et al., 1998;
Bronstein et al., 1998; Arellano et al., 2016). Pero no existe en la literatura
informacion suficiente que permita definir sin ambigledades la composicién de este

receptor en el linaje oligodendroglial. Sin embargo, la informacion parece ser clara



en el sentido de que este representa un nuevo receptor tipo GABAaA (Olsen &
Sieghart, 2008) de estequiometria inédita (Arellano et al., 2016).

La determinacion de los elementos moleculares que lo componen y la
identificacion de sustancias que permitan modular de manera especifica estos
receptores, permitira obtener herramientas moleculares para su manipulacién
experimental, asi como de su control genético. Esto hara posible, la exploraciéon de
sus funciones durante la diferenciacion de los OLs y la importante etapa de
mielinizacion.

En el presente proyecto estudiamos la posibilidad de que el receptor GABAA
expresado en oligodendrocitos es un nuevo subtipo formado por una combinacion
de las subunidades a3 /32 6 B3/ y1 6 y3, como ha sido sugerido por nuestro grupo
de trabajo (Arellano et al., 2016), utilizando para ello la expresion heterdloga de las
subunidades clonadas a partir del mMRNA de OLs del nervio éptico de rata, y

realizando un detallado analisis funcional por electrofisiologia y farmacologia.



2. Antecedentes

El sistema nervioso esta conformado por varios tipos de células, de las cuales,
las mas estudiadas son las neuronas. Sin embargo, las funciones neuronales, no
serian eficientes sin la participacion de las células gliales, a tal grado que la
evolucién de los sistemas nerviosos complejos no hubiera ocurrido tal y como los
conocemos, sin las funciones que lleva a cabo la neuroglia. Las células gliales
intervienen activamente en el procesamiento de la informacion nerviosa, controlan
la composicion idnica del microambiente celular y los niveles de neurotransmisores;
también son importantes en el establecimiento de las redes neuronales, mantienen
la homeostasis y las funciones metabdlicas del tejido nervioso, a la vez que lo
protegen de posibles agentes patdgenos. Estas funciones tienen lugar y se regulan

en un entorno de estrecha comunicacién neurona-neuroglia.

2.1 Los oligodendrocitos

Las células gliales mielinizantes en el SNC se denominan oligodendrocitos
(OLs), estos son generados en el desarrollo a partir de células madres del
ectodermo neuronal periventricular, las cuales se dividen asimétricamente y dan
lugar a las células progenitoras de oligodendrocitos (OPCs).

Este tipo de células han sido objeto de gran interés desde su descubrimiento
(del Rio Hortega, 1921; Raff et al., 1983), debido a que el conocimiento de sus
caracteristicas es basico para comprender aspectos tales como el control de la
generacion de mielina. Asi como de los procesos de reparacion de los dafios en el
SNC, por ejemplo, el producido en enfermedades que provocan desmielinizacion.

Los OLs antes de ser maduros o mielinizantes pasan por diferentes estadios
de diferenciacion, cada uno de estos expresan marcadores moleculares
especificos, definiendo el linaje oligodendroglial. Del Rio Hortega (1921) clasificé a
los OLs en cuatro tipos (I, II, Il y IV) y se basé, fundamentalmente, en sus
caracteristicas morfolégicas, como son el numero y la orientaciéon de los procesos

celulares, la forma y el tamafio del soma, el calibre de los axones con que se asocian



y la distribucién en el SNC. Los oligodendrocitos con fenotipo | y Il tienen un soma
pequefio y redondeado (entre 10 y 12 um), del que se proyectan entre cuatro y cinco
procesos primarios cuyas ramificaciones mielinizan entre 10 y 30 axones de
pequefio calibre (menos de 2 um). Estos fenotipos han sido los mas estudiados
hasta la fecha, y conforman la mayor poblacién en la sustancia blanca, donde se
encuentran axones de pequefo calibre. A pesar de estas semejanzas ambos
fenotipos se pueden distinguir por la orientacidén de los axones que mielinizan. Los
de tipo I, se asocian a axones que se orientan en diferentes direcciones y con una
distribucion aleatoria, mientras que los de tipo Il mielinizan axones que se orientan
de forma paralela y se ubican muy cercanos al soma del OLs (Butt et al., 1998). En
el ratdn, los OLs de tipo | se han localizado en la corteza frontal y el hipocampo, la
distancia internodal en estas regiones es de entre 10 a 50 ym. Mientras que los de
tipo Il se han encontrado en la corteza, nervio optico, cerebelo y médula espinal y
la distancia internodal esta comprendida entre 50 a 350 ym.

Por su parte los OLs de tipo Il se localizan en areas donde los axones tienen
un diametro superior a 4 ym como son la médula espinal, los pedunculos cerebrales
y cerebelares y la médula oblonga. Estas células tienen forma ovoide y alargada
con un diametro entre 12 y 15 ym y mielinizan axones con un calibre entre 4 y 15
pm, con una distancia internodal aproximada de 400 pm. Finalmente, los
oligodendrocitos de tipo IV se encuentran asociados a tractos con axones con un
calibre superior a 10 ym. Su soma no tiene procesos y generalmente mielinizan a
un solo axdn, con una distancia internodal superior a 1000 ym (Butt, 2013).

Recientemente, fue realizado un estudio del transcriptoma en 5072 células que
expresaban marcadores del linaje oligodendroglial. Las células fueron aisladas de
diez regiones diferentes del SNC de ratones de diferentes edades. En este trabajo
se identificaron 13 poblaciones de células que representan un continuo en el
proceso de maduracion de los OPCs a OLs maduros. Ademas, plantean que la
diferenciacion inicial de los OLs es semejante en todo el SNC, mientras que la
maduracion de los diferentes subtipos de OLs ocurre en las etapas postnatales y de

manera sitio-especifica. De manera particular encontraron que los oligodendrocitos



que expresan el marcador ITPR2, estan implicados en la mielinizacién rapida, por
lo que pueden ser relevantes en procesos de remielinizacion (Marques et al., 2016).

Una alta proporcion de las células llamadas NG2*, que expresan en su
superficie el proteoglicano NG2, corresponden con OPCs. Estas células
progenitoras pueden ser identificadas por técnicas de inmunohistoquimica o por
hibridacién in situ, a través de diferentes marcadores como son NG2 y el receptor a
del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa). La expresion de ambos
es rapidamente regulada a la baja, cuando las OPCs se diferencian hacia OLs.
Ademas de estos, se emplean como marcadores los factores de transcripcion Olig2
y Sox10, aunque se sabe que estos se mantienen expresados en los OLs maduros
(Bergles & Richardson, 2015).

Las células progenitoras de oligodendrocitos son Olig2* y NG2*. Una forma de
identificar células NG2* en proliferacion es la expresion del marcador de ciclo celular
Ki67 (Ki67*), mientras que los oligodendrocitos maduros no proliferantes expresan
CC1 (células CC1*) (Zonouzi et al., 2015).

La enzima CNPasa (2’,3’-nucledtidos ciclicos-3’-fosfodiesterasa) es expresada
en el SNC por los OLs y se localiza inmunohistoquimicamente en el cuerpo celular
y mas en los procesos que hacia las zonas de mielina compacta (Lappe-Siefke et
al., 2003)

Las OPCs tienen una morfologia bipolar, son proliferativas, y en el desarrollo
pueden migrar grandes distancias, hasta alcanzar su ubicacion final en la sustancia
blanca. Tanto en el prosencéfalo como en la médula espinal las OPCs tienen un
origen ventral inicialmente, mas tarde, aunque en menor cantidad, se derivan de
zonas dorsales. El desarrollo de OLs en otras partes del cerebro, como son el
diencéfalo y el cerebelo esta aun en discusion. Una poblacion de OPCs, persiste en
el cerebro adulto, donde constituyen el principal tipo celular proliferativo que da lugar
a oligodendrocitos mielinizantes, por ejemplo, ante dafios patolégicos ocasionados
a la mielina. Se ha propuesto que ademas de ser células precursoras de OLs, estos
OPCs en el cerebro adulto son progenitoras multipotentes con la capacidad de dar

lugar a neuronas y a astrocitos (Nishiyama et al., 2009; Kang et al., 2010).



Ademas, se plantea que el mantenimiento de dicha poblacién celular en el
SNC en adultos, permite monitorear de forma local el estado de la mielinizacion y
responder de manera inmediata ante dafos desmielinizantes o ante demandas
fisiolégicas de mielina. La diferenciacion a OLs maduros es regulada por varios
factores tales como hormonas, factores de crecimiento, neurotransmisores,
péptidos, factores humorales, asi como la actividad eléctrica axonal. En este
sentido, la mielina es un inhibidor de la extension axonal, de modo que la
mielinizacion parece iniciarse solo después que el circuito neuronal esté establecido
(Bergles & Richardson, 2015).

2.2 Mielina

Una de las interacciones neurona-glia mas importantes en extension y
consecuencias funcionales es la existencia de células gliales que envuelven, con
membrana, los procesos neuronales de los vertebrados. Esta envoltura es conocida
como vaina de mielina, nombre que fue acuiado por el investigador aleman Rudolf
Virchow (1854).

El refinamiento de las técnicas de microscopia electrénica (ME) y los estudios
bioquimicos, asi como el empleo de modelos animales transgénicos, dio la
posibilidad de conocer la arquitectura molecular de la vaina de mielina (Simons &
Nave, 2015). Los primeros estudios sobre la ultraestructura de la mielina,
empleaban ME de tejidos deshidratados y fijjados con glutaraldehido, con la
desventaja de que este procedimiento colapsa los espacios intracelulares. Sin
embargo, en la actualidad se emplea la ME fria de alta presion. Esto preserva la
arquitectura de los tejidos analizados, y ha permitido detallar los espacios
citoplasmaticos oligodendrogliales en las areas mielinizadas (Mobius et al., 2008).

La mielina es un grupo de capas de membrana, con un arreglo periddico, en
el que se alternan zonas electrodensas con zonas que no lo son, y se disponen
envolviendo a los axones a modo de vaina. Esta vaina se interrumpe en intervalos
regulares, formando los denominados nodos de Ranvier, que son zonas axonales

desprovistas de mielina, y ricas en canales de Na* y K* dependientes de voltaje



(Figura 1). La mielina permite que la velocidad de conduccién del impulso nervioso
a través del axon, sea varias veces mas rapida que la de los axones de igual
diametro desprovistos de ella. Esto se debe a dos efectos fundamentales: la
disminucién de la capacitancia de la membrana y al aumento de la resistencia de
membrana. Esto hace que la constante de espacio de la fibra axonal que recubren,

se incremente.

Figura 1. Nodo de Ranvier.

En la figura se muestran los segmentos neuronales principales y se amplifica la
regién de un nodo de Ranvier en el axdén mielinizado. Se identifican tres zonas
principales de esta estructura sefialadas con los colores rojo, verde y amarillo. Este
esquema fue modificado de Arancibia-Carcamo & Attwell (2014).

Asi el potencial de accion se propaga en “saltos” de un nodo a otro (Kandel et
al., 2013). Existen varios estudios que demuestran que el grosor de la mielina, asi
como la distancia internodal, son formas de modular la velocidad de conduccién del
potencial de accion en los axones mielinizados (Ullén, 2009). También, utilizando
varios paradigmas experimentales, se ha mostrado que el grado de mielinizacién

correlaciona con la actividad neural. Por ejemplo, ha sido observado en ratas que



son entrenadas a atrapar alimento, que el aumento en la sustancia blanca
visualizado con imagenes de resonancia magnética, correlaciona con el aumento
en la expresion de proteinas de la mielina (Sampaio-Baptista et al., 2013). También,
McKenzie y colaboradores (2014) mostraron que es necesaria la producciéon de
nueva mielina en el SNC de ratones, para favorecer la adquisicion de habilidades
para correr en un paradigma de rueda.

La estructura molecular de la mielina se caracteriza por tener poca hidratacion
(40 %). Esta compuesta de lipidos (70 %), con altas concentraciones de colesterol
y fosfolipidos, y proteinas (30 %). De estas ultimas, la mayoria son constituyentes
especificos de la mielina y se usan para la identificacion de OLs por
inmunohistoquimica. Los lipidos de la mielina en el SNC son ricos en el
glicoesfingolipido galactocerebrosido (GalC) y el derivado sulfatado que es
reconocido por el anticuerpo O4. Ambos son marcadores de oligodendrocitos
(Sommer & Schachner, 1981).

En el SNC, la conforman dos proteinas principales, la proteina basica de la
mielina (MBP) y la proteina proteolipidica (PLP). La primera, es pequeia con carga
positiva y se encuentra en la superficie citoplasmatica y constituye el 30 % del total
de proteinas presentes en la mielina. La PLP es una proteina integral de membrana
y es la proteina mas abundante en la mielina (50 %). Aunque su expresion (relativa
a la expresion de MBP) varia en funcién del diametro de los axones. Las fibras
mielinizadas mas finas presentan mas altos niveles de esta proteina que los
mielinizados de mayor calibre. Presumiblemente, ambas proporcionan estabilidad
estructural a la vaina (Butt, 2013).

La glicoproteina mielinica de oligodendrocitos (MOG) y la glicoproteina
asociada a la mielina (MAG) también se encuentra formando parte de la mielina y
también se emplean para la identificacion de OLs. MAG se expresa tanto en el SNC
como en el sistema nervioso periférico (SNP) mientras que MOG es especifica del
SNC vy es el autoantigeno diana en la desmielinizacion primaria en la Esclerosis
Multiple (EM) (Clements et al., 2003). La MAG presenta dos isoformas la pequefia
(S-MAG) y la grande (L-MAG). Los estudios hasta el momento indican que la

isoforma S es esencial en la mielinizacion normal en el SNP, mientras que la L es



funcionalmente importante en el SNC (Schachner & Bartsch, 2000). Butt (2013) ha
mostrado que existen diferencias bioquimicas entre los diferentes fenotipos de OLs,
ya que los fenotipos | y Il expresan la isoforma Il de la anhidrasa carbdnica (CAll) y
no expresan S-MAG (CAII*/S-MAG"), mientras que los fenotipos Il y IV son CAIl-/S-
MAG*.

Otra peculiaridad de la mielina es su estabilidad metabdlica, el tiempo de vida
media de sus componentes estructurales esta en el orden de semanas o0 meses
(Toyama et al, 2013). Ademas, la mielina se encuentra no solo
compartamentalizada estructuralmente, sino también bioquimicamente en
diferentes dominios. La mayoria de los OLs generan simultaneamente de entre 20
a 60 procesos de mielinizacion con una distancia internodal de entre 20 a 200 ym y
con aproximadamente 100 vueltas de membrana con lo que se logra cubrir un area
de entre 5 a 50 x 102 um?2. En el cuerpo humano no existe ningun otro tipo celular

que pueda cubrir estas dimensiones (Simons & Nave, 2015).

2.3 Mielinizacion

La mielinizacién es una compleja secuencia de eventos que tienen como
finalidad el establecimiento de la estrecha relacion entre los oligodendrocitos y los
axones de las neuronas, a través de la vaina de mielina. Para su mejor comprension
y estudio se ha dividido en los siguientes eventos: (1) la proliferacion y migracion de
OPCs hacia y en los tractos de sustancia blanca; (2) la identificacion de los axones
blanco y la consecuente sefalizacidon axon-glia; (3) la diferenciacion de las OPCs a
oligodendrocitos mielinizantes; (4) el crecimiento de la membrana de los OLs vy el
enrollado de los axones; (5) el aumento del trafico de componentes de la membrana;
(6) la compactacion de la mielina y (7) la formacion de nodos (Emery, 2010;
Freeman & Rowitch, 2013).

Las OPCs proliferan y migran desde las zonas periventriculares y
subventriculares del cerebro, donde se encuentra la sustancia blanca en desarrollo.
En peces cebra y ratones se ha observado que durante este proceso migratorio las

OPCs constantemente emiten y retraen proyecciones de su membrana hasta llegar



a su ubicacion final (Hughes et al., 2013). Un elemento importante en este paso, es
el control del numero de oligodendrocitos. Un mecanismo que se ha propuesto para
este control, es el establecimiento de una competencia por las cantidades limitantes
de factores neurotroficos y de crecimiento. Entre estos se encuentran el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-A), el factor de crecimiento fibroblastico
(FGF-2), el factor de crecimiento tipo insulina (IGF-1), la neurotrofina NT-3, y el
factor neurotrofico ciliar (CNTF) (Barres & Raff, 1994; Miller, 2002). También la
activacion de mecanismos de apoptosis controla la poblacion resultante de
oligodendrocitos formadores de mielina (Simons & Nave, 2015).

Las OPCs en su maduracién pasan por diferentes estadios de diferenciacion
morfolégica y funcional. En cada uno se expresan marcadores biomoleculares
lipidicos o proteicos, asi como factores de transcripcién especificos. Con el fenotipo
molecular y la morfologia se pueden agrupar de manera secuencial las diferentes
células que conforman el linaje oligodendroglial: OPC, oligodendrocito
premielinizante inmaduro y oligodendrocito mielinizante maduro (Baumann & Pham-
Dinh, 2001; Ono & Ikenara, 2013).

Una vez iniciada la mielinizacion, los OLs tardan entre cinco y diez horas en
generar las vainas de mielina en sus axones blanco. La secuencia de eventos de
diferenciacién de los OLs esta en coordinacion con el programa de desarrollo
neuronal. Por esta razdn como consenso general se acepta que sefales neuronales
controlan la transformacion de las OPCs en oligodendrocitos formadores de mielina.
Hasta el momento no se conoce la molécula que dispara el inicio de la mielinizacion
en el SNC, a diferencia del sistema nervioso periférico donde se ha identificado que
la neuregulina-1 presente en la membrana de los axones es la molécula que
controla la mielinizacién mediada por las células de Schwann (Simons & Nave,
2015).

Ademas, se sabe poco sobre qué es lo que determina que los OLs seleccionen
los axones blanco de mielinizacidn. Algunos investigadores plantean que se da por
el reconocimiento, por parte de los OLs, de moléculas de adhesion especificas
expresadas sobre la membrana de los axones (Simons & Lyons, 2013). Pero otros

apuntan a que las dimensiones del axdon son suficientes para determinar este
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proceso. Un ejemplo de esto ultimo son los resultados de los experimentos donde
se cultivaron OPCs, en contacto con fibras sintéticas. Las fibras con un calibre
mayor a 400 nm fueron mielinizadas por las células cultivadas, sugiriendo que no
son necesarias las moléculas de adhesion ni factores de crecimiento para iniciar la
formacion de mielina (Lee et al., 2012); en estos experimentos el calibre de 400 nm
de las fibras es muy cercano al umbral en el que los OLs mielinizan a los axones.

La mielinizacién diferencial de fibras axénicas ha sido estudiada en otros
modelos, tal es el caso de las neuronas del nucleo coclear que forman parte del
circuito que interviene en la deteccién de la fuente del sonido. De estas neuronas,
parte un unico axon que se bifurca en una rama ipsilateral y una contralateral. Los
estudios demuestran que existe una propagacion diferencial del impulso nervioso
en cada rama, lo que hace posible que la informacion que viaja por cada una,
coincida en el tiempo y pueda ser integrada. Esta modulacion de la velocidad de
propagacion en cada una de las ramas, se debe al menos en parte, a cambios en
las caracteristicas de la mielina promovidos por la interaccion local de los
segmentos axonales y los oligodendrocitos (Seidl et al., 2014).

Las evidencias experimentales indican que las neuronas eléctricamente
activas estimulan la proliferacion de las OPCs, e inducen de manera selectiva la
mielinizacion de los circuitos neuronales activos (Demerens et al., 1996; Gibson et
al., 2014). Entre las moléculas mediadoras de este proceso, se han propuesto al
ATP y el glutamato, contenido en las vesiculas liberadas por los axones (Ishibashi
et al., 2006; Wake et al., 2011).

Otros hallazgos evidencian que la interaccidn, entre las neuronas y los OLs,
no solo es esencial en la mielinizacidn, sino que puede determinar la supervivencia
de las neuronas. Griffiths y colaboradores (1998) demostraron que la pérdida de la
mielina, inducida por la ausencia de proteinas mielinicas especificas, provocaba
degradacion axonal y muerte neuronal. Esto evidencia la funcion de apoyo
metabdlico de los OLs a los axones.

Recientemente se demostré la liberacién de exosomas (nanovesiculas de 40
a 120 nm de diametro) desde los OLs a los axones. Los exosomas, contienen

distintas moléculas, tales como diversas enzimas, proteinas de membrana, asi
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como mMRNA y miRNA. Al ser liberados los exosomas oligodendrogliales, estos son
endocitados por las neuronas y la microglia, y su contenido es utilizado por estas
células. En estos estudios, fue demostrado también, que las nanovesiculas pueden
ser liberadas por la activacion de receptores ionotropicos glutamatérgicos tipo
AMPA y NMDA oligodendrogliales, por un mecanismo dependiente del influjo de
Ca?* extracelular; previamente, habia sido demostrado que la actividad eléctrica
neuronal provoca la liberaciéon de acido glutamico desde el axoplasma (Frihbeis et
al., 2013).

La mielinizacion dista de ser un proceso estatico, ya que es un fendmeno que
muestra una alta plasticidad, modulada por la interaccion dinamica, en tiempo y
espacio, de las neuronas y las células oligodendrogliales. Se han obtenido mapas
de alta resolucion de la distribucion de la mielina en axones individuales de la
corteza cerebral (Tomassy et al., 2014), estos muestran patrones en los que zonas
mielinizadas estan separadas por extensas zonas sin mielina. El patron de
mielinizacion que presenta cada neurona, le confiere identidad, las observaciones
sugieren que es una estrategia para modular la comunicacién a distancia entre
grupos o circuitos neuronales.

El mal funcionamiento del proceso de mielinizacion en el humano tiene graves
consecuencias para el sistema nervioso. Entre las enfermedades desmielinizantes
encontramos las leucodistrofias, las secuelas producidas por isquemia durante
accidentes cerebrovasculares y la esclerosis multiple. Esta ultima tiene una
prevalencia de 1:1000 habitantes, entre la poblacién de adultos jévenes en el mundo
occidental (Bradl & Lassmann, 2013).

24 GABA y Oligodendrocitos
Existen varios estudios, en los que se proponen moléculas vy
neurotransmisores que actuan en diferentes etapas del proceso de maduracion del

linaje oligodendroglial, y se sugiere que son protagonistas en la estrecha

comunicacién neurona-oligodendrocito.
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Las OPCs expresan receptores a diferentes neurotransmisores entre los que
se encuentran los de AMPA y NMDA para glutamato, asi como receptores al GABA
y la acetilcolina (Barres et al., 1990; Cahoy et al., 2008). Estos descubrimientos
refuerzan la idea de que a través de estos receptores y sus neurotransmisores se
puede modular la fisiologia de los OLs en respuesta a las demandas del ambiente
neuronal que los rodea. Las OPCs también expresan canales ionicos dependientes
de voltaje, estos pueden ser de Na*, K* y Ca?* (Bergles, 2012).

En los ultimos afos varios trabajos indican que las OPCs forman sinapsis
directas con neuronas glutamatérgicas o gabaérgicas en diferentes zonas del
cerebro como son el hipocampo, el cerebelo, la corteza, el tallo cerebral, en tractos
de la sustancia blanca asi con en la sustancia gris (Bergles et al., 2000; Lin et al.,
2005; Muller et al., 2009; Vélez-Fort et al., 2010). Se sabe ademas que la expresion
de los receptores, y de las sinapsis con neuronas, pueden cambiar a lo largo del
linaje oligodendroglial.

En el caso de los receptores AMPA y NMDA disminuye rapidamente su
expresion en las OPCs y las sinapsis desaparecen cuando estos comienzan a
diferenciarse (De Biase et al., 2010; Kukley et al., 2010). Paez y colaboradores
(2009) estudiaron la regulacién de la homeostasia del Ca?* en OPCs y demostraron
que la migracion de estas células desde los sitios de proliferacion hasta su ubicacién
final en el cerebro, estaria determinada por la entrada de este ion estimulada por la
activacion de canales de Ca?* dependientes de voltaje.

Estudios recientes muestran que las células gliales expresan receptores
metabotropicos e ionotrépicos a GABA (acido gamma-amino butirico) asi como su
posible importancia en la interaccién neurona-glia, en procesos fundamentales en
el sistema nervioso como la actividad neuronal, diferenciacién, neuroproteccion y la
mielinizacion (Vélez-Fort et al., 2012; Yoon & Lee, 2014; Arellano et al., 2016).

El GABA es el neurotransmisor inhibitorio de mas amplia expresion en el
sistema nervioso (Olsen & Sieghart, 2008; Olsen, 2015). Las moléculas que
intervienen en la sefalizacion que rige la diferenciacion, y las capacidades
mielinizantes de los OLs no han sido del todo esclarecidas, sin embargo, existen

algunas evidencias que el GABA participa en este fendmeno.
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Tanto los OPCs como los OLs maduros expresan receptores tipo GABAs
(GABABR). Estos son receptores metabotrépicos acoplados a proteina G y son los
encargados de mediar los efectos relativamente lentos que tiene GABA en el SNC.
De los GABABR se han descrito dos isoformas: la GABAs1 y la GABAB:2 y las
variantes alternativas resultado de “splicing” GABAB1(a-g). LOS estudios indican que
cuando estos receptores tienen ubicacion presinaptica regulan a la baja la liberacion
de neurotransmisores a través de la inhibicion de los canales de Ca?* dependientes
de voltaje. En la postsinapsis, la activacién de los GABABsR provoca la inhibicion de
la adenilato ciclasa (AC), lo que induce la activacion de los canales de potasio tipo
Kir3, y de esta manera hiperpolariza la membrana postsinaptica (Bettler et al., 2004).

Luyt y colaboradores (2007) demostraron, mediante inmunofluorescencia, la
presencia de proteinas del GABAgR en las OPCs aisladas de la sustancia blanca
periventricular de ratones neonatos (P4). Ademas, encontraron que la activaciéon de
estos receptores con baclofen (agonista selectivo de GABAsR) incrementa tanto la
migracion como la proliferacion de las OPCs. Lo que sugiere que este tipo de
receptores puede tener un papel importante en el proceso de maduracién de los
OLs.

También, receptores GABAa funcionales tanto en OPCs como en
oligodendrocitos, fueron descritos por primera vez en explantes cultivados y en
cultivos primarios de médula espinal y regiones cerebrales embrionarias,
respectivamente (Gilbert et al., 1984; Hoppe & Kettenmann, 1989; von Blankenfeld
et al., 1991). La corriente neta que se observa, posterior a la activacion del receptor
muestra un potencial de inversién cercano al potencial de equilibrio del ClI~. En
neuronas maduras este movimiento de cargas tiene un efecto hiperpolarizante
mientras que en las OPCs tiene un efecto despolarizante. Esto se debe a dos
aspectos, primero a que estas células mantienen una alta concentracion intracelular
de este ion, gracias a la acumulacion de CI- a través de transportadores. Y segundo
a que la despolarizacion generada, induce la activaciéon de canales de Ca?*
dependientes de voltaje lo que incrementa la despolarizacién (Kirchoff &
Ketenmann, 1992; Lin & Bergles, 2004; Tanaka et al., 2009).
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Segun Vélez-Fort y colaboradores (2012) uno de los descubrimientos mas
importantes de los ultimos 10 afos, en el estudio de la interaccién neurona-glia fue
el realizado por Bergles y colaboradores (2000), donde demuestran la existencia de
sinapsis funcionales entre neuronas y OPCs. En este sentido las primeras sinapsis
gabaérgicas en OPCs fueron estudiadas en rebanadas de hipocampo de ratas
juveniles (Lin & Bergles, 2004).

Es importante resaltar, que la entrada sinaptica gabaérgica puede controlar la
actividad de las OPCs, y de este modo actuar sobre la oligodendrogénesis y la
mielinizacion. Existen evidencias que apoyan esta idea como son, la alta frecuencia
de los eventos espontaneos en las sinapsis gabaérgica en las OPCs corticales,
durante la segunda semana postnatal (Vélez-Fort et al., 2010), momento en el que
la produccidn de oligodendrocitos premielinizantes alcanza un pico maximo
(Baracskay et al., 2002).

Estudios recientes muestran como la sefializacion gabaérgica regula la
proliferacion y diferenciacion in vivo de las OPC que expresan NG2 en la sustancia
blanca cerebelar (Zonouzi et al., 2015). En un modelo de leucomalacia inducida por
hipoxia, los autores detectaron que esta manipulacion provoca una pérdida
significativa de los receptores GABAA en estas células, a la vez que aumenta su
proliferacion y no son capaces de diferenciarse en OLs mielinizantes, dando paso a
una hipomielinizacién. En estas circunstancias, después del tratamiento hipdxico,
animales que fueron tratados con tiagabina (inhibidor selectivo del transportador de
GABA, GAT-1)y con vigabatrin (inhibidor de la transaminasa de GABA), drogas que
aumentan la disponibilidad de GABA en el espacio sinaptico, tuvo como resultado
la disminucion de la proliferacion de las células NG2*, y el aumento del numero de
oligodendrocitos mielinizantes, revirtiendo los efectos producidos por la hipoxia.
Esto abre la posibilidad de desarrollar terapias que promuevan la repoblacion de los
OLs mielinizantes en zonas cerebrales dafiadas manipulando la sefalizacion
gabaérgica neurona-oligodendrocito.

A estos hallazgos mediados por la inhibicion de GAT-1, Zonouzi y
colaboradores (2015) los interpretaron como que existe en este modelo un problema

en la sefalizacion gabaérgica entre las interneuronas de la sustancia blanca y las
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células NG2*. Dicha conclusion esta basada en que en la literatura solo se reportaba
la presencia de este transportador en las terminales axonicas y en los procesos de
los astrocitos. Sin embargo, Fattorini y colaboradores (2017) con el empleo de
métodos y técnicas de inmunocitoquimica lograron demostrar que el GAT-1 se
expresa tanto en oligodendrocitos inmaduros como maduros, presentes en la
sustancia blanca subcortical. Este importante descubrimiento, sugiere la
participacion de los OLs en varias enfermedades en las que estan implicados los
transportadores GAT-1, como son la epilepsia y la esquizofrenia.

Hamilton y colaboradores (2017), a través del estudio de cultivos organotipicos
de la corteza cerebral de ratones, en los que los OLs Sox10* fueron marcados con
proteina verde fluorescente (GFP), encontraron que el GABA liberado de forma
endogena, actua sobre receptores GABAA y reduce el numero de células del linaje
oligodendroglial. De manera particular, demostraron que esta reduccion esta
correlacionada con el aumento de la distancia internodal. Este parametro se habia
planteado que solo dependia del diametro de los axones (Rushton, 1951) o que era
una propiedad intrinseca de los oligodendrocitos mielinizantes (Bechler et al., 2015).

Otra evidencia de la intervencion del GABA en el reconocimiento entre los
axones y los OLs, es el hecho de que la expresion de los receptores GABAA, en la
membrana de los OLs, depende de su interaccion con los axones, mientras que
cuando no tienen dicho contacto los OLs pierden la expresion del receptor (Arellano
et al., 2016). Ademas, en este estudio fue demostrado que los receptores GABAA
oligodendrogliales tienen caracteristicas funcionales y farmacolégicas que los
distinguen de los presentes en neuronas, en astrocitos, y probablemente de los

expresados por OPCs en el cerebro de individuos adultos (Arellano et al., 2016).

2.5 Receptores GABAA(GABAAR)

Los receptores-canal GABAa permiten el flujo de iones CI- a través de la

membrana, pertenecen a la superfamilia de receptores activados por ligando, junto
con los receptores acetilcolina nicotinicos, el receptor de glicina, los receptores 5-
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HT3 y los canales idnicos activados por Zn?*; los cuales presentan un asa Cys en
su dominio extracelular (Hevers & Luddens, 1998).

Estan formados por cinco subunidades proteicas, que atraviesan la membrana
celular, y se disponen de manera concéntrica rodeando el poro conductor. Desde
una vista perpendicular al plano de la membrana, el receptor es un cilindro de
aproximadamente 80 A de diametro y 110 A de largo, aproximadamente 65 A
sobresalen de la membrana en el lado extracelular. Desde este dominio y visto en
el plano de la membrana, este tiene la apariencia de un toroide y en él se encuentran
varios sitios de union para agonistas y otras moléculas moduladoras (Figura 2).

Cada subunidad tiene un extremo amino extracelular, hidrofilico y largo,
seguido de cuatro a-hélices transmembranales (TM1-TM4) que estan conectados
por asas. El asa entre los dominios TM3 y TM4 es mas largo que los demas, se
ubica en el lado citosolico y presenta sitios de fosforilacion; por su parte el extremo
carboxilo se ubica extracelularmente y es relativamente corto. Los TM2 forman el

revestimiento del canal del receptor (Olsen & Sieghart, 2008).

Figura 2. Receptor GABAA.

En la figura se indica el nombre de las cinco subunidades que componen a este
receptor. Ademas, aparece aumentado el sitio de unién a GABA. Este esquema fue
tomado de Miller & Aricescu (2014).
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Actualmente se conocen 19 genes que codifican para distintas subunidades
llamadas: a (1-6), B (1-3), y (1-3), p (1-3), &, €, 6 y 7 (Barnard et al., 1998; Simon et
al., 2004), las diferentes combinaciones, tanto homoméricas como heteroméricas,
poseen caracteristicas farmacolégicas y funcionales distintivas. Ademas, la
expresion de los diferentes subtipos y las propiedades funcionales de cada uno
varian entre las regiones cerebrales. Esto hace pensar que intervienen en multiples
procesos esenciales en la fisiologia del sistema nervioso central (Krall et al., 2014).

Los GABAAR estan distribuidos de manera ubicua en el Sistema Nervioso
Central, sugiriendo su importante participacion en el procesamiento de la
informacion. Ademas, existen varias drogas psicoactivas que ejercen sus efectos
moduladores a través de este tipo de receptores. De este modo, se usan en el
tratamiento de enfermedades psiquiatricas como son: la ansiedad, el alcoholismo,
el insomnio, el panico, y varias mas (Hevers & Luddens, 1998).

Entre estas drogas moduladoras se encuentran las benzodiacepinas (BZDs),
los neuroesteroides, los barbituricos y cationes de interés fisioldgico como el Zn?*.
Algunos de los sitios de union para estas sustancias se han estudiado en GABAAR
de diferentes composiciones y varios de los hallazgos han sido confirmados
estructuralmente mediante estudios de cristalografia (Miller & Aricescu, 2014). Los
sitios de unién a GABA son dos (Figura 3) y se encuentran conformados con la
participacion de la interfase de subunidades a-/f+ vecinas en el pentamero, también
se ha demostrado que las BZDs se unen a un sitio especifico, homdlogo a los de
GABA, en la interfase de las subunidades a+/y- (Figura 3). Las interfases que no
conforman los sitios clasicos de reconocimiento para estas sustancias, también
presentan sitios de unién homdlogos y se han propuestos como nuevos blancos
moleculares del receptor (Sieghart et al., 2012) lo que aumenta su potencial

farmacoldgico.
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Figura 3. Sitios de GABA y de unién a Benzodiacepinas en el receptor GABAA.

En la figura se indica la ubicacién de los sitios de unién a GABA y a Benzodiacepinas
sobre este tipo de receptores. Las diferentes subunidades estan indicadas en
colores: las dos a1 en color amarillo, las dos subunidades 32 en color rojo y la
subunidad y2 en azul. Este esquema fue tomado de Sarto-Jackson & Sieghart
(2008).

Es claro que las propiedades de los sitios de unidn dependen del tipo de
subunidades que participan en él, las diferentes combinaciones posibles entre las
19 subunidades conocidas resultan en una cantidad de cientos de receptores
diferentes (Olsen & Sieghart, 2008), pero muchas de estas combinaciones son
inviables. Las reglas que determinan este proceso son desconocidas. Actualmente
se han confirmado 11 subtipos del receptor expresados fisiolégicamente, entre los
que las combinaciones afy2, apd, y los homémeros de p son las principales.
También se han identificado 6 subtipos probables del receptor, entre los que
sobresalen los conformados por subunidades af y los que contienen dos
subunidades a distintas, la a1 y a6 asociadas con 6 o By (Olsen & Sieghart, 2008).

La composicién del receptor en los OLs permanece desconocida, de hecho,

existian reportes controversiales en aspectos importantes de su farmacologia y en
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otras caracteristicas funcionales basicas, que dependen de la estequiometria del
pentamero, sin embargo, ahora es claro que su composicidn es unica, y representa
un nuevo receptor a GABA tipo A, especifico del linaje oligodendroglial (Vélez-Fort
et al., 2012; Arellano et al., 2016).

2.6 Moduladores alostéricos de los Receptores GABAA

La composicion pentamérica de los GABAARs hace que tengan una
complejidad estructural relativamente alta, con respecto a otros receptores
membranales. Hasta la fecha, se han identificado cientos de compuestos de
diferentes caracteristicas quimicas que modulan, activan o inhiben a este tipo de
receptores. La mayoria de estas sustancias interactuan con mas de un sitio de este
complejo molecular.

La identificacion de muchos de estos sitios ha sido posible mediante el uso de
técnicas como la mutagénesis, la sustitucion de cisteinas, la cristalografia de rayos
X, el modelaje molecular, el fotomarcaje y el acoplamiento molecular (Sieghart,
2014). La existencia de todos ellos en un mismo receptor tiene como consecuencia
una elevada complejidad farmacologica. Ademas, es de gran importancia
determinar su ubicacion en el receptor ya que, esto puede acelerar el disefio y uso
de drogas selectivas con uso terapéutico (Figura 4).

Pero antes de entrar en el analisis de algunas de las drogas que tienen como
blanco a los GABAARs, fundamentalmente de aquellas que se emplean en este
trabajo, debemos definir qué es un modulador alostérico.

Las sustancias que, al unirse al receptor, lo activan, cambian su conformacién
y provocan su apertura, se denominan agonistas. El sitio al que se une el agonista
se denomina ortostérico y al resto de los sitios se les denomina alostéricos. En
contraste, los antagonistas al unirse al receptor, no permiten que el agonista actue
por lo que su activacion es inhibida. Estos efectos pueden ser mediados tanto por
la union del antagonista al sitio ortostérico como por la union a sitios alostéricos.

Ademas, existen los llamados agonistas inversos, que son sustancias que se unen
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al mismo sitio que un agonista, pero inducen una respuesta farmacolégica opuesta

a la que este provoca (Lees et al., 2004).

Figura 4. Sitios de unién a diferentes ligandos en el receptor GABAA.

El panel de la izquierda muestra los sitios transmembranales, el de la derecha
muestra los sitios ubicados en el dominio extracelular. En ambos casos, el receptor
es observado desde la cara extracelular y de forma perpendicular a la membrana
plasmatica. Las diferentes subunidades estan indicadas en colores: las dos a en
color verde, las dos subunidades 3 en color anaranjado y la subunidad &/y en blanco.
Como ejemplo se simbolizan los dominios transmembranales de una subunidad
como M1-M4. En color azul se muestra el extremo N-terminal de cada subunidad y
en rojo el extremo C-terminal (“C” de color blanco en un circulo rojo). Los sitios de
union son sefalizados con una flecha negra. BZ (benzodiacepina); GABA (acido y-
aminobutirico); EtOH (etanol); Pro (propofol); Pyr (pirazoloquinolinas); Eto
(etomidato); Barbs (barbituricos). El signo de interrogacion significa que no se ha
demostrado la unidon de esa sustancia a ese sitio, pero que se une con alta
probabilidad. Este esquema fue tomado de Olsen (2015).

Los moduladores alostéricos regulan el efecto de un agonista al unirse a un
sitio alostérico sobre el receptor. Esto provoca que su unién al receptor en ausencia
de agonista no afecta su actividad. Si el efecto del agonista sobre la actividad del

receptor es incrementado alostéricamente, este se le denomina modulador
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alostérico positivo (PAM), mientras que un modulador alostérico negativo (NAM) la
disminuye (Monod et al., 1965).

El sitio ortostérico de GABA fue descrito a través de uso de mutaciones sitio
especificas y el empleo de varios ligandos de este receptor (Smith & Olsen, 1995).
Teniendo en cuenta que la mayoria de los GABAARs contienen dos subunidades a
y dos 3, asi como la ubicacion del sitio de unidon a GABA, hoy se sabe que existen
dos sitios de union de esta molécula en el receptor. Sin embargo, Karim y
colaboradores (2013) sugieren que los receptores conteniendo una subunidad &
presentan, con una alta probabilidad, un tercer sitio de unién a GABA. Ya que la
combinacion a43183 presenta afinidad a GABA tanto en el orden micromolar como
nanomolar.

Un sitio que ha sido muy bien caracterizado en este tipo de receptores es el
sitio de union de benzodiacepinas (BZDs) (Figura 5), el cual se ubica en la vecindad
de las subunidades a y y. Las BZDs, comenzaron a ser usadas clinicamente en los
afios 60 del pasado siglo, debido a sus propiedades ansioliticas, sedativas,
anticonvulsivas y de relajacion muscular. Rapidamente se convirtieron en las drogas
de mas uso terapéutico (Sieghart, 2014).

Entre estas sustancias se encuentra el diazepam, la benzodiacepina clasica,
que actua como agonista sobre el sitio de benzodiacepinas y tiene un efecto
potenciador de la respuesta a GABA de este tipo de receptores. Walters vy
colaboradores (2000), encontraron que en el receptor a1B2y2 a bajas
concentraciones de GABA produce una potenciaciéon bifasica de la respuesta del
receptor, con diferentes componentes una en el rango nanomolar y otra en el

micromolar de concentracion.
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Figura 5. Sitio de unién de benzodiacepina en el receptor GABAA.

En la figura se indica en color amarillo dorado la subunidad a1 y en color verde la
subunidad y2 entre las que se ubica el sitio de benzodiacepinas en el receptor
GABAA neuronal. Este esquema fue tomado de Taliani y colaboradores (2009).

Existen diferentes drogas que ejercen sus efectos a través de la union al sitio
de BDZ, tal es el caso del indiplon. Esta sustancia es una pirazolopirimidina y actua
como modulador alostérico positivo de GABAARSs al unirse a este sitio, cuando esta
formado por la subunidad y2 (Petroski et al., 2006). Las B-carbolinas son otro grupo
de sustancias que han sido descritas como agonistas inversos sobre el sitio de BDZ.
Estas tienen propiedades ansiogénicas y proconvulsivas entre estas encontramos
a la butil-B-carbolina-3-carboxilato (3-CCB) (Pena et al.,1986; Rigo et al., 1994).

Los GABAARs también son sensibles a algunos iones, especificamente
cationes como el Zn?*. Este metal de transicion se encuentra en el sistema nervioso
concentrado en determinadas neuronas y se piensa que esta involucrado en la
modulacién de la sensibilidad de los receptores a GABA y a glutamato de sus
respectivos ligandos (Frederickson & Bush, 2001). Los iones de zinc inhiben a los
receptores GABA de tipo A, a través de un mecanismo alostérico que es
dependiente de la composicién estequiométrica del receptor. Cuando esta presente
la subunidad y la sensibilidad a este catibn es menor que cuando solo estan
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presentes subunidades af3. Ademas, se sabe que esta inhibicion es mediada por la
unién a tres sitios diferentes en el receptor, uno ubicado dentro del canal i6nico del
receptor y los otros dos estan en la cara externa del receptor en la interfase de las
subunidades a y B. De modo particular, la nula o baja sensibilidad a Zn?* que
presentan los receptores en cuya estructura presentan la subunidad y2 se debe a
que esta subunidad elimina dos de los tres sitios de unidn de zinc, después que se

ensambla el receptor (Hosie et al., 2003).

2.7 Estructura y Funcion de los Receptores GABAa

La particular composicion de subunidades de cada receptor a GABA determina
sus propiedades funcionales y farmacoldgicas, por ejemplo, define el efecto que
tienen sobre él, moduladores alostéricos tales como las BZDs, los barbituricos, los
esteroides, y los cationes polivalentes, asi como algunas sustancias pro-convulsivas
y el etanol.

A través de estudios en los que se emplean técnicas como la co-localizacion,
tanto en el cerebro (Pirker et al., 2000) como en células (Klausberger et al., 2002),
los resultados de experimentos de co-inmunoprecipitacion (Poltl et al., 2003) y otras
evidencias farmacolégicas se sabe que la combinacion de subunidades que
presenta el principal receptor de GABA neuronal es la: a1B2y2. En el caso de los
astrocitos, Whiting y colaboradores (2000) encontraron evidencias que apuntan a
que en ellos el GABAAR tiene la combinacién de subunidades, a2B1y1, y estos son
potenciados por la B-carbolina llamada acido carboxilico metil ester 4-etil-6,7-
dimetoxi-9H-pirido[3,4- b]indol-3 (DMCM).

Existen al menos cuatro trabajos previos sobre las caracteristicas del GABAAR
en diferentes preparaciones de OPCs. En el primero, von Blankenfeld y
colaboradores (1991) sefalan algunas de las diferencias entre estos receptores y
los observados en neuronas y astrocitos, principalmente por el efecto de la B-
carbolina DMCM un agonista inverso y que en astrocitos potencia la respuesta,

mientras que en OLs la inhibe. La diferencia con el GABAAR neuronal radica en las
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propiedades de union del GABA, al ser su pendiente de Hill menos pronunciada. En
este estudio se establece que los receptores presentan sensibilidad a BZD
potenciando su respuesta lo que sugirié la presencia de la subunidad y2.

En un segundo estudio, Williamson y colaboradores (1998) encontraron que
en las OPCs los receptores son insensibles a BZDs y a DMCM, y que el ECso para
GABA es de 100 uM. Ademas, en un analisis de la expresion de secuencias por RT-
PCR se mostré la amplificacion de los mensajeros que codifican para las
subunidades a (2, 3,4y 5),y(2y 3) perono de a1, a6 y o.

Un tercer estudio fue el realizado por Bronstein y colaboradores (1998) en
células CIMO que son una linea celular inmortalizada del linaje oligodendroglial.
Estas expresan GABAAR insensibles a diazepam, son bloqueados por Zn?* vy
provocan un aumento del Ca?* intracelular al ser activados. La determinacién de las
subunidades GABA expresadas por PCR muestra la amplificacion de a2, a4, 1y
0. Las subunidades a (1, 3, 5y 6) asi como las y (1-3) no fueron detectadas.

Por ultimo, un trabajo electrofisiolégico realizado recientemente por Arellano y
colaboradores (2016) en cultivos primarios de OLs, obtenidos de dos fuentes, OLs
del nervio optico y OPCs del prosencéfalo de ratas diferenciados hacia OLs en
cultivo, demuestran la participacion de B2 6 B3 pero no de las subunidades y2 y 0,
puesto que las drogas THIP (agonista sobre receptores que contienen la subunidad
0) e indiplon (agonista del sitio de benzodiacepinas) no tuvieron los efectos
esperados, mientras que el Zn?* constituyd un potente inhibidor, indicando
claramente la ausencia de la subunidad y2.

Sin embargo, la expresion de subunidades y fue evidenciado por el hecho de
que diazepam, una BZD clasica, provocd potenciacion del receptor, por lo que la
participacion de subunidades y1 6 y3 son necesarias, esto también esta reforzado
por la observacion de que las B-carbolinas ejercen efectos moduladores sobre el
receptor oligodendroglial.

Finalmente, debido a que se confirmd la baja afinidad del sitio a GABA, se
sugiere que la subunidad a3 podria estar involucrada en su conformacioén (Gingrich
et al., 1995; Karim et al., 2013; Hartiadi et al., 2016). Esta distribuciéon de

subunidades también se ve apoyada por diversos estudios que muestran la
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expresion de las mismas en el linaje oligodendroglial, con una abundancia
relativamente alta de las subunidades a (1y 3),B(2y 3)y vy (1y 3) (Cahoy et al.,
2008). Apoyados en esta evidencia, en este estudio hemos analizado las
caracteristicas funcionales y electrofisiologicas de receptores GABAa conteniendo
las subunidades propuestas, y hemos comparado el patron obtenido con aquel que
exhiben los receptores enddgenos en los OLs; con la finalidad de apoyar, o no, la
idea de que el receptor oligodendroglial esta conformado por una combinacién de

las subunidades mencionadas.
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3. Hipétesis
Una combinacién de las subunidades a3-p2/33-y1/y3 reproduce las

caracteristicas funcionales y farmacoldgicas que caracterizan a los receptores

endogenos tipo GABAa expresados en los oligodendrocitos del nervio 6ptico de rata.
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4. Objetivo General
La caracterizacion funcional y farmacolégica de los GABAAR expresados

heter6logamente como combinaciones de las subunidades a3, B2, B3, y1 y y3

clonadas a partir del mRNA de oligodendrocitos del nervio 6ptico de rata.
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5. Objetivos Especificos

|. Expresar de manera heterdloga en ovocitos de Xenopus laevis los
genes clonados que codifican para subunidades del receptor GABAA en
oligodendrocitos del nervio Optico en las siguientes combinaciones: a3(2,
a3p2y1, a3pB2y3, a3p3, a3B3y1 y a3pB3y3.

II. Analizar el efecto de GABA y moduladores alostéricos en cada
receptor clonado, y comparar el patron funcional y farmacolégico, con el
observado en el receptor GABAa de oligodendrocitos del nervio optico de

rata.

[ll. Analizar la posible accién de la B-CCB sobre el sitio clasico de union a

benzodiacepinas.
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6. Materiales y Métodos

Todos los procedimientos y el manejo de los animales se llevaron a cabo de
acuerdo al Manual de Usuarios del Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México, campus Juriquilla, emitido por el Comité
de Bioética de dicha institucion; el cual esta basado en la “Normal Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio”, y en la “Guia para el Cuidado y Uso de los Animales
de Laboratorio”.

En este trabajo utilizamos ovocitos de la rana africana Xenopus laevis. Este es
un anuro acuatico de la familia Pipidae, que habita en los humedales, estanques y
lagos de Africa Subsahariana. Cabe resaltar, que esta especie fue introducida en
América y Europa y se considera en algunos paises, una amenaza para la fauna
local debido a sus habitos alimenticios y su alta adaptabilidad.

Ha sido empleada con multiples propésitos en todo el mundo, desde alimento
hasta su uso como bioindicadores de embarazo en humanos. A finales de los afnos
50 del siglo pasado, se propuso el uso de los ovocitos de este animal para
manipulacion experimental. Desde los afios 80°s, han sido empleadas con éxito
como sistema de expresion heterdloga. De este modo, se llevo a cabo el estudio de
la funcionalidad de proteinas exégenas expresadas en su membrana plasmatica
(Kusano et al., 1982; Miledi, 1982; Miledi & Woodward, 1989; Matute et al., 1992).

Entre las ventajas del uso de los ovocitos de X. laevis encontramos que son
células de gran tamafio (>1mm) lo que permite su facil manipulacion, ademas, de
un mismo individuo se pueden obtener miles de células. Su gran tamano permite
microinyectar acidos nucleicos u otras biomoléculas y realizar registros
electrofisiologicos, sin que sufran dafio. Presentan una gran actividad
transcripcional y de sintesis de proteinas. Para su mantenimiento en condiciones in
vitro no se requieren condiciones estrictas de esterilidad, como tampoco de medios
de cultivo con caracteristicas especiales, lo que facilita mucho el trabajo con esta
preparacion bioldgica.
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Se han reportado, algunas desventajas en su uso, entre ellas encontramos
que existe una variacién estacional en la calidad de los ovocitos (Delpire et al.,
2011). Otra desventaja, es que el ovocito y las células foliculares (que se encuentran
acopladas al gameto), expresan de forma enddgena, transportadores, canales
ionicos y receptores que pudiera generar distorsiones en el analisis de las proteinas
expresadas heterdlogamente (Arellano et al., 1995; Weber, 1999). Se debe tener en
cuenta por lo tanto que las moléculas a ser expresadas no se expresen de forma
endogena.

No obstante, el empleo de este modelo animal en los estudios de biologia
basica ha permitido comprender mejor, aspectos de biologia celular, fisiologia,
bioquimica celular, ademas de investigar los mecanismos moleculares de varias

enfermedades incluyendo el cancer (Goldin, 2006).

6.1 Obtencion de foliculos

Ranas hembra de la especie Xenopus laevis fueron obtenidas de Xenopus |
(Ann Arbor, Michigan, USA) y de Aquanimals (Querétaro, México). Para la cirugia
en la que se les extraen entre 3 a 4 I6bulos ovaricos, las ranas fueron previamente
inmovilizadas por hipotermia.

A continuacion, se describe cdmo se realiza este procedimiento. Se realizé
una incision abdominal de 0.5 cm, tanto en la dermis como en el musculo (Figura 6)
para obtener acceso a la cavidad abdominal y el ovario, una vez extraidos de 3 a 4
I6bulos del ovario, estos fueron colocados en una caja de Petri con solucién de Barth
normal (conteniendo en mM: 88 NaCl, 1 KCI, 2.4 NaHCOs3, 0.33 Ca(NO3)2, 0.41
CaClz,0.82 MgSOs4, 5 HEPES y 0.07 mg/mL de gentamicina, suplementada con 0.2
% de suero fetal bovino (SBF), y ajustada a pH 7.4 con NaOH), por ultimo la rana
fue suturada y colocada en un estanque donde su recuperacion fue supervisada por

dos semanas.
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A B C

Figura 6. Cirugia de Xenopus laevis.

(A) Rana hembra de Xenopus laevis (B) Incision abdominal (C) Extraccion de
I6bulos ovaricos (D) Sutura.

Posteriormente, con la ayuda de un microscopio estereoscopico y de unas
pinzas finas, fueron disecados foliculos de los l6bulos ovaricos en el estado VI de
desarrollo segun la clasificacion de Dumont (1972) (Figura 7). Una vez separados,
los foliculos fueron colocados en una placa Petri con solucién de Barth, a una

temperatura de 16-18 °C.

6.2 Microinyeccion de foliculos con cRNA de subunidades GABAA

Los foliculos fueron extraidos e incubados 24 horas, posteriormente se
microinyectaron con cRNA de subunidades GABAa Previamente en nuestro
laboratorio, las secuencias codificantes de dichas subunidades fueron amplificadas
por RT-PCR, a partir de RNA total de un cultivo primario de oligodendrocitos del
nervio optico de ratas Sprague-Dawley 12 dias postnatal y clonadas en un vector
que tiene el promotor T7 RNA polimerasa. Posteriormente, estos plasmidos fueron
linealizados con una enzima de restriccion apropiada y usados como molde para
sintetizar cRNA in vitro.

Cada foliculo se le inyect6é un volumen aproximado de 50 nl (50 pg) de cRNA
de la combinacién de subunidades de este receptor-canal, que se deseaba estudiar.

Todos los mensajeros de la combinacion a microinyectar estaban en la misma
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proporcion (1:1:1).

Para este proceso se mantuvo a los acidos nucleicos a baja temperatura para
evitar su degradacion, y una pipeta (WPI, FI, USA) de microinyeccién fue cargada
con 1 ul del cRNA y colocada en un microinyector (G8, Drummond Scientific
Company, PA, USA) posicionado con la ayuda de un micromanipulador bajo un

microscopio estereoscopico.

Figura 7. Aislamiento de foliculos de Xenopus laevis.

(A) Lébulo ovarico (B) Foliculos unidos al epitelio ovarico (C) Foliculo aislado.

6.3 Defoliculacion de los ovocitos inyectados

Los foliculos microinyectados, fueron mantenidos en una placa Petri con
solucion de Barth normal a una temperatura de 18 °C. Después de 24 horas de
inyectados los ovocitos fueron defoliculados. Para esto, los ovocitos fueron tratados
enzimaticamente, con 0.5 mg/ml de colagenasa (C0130-1G) por 45 min a
temperatura ambiente (Arellano & Miledi, 1993; Matute et al., 1992). Después con
ayuda de pinzas finas y un microscopio estereoscopico, fueron removidas las capas
celulares que envuelven al foliculo conservando la capa vitelina. Los ovocitos

desnudos fueron mantenidos en solucién de Barth a una temperatura de 18 °C.

6.4 Técnica de control de voltaje
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Las respuestas eléctricas de los ovocitos fueron registradas utilizando la
técnica de control de voltaje con dos electrodos (Miledi, 1982; Arellano & Miledi,
1993) (Figura 8). La técnica de control de voltaje (voltaje-clamp) fue ideada por
Kenneth Stewart Cole y George Marmont en el aino 1947. Esta es una técnica
ampliamente utilizada para el estudio de las corrientes transmembranales que
fluyen a través de canales ionicos. Con esta técnica se controla a un valor
predeterminado el potencial de membrana de la célula bajo estudio, de tal forma
que se pueda medir la corriente transmembranal que fluye a ese potencial. Con el
voltaje transmembranal de la célula bajo control, la corriente que fluye a través de
la membrana es proporcional a su conductancia y esta se encuentra determinada

por la apertura y cierre de los canales idnicos (Hille, 2001).

Figura 8. Esquema de la técnica de control de voltaje con dos electrodos.

(V") electrodo de voltaje, (X1) amplificador, (V) voltaje de mantenimiento, (FBA)
amplificador de retroalimentacion negativa, (") electrodo intracelular de corriente, (1)
amperimetro que se encuentra en el bafio y censa la corriente transmembranal
(modificada de Hille, 2001).

El sistema es un circuito cerrado (Figura 8) constituido por dos microelectrodos
intracelulares, uno de los cuales registra el voltaje (V") y otro inyecta corriente (I") a
la célula. Debido a que el orden de magnitud de los voltajes registrados es muy
pequefo, el electrodo de voltaje se conecta a un amplificador.
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La senal se compara con un voltaje comando o de mantenimiento (V) que es
el valor de voltaje al que se desea controlar la membrana, la diferencia entre ellos
es compensada por una inyeccion de corriente, a través del electrodo (I") cuya
magnitud es determinada a través de un circuito de retroalimentacion negativo
(FBA). En el bafio se encuentra un tercer electrodo que mide, a través de un
amperimetro, la corriente (1) que cruza la membrana de la célula.

Los electrodos intracelulares V™ e I utilizados fueron elaborados con capilares
de vidrio de borosilicato con un diametro interno y externo de 1.2 y 2 mm
respectivamente (WPI, FI, EUA). Los electrodos fueron llenados con solucién 3 M
KCl y tuvieron una resistencia de 1-2 MQ.

El amplificador de control de voltaje empleado fue el GeneClamp 500B (Axon
Inst., CA, EUA). La sefal de corriente transmembranal fue registrada utilizando un
osciloscopio marca Gould (D50-602), también la sefal fue almacenada digitalmente
utilizando el convertidor A/D Digidata 1200A y el programa pClamp 9 (Axon Inst.,
EUA). Un generador de pulsos GRASS (Astro-Med Inc, EUA) fue utilizado para
cambiar periddicamente el voltaje de mantenimiento con pulsos breves (1 a 2 s).

El registro electrofisioldgico de los ovocitos se realizé dentro de un periodo de
48 hasta 72 h después de su microinyeccidon. Las respuestas electrofisioldgicas,
fueron monitoreadas, bajo un protocolo de registro que consistié en el control de
voltaje de los ovocitos a un potencial de —60 mV, para los estudios de activacion de
las corrientes provocadas por GABA. Los foliculos bajo registro fueron mantenidos
en una camara, donde se perfundieron continuamente (10 ml/min) con una solucién
de Ringer normal (RN) que contenia en mM: 115 NaCl, 2 KCI, 1.8 CaClz, 5 HEPES,
ajustada a pH 7.4 con NaOH, a una temperatura ambiente entre 22-25°C. Las
drogas fueron disueltas en RN, a partir de alicuotas concentradas de cada uno de
los farmacos, y aplicadas a través de la perfusion.

Después de un registro de las condiciones eléctricas basales se procedi6 a
perfundir la preparacion por 40 s con GABA o algunas de las drogas estudiadas, ya
sea en aplicaciones simples de las drogas o en diferentes combinaciones. La
mayoria de las drogas utilizadas en este estudio fueron adquiridas de Tocris

Biosciences (Bristol, UK) y tanto el GABA como las sales fueron de Sigma-Aldrich
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(San Luis, Misuri, USA).

6.5 Analisis Estadistico

Para cada grupo experimental se determind su media y su dispersion en
términos del error estandar de la media. Para verificar las diferencias entre las
muestras analizadas (p<0.05), si estas cumplieron con los supuestos parameétricos:
normalidad de los datos (se verifico con la prueba de normalidad Shapiro-Wilk),
homogeneidad de varianza e independencia de errores de los datos, se realizé una
prueba de t-Student, si eran solo dos grupos independientes, mientras que si eran
muestras pareadas se realizé una prueba de t-Student para este tipo de datos. En
el caso en que se compararon varios grupos se realizé un analisis de varianza
completamente aleatorizado (one-way ANOVA).

En el caso de que las muestras no cumplieran con los supuestos paramétricos
se procedio a realizar la prueba de U de Mann Whitney para comparar dos muestras
(si las muestras eran pareadas se realizé una prueba de signos de Wilcoxon) o una
prueba de Kruskall-Wallis si eran mas de dos muestras. En cada caso, que
existieran diferencias estadisticamente significativas, se realizé una prueba post hoc
de Tukey para determinar entre qué grupos existian las diferencias encontradas.

Para realizar estas pruebas estadisticas se emplearon los programas R
(version 3.2.3), RStudio (Free Software Foundation, Inc.51 Franklin St, Fifth Floor,
Boston, MA 02110-1301, USA) y GraphPad Prism (version 6.00 para Windows,
GraphPad Software, La Jolla, California, USA).
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7. Resultados

7.1 Respuesta a GABA de combinaciones del receptor GABAAa, expresadas

en ovocitos de Xenopus laevis

La composicién en subunidades que tiene cada receptor a GABA, como
hemos mencionado, determina sus caracteristicas funcionales. Después de los
hallazgos mostrados por Arellano y colaboradores (2016), se conocen algunas
caracteristicas farmacologicas del receptor expresado en los oligodendrocitos
aislados del nervio Optico de rata. De este perfil se sugiri6 la composicion de
subunidades exploradas funcionalmente en el presente trabajo en el modelo de

ovocitos de Xenopus.

Primero, estudiamos las relaciones dosis-respuesta para GABA de las seis
combinaciones conformadas por las siguientes subunidades: a3, 2, B3, y1, y y3.
En cada caso analizado (entre 10 y 14 ovocitos por combinacion) se midid la
respuesta a diferentes concentraciones de GABA (0.1, 1, 10, 30, 100 6 1000 pM).

Antes de comenzar las aplicaciones de las diferentes concentraciones de la
droga, se verificd que los ovocitos tuvieran respuesta a 100 yM de GABA, los que
no presentaron expresion fueron desechados. Cada aplicacién del agonista tuvo
una duracién de 40 s y se comenzo por la de menor concentracion de GABA. Entre

una aplicacion y la siguiente los ovocitos fueron lavados (100 s) con solucion RN.

Como se muestra en los trazos ilustrados en la Figura 9A, entre las seis
combinaciones hubo diferencias notables tanto en la amplitud de la respuesta como
en la cinética de las mismas a cada concentracion de GABA. Asi, encontramos que
la combinacion a3B2y1 en las diferentes concentraciones es la que genera mayor
amplitud de corriente comparada con las demas. Ademas, las combinaciones que
presentan la subunidad y3, tuvieron menor amplitud como respuesta a la maxima
concentracion de GABA, comparadas con las generadas por receptores
conteniendo la subunidad y1. Por su parte, entre las que no presentan subunidad vy,
existen también diferencias en la amplitud de la respuesta a las diferentes
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concentraciones de GABA. De esta manera, la combinaciéon a3B2 exhibe una
amplitud mayor en su respuesta, que la combinacién a333. Desde el punto de vista
cinético, se muestra que todas las combinaciones presentan desensibilizacion de la
respuesta a concentraciones mayores de 30 uM de GABA. Sin embargo, a 10 uM
de GABA, solo pareci6 haber desensibilizacion de la respuesta en las
combinaciones que no presentan subunidad y. Ademas, los receptores que
presentan la subunidad B2 muestran mayor amplitud de la respuesta, a las

diferentes dosis de GABA, que sus homoélogas con (3.

Para cada uno de los receptores, las respuestas fueron normalizadas con
respecto a la respuesta maxima (/max), obtenida a 1000 uM de GABA, mediante la
formula: | % = (I/Imax) x 100 donde / es el valor de corriente del pico de la respuesta
en las diferentes concentraciones de GABA. Después de la normalizacién de la
respuesta en cada concentracion de GABA, se procedié a la construccion de la
curva dosis-respuesta de cada combinacion (Figura 9B), dichas curvas fueron
ajustadas por el método de minimos cuadrados ordinarios, a la siguiente ecuacion

logistica:

_ P (Imax—Imin)
y = Imin + T+ 10009ECs0—0)

Donde Imin es la minima amplitud de corriente relativa obtenida para cada
experimento; Imax es la maxima amplitud de corriente relativa obtenida para cada
experimento; x son los valores logaritmicos de la concentracién dada de GABA;
ECso es la concentracion que se requiere de GABA para obtener el 50 % de la
respuesta de activacion y y es la respuesta normalizada que se obtiene para cada

concentracion de GABA.

Estas combinaciones pueden ser separadas en dos grupos en funcion a su
sensibilidad a GABA, estimada a través del valor de ECso. En el primer grupo se
encuentran cuatro combinaciones: a3p2, a3p3, a3B2y3 y a3p3y3 que tienen valores
de ECso muy cercanas entre si e inferiores a 25 yM. Mientras que, en el segundo
grupo estan las combinaciones que contienen a la subunidad y1: a3p2y1 y a383y1,

que muestran valores de ECso0 de 53 + 3 yM y 66 * 1.2 uM, respectivamente. Este
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resultado indica que las combinaciones antes mencionadas, son las de menor

afinidad a GABA y que en esta caracteristica es importante la expresién de la

subunidad y1.

A

Figura 9. Curvas dosis-respuesta a GABA de seis combinaciones del receptor
GABA expresados de forma heteréloga en ovocitos de en de Xenopus laevis.

(A) Trazos de las respuestas a diferentes concentraciones de GABA (10 uM (negro),
30 uM (azul), 100 yM (verde) y 1000 uM (rojo)), de seis combinaciones de
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subunidades del receptor GABAa, expresadas de forma heterdloga en ovocitos de
Xenopus laevis. La barra de color negro, encima de cada registro indica el momento
y la duracién de la aplicacion de GABA. (B) Curva dosis-respuesta a GABA de las
seis combinaciones. Los puntos representan el promedio de la corriente
normalizada para esa concentracion de GABA y las barras representan el error
estandar de la media. Se indica el valor de ECso (calculada para cada receptor) +
SEM (error estandar de la media) calculado para cada combinacién.

7.2 Sensibilidad a Zn?* de combinaciones del receptor GABAA expresadas

en ovocitos de Xenopus laevis

El Zn?* es un cation de gran importancia en la fisiologia del SNC, entre sus
funciones esta, el modular la sensibilidad de los receptores de glutamato y de
GABA, a sus respectivos agonistas (Hosie et al., 2003). Ademas, se sabe que el
receptor oligodendroglial a GABA de tipo A es sensible a Zn?*, de tal forma que en
una concentracion de 10 uM, inhibe mas del 50 % de la respuesta a 30 yM GABA

en estas células (Arellano et al., 2016).

Dado que la sensibilidad a este cation esta determinada por las subunidades
que componen el receptor, a continuacion, aqui estudiamos la sensibilidad a Zn?*
de las seis combinaciones analizadas en el experimento anterior. En cada caso
analizado (entre 8 y 10 ovocitos por combinacion), primero fue monitoreada la
corriente provocada por la aplicacion de 100 uM de GABA. Esta se tomé como
amplitud control. Los que no tenian respuesta a esta concentracion de GABA fueron
desechados. Después, los ovocitos fueron lavados por 80-100 s con solucion
externa de Ringer, una segunda aplicacién incluyé una breve preincubacion de las
células perfundiendo 100 yM Zn?* por 5 s, e inmediatamente fue perfundida la
combinacion de Zn?* coaplicado con GABA en las mismas concentraciones durante
40 s (Figura 10A).

En todas las combinaciones el zinc tiene un efecto inhibitorio sobre la
respuesta de estas células a 100 uM de GABA (Figura 10A). Sin embargo, la
magnitud de este efecto es diferente entre las combinaciones. Como se observa en

la cuantificacion del efecto de este ion, en estas condiciones experimentales (Figura
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10B), pueden ser distinguidos con claridad tres grupos de receptores, que
presentaron diferentes sensibilidades a Zn?*: en el primero, se agrupan las
combinaciones que no presentan subunidad y, y son las que mas sensibilidad
mostraron a este ion. Sobre la respuesta a GABA de las combinaciones a332 y

a3B3, el zinc tiene un efecto inhibitorio de 84.2 + 7 % y 67 £ 2 %, respectivamente.

En el caso del segundo grupo, que esta conformado por las combinaciones
que presentan en su estructura a la subunidad y3, la sensibilidad a Zn?* es
relativamente baja. Al cuantificar el efecto inhibitorio de este metal en la respuesta
a GABA de los ovocitos que expresaban las combinaciones a3p2y3 y a3B3y3,
encontramos alcanza el 31.5 +7 % y el 19.2 £ 4 % del total de la respuesta,

respectivamente.

Por ultimo, se puede identificar un grupo con sensibilidad a Zn?* intermedia,
entre los dos grupos anteriores. En este, encontramos a las combinaciones que
presentan a la subunidad y1. Sobre la respuesta a GABA de los receptores a3p2y1
y a3B3y1, el zinc tiene un efecto inhibitorio que alcanza valores de 47.6 £ 3 % y 39.8

1 %, respectivamente.

Hay que resaltar que, el efecto inhibitorio que tiene ese cation en la respuesta
a GABA de las combinaciones, presenta diferencia estadisticamente significativa
dentro de los diferentes grupos (Figura 10B). Asi, la combinacion a3p2y1 exhibe
mayor sensibilidad a Zn?* que la combinacion a3B3y1. Ademas, en los tres grupos,
las combinaciones que en su estructura presentan a la subunidad 32 tienen mayores
valores de inhibicién de su respuesta a GABA por zinc, comparada con los que

contienen la subunidad 33.

La combinacion a3B2y1 presentd el patron inhibitorio por Zn?* de mayor
semejanza al presentado por el GABAAR oligodendroglial, por lo que a continuacion,
fueron construidas las relaciones dosis-respuesta para la inhibicién por Zn?* de las
combinaciones a3B2y1 y a3B3y1 aplicando diferentes concentraciones de Zn?* en
MM (0.1, 1, 10, 30, 100 y 1000) y activando el receptor de GABA correspondiente

con una concentracién de 10 uM.
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Antes de comenzar las aplicaciones, se verificd que los ovocitos tuvieran
respuesta a 100 yM de GABA en nuestro rango alto de expresion superior a 1 yA
de corriente. Fue entonces medida la respuesta aplicando 10 yM de GABA, esta
constituyo la respuesta control. Después, los ovocitos fueron lavados de 80-100 s
con solucion Ringer, una segunda aplicacion consistio de una breve preincubacion
(5 s) de las células perfundiendo la menor concentracion de Zn?* que se empled en
este experimento, e inmediatamente fue perfundida la combinacién de Zn?* (a la
misma concentracién que la preincubacion) coaplicado con 10 yM GABA durante
40 s. Este protocolo se repiti6 de forma sucesiva para las restantes cinco

concentraciones de zinc, que se utilizaron en este experimento (Figura 11A).

Entre los receptores analizados se apreciaron diferencias, no solo en la
amplitud de la respuesta a esta concentracion de GABA; confirmando lo descrito en
el primer experimento (ver Figura 9), sino también en la sensibilidad a zinc (Figura
11B).

En cada una, las respuestas fueron normalizadas con respecto a la respuesta
maxima a GABA (/max), obtenida en ausencia de Zn?*, mediante la siguiente

formula:

100

I%=

max

donde [ es el valor del pico de corriente en las diferentes co-aplicaciones de
10 uM GABA en las diferentes concentraciones de zinc. Después de obtener la
respuesta normalizada, se procedié a la construccion de la curva dosis-respuesta
de cada combinacién (Figura 11B), dichas curvas fueron ajustadas a una ecuacién
logistica:

(Imax—Imin)
1+10(loglcso—x)HS

y = Imin +

Donde Imin es la minima amplitud de corriente relativa obtenida; Imax es la
maxima amplitud de corriente relativa obtenida; x son los valores logaritmicos de la

concentracion dada de Zn?*; HS es el coeficiente de la pendiente de Hill; /ICsoes la
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concentracion que se requiere, de esta sustancia, para inhibir el 50 % de la
respuesta de activacion y y es la respuesta que se obtiene dependiendo de la

concentracion de Zn2*.

Para las combinaciones a3B2y1 y a3B3y1, los valores de ICso de Zn?* fueron de 26
+1uMy 80 £ 1 pM, respectivamente. Por lo que la combinacion con la subunidad

B2 es mas sensible a este cation que su homadloga con B3 (Figura 11).
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Figura 10. Sensibilidad a Zn?* de seis combinaciones del receptor GABAa
expresados de forma heteréloga en ovocitos de en de Xenopus laevis.

(A) Trazos de las respuestas a 100 yM GABA (negro) de cuatro combinaciones de
subunidades del receptor GABAa, ademas se muestra la respuesta a la coaplicacion
de 100 uM GABA con 100 uM Zn2* (gris). La barra de color negro, encima de cada
registro indica el momento y la duracién de la aplicacion de GABA y la de color gris
indica la misma informacién, pero referida a Zn?*. (B) Efecto de Zn?* sobre la
respuesta a 100 uM GABA de las seis combinaciones estudiadas. Todos los efectos
fueron normalizados contra la respuesta medida a 100 uM GABA. La prueba t de
Student muestra que los efectos comparados, son estadisticamente diferentes, la
estrella de color negro indica: t@g= 2.29; p < 0.05). Las barras representan el error
estandar de la media.

44



Figura 11. Curvas dosis-respuesta a Zn?* de combinaciones de subunidades
de GABAAR expresada en foliculos de Xenopus laevis.

(A) Comparacion entre registros representativos obtenidos con la técnica de control
de voltaje con dos electrodos. Estos fueron realizados en combinaciones de
subunidades del receptor GABAA que fueron expresadas de forma heterdloga en
ovocitos de Xenopus laevis. Las barras superiores en cada trazo indican la duracién
de la aplicacion de las drogas estudiadas. (B) La curva de inhibicion de la respuesta
a GABA provocada por Zn?* se realizd mediante la aplicaciéon simultanea de
diferentes concentraciones de Zn2* con 10 uM of GABA, y la corriente medida en
cada caso fue normalizada a la obtenida en presencia de Zn2?* a una concentracion
de 0.1 pM (cinco ovocitos para cada combinacién). Los puntos representan el
promedio de la corriente normalizada para cada concentracion de Zn2* y las barras
representan el error estandar de la media.

Los resultados muestran que la combinacion de subunidades a3p2y1 cumplié
de manera mas cercana con las caracteristicas farmacoldgicas del receptor
oligodendroglial. Por ejemplo, esta combinaciéon ademas de ser una de las dos que
mostraron baja afinidad a GABA, con una ECso = 53 + 3 yM, present6 también una
sensibilidad a Zn?* con caracteristicas cercanas a las que tiene el receptor
endogeno (ver discusion). Por esta razon, a continuacion, analizamos con mayor
detalle este receptor estudiando cémo es afectado la respuesta a GABA, en la

presencia de diferentes moduladores alostéricos.

7.3 Patron funcional y farmacolégico de la combinacion de subunidades

a3B2y1 del receptor GABAA expresadas en ovocitos de Xenopus laevis

Existen varios moduladores alostéricos que actuan sobre los receptores
GABAAa, y en funcién de la composicion en subunidades que tenga el receptor, el
efecto de cada uno podria ser diferente. El patron farmacoldgico para algunos de
estos moduladores del receptor nativo oligodendroglial fue reportado recientemente
(Arellano et al., 2016).

A continuacion, estudiamos el efecto que tienen tres moduladores alostéricos,
sobre la respuesta a GABA del receptor a3p2y1. Estos moduladores son: 1) el
indiplon, que es un modulador alostérico positivo sobre el sitio de benzodiacepinas

cuando esta presente la subunidad y2; 2) la benzodiacepina clasica diazepam, que
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es un potenciador de la respuesta de GABA y, por ultimo; 3) la B-carbolina, 3-CCB,
que se ha descrito que actua como agonista inverso sobre el sitio a

benzodiacepinas.

Utilizamos ovocitos expresando heter6logamente la combinacion a3p2y1.
Antes de comenzar las aplicaciones, se verifico que los ovocitos tuvieran una
amplitud de respuesta a 100 uM de GABA en el rango esperado. Fue entonces
medida la amplitud de respuesta a 10 yM de GABA, esta constituyo la respuesta
control. Después, los ovocitos fueron lavados de 80 a 100 s con solucién externa de
Ringer, en una segunda aplicacion, fue realizada una breve (5 s) preincubacién con
el modulador (10 pM), e inmediatamente fue perfundida la combinacién del
modulador (a la misma concentraciéon que la preincubacion) co-aplicado con 10 uM
GABA durante 40 s (Figura 12). Este protocolo fue utilizado para estudiar el efecto

de todos los moduladores.

Cada respuesta monitoreada en presencia del modulador, fue normalizada con
respecto a la respuesta control (10 yM GABA), tal y como fue hecho en los

experimentos anteriores.

Como puede ser observado en la Figura 9, la combinacion analizada mostro
una baja o nula sensibilidad a indiplon (110.6 + 3.4 %). Sin embargo, su respuesta
a GABA fue potenciada tanto por la benzodiacepina clasica (198.1 £ 27.1 %), como
también por la B-carbolina (236.4 + 23.2 %).

En resumen, con respecto a los efectos provocados por los moduladores
alostéricos, el receptor a3p2y1 presentd caracteristicas farmacoldgicas y
funcionales semejantes a las reportadas para el receptor enddgeno
oligodendroglial. En especial, la B-carbolina B-CCB, tiene un efecto potenciador de
la respuesta a GABA, a diferencia de lo que ocurre en otros receptores como el
neuronal en donde este tipo de moléculas ha sido reportado como agonista inverso.
A continuacion, fue analizado el papel del sitio de unién clasico de benzodiacepinas
en el efecto de B-CCB sobre los receptores expresados.
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Figura 12. Patrén funcional y farmacolégico de la combinacion de
subunidades a3p2y1.

(A) Los trazos indican el efecto provocado en la respuesta del receptor cuando se
aplican de forma simultanea GABA vy diferentes moduladores alostéricos de su
receptor de tipo A. Para cada modulador (n = 10 ovocitos por modulador) se muestra
la respuesta control inducida por GABA y el efecto de la aplicacion simultanea. El
intervalo de lavado entre aplicaciones esta entre 80 s y 100 s. Las barras encima de
los trazos indican el momento y la duraciéon de la aplicacion de las drogas
estudiadas: GABA (barra de color negro) y moduladores alostéricos (barra de color
gris). (B) Este grafico muestra la cuantificacion del efecto en la respuesta a GABA
de la aplicacion simultanea de cada una de las drogas estudiadas. Cada efecto fue
normalizado con su correspondiente respuesta de GABA control (10 ovocitos por
cada modulador alostérico). La prueba t de Student para datos pareados muestra
que los efectos analizados, menos el provocado por indiplon, son estadisticamente
diferentes (estrella de color negro) a su correspondiente respuesta control de GABA:
tpzp(9 = 3.61;, p <0.05y tp-cce 9= 5.86; p < 0.05.
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7.4 Efecto de flumazenil sobre la potenciacion de B-CCB en el receptor
a3p2y1

Las B-carbolinas son un extenso grupo de sustancias, algunas sintetizadas en
el sistema nervioso, que fueron descritas como agonistas inversos sobre el sitio de
benzodiacepinas. Como mencionamos antes, la B-CCB es una de estas moléculas,
sin embargo, en la respuesta endogena oligodendroglial tiene un efecto potenciador
sobre la respuesta a GABA (Arellano et al., 2016); aqui, nuestros datos muestran
que también provoca potenciacion del receptor GABAa a3p2y1.

Ha sido descrito que esta sustancia lleva a cabo su efecto inhibitorio sobre la
respuesta a GABA de receptores GABAAa neuronales (Pefa et al., 1986; Rigo et al.,
1994; Thomet et al., 1999), lo mas probable actuando a través de su unién al sitio
de benzodiacepinas. Por esta razon, aqui analizamos, si el efecto potenciador que
ejerce sobre |la probable combinacion oligodendroglial esta mediado a través de este
sitio clasico.

Para esto, utilizamos un bloqueador especifico del sitio de benzodiacepinas
llamado flumazenil (FMZ) (Polc et al., 1981). Antes de comenzar el experimento,
exploramos el efecto de este bloqueador en la respuesta a GABA del receptor
a3pB2y1 expresado en ovocitos de Xenopus. Para este estudio se emplearon 8
ovocitos a los que, primero, se midio la amplitud de la respuesta que tenian a 10 uM
GABA. Después, los ovocitos fueron lavados de 80 a 100 s con solucion externa de
Ringer, una segunda aplicacion consistio en preincubacion de las células con 10 uM
FMZ, por 15 s, e inmediatamente fue perfundida la combinacién de FMZ (a la misma
concentracion que la preincubacion) co-aplicado con 10 uM GABA durante 40 s
(Figura 13). En todos los casos FMZ no tuvo efecto alguno sobre la respuesta a

GABA medida en estos ovocitos, como se ilustra en los trazos de la Figura 13.
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Figura 13. Efecto de flumazenil en la respuesta a GABA del GABAAR a3B2y1.

Los trazos indican el efecto provocado en la respuesta del receptor cuando se
aplican de forma simultanea GABA y FMZ. En color rojo se indica la respuesta
control inducida por 10 yM GABA y en color azul el efecto de la aplicacion
simultanea de 10 yM GABA y 1 yM FMZ. El intervalo de lavado entre aplicaciones
esta entre 80 s y 100 s. Las barras arriba de cada trazo indican el momento y la
duracioén de la aplicacion de las drogas estudiadas: GABA (barra de bordes color
negro) y FMZ (barra gris).

Después de demostrar que el FMZ no tiene efectos sobre la respuesta a GABA
de este receptor, realizamos el experimento del efecto sobre 3-CCB. En cada caso
analizado (10 ovocitos), primero fue monitoreada la corriente provocada por la
aplicaciéon de 10 yM GABA, como registro de la amplitud control (100% de la
respuesta). Después, los ovocitos fueron lavados de 80 a 100 s con solucién externa
normal, en una segunda aplicacion las células fueron preincubadas perfundiendo
30 uM B-CCB por 15 s, e inmediatamente fue perfundida la combinacién de B-CCB
coaplicada con GABA en las mismas concentraciones, similar a lo observado en los
experimentos anteriores este tratamiento potencié la respuesta de GABA por 324 +
30 % (trazos y barra en verde Figura 14). Finalmente, después de un segundo
lavado por 100 s, cada ovocito fue pretratado perfundiendo por 15 s la combinacion
de 30 uM B-CCB con 1 uM FMZ, esta coaplicacion no provocé respuesta en ninguno
de los ovocitos estudiados, sin embargo, al perfundir a continuacién la combinacion
junto con GABA, la respuesta fue potenciada por 447 + 66 %, es decir, la respuesta
fue aun mayor a la observada en la combinacién GABA+B-CCB (grafica en Figura
14).
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Figura 14. Bloqueo del sitio de benzodiacepinas en el receptor a3f2y1 y su
efecto sobre la potenciacion de 3-CCB.

Los trazos muestran, la respuesta control a 10 uM GABA (negro), el efecto de la
aplicacion simultanea de B-CCB (30 uM) con GABA (trazo verde olivo) y la
aplicacion de estas drogas mas 1 yM de flumazenil (FMZ), bloqueador especifico
del sitio de BZDs (trazo gris). Las barras encima de los trazos indican el momento y
el tiempo de duracién de la aplicacion de cada sustancia en el experimento: GABA
(negro), B-CCB (azul), FMZ (gris). Los intervalos de lavado entre aplicaciones fueron
de 80-100 s. En cada condicion experimental la corriente obtenida fue normalizada
a la obtenida en la condicién control donde se aplicé solo GABA (10 ovocitos en
cada caso). La gréfica muestra la cuantificacién en cada condicién experimental. La
estrella negra indica que hay diferencia estadisticamente significativa entre las
condiciones (p < 0.05), encontradas con la prueba de t de Student para muestras
pareadas.

A continuacion, utilizando el protocolo de co-aplicacion anterior, fueron
realizadas las curvas dosis-respuesta para 3-CCB (de 100 nM a 60 uM), tanto en la

ausencia como en la presencia de FMZ. En la maxima concentracién de 3-CCB su
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efecto potenciador parece no saturar inclusive en la presencia de FMZ, sin embargo,
en ambos casos la dosis media aparente fue cercana a 10 uM de la droga (Figura
15). Ademas, se debe hacer notar que, en todos los puntos de la curva dosis-
respuesta analizados en el experimento, FMZ siempre aumenta el efecto de 3-CCB.

Este hecho, nos sugiere que esta sustancia también provocé un efecto
inhibitorio de la respuesta a GABA, pero de menor magnitud que el efecto
potenciador. Si se calcula la diferencia entre las respuestas medidas entre cada
punto correspondiente de las curvas de la Figura 15, se puede observar que el
efecto inhibitorio tuvo una dependencia de la dosis semejante a la de la potenciacién
(Figura 16)

Figura 15. Curva dosis-respuesta del efecto potenciador de 3-CCB.

El efecto alostérico positivo se midié al aplicar a la vez distintas concentraciones de
B-CCB con GABA en presencia (ECso = 15 £ 1 yM, n = 10 ovocitos) o no de FMZ (1
pMM), como se muestra. En cada concentracién la corriente medida fue normalizada
a la obtenida al aplicar solo 10 yM de GABA. Los puntos representan el promedio
de la corriente normalizada para cada concentracion de B-CCB y las barras indican
el error estandar de la media.

51



600 -

400 -

200+ @ p-CCB+1 pMFMZ + 10 M GABA

4 B-CCBinh

-200 4

Corriente Normalizada (%)

-7 6 -5 -4
log[Ligando] (M)

Figura 16. Curva dosis-respuesta del efecto inhibitorio de B-CCB.

El efecto inhibitorio de B-CCB (B-CCB inh) sobre la respuesta de GABA en el receptor
a3B2y1 se obtuvo de la diferencia entre las curvas de la Figura 15. Los puntos representan
el promedio de la corriente normalizada para cada concentracién de p-CCB y las barras
indican el error estandar de la media.

7.5 Subunidad y del GABAAR y el efecto potenciador de B-CCB

Los resultados hasta aqui mostrados, parecen apoyar la idea de la existencia
de uno o varios sitios de modulacién alostérica positiva para B-CCB, sugiriendo
ademas que este sitio de union es independiente al sitio clasico de BZDs debido a
que FMZ no bloqued el efecto. Con la intencion de explorar si las subunidades v,
que intervienen en la formacion del sitio de unién a BZDs clasico, influyen en el
efecto potenciador de B-CCB, analizamos el efecto de esta, comparando diferentes
combinaciones de subunidades (Figura 17).

En cada caso analizado (10 ovocitos por combinacion), primero fue
monitoreada la corriente provocada por la aplicacion de 10 uM GABA, como registro
de la amplitud control (100% de la respuesta). Después, los ovocitos fueron lavados

de 80 a 100 s con solucion externa normal, una segunda aplicacién incluyé una
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breve preincubacion de las células perfundiendo 10 uM B-CCB por 15 s, e
inmediatamente fue perfundida la combinacion de B-CCB coaplicada con GABA en
las mismas concentraciones.

Estos datos muestran que el efecto potenciador se mantiene incluso cuando
la combinacién no contiene subunidad vy, ya que el receptor a3p2 muestra una
potenciacion de la respuesta a GABA, por la B-CCB de 176.1 + 10 %. Ademas, se
observo que la magnitud de potenciacion también depende de la subunidad vy
involucrada, siendo de mayor amplitud cuando la subunidad y1 (217.3 £ 16 %) esta

presente en comparacién con la subunidad y3 (150.4 £ 2 %) (Figura 17).

Bl 10 M GABA
a3p2y3 b B 10 ;M GABA + 10 M B-CCB
a3p2 b
a3p2y1 a
Control
| | | | | | | | | | | | |
0 50 100 150 200 250 300

Corriente Normalizada (%)

Figura 17. Efecto modulador alostérico positivo de -CCB en tres combinaciones
diferentes de subunidades del receptor GABAAa.

La corriente medida en cada caso fue normalizada a la que se obtuvo al aplicar solo GABA
como control (10 ovocitos por cada combinacion estudiada). Los valores a parecen
representados como media + SEM (error estandar de la media). El analisis de varianza
(one-way ANOVA) muestra que entre los efectos analizados hay diferencias
estadisticamente significativas (F (3 32, a = 0.05) = 23.87; p < 0.05). La prueba post hoc de
Tukey muestra los grupos diferentes (letras minusculas cursivas).
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8. Discusion

En este trabajo se describen las caracteristicas farmacolégicas de seis
receptores tipo GABAA. Estas combinaciones, fueron escogidas a partir de las
conclusiones obtenidas en nuestro laboratorio, a través del estudio funcional y
farmacolégico de la sefalizacion gabaérgica de los oligodendrocitos del nervio
optico de rata, mantenidos en cultivos primarios (Arellano et al., 2016). En dicho
trabajo, se sugiere que los GABAARs expresados en estas células gliales, participan
principalmente las subunidades a3/ 32 6 3/ y1 6 y3.

La informacion relacionada con la identidad del receptor oligodendroglial, es
esencial para entender el papel que tienen estos receptores ionotrépicos, en
procesos fisioldgicos de gran importancia en el SNC, como es el caso de la
mielinizacion. Las ultimas investigaciones en este tema, apoyan de manera clara, la
idea de que la senalizacion mediante este neurotransmisor participa en el proceso
de comunicacién neurona-oligodendroglia, e influye en el proceso fisiologico de la
mielinizacion, asi como en los procesos de reparacion de la sustancia blanca ante
insultos o accidentes del SNC. Ademas, mostramos informacion sobre un grupo de
moléculas, las [B-carbolinas, que pueden actuar de forma especifica como
modulador alostérico positivo en la respuesta a GABA de los OLs.

En esta seccion discutiremos los resultados mas relevantes del presente
trabajo. Primero, analizaremos las evidencias farmacoldgicas y funcionales que
sugieren que la combinacion a332y1 es el receptor oligodendroglial a GABA de tipo
A. Y a continuacion, discutiremos las caracteristicas de la potenciacion de la
respuesta a GABA que tienen las B-carbolinas, en particular la B-CCB, sobre el

receptor constituido por las mismas subunidades.

8.1 La combinacién a3p2y1; el posible receptor oligodendroglial

Para estudiar las caracteristicas farmacolégicas y funcionales de los
receptores, formados por diferentes combinaciones de subunidades del receptor

GABAA, clonadas a partir del mRNA de oligodendrocitos, se emplearon ovocitos de
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Xenopus laevis como modelo de expresion heterologa. Diversos trabajos han
empleado este sistema de expresion para el estudio de este tipo de receptores
(Sigel et al., 1990; Boileau et al., 2002; Palma et al., 2003; Hall et al., 2005; Shu et
al., 2012; Karim et al., 2013; Hartiadi et al., 2016), demostrando en su conjunto, que
el sistema es una herramienta muy util y pertinente para la investigacion de estas
moléculas membranales, ya que estan compuestas por multiples subunidades que
pueden ser co-expresadas en diferentes arreglos experimentales.

Sabemos que el receptor ionotropico a GABA expresado en los
oligodendrocitos, presenta caracteristicas farmacolégicas y funcionales, que lo
distinguen de los existentes en las neuronas y en otras células gliales (Arellano et
al., 2016). Este receptor tiene una relativamente baja afinidad a su agonista, es
sensible a Zn?* en el rango uM, y es potenciado por varias B-carbolinas, siendo la
mas potente la B-CCB. Por esta razén, aqui analizamos sistematicamente, estos
aspectos farmacologicos en las seis combinaciones de receptores, que expresamos
de forma heterdloga en ovocitos.

Los receptores a GABA estudiados en este trabajo presentan caracteristicas
distintivas entre cada uno. Estas, no solo se ven reflejadas en la cinética de la
respuesta a las diferentes concentraciones de GABA aplicadas, sino también en dos
caracteristicas esenciales, desde el punto de vista fisiolégico, que son la amplitud
maxima de la respuesta a GABA y la sensibilidad de cada uno a este
neurotransmisor (Olsen & Sieghart, 2008).

Segun la amplitud de la respuesta, entre todas las combinaciones estudiadas,
observamos que la conformada por a3B2y1 es la que presenta las maximas
respuestas a GABA. Si se analiza la respuesta maxima (a 1000 uM de GABA), esta
es una respuesta de gran magnitud (varios pA) de activacién y desensibilizacion
rapida, similar a la reportada para la respuesta a GABA de células
oligodendrogliales de diferentes preparaciones y condiciones de cultivo,
considerando las diferencias en el tamafo de las células registradas (von
Blankenfeld et al., 1991; Williamson et al., 1998; Arellano et al., 2016).

La potencia (cuantificada con el ECso) medida a GABA, muestra dos

combinaciones que sobresalen por tener valores de ECso altos, las conformadas por
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a3p2y1 (53 £ 3 uM) y a3B3y1 (66 £ 1.2 uM). El factor comun entre ambos
receptores, que al mismo tiempo los distingue del resto, es la presencia de la
subunidad y1. La subunidad a3, forma receptores de baja afinidad a GABA cuando
estan presentes las subunidades 2 y la B3 (Sigel et al., 1990; Gingrich et al., 1995;
Karim et al., 2013; Hartiadi et al., 2016), sin embargo, no existen reportes en la
literatura que indiquen cémo contribuyen las subunidades y en la afinidad a GABA;
nuestros datos muestran que es probable que esta subunidad tenga un efecto en la
afinidad del receptor por su agonista. Ambos receptores, tienen afinidades a GABA
cercanas a la reportada para el receptor nativo de los oligodendrocitos (79 + 12 uM;
Arellano et al., 2016).

La sensibilidad a zinc, es otra caracteristica importante que verificamos en las
combinaciones estudiadas. Asi, encontramos tres grupos que difieren en este
aspecto, el primero, en el que estan las combinaciones que no presentan subunidad
Y, son las dos combinaciones mas sensibles a este metal, esto se explica al hecho
de que, en ambas configuraciones se encuentran disponibles los tres sitios de unién
inhibitorios del Zn?* sobre el receptor (Hosie et al., 2003).

La presencia en el receptor de la subunidad y, provoca una disminucion de la
sensibilidad a Zn?*, ya que solo queda disponible uno de los tres sitios antes
mencionados. Nuestros datos confirman este hecho, sin embargo, muestran que el
efecto de este metal sobre los receptores a GABA, es diferente cuando esta
presente la subunidad y3, o cuando se encuentra la y1. Es probable, por lo tanto,
que la disrupcién de los sitos de Zn?* es diferente cuando esta una subunidad o la
otra. También, encontramos que el tipo de subunidad 3 parece ser relevante en el
efecto inhibitorio de Zn?*. Cuando se encuentra la subunidad B2 en los receptores
el efecto de Zn?* es mayor que cuando esta la 3. Como mostramos anteriormente,
las dos combinaciones con y1 son las de menor afinidad a GABA, pero entre ambos,
el receptor que contiene a la subunidad B2 es mas sensible a Zn?*. Ademas, tiene
un valor de ICso0 (26 £ 1 uM) relativamente cercano al que se encontro en el receptor
nativo de OLs, que es de aproximadamente 10 uM (Arellano et al., 2016).

Hasta aqui, los datos muestran que, de las seis combinaciones estudiadas, la

correspondiente a a332y1, cumple con caracteristicas farmacolégicas relacionadas
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con la afinidad a GABA y la sensibilidad a Zn?*, cercanas a las del receptor
oligodendroglial endogeno.

Debido a esto continuamos nuestro analisis estudiando el efecto de una
bateria de moduladores alostéricos de los GABAARS sobre el receptor a3p2y1, esta
bateria de farmacos, también fue utilizada en la caracterizacion del receptor nativo
de oligodendrocitos del nervio optico de rata. Los efectos que tienen estas drogas
sobre la respuesta a GABA en el receptor enddgeno, permiten también afirmar que
el receptor oligodendroglial tiene caracteristicas farmacolédgicas que lo distinguen
del neuronal y del presente en otras células gliales.

Los resultados obtenidos muestran que la combinacion a3B2y1 reproduce el
patrén farmacolégico y funcional del receptor nativo de OLs. Primero, el receptor no
presenta sensibilidad a indiplon, recordemos que este es un potente modulador
alostérico positivo sobre el sitio de benzodiacepinas, cuando esta presente la
subunidad y2. Segundo, su respuesta a GABA es potenciada por DZP. El efecto de
esta benzodiacepina clasica, refuerza dos ideas, primero que este receptor
expresado de forma heterdloga, expresa funcionalmente el sitio de unién a
benzodiacepinas, lo que prueba la incorporacién de la subunidad y1 en el receptor
expresado en estas condiciones, y segundo que este modulador tiene un efecto
similar al que tiene sobre el receptor nativo de OLs del nervio dptico de rata.

De manera importante, aqui mostramos también que la B-CCB, tiene un efecto
potenciador de la respuesta a GABA, sobre la combinacion a3B2y1. Este resultado
concuerda con lo reportado para el receptor de GABA oligodendroglial. Como
hemos mencionado, esta [(-carbolina presenté un efecto potenciador de la
respuesta a GABA en el receptor oligodendroglial. Aqui, no podemos perder de vista
que la sefnalizacidn gabaérgica tiene un papel importante en eventos esenciales en
el proceso de mielinizacién (Zonouzi et al., 2015; Arellano et al., 2016; Daneshdoust
et al., 2017; Fattorini et al., 2017; Hamilton et al., 2017), es por lo tanto de
importancia la busqueda de sustancias, que puedan modular de manera especifica
a este tipo de receptores en los oligodendrocitos. En este contexto es de gran
interés que diversas [(-carbolinas probadas en nuestro laboratorio sobre las

respuestas gabaérgicas neuronales muestran un nulo efecto (como es el caso de la
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B-CCB) o un efecto inhibitorio (como el caso de DMCM) incluyendo las estudiadas
aqui.

Por lo tanto, con los resultados mostrados, podemos decir que la combinacion
a3pB2y1 reproduce el patrén farmacoldgico y funcional del GABAAR que se
encuentra en los OLs del nervio 6ptico de rata, y representa un nuevo tipo de
receptor endogeno. Esto ultimo es debido a que esta combinacion de subunidades
GABAA,, no aparece entre las 11 que han sido identificadas plenamente hasta ahora
de manera endégena (Olsen & Sieghart, 2008). Dentro de estas ultimas, estan
aquellas que combinan las subunidades aff ya sea con la y2 (receptores sinapticos)
o con la subunidad & (receptores extrasinapticos) y los homopentameros de p. La
combinacion propuesta tampoco se encuentra entre los grupos de receptores (15 al
menos) que se ha propuesto podrian existir, con una alta probabilidad, o que por lo
menos son tentativos. Ademas, es una combinaciéon de subunidades diferente a los
receptores a1p2y2 (Benke et al., 1991) y al a2p1y1 (Whiting et al., 2000) presentes

principalmente en neuronas y astrocitos, respectivamente.

8.2 Efecto potenciador de la 3-CCB

La B-CCB es una B-carbolina enddgena, que se describidé, como agonista
inverso sobre el sitio de benzodiacepinas de receptores neuronales a GABA (Pefa
et al., 1986; Rigo et al., 1994; Thomet et al., 1999). Nuestros resultados muestran
en cambio, un efecto potenciador provocado por esta sustancia sobre la
combinacion propuesta para el receptor oligodendroglial.

Debido a la importancia de encontrar substancias que actuen de manera
especifica sobre los OLs, los siguientes experimentos fueron realizados para tener
informacion sobre el mecanismo de accidon que la 3-CCB tuvo sobre la combinacion
a3B2y1. Primero, demostramos que este efecto alostérico positivo, no fue mediado
por la unidon de esta sustancia al sitio de union de benzodiacepinas. Ya que con el
bloqueo farmacoldgico de este sitio con 1 yM de FMZ, no solo se mantiene el efecto,
sino que es inclusive mayor a cuando el sitio no esta bloqueado. Este hallazgo

indica, que el efecto potenciador, no fue mediado por la unién de la B-carbolina al
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sitio de benzodiacepinas. Debe existir otro sitio alostérico sobre la molécula que, al
unirse a esta sustancia, provoca el efecto potenciador de la respuesta de GABA del
receptor. Segundo, sugiere que la B-CCB no solo se une a este segundo sitio
desconocido, sino que también lo hace al sitio de benzodiacepinas. Sin embargo,
su unién a este ultimo, provoca la inhibicion de la respuesta a GABA. Lo que
coincide con su efecto de agonista inverso sobre el sitio de benzodiacepinas. Este
efecto dual de la B-CCB, puede explicar que, cuando el sitio de benzodiacepinas
esta bloqueado, i.e., que esta anulada la inhibicién, se obtuvo entonces un efecto
potenciador mayor.

Los datos indican que el efecto dual de este modulador alostérico tiene
magnitudes diferentes, ya que a las diferentes concentraciones de B-CCB
estudiadas en la presencia y en la ausencia de FMZ, siempre la potenciacion fue
mayor que la inhibicion. A pesar de eso, en la medida en que aumenta la
concentracion de B-CCB ambos efectos aumentan. Esto sugiere que, ambos sitios
presentan valores de afinidades bastante cercanas (Walters et al.,, 2000;
Middendorp et al., 2015).

Segun nuestros datos, a pesar de que no esté presente la subunidad v, al
menos parte del efecto potenciador de la B-CCB se mantiene. Es probable por lo
tanto que el efecto potenciador de B-CCB depende fundamentalmente de las
subunidades af. Sin embargo, nuestros datos también indican que el tipo de
subunidad y que esté contribuyendo a la formacion del canal, ejercid un efecto
modulador de la potenciacién provocada por esta $-carbolina endégena. Es posible
que el balance entre los sitios de modulacion positiva y negativa sea el responsable
del resultado final observado, y que este balance dependa principalmente de la
subunidad y expresada.

Los resultados de esta investigacion, han generado el planteamiento de
nuevas preguntas que requieren de la ejecucion de mas estudios. En particular, por
ejemplo, sera importante saber si la combinacion de subunidades propuesta como
receptor oligodendroglial, con las herramientas farmacoldgicas y electrofisiologicas
usadas hasta ahora, es respaldada ademas con otras técnicas de modificacion a

nivel molecular. También, sera importante saber si esta combinacion esta presente
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en los OLs que se expresan en distintas zonas del cerebro o son especificas del
nervio optico.

No sabemos si las caracteristicas funcionales y farmacologicas que hemos
encontrado cambian en las diferentes etapas del desarrollo del animal. Otra
pregunta, es saber si las B-carbolinas, y en especial la 3-CCB, actuando a través de
estos receptores, podria afectar el proceso de mielinizacion, o de remielinizacion,

ante danos a la sustancia blanca.
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9. Conclusiones

I- De las combinaciones expresadas de forma heterdloga, la combinacion
a3p2y1 reproduce el patron funcional y farmacolégico del receptor GABAA
que se expresa en los oligodendrocitos del nervio optico de rata.

ll- Existe uno o varios sitios de modulacion alostérica positiva para la -
carbolina enddgena -CCB sobre el receptor GABAA oligodendroglial, que no
es el sitio de union a benzodiacepinas, donde actua como agonista inverso.

lll- ElI efecto potenciador de la B-CCB, no depende de la presencia de
subunidades vy, pero es modulado por el tipo de esta subunidad que esté
presente en el receptor GABAA.
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