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RESUMEN. 

 La identificación, el diseño y la optimización de moléculas con capacidad para 

modular las respuestas de los receptores ionotrópicos de GABA (GABAA), ha permitido 

el desarrollo de tratamientos farmacológicos para trastornos del sistema nervioso central 

(SNC), tales como la ansiedad, el insomnio y la epilepsia, entre otros; adicionalmente, 

mediante dichos compuestos se ha logrado la identificación y caracterización de algunas 

de las 19 subunidades que conforman a esta familia. 

 La subunidad ρ1, es una de las subunidades que fueron identificadas mediante el 

uso de moduladores; sus descripciones iniciales hacían referencia a un receptor a GABA 

el cual era insensible a la bicuculina y a su vez activado por el ácido cis-aminocrotónico 

(CACA); sin embargo, tuvieron que transcurrir casi dos décadas para que se lograra la 

plena identificación de este receptor, mediante la descripción de algunas de sus 

propiedades biofísicas tales como su baja o casi nula tasa de desensibilización, así como 

su particular perfil farmacológico; como que el principal agonista de los receptores 

metabotrópicos de GABA (GABAB), el baclofeno no tiene efecto en esta subunidad. El 

ácido (1,2,5,6-tetrahidropiridin-4-il) metilfosfínico (TPMPA) fue el primer antagonista 

específico; si bien se han descrito una cantidad considerable de moduladores, en la 

actualidad se continúa la búsqueda de nuevas entidades moleculares; este interés es en 

gran parte debido a las nuevas funciones fisiológicas asociadas a este receptor. 

 Existen también moléculas de origen endógeno que modifican las respuestas del 

receptor a GABA, tales como la taurina, la serotonina (5-HT) y la dopamina (DA). 

Basados en la modulación negativa de la DA sobre el receptor GABAA-ρ1, en el presente 

trabajo se describen los efectos de los metabolitos de la vía dopaminérgica sobre dicho 



 

 

receptor, de los cuales la 3-metoxitiramina (3-MT) es el antagonista más potente 

(IC50=259 µM), mientras que los ácidos 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y homovanílico 

(HVA) fueron al menos 6 veces menos potentes. Al considerarlos como análogos 

estructurales de la DA e incluir en la investigación a otras moléculas de la vía 

dopaminérgica (las cuales no modificaron las respuestas del receptor) permitió 

establecer la funcionalidad e impacto de las diferentes regiones de las moléculas en su 

efecto sobre los receptores GABAA-ρ1 expresado de manera heteróloga en ovocitos de X. 

laevis. 

 Los ensayos de competencia con GABA, sugirieron que los metabolitos 

comparten el sitio de unión; sin embargo y de manera complementaria el protocolo de 

comparación de mecanismos de acción muestra que hay al menos dos mecanismos 

distintos y excluyentes para los metabolitos; dichos mecanismos están determinados por 

la presencia del grupo amina y/o el ácido en los antagonistas. Finalmente, los ensayos 

de acoplamiento virtual (Molecular Docking), muestran las posibles orientaciones de los 

metabolitos dentro del sitio ortostérico, lo que, en conjunto con el resto de los 

experimentos, ha permitido proponer los posibles mecanismos de acción para dichas 

moléculas. 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 The identification, design, and optimization of molecules capable of modulating the 

responses of the ionotropic GABA receptors (GABAA), has allowed the development of 

pharmacological treatments for disorders of the central nervous system (CNS), such as 

anxiety, insomnia and epilepsy, among others; additionally, by means of such 

compounds, the identification and characterization of some of the 19 subunits that make 

up this family has been achieved. 

The ρ1 subunit is one of the identification cases through the use of modulators, its initial 

descriptions referred to a GABA receptor which was insensitive to bicuculline and in turn 

activated by cis-aminocrotonic acid (CACA); however, it took almost two decades for the 

full identification of this receptor to be achieved, by describing some of its biophysical 

properties such as its low or almost no desensitization rate, as well as its particular 

pharmacological profile; regarding this latter aspect, the main agonist of GABA 

metabotropic receptors (GABAB), baclofen has no effect on these subunits. The (1,2,5,6-

tetrahydropyridin-4-yl) methylphosphinic acid (TPMPA) was the first specific antagonist; 

although a considerable amount of modulators have been described, currently the search 

for new molecular entities continues, This interest is largely due to the new physiological 

roles associated with this receptor. 

There are also molecules of endogenous origin with the capacity to modify the responses 

of the receptor to GABA, such as taurine, serotonin (5-HT), and dopamine (DA). Based 

on the negative modulation of the DA on the GABAA receptor-ρ1, in the present work, the 

effects of the metabolites of the dopaminergic pathway on such receptor are described, 

of which 3-methoxythiramine (3-MT) is the most potent antagonist. (259 μM), while 3,4-



 

 

dihydroxyphenylacetic (DOPAC) and homovanilic acid (HVA) were at least 6 times less 

potent. By considering them as structural analogues of DA and including in the research 

other molecules of the dopaminergic pathway (which do not modify receptor responses), 

it allowed establishing the functionality and / or impact of the different regions of the 

molecules on their effect on the GABAA-ρ1 receptors expressed heterologously in X. laevis 

oocytes. 

The competition assays with the agonist suggested that the metabolites share the binding 

site with GABA; however, and in a complementary way the isobolograms show that there 

are at least two different and exclusive mechanisms for the metabolites, these 

mechanisms are determined by the presence of the amine and / or the acid moieties in 

the antagonists. Finally, the virtual coupling tests (Molecular Docking) show the possible 

orientations of the metabolites within the orthosteric site, which together with the rest of 

the experiments, has allowed to propose the possible mechanisms of action for these 

molecules. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

 

 La comunicación neuronal está basada en el balance entre inhibición y excitación; 

ambos procesos modifican al potencial de membrana. La excitación en términos de carga 

se define por un incremento en el número de cargas positivas al interior de la célula; a 

este proceso se le conoce como despolarización. Mientras que su contraparte, la 

hiperpolarización, consiste en el incremento de cargas negativas en el interior de la 

célula. Uno de los mecanismos por lo cual se logra este incremento de cargas negativas 

se basa en el ingreso de iones de cloro, los cuales pueden entrar a través de una serie 

de canales iónicos pentaméricos activados por ligando (pLGIC, acrónimo del inglés), 

cuyo agonista es el ácido γ-aminobutírico (GABA); este neurotransmisor (NT), tiene 

efecto en prácticamente todas las áreas del SNC (Nutt and Malizia, 2001). 

 Los receptores GABAA son arreglos hetero u homopentaméricos; actualmente se 

tienen identificadas y clonadas 19 subunidades (α1−6, β1−3, γ1−3, δ, ε, 𝜋, θ y ρ1-3) 

(Olsen and Sieghart, 2009). El arreglo más abundante está conformado por las 

subunidades α1, β2 y γ2 (con estequiometría, 2, 2, 1, respectivamente; Fritschy and 

Panzanelli, 2014); sin embargo, existe una gran diversidad de posibles arreglos 

diferentes, alrededor de 26 posibles combinaciones (Olsen and Sieghart, 2009, Borghese 

et al., 2017). 

 Las subunidades ρ poseen la capacidad de formar homopentámeros funcionales, 

con una alta sensibilidad por el ligando (EC50≈3 µM), la cual es casi 10 veces más 

sensible respecto del arreglo α1, β2 y γ2, mostrando además una baja tasa de 

desensibilización (Polenzani et al., 1991). El papel fisiológico de este receptor está 
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asociado a procesos de memoria, sueño, dolor y transmisión visual (Gibbs and Johnston, 

2005, Reis and Duarte, 2007, Chebib et al., 2009b). Estas asociaciones funcionales se 

establecieron a partir de su distribución dentro del SNC, mediante el uso de fármacos 

selectivos y electrofisiología. Estos receptores se encuentran tanto en la sinapsis y así 

como en el espacio extrasináptico, lo cual a su vez le confiere un papel en la transmisión 

tónica (Farrant and Nusser, 2005, Harvey et al., 2006). También se han encontrado en 

células no excitables del SNC como en astrocitos del cerebelo y del estriado (Rosas-

Arellano et al., 2012, Petriz et al., 2014) 

 Existen una variedad de moléculas endógenas que modulan las respuestas de 

este receptor; de entre estas la DA (Ochoa-de la Paz et al., 2012), tiene especial 

relevancia dado que en la retina se ha demostrado su co-liberación con GABA en las 

células amacrinas (Hirasawa et al., 2012), las cuales inhiben la transmisión entre la 

células bipolares con las ganglionares, mediante la liberación de GABA el cual activa a 

los receptores GABAA-ρ1 ubicados en las terminales axónicas de la células bipolares. Por 

tanto, es plausible considerar que este receptor está inmerso en un microambiente 

dopaminérgico. 

 En la presente investigación se realizó un estudio de relación estructura- actividad 

(SAR, del inglés Structure-Activity Relationship), a los metabolitos de la vía 

dopaminérgica con el fin de explicar los efectos de estas moléculas sobre los receptores 

GABAA-ρ1 expresados en ovocitos de X. laevis. Los ensayos de competencia sugieren 

que los análogos se unen al sitio ortostérico, la adaptación de una estrategia basada en 

isobologramas sugirió la presencia de al menos dos mecanismos de acción para los 
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anábolitos; aunado a estos experimentos se realizaron ensayos de acoplamiento virtual 

(molecular docking). 

 La integración de los resultados permitió proponer los mecanismos de acción de 

los metabolitos. 

 

2. ANTECEDENTES. 

2.1 Sistema GABAérgico. 

 El papel del GABA como NT se estableció a principios de la década de los 60´s 

del siglo pasado, en la corteza cerebral (Krnjevic ́ and Phillis, 1963); sin embargo, 

también se reportaron una serie de respuestas con cierto grado de variación, 

dependiendo en gran medida de la zona del SNC donde se realizaba el estudio. Si bien 

ya era aceptada la idea de dos tipos receptores a GABA, uno de tipo ionotrópico (GABAA) 

y el otro metabotrópico (GABAB), estas diferencias no podían ser explicadas en función 

de sólo estos dos tipos de receptores, por lo que se propuso la existencia de subtipos de 

receptores en ambas familias (Olsen, 2014). 

 Es en este contexto donde la química farmacéutica ha aportado herramientas con 

las cuales se lograron evidenciar y corroborar la existencia de subtipos de receptores a 

GABA (Nutt, 2006, Olsen, 2014). En conjunto con técnicas de biología molecular 

actualmente se han identificado y clonado 19 subunidades del receptor GABAA (α1−6, 

β1−3, γ1−3, δ, ε, 𝜋, θ y ρ1-3; Olsen and Sieghart, 2009), estas comparten al menos un 

30% de similitud en la secuencia de aminoácidos, y el rango se incrementa hasta 80%, 

al comparar subunidades del mismo subtipo (Macdonald and Olsen, 1994). Sin embargo, 
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para la determinación de la existencia y función de los posibles arreglos, el desarrollo de 

ligandos específicos continúa siendo una herramienta primordial (Olsen, 2014). 

 

2.2 Generalidades de los receptores GABAA. 

 Si bien aun no se han logrado establecer las particularidades de todos los 

arreglos, se sabe de manera general que los arreglos funcionales de este receptor están 

conformados por 5 subunidades organizadas como hetero u homo-oligómeros (Amin y 

Subbarayan, 2017), en cuyo centro se ubica un poro selectivo para aniones, siendo el 

cloruro el de mayor relevancia fisiológica debido a que éste es uno de los principales 

responsables en el proceso de inhibición dentro del sistema nervioso central. De manera 

simplificada, la inhibición se logra mediante el flujo de dicho anión, el cual se mueve en 

favor del gradiente electroquímico, por lo que al acumularse dentro de la neurona, impide 

la propagación de un potencial de acción (Bormann, 2000, Farrant and Nusser, 2005, 

Sigel and Steinmann, 2012, Nemecz et al., 2016). Dado que el ión se mueve a través del 

poro en favor del gradiente electroquímico, en casos como neuronas en desarrollo o en 

trastornos como la epilepsia, el ión es expulsado del interior de la célula, por lo que en 

estos casos, este NT tiene un efecto excitador ( Cherubini et al., 1991, Ben-Ari et al., 

2007); en la glía, en donde también se expresan receptores GABAA funcionales, el flujo 

del cloruro sigue la misma dirección (Kettenmann and Schachner, 1985). 

 De manera teórica, estas 19 subunidades podrían generar más de 2 millones de 

arreglos diferentes. En 1998 la Unión Internacional de Farmacología (IUPHAR), propone 

como máximo 800 posibles combinaciones (Barnard et al., 1998). Veinte años más tarde, 

este mismo organismo estima un total de 26 arreglos diferentes clasificados en tres 
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categorías: 11 arreglos cuya existencia está demostrada, 6 que se consideran con alta 

probabilidad de existir y otras 9 como tentativas (Olsen and Sieghart, 2009; Tabla 1); a 

esta lista podemos agregar la conformación de heteropentámeros que contienen a la 

subunidad ρ las cuales se expresan en las células gliales del cerebelo (Petriz et al., 

2014). Cabe mencionar que dicha lista se centra en los receptores expresados dentro 

del SNC, puesto que se ha demostrado la expresión de arreglos que contienen a la 

subunidad 𝜋 en células germinales (Hedblom and Kirkness, 1997, Stephen et al., 2015). 

 

Tabla 1. Arreglos del receptor GABAA. 

Lista y clasificación de las 26 posibles combinaciones nativas de los receptores GABAA, establecido a partir 
de inclusión propuesto por Olsen & Sieghart. Modificado de Olsen & Sieghart 2008. En la categoria 
tentativa, las letras X, Y, implican que en un mismo arreglo pentámerico existen dos tipos de subunidad α 
diferentes.  
 

 Las propiedades biofísicas y farmacológicas de los receptores GABAA están 

determinadas por su arreglo y composición a nivel de subunidad. En general la 
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estequiometría de los heteropentámeros está conformada por subunidades 2αX, 2βy y 

una subunidad complementaria la cual puede ser γ, δ, ε o 𝜋. El arreglo más abundante 

en el SNC es α1β2γ2, el cual representa cerca del 43% de los receptores que contienen 

a la subunidad α (Figura 1A); por tanto este arreglo tiene una amplia distribución dentro 

del SNC (Whiting, 2003, Fritschy and Panzanelli, 2014). 

 El resto de los receptores que contienen una subunidad diferente a α1 (α2-5), 

muestran una distribución más restringida; dichos arreglos, generalmente resultan 

excluyentes (Nutt, 2006). Por tanto, se ha inferido que uno de los papeles de las 

subunidades α se centra en proporcionar un patrón espaciotemporal a dichos receptores. 

Otra característica asociada a esta subunidad radica en que en la interfaz que forma con 

la subunidad adyacente se ubica el sitio de unión de las benzodiacepinas (interfaz α, γ ) 

o del agonista (interfaz α, β); ya que es necesaria la presencia de las subunidades β para 

la formación del sitio de unión del GABA, el papel de esta subunidad se asocia a la 

expresión de receptores funcionales (Nguyen and Nicoll, 2018); esta misma subunidad 

está implicada en la cinética de decaimiento de la corriente del receptor, lo cual tiene 

implicaciones en el procesamiento de la información así como en la codificación temporal 

(Xie and Manis, 2013); por su parte los arreglos que contienen a las subunidades γ se 

ubican generalmente dentro de las sinapsis, y su papel está asociado a la inhibición 

fásica; de manera análoga la presencia de la subunidad δ, dirige la localización del 

arreglo preferentemente en sitios extrasinápticos con un papel importante en la inhibición 

tónica (Whiting, 2003).  
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Figura 1. Receptores GABAA, abundancia relativa y estequiometría.  
A. Abundancia relativa de los receptores que contienen a la subunidad α, modificado de Whiting 2003, B. 
Estequiometría de la combinación de subunidades más abundantes (𝜶xβyγz), se muestran los sitios de 
unión, entre las interfazs β/𝜶, sito de unión del GABA, en la interfaz 𝜶/γ, sitio de unión de las 
benzodiazepinas (BZD), modificado de Miller & Aricescu, 2014. 
 

 

2.3 Receptores GABAA-ρ1. 

 Desde mediados de la década de los 70´s existieron reportes que mencionaban 

receptores GABAA que eran activados por el ácido cis amino crotónico (CACA análogo 

del GABA) e insensibles a la bicuculina (alcaloide, antagonista competitivo de los 

receptores GABAA), en regiones como la medula espinal del gato y el cerebelo de la rata 

(Johnston et al., 1975, Drew and Johnston, 1992); no obstante la plena identificación de 

dicho receptor se logró hasta 1991, mediante la expresión heteróloga de mRNA de la 

retina de bovinos en ovocitos de X. laevis mostrando de manera inequívoca la 

insensibilidad tanto a bicuculina así como al baclofeno, agonista de los receptores 
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GABAB. Por sus particularidades farmacológicas, además de algunas características 

biofísicas, originalmente se propuso a éste como una nueva clase de receptor llamado 

GABAC, y a las subunidades se les denominó como ρ (para denotar su origen en la retina; 

Polenzani et al., 1991b; Figura 2).  

 

 
Figura 2. Perfil característico de los receptores GABAA-ρ1. 
A. Comparación de corrientes generadas por la aplicación de GABA 1mM a ovocitos de X. laevis, 
inyectados con mRNA de: A.1 Corteza cerebral, con un alto porcentaje de desensibilización; A.2. mRNA 
retina, con baja tasa de desensibilización; B y C Perfil farmacológico del receptor, B. Insensibilidad a la 
bicuculina. C. Insensibilidad al agonista del receptor GABAB. Modificado de Polenzani et al. 1991.  
 

 La distribución de este receptor, dentro del SNC se ha demostrado en regiones 

como el hipocampo, la médula espinal, el colículo superior, la hipófisis, el cerebelo, la 

amígdala y la corteza visual (Boue-Grabot et al., 1998, Rozzo et al., 2002, Rosas-

Arellano et al., 2007, Mejía et al., 2008, Rosas-Arellano et al., 2011), e incluso, se ha 

detectado y evaluado en regiones fuera del SNC, como el sistema gastrointestinal, 
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cardiovascular e inclusive los espermatozoides (Gamel-Didelon et al., 2003, Li et al., 

2008, Reyes-Haro et al., 2014). 

 A nivel de sinapsis, este arreglo puede encontrarse tanto dentro de la sinapsis 

como en la periferia de ésta; esto último aunado al hecho de su alta sensibilidad por el 

ligando (es cerca de 10 veces más sensible que el arreglo más abundante), sugieren el 

posible papel de este receptor en la transmisión tónica; dicho papel ya ha sido 

demostrado (Boller and Schmidt, 2001, Alakuijala et al., 2006, Hull et al., 2006). Una de 

la zonas en que se puede observar la activación tónica del receptor GABAA-ρ1, es la 

retina, específicamente en las terminales axónicas de las células bipolares (Jones and 

Palmer, 2011). Esta región presenta una serie de particularidades que son importantes 

a considerar al evaluar el papel de la inhibición tónica, ya que el agonista que activa a 

estos receptores proviene de las células amacrinas, capaces de liberar no sólo al GABA, 

sino también a la DA (Hirasawa et al., 2012, Hirasawa et al., 2015). Este fenómeno toma 

relevancia si consideramos que la DA modula de manera negativa al receptor GABAA-ρ1 

(Ochoa-de la Paz et al., 2012); es decir en la retina se tienen las condiciones para 

disminuir la inhibición tónica por la acción de la DA o sus metabolitos sobre los receptores 

GABAA-ρ1 (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 



 

 10 

 

Figura 3. Distribución de procesos de células amacrinas secretoras de DA. 
A. Esquema de la composición celular de la retina; conos/bastones: cian; bipolares: amarillo; amacrinas: 
blanco; amacrinas liberadoras de DA: rojo; ganglionares: verde. B. Zona de contacto entre la célula 
amacrina y los axones de las células bipolares (en amarillo), región de alta expresión de receptores GABAA-

ρ1. Modificado de Hirasawa et al. 2015. 
 

 

2.4 Características biofísicas de los receptores GABAA-ρ1. 

 Estructuralmente las subunidades de la familia de los receptores GABAA tienen 

tres dominios, los cuales poseen particularidades estructurales para cada una de las 

subunidades. Estrada-Mondragón estima la longitud y detalles estructurales de cada uno 

de los dominios de la subunidad ρ1: 

1) El dominio extracelular de 80 Å, 2) El dominio transmembranal de 40 Å, y 3) El 

asa intracelular que conecta a los pases transmembranales 3 y 4 con una longitud 

de 35 Å (Estrada-Mondragón, 2011; Figura 4 A).  

El primero de estos dominios corresponde al extremo N terminal, siendo un dominio de 

gran tamaño formado por 10 láminas β unidas por asas; entre las láminas 6-7 se 

encuentran dos cisteínas separadas por 13 residuos (Figura 4 B) que forman un puente 

disulfuro, el cual ha sido usado como característica básica para nombrar a este tipo de 
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receptores como “cys-loop“ (actualmente la denominación pLGIC, acrónimo del inglés 

“pentameric Ligan Gated Ion Channels“, es más común para referirse a estos receptores; 

Hilf and Dutzler, 2009), y dos hélices 𝜶, (Martínez-Delgado et al., 2010, Naffaa et al., 

2017). El sitio ortostérico se encuentra en este dominio, ubicado en la interfaz de dos 

subunidades; por tanto, se infiere que existen 5 sitios de unión idénticos para el agonista, 

además de algunos sitios alostéricos. Este dominio, en la zona del poro y adyacente a 

este vestíbulo posee un potencial electrostático positivo, el cual se explica por la 

naturaleza polar en la mayoría de los residuos que lo conforman, lo cual confiere un 

efecto de preselección iónica (O'Mara et al., 2005, Hansen et al., 2008). 

 El segundo de los dominios está conformado por 4 pases transmembranales (M1-

4); esta región es altamente conservada entre las 19 subunidades de los receptores 

GABAA con una homología del 75 % (Le Novère and Changeux, 1999). Este dominio se 

encarga de estabilizar al receptor en la membrana plasmática mediante hélices 𝜶, las 

cuales forman un entorno hidrofóbico (M1, 3 y 4, Figura 4 C). Esta región es a su vez el 

sitio de unión de algunos moduladores con alto perfil de hidrofobicidad, como esteroides, 

pentobarbital y hexanitrodifenilamina (DPA) (Limon et al., 2016, Naffaa et al., 2017); el 

alcohol por su parte tiene su sitio de unión formado entre los pases M2 y M3 (Borghese 

et al., 2016); dicho pase M2 es el que forma al poro del canal, cuya estructura determina 

la selectividad iónica, el cual para el caso específico de la subunidad r1 se sitúa la 

arginina313, la cual forma un anillo electrostático cuyo diámetro estimado es de 0.61 nm, 

cuando el canal se encuentra en estado abierto (Hansen et al., 2008, Peters et al., 2010). 

También confiere algunas otras características tales como la conductancia, la 

sensibilidad a la picrotoxina, que están relacionados con la prolina294 (Zhu et al., 2007); 
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otra de las características que le confiere esta región al receptor es la desensibilización 

(Martínez-Torres et al., 2000). 

 El asa intracelular que conecta a los pases M3 con M4, es conocido como unidad 

accesoria a la membrana (MA), la cual tiene una secuencia de aminoácidos variable 

entre subunidades; si bien su papel aún es controversial en algunos aspectos como el 

hecho de no ser esencial para el ensamble final del receptor (Jansen et al., 2008), el 

papel de esta región está asociada tanto a la modulación intracelular de la actividad del 

receptor, así como a la localización del receptor en la sinapsis (Enz and Cutting, 1998, 

Peters et al., 2010). Otra de las funciones de esta región se asocia con la correcta 

bidireccionalidad del flujo iónico, debido a que al igual que el dominio extracelular, 

funciona como un prefiltro (Estrada-Mondragón, 2011). 

 

Figura 4. Esquema del receptor GABAA-ρ1. 
A. Esquema general de los dominios del receptor GABAA-ρ1: EC: extracelular, TM: transmembranal, MA: 
dominio del asa intracelular. B. Detalles del dominio EC, conformado por 10 láminas β, conectadas por 
asas, las de mayor relevancia nombradas con letras latinas. C. Detalles del dominio TM, en rojo el pase 
transmembranal M2, formador del poro. Modificado de Estrada-Mondragón. 2011. 
 

2.5 Sitio de unión del GABA. 

 El sitio ortostérico se encuentra en la interfaz de las subunidades (Figura 5A) 

formado por alrededor de 20 aminoácidos que tienen en mayor o menor medida un 
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impacto en el proceso de activación del receptor (Figura 5 B, Sedelnikova et al., 2005, 

Osolodkin et al., 2009); al igual que otros pLGIC, el sitio ortostérico es una región con 

abundantes residuos aromáticos, comúnmente denominada “caja aromática“, 

conformada por al menos 5 residuos, que para el caso del receptor GABAA-ρ1, son la 

fenilalanina138 y las tirosinas102, 198, 241, 247 (Harrison and Lummis, 2006b, Lummis et al., 

2011). Cabe resaltar que esta caja difiere del modelo originalmente descrito en el 

receptor nicotínico por la ausencia de un triptófano, el cual es el generador de la 

interacción 𝜋-catión más favorable energéticamente; dicha interacción es considerada 

como la de mayor relevancia en el proceso de anclaje del agonista. Sin embargo, en el 

caso del receptor GABAA-ρ1 dicho papel es asignado al residuo serina268 (Sedelnikova et 

al., 2005), pese a que la interacción resultante es de menor intensidad a la encontrada 

para el modelo con el triptófano en los receptores nicotínicos; no obstante, en revisiones 

posteriores del tema se sugirió, basado en los modelos de interacción de múltiples 

residuos con un anión, la posibilidad de una interacción complementaria con la amina 

protonada del GABA (Gallivan and Dougherty, 1999). Esta interacción complementaria 

se llevaría a cabo con el residuo que ocupa la posición homóloga del triptófano en el 

receptor nicotínico, que para GABAA-ρ1 es la tirosina198; esta variación plantea un 

escenario diferente para la función de la caja aromática en GABAA-ρ1, por lo que esta caja 

posee una mayor flexibilidad, lo que podría dar a sus componentes individuales la 

posibilidad de participar en otros procesos (Lummis et al., 2011). 

 Las interacciones más fuertes que puede establecer el agonista con el receptor, 

son los puentes de hidrógeno, los cuales se logran con la arginina104 (Harrison and 

Lummis, 2006b, Melis et al., 2008, Osolodkin et al., 2009, Lummis et al., 2011). La 
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presencia de un segundo puente de hidrógeno, también ha sido ampliamente aceptada; 

sin embargo, el residuo con el cual se genera esta interacción es controversial, y existen 

varias propuestas, como por ejemplo, una segunda arginina ubicada en la posición 158 

(Harrison and Lummis, 2006a), dos serinas diferentes, una que ocupa la posición 243 

(Melis et al., 2008) y la otra en la posición 168 (Osolodkin et al., 2009); una de las últimas 

propuestas es el residuo 244 (treonina). En este modelo se sugiere que la formación del 

puente de hidrógeno se establece al final del proceso de anclado del agonista, con lo 

que comienza el proceso de activación del canal (Naffaa et al., 2016). 

 En años recientes se ha propuesto la existencia de una segunda región de alta 

hidrofobicidad, parecida a la caja aromática, cuyo papel está asociado en el proceso de 

activación y desactivación del receptor. Esta área está conformada principalmente por 

las fenilalanina76, 124, y las tirosinas153, 198; esta última originalmente pertenece a la caja 

aromática “canónica“, lo que apoya la noción de la flexibilidad de la caja (Carland et al., 

2015). 

 En este contexto es preciso hacer mención que la postulación del funcionamiento 

del sitio de unión ha sido refinado en función de experimentos basados en mutaciones 

sitio-dirigidas, los cuales a su vez son contrastados con el modelaje virtual del receptor 

basado en homología. 

 El proceso de unión del GABA en su sitio de unión es secuencial en el cual una 

vez que el ligando ocupa su lugar dentro de la cavidad ortostérica, el primer evento es la 

interacción de la región amino del GABA con el residuo de la serina168. El proceso de 

estabilización se ve finalizado con el aporte de la tirosina198; este evento es auxiliado por 

la “caja aromática“; el segundo evento del proceso está basado en interacciones de 
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mayor intensidad en las que participa, protagónicamente, la región del ácido carboxílico, 

con la arginina102, finalizando con la interacción con la treonina241 (Figura 5 C); este último 

evento genera un desplazamiento de la asa F, lo que provoca los subsecuentes eventos 

que finalizan con la apertura del poro del canal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 5. Sitio de unión del agonista en el receptor GABAA-ρ1. 
Para optimizar la perspectiva se omiten 3 subunidades. A. Interfaz y región del sitio de unión del ligando. 
B. Ampliación del sitio de unión, considerando los 20 residuos que de manera directa e indirecta participan 
en el proceso de unión del ligando (Sedelnikova et al. 2005). C. Los 4 principales residuos implicados en 
el proceso de anclaje e inicio del movimiento de apertura del canal; la imagen se roto sobre el eje Z; 
considérese que los residuos se encuentran esencialmente en el mismo plano horizontal respecto de la 
membrana. El modelo empleado es el descrito por Limón et al. 2016, con los residuos considerados por 
Sedelnikova et al. 2005. 
 

 

2.6 Farmacología GABAA-ρ1. 

 Se han descrito algunas docenas de compuestos con habilidad para modular al 

receptor GABAA-ρ1 (Johnston et al., 2010, Naffaa et al., 2017); sin embargo, pocos de 

ellos poseen un alto grado de selectividad por este arreglo. A continuación, se mencionan 
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solo algunas de estas moléculas, de las cuales (en el caso de las que comparten el sitio 

de unión con el agonista), se describen algunas de las bases en términos de 

farmacóforos, que permitieron el desarrollo de estas entidades. 

 Tras la caracterización funcional, de los receptores GABAA-ρ1 en 1991, basada 

entre otras características por su farmacología, bastó de un lustro para la descripción del 

TPMPA como el primer antagonista selectivo para este receptor (Ragozzino et al., 1996) 

con una concentración inhibitoria media efectiva (IC50) de 2.22 µM (Murata et al., 1996). 

Dado que este compuesto se une al sito ortostérico, es clasificado como antagonista 

competitivo; además ha sido ampliamente usado para describir las implicaciones 

fisiológicas del receptor en la retina (Matsui et al., 2001), en el núcleo geniculado lateral 

(Schlicker et al., 2004), en el cerebelo (Harvey et al., 2006) y en el hipocampo (Xu et al., 

2009). 

 Esta molécula ha sido el prototipo para el desarrollo de otros antagonistas 

competitivos. El ácido fosfínico es el farmacóforo del TPMPA (Locock et al., 2013); con 

él que se han obtenido ligandos como el 3- (aminometil)-1-oxo-1-hidroxi-fosfolano (3-

AMOHP), con una IC50 diez veces mayor que el TPMPA y el 3- (guanido) -1-oxo-1-hidroxi-

fosfolano (3-GOHP), con una potencia 15 veces menor; estos compuestos pueden 

diferenciar entre las subunidades  ρ1 y ρ 2 con una afinidad 3 veces mayor por la primera, 

sobre el receptor α1β2γ2, el 3-AMOHP no mostró efecto a una concentración de 600 µM 

y el 3-GOHP disminuyó la respuesta en un 29 % (Gavande et al., 2011). Otros 

compuestos obtenidos bajo este mismo supuesto se basaron en el cambio del metilo, 

por un pentilo como sustituyente en el ácido fosfínico, además del reemplazo de la amina 

secundaria cíclica por una lineal primaria, considerando que en este compuesto existe la 
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posibilidad de enantiómeros; el ácido cis-(3-aminociclopentanil) metilfosfínico, mostró 

una IC50 de 5.6 µM sobre el receptor GABAA-ρ1, siendo dos veces más potente respecto 

del efecto mostrado en el receptor GABAA-ρ2. Con respecto a su isómero trans, fue casi 

15 y 37 veces más potente, sobre los receptores GABAA-ρ1 y GABAA-ρ2 respectivamente 

(Chebib et al., 2009a) e inclusive es agonista de los receptores GABAA-α1β2γ2 (Kusama et 

al., 1993). 

 El reemplazo bioisoestérico del ácido fosfínico, por el ácido carboxílico, ha 

generado estructuras como la 4- aminociclopent-1-enocarboxamida (4-ACPAM), y la 4-

amino-N-hidroxiciclopent-1-enocarboxamida (4-ACPHA), de las cuales la primera es más 

potente (IC50, 10 µM vs 13 µM, respectivamente); sin embargo, la primera no es selectiva 

para las subunidades ρ, ya que es un antagonista del receptor α1β2γ2 con una IC50 de 23 

µM ( Locock et al., 2013). 

 Una estrategia diferente al reemplazo de la zona ácida es el cambio de la región 

amino, por un imidazol, que mostró que el ácido acético-4-imidazol, (I4AA), inhibe al 

receptor GABAA-ρ1, con IC50 de 1.45 µM; sin embargo, no discrimina entre las diferentes 

subunidades ρ, pues inhibe a las subunidades ρ2 y ρ3 con una IC50 de 3.18 y 12.6 µM 

respectivamente (Chebib et al., 1998b). En la Tabla 2 se muestran las estructuras de los 

antagonistas mencionados (Tabla 2). 
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Tabla 2. Antagonistas competitivos del receptor GABAA-ρ1. 
 

  

 El primer agonista descrito para el receptor GABAA-ρ1 fue el CACA, el cual es un 

análogo en conformación cis del GABA (doble enlace entre los carbonos C2-C3). No 

muestra actividad sobre los receptores α1β2γ2, y es agonista parcial (70%) del receptor 

GABAA-ρ1, pero no discrimina entre los otros dos tipos de subunidades de ρ. Además, es 

inhibidor de los transportadores de GABA. Por su parte el enantiómero trans (ácido trans-

4-aminocrotónico, TACA) es un agonista completo, que al igual que el CACA, no 

discrimina entre subunidades ρ, tiene potencia similar para las subunidades ρ1 y ρ2 (EC50, 

0.44 y 0.3 µM, respectivamente), y es casi 10 veces menos potente sobre la subunidad 
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ρ3; sin embargo, activa al arreglo α1β2γ2 con una EC50 de 133 µM (Kusama et al., 1993, 

Chebib et al., 1998a, Vien et al., 2002). Dado que el principio de selectividad del CACA 

se basa en la disminución de la flexibilidad de la molécula condicionándola a un estado 

constreñido y en la disminución de los ángulos de rotación de los carbonos, se propuso 

que la inclusión de un ciclopropilo podría generar un efecto similar al doble enlace, y por 

consiguiente mayor especificidad. De esta inclusión se obtienen cuatro enantiómeros, de 

los cuales el +-cis-ácido 2-amino-metilciclopropanocarboxílico (+/-CAMP), no distingue 

entre subunidades ρ, con una EC50 de 40, 17 y 28 µM, para las subunidades ρ1, ρ2 y ρ3, 

respectivamente, y a diferencia del CACA, este compuesto es un agonista completo 

(Duke et al., 2000). Curiosamente un análogo del I4AA, metilado en la posición 5 (5-Me-

I4AA), es una agonista completo con mayor potencia sobre los receptores GABAA-ρ1 que 

el +-CAMP, con una EC50 de 22 µM (Madsen et al., 2007); en la Tabla 3 se muestran las 

estructuras de los agonistas mencionados. 
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Tabla 3. Análogos de GABA y agonistas del receptor GABAA-ρ1. 

 

  

 Todos los compuestos anteriormente citados tienen una característica en común, 

ejercen sus efectos al unirse al sitio ortostérico. Existen una variedad de moléculas 

consideradas como moduladores alostéricos; son de tamaños variables y van desde 

iones metálicos hasta moléculas orgánicas; dentro de los iones metálicos se encuentra 

el Zinc, el cual disminuye la respuesta evocada por el GABA, interaccionando con la 

histidina156 (Wang et al., 1995), otros iones como el Lantano, el Lutecio y el Gadolinio 

actúan como potenciadores de la respuesta a GABA (Goutman et al., 2005). Sin 

embargo, el sitio de unión de estos lantánidos no se ha logrado identificar. 
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 Por su parte, moléculas orgánicas como el etanol inhiben al receptor GABAA-ρ1, 

cuyo sitio de unión está en la región transmembranal (Borghese et al., 2016), lo cual se 

explica por ser una molécula con una porción altamente lipofílica. Este mismo argumento 

se aplica a compuestos de tipo flavonoide o esteroideo, los cuales modulan los 

receptores GABAA-ρ1, así como otras subunidades (Goutman et al., 2003, Johnston et al., 

2010). El que estos compuestos tengan efecto en diversos subtipos de receptores 

GABAA, se explica en función de la alta similitud en secuencia de los pases 

transmembranales (Le Novère and Changeux, 1999); no obstante las pequeñas 

diferencias en las secuencias confieren variaciones en la magnitud de la modulación e 

incluso efectos opuestos para una misma molécula. Por ejemplo, la crisina a una 

concentración de 30 µM inhibe al receptor constituido por las subunidades α1β2γ2, en un 

12.1 %, e inhibe en un 23.3 % al receptor GABAA-ρ1. Otro caso es la flavona que muestra 

efectos contrarios, ya que en el receptor α1β2γ2, a una concentración de 10 µM, funciona 

como modulador positivo, y esa misma concentración disminuye la respuesta en el 

receptor GABAA-ρ1 (Goutman et al., 2003). Dentro de los esteroides, la 3β-hidroxi-5β-

pregnan-20-ona (epipregnanolona) que es un modulador positivo en el receptor GABA 

α1β2γ2, y modulador negativo en el receptor GABAA-ρ1, (Johnston et al., 2010); cabe 

mencionar que este esteroide es de naturaleza endógena. 

 Se han descrito algunos otros moduladores del receptor GABAA-ρ1, tales como la 

glicina, β alanina y taurina (Calvo and Miledi, 1995, Ochoa-de la Paz et al., 2008), de las 

cuales la taurina, mostró un efecto bimodal. Otros moduladores endógenos son la 

serotonina (5-HT), la dopamina (DA), la octopamina y tiramina, las cuales son moléculas 
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que comparten con la DA, el mismo núcleo (4 fenol, Figura 6, Ochoa-de la Paz et al., 

2012). 

 

 
Figura 6. Modulación de GABAA-ρ1 por monoaminas.  
A. Efecto de la co-aplicación sobre la amplitud de corriente del receptor GABAA-ρ1 expresado en ovocitos 
de X. laevis. Las monoaminas se aplicaron en concentraciones crecientes, en presencia de una 
concentración de 3.5 μM de GABA. Tomado de Ochoa- de la Paz et al, 2012. B. Estructuras químicas de 
las monoaminas en forma de bastón. 
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 Estos hallazgos muestran que existen moléculas endógenas con capacidad para 

modular a los receptores GABA. Por tanto éste proceso debe ser entendido con mayor 

precisión (Sigel and Steinmann, 2012) de tal suerte que los estudios de relación 

estructura-función-actividad son importantes para lograr este fin. 

 

2.7 Relación Estructura-Actividad (SAR) y Acoplamiento molecular (docking).  

 Los estudios de relación estructura-actividad han permitido la optimización de 

ligandos, partiendo de la identificación de los farmacóforos, para posteriormente realizar 

reemplazos bioisotéricos. En otros casos se utiliza la modificación de algunas 

propiedades del ligando, tales como variar su flexibilidad, tamaño o la orientación de 

alguna parte (Ragozzino et al., 1996, Duke et al., 2000, Naffaa et al., 2017). 

 Estas estrategias pueden ser complementadas con aproximaciones in silico, las 

cuales pueden aportar información adicional; sin embargo, para poder realizar este tipo 

de estudios es necesario contar con modelos tridimensionales del receptor, los cuales 

pueden obtenerse a través de la resolución de sus estructuras cristalográficas. En el caso 

de los pLGIC al ser  proteínas integrales de la membrana, su cristalización supone un 

desafío adicional; en el caso específico del receptor GABAA-ρ1, no se ha logrado tal cristal; 

sin embargo, el modelaje por homología con otros LGIC ha permitido la generación de 

aproximaciones del receptor cuya exactitud depende en gran medida de la proteína que 

se emplee como molde, considerando no solo la similitud de secuencia con ésta, sino 

también el grado de resolución con que se haya logrado resolver el modelo base 

(Estrada-Mondragón, 2011, Puthenkalam et al., 2016, Naffaa et al., 2017). 
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 La combinación de las anteriores estrategias, aunadas a pruebas funcionales in 

vitro, permiten la posibilidad de proponer nuevas entidades moleculares con la capacidad 

de modificar el funcionamiento de los receptores y también es posible proponer los 

mecanismos por los cuales estos ejercen su función. 
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3. JUSTIFICACIÓN.  

 El hecho de que la DA modula al receptor GABAA-ρ1 sirve como base para sugerir 

que otras moléculas de origen endógeno y con una estructura similar pudiesen tener esta 

propiedad. En este trabajo se exploró la habilidad de la L-DOPA, 2-PEA, 3-MT, DOPAC, 

HVA, adrenalina y noradrenalina (Figura 7), para modular a GABAA-r1 expresado en 

ovocitos de X. laevis. Este estudio podría permitir la identificación del farmacóforo de 

dichas entidades y ahondar en los mecanismos implicados en esta modulación. El tener 

información más precisa acerca de estos mecanismos, podría entre otras cosas, aportar 

diseños alternativos de moléculas con capacidad para modificar las respuestas de los 

receptores, e inclusive mejorar la selectividad no solo a las subunidades sino también a 

los diferentes estados conformacionales de los receptores. 

 

Figura 7. Representación tridimensional de las moléculas evaluadas. 
Representación tridimensional, en bastones de las moléculas evaluadas en esta tesis las cuales 
comparten el núcleo etil-benceno. 
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4. HIPÓTESIS. 

 La 2-feniletilamina (2-PEA), la 3-metoxitiramina (3-MT), el ácido 3,4-

dihidroxifenilacético (DOPAC) y el ácido homovanílico (HVA), se unen al sitio ortostérico 

del receptor GABAA-ρ1 de humano, expresado en ovocitos de X. laevis. 

 

 

5. OBJETIVO GENERAL. 

 Determinar el efecto de los análogos estructurales de la dopamina sobre las 

corrientes generadas por el GABA en el receptor GABAA-ρ1, expresado en ovocitos de X. 

laevis. 

 

 

6. OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

1. Determinar el efecto del L-DOPA, 2-PEA, 3-MT, DOPAC, HVA, adrenalina y 

noradrenalina sobre el receptor GABAA-ρ1. 

2. Realizar ensayos de acoplamiento virtual (docking) para los compuestos con 

actividad sobre el receptor para proponer un mecanismo de acción. 

3. Realizar un estudio relación estructura-actividad basado en los compuestos 

evaluados. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS.  

 

 Todas las moléculas se adquirieron en Sigma-Aldrich (GABA, A5835-25G; DA, 

PHR1090-1G; 3-MT, 4251-100MG; DOPAC, 850217-1G; HVA, H1252-1G; 2-PEA, 

P6513-25G; adrenalina, E4250-500MG; noradrenalina, A7257-500MG y L-DOPA, D-

9628-5G). El GABA 1M se almacenó en alícuotas a -30 °C, las demás moléculas se 

prepararon en el momento y el pH final fue ajustado a 7.4.  

 

7.1 Expresión de los receptores GABAA-ρ1 en ovocitos de X. laevis. 

 Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las políticas de ética 

establecidas por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiología de la Universidad 

Nacional Autónoma de México. Tanto el protocolo seguido en este proyecto así como el 

plásmido que se usó para la obtención del mRNA están basados en lo reportado por 

Martínez Torres (Martínez-Torres et al., 2000). 

 Las ranas fueron anestesiadas por inmersión en baño de hielo por 30 min; los 

folículos fueron removidos manualmente y desfoliculados enzimáticamente (colagenasa 

tipo 1, 0.3 μg/μL en solución Ringer sin Ca2+, a temperatura ambiente por 30 min); los 

ovocitos se mantuvieron a 16 °C en medio de Barth: 88 mM NaCl, 1 mM KCl, 0.33 mM 

Ca2(NO)3, 0.41 mM CaCl2, 0.82 mM MgSO4, 2.4 mM NaHCO3, 5 mM HEPES, pH 7.4, 

y 0.1 mg/mL de sulfato de gentamicina. Al día siguiente se inyectó 100 ng de mRNA de 

GABAA-ρ1 (1 μg/μl) en la región ecuatorial del ovocito; los registros electrofisiológicos se 

realizaron en un periodo de entre 1 y 5 días posteriores a la inyección. 

 



 

 28 

7.2 Registros de fijación de voltaje. 

 Las corrientes de membrana producidas por el agonista fueron registradas usando 

la técnica de fijación de voltaje con 2 microelectrodos descrita por Miledi (Miledi et al., 

1982). Los ovocitos fueron colocados en una cámara de registro de 0.5 mL, e impalados 

con dos microelectrodos de vidrio, con resistencias en el rango de 0.5 a 2.0 MΩ, los 

cuales se llenaron con una solución de KCl 3 M; el potencial de membrana fue fijado a -

60 mV. Todos los registros se realizaron a temperatura ambiente (10-25 °C), con una 

perfusión continua con un gasto de 20 ml/min, con una solución Ringer: 115 mM NaCl, 2 

mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 5 mM HEPES, pH 7.4. 

 

7.3 Análisis de datos. 

 Todos los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism 6.0. 

(GraphPad Software Inc., San Diego CA). Los datos se expresan con la media ± error 

estándar. Cada dato fue obtenido de al menos 6 células de al menos 2 ranas; todas las 

mediciones del efecto las concentraciones de las moléculas evaluadas fueron respecto 

de la respuesta obtenida por la aplicación de GABA 3μM; el porcentaje de inhibición se 

determinó mediante la ecuación:  

Inh[Ana]𝖎 = 2𝛪[Ana]𝖎/(𝛪[GABA 3μM]pre + 𝛪[GABA 3μM]post) …………….Ec. 1 

 

en donde: Ihn[Ana]𝖎: el % de inhibición del análogo a 𝖎 concentración en co-aplicación de 

GABA 3μM; 𝛪[Ana]𝖎, corriente obtenida por la co-aplicación del análogo a 𝖎 concentración 

en co-aplicación de GABA 3μM, 𝛪[GABA 3μM]pre: corriente obtenida por la aplicación de 
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GABA 3μM antes de la co-aplicación, 𝛪[GABA 3μM]post: corriente obtenida por la 

aplicación de GABA 3μM después de la co-aplicación. Los valores de inhibición se 

utilizaron para graficar las curvas concentración-respuesta según la ecuación: 

 

Y = 100/(1 + 10
∧
((LogIC

50 
− X) ∗ nH))  ….………….…………Ec. 2 

 Donde X es el logaritmo de la concentración del análogo, IC50 es la concentración 

de antagonista ([Ana]) que causa la inhibición del 50% del máximo de GABA, y nH es el 

coeficiente de Hill. Cuando no se obtuvo la inhibición completa, se aplicó la siguiente 

ecuación: 

 

Y =𝛪min + (𝛪max −𝛪min)/(1 + (X/IC50)) ..………………………Ec. 3 

 Donde 𝛪min representa la corriente residual de GABA restante con una 

concentración máxima del análogo e 𝛪max es la corriente obtenida por 3 μM de GABA. 

IC50 es la concentración de antagonista que en presencia de 3µM de GABA da una 

respuesta a la mitad considerando los límites 𝛪min e 𝛪max. 

 Para obtener las diferencias significativas entre grupos se empleó la prueba t de 

Student para grupos desapareados de dos colas; los niveles de diferencia significativa 

son p: n.s > 0.05 > * > 0.005 > ** > 0.0008 >***<0.0001.  
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7.4 Acoplamiento molecular. 

 Se utilizó el modelo por homología del receptor GABAA-ρ1 descrito por Limón 

(Limon et al., 2016); los ligandos fueron optimizados en términos de carga y 

conformación estérica a un pH de 7.4 con el software Avogadro (Hanwell, 2012) y el 

acoplamiento se realizó con Autodock Vina 4.246 (Trott and Olson, 2010), en el cual el 

ligando tiene libertades en los ángulos de torsión dentro de los límites permisibles. La 

posible disposición de estas moléculas se limitó al sitio ortostérico para lo cual se 

construyó una caja virtual con dimensiones 17 x 17 x 12 Å cuyo volumen es suficiente 

para contener a los 20 residuos de aminoácidos propuestos por Sedelnikova que de 

manera directa e indirecta afectan al proceso de unión del agonista en el sitio ortostérico 

(Sedelnikova et al., 2005). Para la visualización de las soluciones y la medición de las 

distancias se utilizó UCSF Chimera (Pettersen, 2004). 
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8. RESULTADOS. 

 GABA, DA, 3-MT, DOPAC, HVA, L-DOPA, 2-PEA, adrenalina, noradrenalina, se 

aplicaron en concentraciones de 1 mM en ovocitos inyectados y no inyectados con el 

mRNA de GABAA-ρ1 y solo se encontraron respuestas a GABA en aquellas células 

inyectadas con el mensajero. Durante el desarrollo de los experimentos se encontró que 

la mayoría de las respuestas a la misma concentración de GABA mostraron tendencias 

de incremento o decremento en la amplitud de la corriente, de tal suerte que para realizar 

las pruebas con los ligandos y determinar su efecto los resultados para ser considerados 

en los análisis se tuvieron en consideración los siguientes aspectos:  

1) Para determinar el valor de la inhibición causada por la co-aplicación del 

análogo/GABA, se consideró el promedio de las corrientes pre y post-aplicación de 

la mezcla análogo/GABA (Ec. 1). 

2) Solo se consideraron los valores obtenidos de las células a las que se le pudieran 

aplicar todas las concentraciones de los análogos. 

3) Que la amplitud de la corriente obtenida tras la aplicación análogo-GABA no variara 

en más del 30% respecto de la realizada antes de la co-aplicación.  

  

 

8.1 Efecto de análogos sobre GABAA-ρ1. 

 La L-DOPA, la adrenalina y la noradrenalina fueron evaluadas en concentraciones 

de hasta 20 mM en co-aplicación con GABA 3μM, sin que se encontraran efectos 

aparentes en las corrientes generadas (datos no mostrados). 
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 Al co-aplicar GABA con la 3-MT, el 2-PEA, el DOPAC y el HVA, las corrientes 

disminuyeron de manera dependiente de la concentración. Para el caso de la 3-MT la 

concentración máxima evaluada fue de 10 mM y para el resto de los compuestos se usó 

una concentración de 20 mM (Figura 8), con lo cual se obtuvo el mayor efecto sobre la 

corriente. Las curvas concentración-respuesta, generadas a partir de estos datos, 

estimaron una IC50 de 285 ± 30 µM, para la 3-MT, y de 1.98 ± 0.10 mM para 2-PEA; en 

ese mismo rango se encontraron los valores para los ácidos, con un valor de 1.97 ± 0.54 

mM para HVA y de 2.25 ± 0.26 mM para DOPAC. 

Figura 8. Trazos representativos de corrientes evocadas por GABA 3µM en ovocitos de X. laevis 
inyectados con GABAA-ρ1. 
Inhibición con: A. 3-MT. B. 2-PEA. C. DOPAC. D. HVA. Todas las concentraciones fueron evaluadas en 6 
ovocitos de al menos 3 ranas diferentes. 
 

 

 

 



 

 33 

 Otro dato interesante que arrojó dicho análisis fue la proyección de máxima 

inhibición, el valor para la 3-MT fue de 99.59 ± 2.17 % y de 97.32 ± 2.73 % para la 2-

PEA, en el caso de los ácidos fueron de 93.61 ± 2.41 y 86.53 ± 1.89 % para DOPAC y 

HVA respectivamente. Los ácidos mostraron una diferencia con el 100% de nivel 

significativo (p> 0.05, Figura 9). 

Figura 9. Relación concentración-respuesta y efecto máximo. 
A. Curvas concentración-respuesta para los análogos evaluados; los valores estimados para la IC50 se 
encuentran en el gráfico. B. Estimación de la inhibición máxima para cada análogo, valores dentro de las 
barras; * diferencia significativa, en los casos de DOPAC (p= 0.045) y HVA (p=0.0008). 
 
 

 

8.2 Sitio de unión. 

 8.2.1 Poro del canal. 

 Considerando que la moléculas fueron evaluadas a un pH= 7.4, se puede asumir 

que estas se encontraban preferentemente en su forma ionizada (pKa= 9.64, 9.83, 4.42, 

4.39, para la 3-MT, el 2-PEA, el DOPAC y el HVA respectivamente), por tanto se 

realizaron ensayos para medir el efecto del voltaje en la inhibición; para ello se diseñó 



 

 34 

un protocolo con variación de voltaje en forma de rampa de -120 a +70 mV, con una 

duración de 2 s. Los análogos fueron co-aplicados a una concentración equivalente a 

sus respectivas IC50, en presencia de 3 µM de GABA; las corrientes fueron normalizadas 

en función de la amplitud registrada en el potencial más negativo (-120 mV, Figura 10 A); 

y se compararon los valores de inhibición a voltajes específicos (-120, -60, +30 y +70 

mV, Figura 10 B). Los datos obtenidos muestran pequeñas diferencias en los niveles de 

inhibición, las cuales no son de nivel significativo (p> 0.05), lo que sugiere que la 

formación del complejo ligando-receptor-modulador no es sensible al voltaje e 

igualmente sugiere que el mecanismo de inhibición para estas moléculas no es a través 

del bloqueo del poro. 

Figura 10. Efecto del Voltaje en la inhibición por análogos. 
A. Los perfiles de corriente, en función de la rampa de voltaje, fueron similares. B. La inhibición 
determinada en voltajes particulares para los análogos no muestra diferencias significativas.  
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 8.2.2 Sitio ortostérico.  

 Otro de los posibles sitios de unión del ligando es el que ocupa el propio agonista, 

razón por la cual se realizaron ensayos en donde se evaluó la capacidad del GABA para 

activar al receptor GABAA-ρ1 en presencia de diferentes concentraciones de los 

moduladores negativos. Estos ensayos se realizaron con tres concentraciones diferentes 

las cuales representan las IC25, IC50 e IC75, para la 3-MT, la 2-PEA y el DOPAC. 

 Los resultados para los tres análogos muestran un desplazamiento a la derecha 

lo que implica un incremento en la EC50 de GABA; en el caso de la co-aplicación con 3-

MT, los valores del GABA fueron de 2.68 ± 0.4; 3.50 ± 0.74 y 8.09 ± 0.65 µM, para las 

concentraciones de 3-MT de IC25, IC50 e IC75, respectivamente, los cuales al ser 

comparados con la EC50, de GABA (2.27 ± 0.40 µM), solo los valores obtenidos en 

presencia de 3-MT (IC50 e IC75), tienen una diferencia significativa (Figura 11). 
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Figura 11. Ensayos de competencia entre GABA y 3-MT. 
A. Corrientes generadas por GABA (1 mM máxima concentración evaluada) con 3-MT a una concentración 
de 140, 280 y 510 µM (IC25 IC50 IC75 respectivamente), en los tres casos el efecto de la 3-MT se ve abatido 
por completo. B. Curvas concentración-respuestas. La corriente se normalizó en función de la corriente de 
GABA a 1mM, se observa un desplazamiento a la derecha y todas alcanzan el máximo de corriente. C. 
Valor de la EC50 para el GABA, en presencia de diferentes concentraciones de 3-MT (los valores de la 
EC50 se encuentran dentro de la correspondiente barra), diferencias significativas, #=0.0495 diferencia 
significativa GABA solo versus mezcla (GABA/3-MTIC25) * Diferencia significativa mezcla GABA/ 3-MT 
versus GABA solo, ** 0.0076 (GABA/ 3-MTIC50), ****<0.0001 (GABA/ 3-MTIC75); &diferencia significativa 
para la mezcla GABA/3-MT versus GABA/3-MT IC75  &&&&<0.0001 (GABA/3-MTIC50); 0.0001 (GABA/3-
MTIC25). Todos los puntos fueron evaluados en 6 células de al menos 2 ranas. 
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 La 2-PEA modificó la EC50, de GABA de 2.27 ± 0.40 µM a 2.87 ± 0.34, 3.50 ± 0.50 

y 6.40 ± 0.86 µM, con 2-PEA IC25, IC50 e IC75 respectivamente, siendo todos los valores 

significativamente diferentes a la EC50 de GABA solo (Figura 12). 

Figura 12. Ensayos de competencia entre GABA y 2-PEA. 
A. Corrientes generadas por GABA (1 mM máxima concentración evaluada) con 2-PEA a una 
concentración de 0.9, 1.7 y 3.4 mM (valores de IC25 IC50 IC75 respectivamente); en los tres casos el efecto 
del 2-PEA se ve abatido por completo. B. Curvas concentración-respuestas, la corriente se normalizó en 
función de la corriente de GABA a 1m; se observa un desplazamiento de manera paralela a la derecha y 
todas alcanzan el máximo de corriente. C. Valor de la EC50 para el GABA, en presencia de una determinada 
concentración de 2-PEA (los valores de la EC50 se encuentran dentro de la correspondiente barra); 
diferencias significativas respecto de GABA solo, *=0.02 (GABA/2-PEAIC25) ***0.009 (GABA/2-PEAIC50), 
***=0.0009 (GABA/2-PEAIC75), #= 0.032 (GABA/2-PEAIC25 vs (GABA/2-PEAIC50), &&&& < 0.0001 (GABA/2-
PEAIC75) vs (GABA/2-PEAIC25) y (GABA/2-PEAIC50). 
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 EL DOPAC incrementó la EC50 de GABA, a 4.39 ± 0.39, 4.65 ± 0.46 y 5.34 ± 0.52 

µM al ser aplicado a la IC25, IC50 e IC75, respectivamente. Al igual que la 2-PEA, los tres 

valores son significativamente diferentes al valor basal para el GABA (Figura 13). 

Figura 13. Ensayos de competencia entre GABA y DOPAC. 
A. Corrientes generadas por GABA (1 mM máxima concentración evaluada) con DOPAC a una 
concentración de 1.5, 2.1 y 2.9 mM (valores de IC25, IC50 e IC75, respectivamente); en los tres casos el 
efecto del DOPAC se ve abatido por completo. B. Curvas concentración-respuestas. La corriente se 
normalizó en función de la corriente de GABA a 1mM; se observa un desplazamiento de manera paralela 
a la derecha y todas alcanzan el máximo de corriente. C. Valor de la EC50 para el GABA, en presencia de 
una determinada concentración de DOPAC (los valores de la EC50 se encuentran dentro de la 
correspondiente barra); diferencias significativas, respecto de GABA solo, ****<0.0001 (GABA/DOPACIC25, 

50 y 75), &=0.0076 ((GABA/DOPACIC50) vs (GABA/DOPACIC75)), &&= 0.001 (GABA/DOPACIC25) vs 
(GABA/DOPACIC75). 
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8.3 Acoplamiento virtual (docking). 

 8.3.1 Análogo en el sitio ortostérico. 

 Los resultados de los ensayos de competencia mostraron que la 3-MT, el DOPAC 

y la 2-PEA comparten el sitio de unión con el GABA. En el “docking“ (se incluyó al HVA), 

los resultados mostraron un patrón similar, el cual es perpendicular al plano que se 

establece entre el GABA y los 4 residuos con los que establece interacciones: arginina104, 

serina168, tirosina198 y treonina244. En el caso de los antagonistas evaluados es la región 

del amino o del ácido la que se ubica en el mismo plano del GABA; por su parte la región 

del anillo de benceno apunta hacia el dominio transmembranal (Figura 14).  

Figura 14. Disposición general de los ligandos en el sitio ortostérico. 
A. Esquema de la interfaz en que se forma el sitio de unión del GABA. B. Disposición general del GABA. 
C, D, E y F. Disposición general del ligando en el sitio ortostérico, en paralelo a los pases 
transmembranales (perpendicular a la membrana). C. 3-MT, D. 2-PEA, E. DOPAC y F. HVA. 
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 La región aromática de los ligandos queda entre las tirosinas 102 y 241, por lo que 

se establece una formación tipo “sándwich“ o de apilamiento, con ligeras variaciones en 

las orientaciones de las moléculas respecto a los residuos. Las distancias estimadas 

desde los carbonos de la posición 1 del benceno tanto del ligando como de los residuos, 

son 4.93, 5.14, 4.83 y 4.93 Å para la tirosina241, con 3-MT, 2-PEA, DOPAC y HVA, 

respectivamente; en el mismo orden las distancias con la tirosina102, resultaron de 4.62, 

4.95, 4.76 y 4.66 Å (Figura 15). 

Figura 15. Disposición del fenilo de los ligandos, en conformación tipo sándwich o apilamiento. 
En cada caso, el fenilo de cada ligando, mantuvo una disposición semejante entre los fenoles de las 
tirosinas; las distancias determinadas van del carbono 1 de fenilo hacia el respectivo carbono 1 del fenol; 
el primer valor es respecto al residuo 241 y el segundo es respecto al 102 A. 3.MT, 4.93 y 4.62 Å B. 2-
PEA, 5.14 y 4.95 Å, C. DOPAC, 4.83 4.76 Å, y D. HVA, 4.93 y 4.66 Å.  
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 En esa orientación se observó a un residuo de ácido glutámico cercano a los 

ligandos; las distancias de un oxígeno del grupo carboxilo de su cadena lateral al oxígeno 

del grupo hidroxilo de la posición 4 de los ligandos (excepto la 2-PEA, la cual carece de 

éste), son de 2.81, 2.82 y 1.98 Å respectivamente, para 3-MT, DOPAC y HVA (Figura 

16). 

 

Figura 16. Distancia del hidroxilo posición 4, con glutamato 196. 
Determinación de la distancia entre el residuo glutamato 196 y el hidroxilo de la posición 4 del ligando; la 
menor distancia se observa con el HVA, A. 3-MT, a una distancia de 2.81 Å, B. DOPAC a una distancia 
de 2.82 Å, C. HVA a una distancia de 1.98 Å. 
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 Considerando a los cuatro residuos con mayor influencia en el proceso de anclaje 

e inicio de la apertura del canal (serina168, tirosina198, arginina104 y treonina244) con 

respecto a los residuos encargados del anclaje (serina168 y tirosina198), el grupo amino de 

los ligandos que lo contienen (3-MT y 2-PEA) se localiza a una menor distancia de la 

tirosina198, (3.06 Å y 3.06 Å), seguido de la serina168 a una distancia de 4.17 y 3.78 Å; en 

tercer orden fue la arginina104 a 4.45 y 4.63 Å y el más lejano fue la treonina244 a 5.38 y 

4.81 Å para la 3-MT y la 2-PEA respectivamente (Figura 17 A, B). 

 Los ligandos con un grupo ácido (DOPAC y HVA) mostraron un patrón diferente, 

coincidiendo solo en la treonina244, como el residuo más distante ubicado a 5.23 y 5.14 

Å del DOPAC y HVA, respectivamente; de la misma manera ambos ligandos tienen en 

la serina168, al tercer residuo más distante, a 3.90 y 3.94 Å; sin embargo, el orden de los 

más cercanos fue inverso, pues para el DOPAC, el más cercano fue la arginina104 a 3.00 

Å y la tirosina198 a 3.08 Å; en el caso del HVA,  se ubicó a 2.31 Å de la tirosina198 y a 3.31 

Å de la arginina104 (Figura 17 C, D). 
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Figura 17. Distancias de los grupos amino o ácido, con Tyr 198, Ser 168, Thr 244 y Arg 104. 
El orden de distancia entre el grupo amino y los residuos mostró el mismo patrón, en orden ascendente, 
Tyr198, Ser168, Arg104 y Thr 244, en A. 3-MT, y B. 2-PEA. Para los ácidos el patrón fue para el tercer y cuarto 
residuos más cercanos (Ser168 y Thr 244, respectivamente); sin embargo, en C. DOPAC el residuo más 
cercano fue Arg104 y el segundo Tyr198, mientras que para D. HVA el residuo más cercano fue la Tyr198, y 
segundo la Arg104. 
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 8.3.2 Arreglo espacial del análogo. 

 La forma en que el ligando se acopla al sitio de unión se rige por el principio de 

mínima energía, dicho principio se aplica al complejo ligando-receptor. La plataforma 

Autodock Vina permite analizar la formación de los complejos considerando cambios en 

la orientación de los sustituyentes del ligando. Por tanto, en el modelo de acoplamiento 

es posible que el arreglo espacial de los sustituyentes del ligando no sea el más favorable 

en términos energéticos, ya que como se mencionó el principio de mínima energía se 

aplica al complejo y no de manera aislada al ligando. 

 Para cuantificar las variaciones en las orientaciones espaciales de los 

sustituyentes, se determinaron los ángulos diedros en el modelo optimizado de los 

ligandos (estimado en Avogrado, considerando el pH de 7.4) para contrastarlos con la 

conformación final del ligando en el modelo de acoplamiento (Autodock Vina). En la 

presente investigación se determinaron los ángulos conformados entre la región 

aromática y los diferentes sustituyentes, considerando en el caso de los hidroxilos o 

metoxilo el plano generado por ese enlace; en el caso de la amina se establecieron 

planos adicionales, el primero de ellos conformado por los carbonos del etilo y el segundo 

en donde el primero de los planos se establece entre el carbono 1 del fenilo y el 1 del 

etilo, y el segundo plano es el conformado entre el carbono 2 del etilo y el nitrógeno de 

la amina. En caso del ácido carboxílico el primer ángulo fue considerando el plano del 

fenilo y el plano conformado por el carbono del metilo y el carbono del ácido carboxílico; 

adicionalmente se determinó un segundo ángulo considerando este último plano y el 

formado por los oxígenos del ácido.  
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 En el caso de la 2-PEA, en el modelo optimizado, el ángulo conformado entre el 

plano del fenilo y los carbonos del etilo es de 90.001°, el segundo es de 91.093° (plano 

del nitrógeno); para el acoplamiento los valores fueron de 10.417°(Figura 18 A) para el 

primero y de 131.039° para el segundo (Figura 18 B), es decir la diferencia absoluta en 

en los ángulos fue de 79.59° y 39.94° respectivamente. 

Figura 18. Cambios en los ángulos diedrales de 2-PEA. 
A. Cambios en los ángulos diedros, considerando como base al fenilo (barra negra), para el etilo (flechas 
azul y guinda); izquierda modelo optimizado (flecha azul), derecha modelo en acoplamiento (flecha 
guinda), se muestra el valor absoluto en grados del cambio en la posición del sustituyente. B. Cambios en 
los ángulos diedros, considerando como base al etilo (barra negra), para el plano carbono-nitrógeno 
(flechas azul y guinda) izquierda modelo optimizado (flecha azul); derecha modelo en acoplamiento (flecha 
guinda); en medio se muestra el valor absoluto en grados del cambio en la posición del sustituyente.  
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 En el caso de la 3-MT en el modelo optimizado, el ángulo con el hidroxilo de la 

posición 4, es de 179.91° y el de la posición 3, es de 90.009°; en la región de la amina el 

ángulo con el plano del fenilo es de 89.925° y el formado por el etilo y la amina es de 

1.1210°. En el modelo de acoplamiento los ángulos formados son de 32.457°, 173.92°, 

102.02° y 24.521° en mismo orden que el descrito para el modelo optimizado (Figura 19 

A, B, C respectivamente), en la Figura 19 de muestran los valores absolutos de los 

cambios de los ángulos. 

 

Figura 19. Cambios en los ángulos diedros de 3-MT. 
A. Cambios en los ángulos diedros considerando como base al fenilo (barra negra), para el metoxilo (3) y 
el hidroxilo (4); arriba modelo optimizado; abajo, modelo en acoplamiento; en medio izquierda, metoxilo (3) 
(flechas azul y guinda) y en medio derecha, hidroxilo (4) (flechas azul y guinda); se muestran los valores 
absolutos en grados del cambio en la posición del sustituyente. B. Cambios en los ángulos diedros 
considerando como base al fenilo (barra negra) para el etilo; arriba modelo optimizado (flecha azul), abajo 
modelo en acoplamiento (flecha guinda), C. Cambios en los ángulos diedros considerando como base al 
etilo (barra negra), para el plano carbono-nitrógeno; arriba modelo optimizado (flecha azul); abajo, modelo 
en acoplamiento (flecha guinda). En todos los casos se muestran en medio los valores absolutos en grados 
del cambio en la posición del sustituyente. 
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Para el DOPAC el ángulo del hidroxilo 4 es de 180.3°, el de la posición 3 es de 

0.103°, el del ácido carboxílico con el fenilo es de 90.021 y el de los oxígenos es de 

0.021°; en el mismo orden se mencionan los ángulos encontrados en la estructura 

acoplada al receptor, 55.584°, 245.512, 110.859° y 89.98° (Figura 20 A, B, C 

respectivamente, se incluyen los valores absolutos de los cambios de los ángulos). 

 

Figura 20. Cambios en los ángulos diedros de DOPAC. 
A. Cambios en los ángulos diedros considerando como base al fenilo (barra negra), para los hidroxilos (3, 
4); arriba, modelo optimizado; abajo, modelo en acoplamiento en medio izquierda, hidroxilo (3) (flechas 
azul y guinda) y en medio derecha, hidroxilo (4) (flechas azul y guinda). B. Cambios en los ángulos diedros 
considerando como base al fenilo (barra negra), para el carbono-carbonilo; arriba modelo optimizado 
(flecha azul); abajo modelo en acoplamiento (flecha guinda). C. Cambios en los ángulos diedros 
considerando como base el plano carbono-carbonilo, (barra negra), para el plano conformado por los 
oxígenos del carbonilo; arriba modelo optimizado (flecha azul); abajo modelo acoplado (flecha guinda). En 
todos los casos se muestran los valores absolutos en grados del cambio en la posición del sustituyente. 
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 En el HVA los ángulos en el modelo optimizado fueron de 179.98° para la posición 

4, 90.072° para la posición 3, 90.335 para el fenilo con el ácido carboxílico, y 0.146° para 

el plano de los oxígenos; los ángulos para el ligando (HVA en el receptor),  fueron de 

337.64°, 176.634°, 115.45° y 89.856°, en la Figura 21 se muestran los cambios en las 

orientaciones así como la diferencia en valores absolutos de los ángulos. 

Figura 21. Cambios en los ángulos diedros de   HVA. 
A. Cambios en los ángulos diedros considerando como base al fenilo (barra negra), para el carboxilo (3) y 
el hidroxilo (4); arriba, modelo optimizado; abajo, modelo en acoplamiento; en medio derecha, hidroxilo (4) 
(flechas azul y guinda); en medio izquierda, carboxilo (3) (flechas azul y guinda). B. Cambios en los ángulos 
diedros considerando como base al fenilo (barra negra), para el carbono-carbonilo; arriba modelo 
optimizado; abajo modelo en acoplamiento. C. Cambios en los ángulos diedros considerando como base 
el plano carbono-carbonilo (barra negra) para el plano conformado por los oxígenos del carbonilo; arriba 
modelo optimizado (flecha azul), abajo modelo acoplado (flecha guinda). En todos los casos se muestran 
los valores absolutos en grados del cambio en la posición del sustituyente. 
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 Una de las repercusiones más evidentes en los cambios de dichos ángulos, es el 

cambio en la distancia entre los sustituyentes; en el caso de la 2-PEA, la distancia del 

carbono (carbono 1 del fenilo) al nitrógeno de la amina pasó de 3.799 a 3.627 Å (Figura 

22 A); en el caso de la 3-MT la distancia entre el carbono de la posición 3 al nitrógeno de 

la amina fue de 6.865 Å; en caso del hidrógeno del sustituyente de la posición 4 al mismo 

nitrógeno fue de 8.310 Å; estas distancias se modificaron a 7.126 y 7.505 Å 

respectivamente (Figura 22 B), los porcentajes de cambio (absoluto), para ambos 

análogos se mencionan en la Figura 22 C. 

Figura 22. Modificación de distancias en los ligandos, aminas-C1 de anillo de 2-PEA y aminas-
hidrógenos hidroxílicos.  
A. 2-PEA, Izquierda modelo optimizado, derecha modelo en acoplamiento. B. 3-MT, Izquierda modelo 
optimizado, derecha modelo en acoplamiento. C. Porcentajes de cambio, en valores absolutos. 
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 La distancia del DOPAC desde el hidrógeno del sustituyente de la posición 3 al 

primer de los oxígenos del ácido carboxílico fue de 5.473 Å; la distancia al segundo 

oxígeno fue de 6.734 Å. En el caso del hidrógeno de la posición 4 a los mismos oxígenos 

fueron de 6.599 y 8.237 Å; las distancias se modificaron en el modelo acoplado quedando 

en 7.216, 5.982, 7.344 y 7.743 Å en el mismo orden. En el HVA las distancias en el 

modelo optimizado las distancias fueron partiendo del carbono del metoxilo de la posición 

3 al nitrógeno fue de 5.566 Å, al otro oxígeno la distancia fue de 7.207 Å, en el caso del 

sustituyente de la posición 4 (hidrógeno), a estos oxígenos fue de 6.630 y 8.232 Å, en el 

modelo acoplado las distancias se modificaron quedando en 7.147, 5.795, 7.314 y 7.429 

Å (Figura 23), los porcentajes de cambio (absoluto), para ambos análogos se mencionan 

en la Figura 23 C. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Modificación de distancias en los ligandos ácidos. 
A. DOPAC Izquierda modelo optimizado, derecha modelo en acoplamiento, B. HVA, izquierda modelo 
optimizado, derecha modelo en acoplamiento. C. Porcentajes de cambio, en valores absolutos. 



 

 51 

 
 
8.4 Relación Estructura-Actividad. 

 Considerando los datos de actividad descritos para las moléculas evaluadas y los 

resultados del acoplamiento molecular, es posible establecer algunas funciones a 

regiones particulares de los ligandos, comenzando por la región común a todos ellos, el 

fenilo, cuya función podemos establecerla a través de los resultados de los 

acoplamientos moleculares, dada su cercanía en todos los acomodos a los dos residuos 

de Tyr, el 102 (subunidad adyacente), y la 241 (subunidad principal). Por tanto, su papel 

fundamentalmente se puede asociar a un “estabilizador” al promover el arreglo tipo 

sándwich con los fenilos de dichos residuos. Considerando a la 2-PEA, es posible 

establecer que los sustituyentes de la posición 3 y 4 no son los encargados del 

mecanismo de acción; sin embargo, la presencia de ambos en forma de hidroxilos 

incrementa la potencia alrededor de 6 veces. No obstante, los resultados del 

acoplamiento permitieron establecer con mayor precisión el mecanismo por el cual su 

presencia mejora la actividad del ligando; mientras que el sustituyente de la posición 4 

se localiza cerca del residuo Glu 196, ni el hidroxilo o el metoxi tienen en su cercanía 

residuo alguno con el cual establecer interacción, por lo que su efecto puede estar 

asociado a la generación de la correcta orientación del ligando, mientras que el hidroxilo 

de la posición 4 estabiliza de una manera directa a través de la interacción con el residuo 

196, el otro sustituyente lo hace a través del impedimento estérico es decir de una 

manera pasiva. Finalmente, la región de la amina o ácido es el farmacóforo, cuyo efecto 

se infiere tras los ensayos del acoplamiento molecular, en donde se observa cierto patrón 

de acercamiento para todos los ligandos, de tal suerte que el mecanismo de acción para 

el caso de los ácidos es mediante la estabilización de un estado de conducción alterno, 
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es decir se comporta como un agonista inverso. Por su parte las aminas lo hacen al 

competir directamente con el agonista, en la Figura 24 se presenta un esquema con lo 

previamente mencionado.  

 

Figura 24. Esquema de las posibles funciones de las regiones del ligando. 
De manera general se esquematizan las posibles funciones de las regiones y o sustituyentes.  
 
 
 
8.5 Efecto de los análogos sobre el receptor activado. 

 Los ensayos anteriores se enfocaron en evaluar el papel de los análogos en 

condiciones que simulan la transmisión fásica (sección 8.1), y a continuación se muestra 

un modelo de transmisión tónica, el cual consiste en evaluar el efecto de los análogos en 

un receptor en estado activado, para lo cual se aplicó el GABA hasta alcanzar el periodo 

de meseta en la corriente y en esa condición se procedió a realizar la co-aplicación con 

los análogos. En este modelo todos los compuestos mantuvieron el efecto negativo sobre 
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la corriente producida por GABA, no obstante, la habilidad para inhibir la corriente 

disminuyó de manera significativa para las moléculas con el amino (3MT, 2-PEA, Figura 

25 A); este efecto no fue evidente para los análogos con ácido (HVA, DOPAC, Figura 25 

B). 

Figura 25. Co-aplicación de análogos en canal activado. 
A. Corrientes evocadas por 3 µM de GABA. Tras la activación del receptor se aplicó la mezcla 
GABA/amina; no se logró observar una inhibición total a la máxima concentración aplicada. B. Corrientes 
evocadas por 3 µM de GABA. Tras la activación del receptor se aplicó la mezcla GABA/Ácido; no se logró 
observar una inhibición total a la máxima concentración aplicada; sin embargo, la inhibición alcanzó niveles 
semejantes al modelo de co-aplicación. Cada punto se evaluó en 6 ovocitos de 2 ranas diferentes. 
 
 

 La inhibición máxima de la 3-MT fue de 51.65 ± 6.93 % y 36.62 ± 11.44 % para la 

2-PEA; estos cambios fueron significativos. Los valores de IC50 fueron de 520 ± 230 µM 

y de 3.00 ± 1.13 mM, para 3-MT y 2-PEA, respectivamente, sin que estos cambios fuesen 

significativos respecto del valor en el modelo de co-aplicación. 
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 Para el caso de los ácidos, tanto la eficacia como la potencia se mantuvieron sin 

cambios significativos, pues la inhibición máxima estimada fue de 90.95 ± 5.99 % y 82.32 

± 1.64 % para el DOPAC y HVA respectivamente; en el mismo orden, los valores de IC50 

son de 1.87 ± 0.059 mM y 2.77 ± 0.39 mM, cuya variación como ya se mencionó no es 

significativa respecto del modelo de co-aplicación (Figura 26). 

Figura 26. Análisis de los efectos de los análogos en receptor activado. 
A. Curvas concentración-respuesta para las aminas; en líneas punteadas la curva en modelo de co-
aplicación, en línea continua la aplicación en canal activado. B. Curvas concentración-respuesta para los 
ácidos; en líneas punteadas la curva en modelo de co-aplicación, en línea continua la aplicación en canal 
activado. C. Comparación de inhibición máxima estimada; barras color sólido datos de modelo de co-
aplicación, en barras sin relleno valores estimados para modelos de aplicación en canal abierto; el valor 
estimado para cada análogo se encuentra dentro de cada barra. Diferencias significativas para el caso de 
3-MT, **** <0.0001, *** =0.0006. D. Comparación de los valores de IC50, en ambos modelos; figuras con 
fondo sólido, modelo de co-aplicación, figuras sin relleno representan los valores en canal activado; sin 
cambios significativos para ningún análogo. 
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8.6 Comparación de mecanismos de acción. 

 Considerando que los resultados en el canal activado mostraron que la eficacia 

de las aminas decae alrededor de un 50 %; es posible considerar que existe un segundo 

mecanismo de acción para las aminas, el cual no necesariamente implica un segundo 

sitio de unión.  

 Para explorar la posibilidad de un segundo mecanismo de acción para las aminas, 

se planteó la adaptación de una aproximación farmacológica, conocida como 

isobolograma, la cual postula que la habilidad de un fármaco para ejercer su efecto se 

ve disminuido por la presencia de un segundo compuesto, si es que estos comparten el 

mecanismo de acción; sin embargo, si dichos fármacos ejercen su efecto a través de 

mecanismos diferentes, la suma de sus efectos se verán potenciados (Breitinger, 2012), 

por tanto la estrategia empleada consistió en evaluar de manera individual y en mezcla 

(dos análogos) el efecto de los ligandos. 

 Para la adaptación del modelo de Breitinger (Breitinger, 2012), en este trabajo se 

consideró el enfoque propuesto por Verdoorn, en el cual se estima como respuestas 

“lineales“, a las comprendidas entre los rangos de IC20 a IC80 aproximadamente 

(Verdoorn et al., 1998, Limon et al., 2010). Por tanto, en el diseño de los ensayos se 

ponderó, que el efecto individual no fuese menor al 20% y que la suma de los efectos no 

superen el 75% de inhibición. 

 En los ensayos se usaron los valores de IC25; sin embargo, en cada experimento 

en donde se validó que dicho efecto inhibidor no fuese menor del 20% del efecto máximo, 

y que la suma no excediese el 75%, por lo que los valores que a continuación se 

muestran se consideran la suma teórica de los efectos individuales obtenidos en los 
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ensayos, es decir la suma teórica es el 100%, el cual se contrasta con el valor 

experimental de la mezcla entre ambos antagonistas.  

 En el primer ensayo se consideró que las aminas y los ácidos no comparten la 

misma orientación en la región acida o amina, el segundo consistió en evaluar el efecto 

de la 3-MT y el DOPAC, en el modelo de co-aplicación en el que los valores de la suma 

fueron superiores al teórico (143.6 ± 9.5 %, Figura 27 A, B y C). 

 
Figura 27. Comparación mecanismos de acción entre la 3-MT y el DOPAC. 
A. Registros muestra de la co-aplicación, de GABA/3-MT, GABA/DOPAC y GABA/3-MT/DOPAC. B. Trazo 
aplicación de análogos canal previamente activado con GABA (CAG), GABA/3-MT, GABA/DOPAC y 
GABA/3-MT/DOPAC. C. Los valores de 3-MT co-A y DOPAC co-A, son normalizaciones respecto de la 
suma teórica de los efectos en ensayos individuales, el valor de 3-MT co-A/DOPAC co-A es el valor 
normalizado del efecto determinado experimentalmente respecto de la suma teórica (los valores se 
encuentran denotados dentro de cada barra). Misma metodología empleada en el modelo CAG, para 3-
MT, DOPAC y 3-MT/DOPAC. Los valores experimentales de GABA/3-MT/DOPAC en ambos casos son 
significativamente diferentes de la suma teórica con valores P de 0.019 y 0.046 para el modelo CoA y CAG, 
respectivamente, sin diferencia significativa entre ellos. 
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 Considerando el resultado de la orientación compartida por las dos aminas, se 

realizó el ensayo en las mismas condiciones previamente descritas, con el reemplazo 

del DOPAC por la 2-PEA; los resultados mostraron para el caso de la co-aplicación que 

la suma de efectos fue de 94.9 ± 4.5 % (Figura 28 A), lo cual es consistente con un 

mecanismo en común. La siguiente aproximación consistió en la evaluación en 

condiciones de canal abierto, en donde el valor de la inhibición fue de 88.1 ± 1.8 % 

(Figura 28 B), ambos modelos en comparación con la suma teórica no presentaron 

diferencia significativa (Figura 28 C). 

Figura 28. Comparación mecanismos de acción entre la 3-MT y la 2-PEA. 
A. Registros muestra de la co-aplicación, de GABA/3-MT, GABA/2-PEA y GABA/3-MT/2-PEA.  
B. Aplicación análogos con el canal previamente activado por GABA (CAG), GABA/3-MT, GABA/2-PEA y 
GABA/3-MT/2-PEA. C. Los valores de 3-MT, 2-PEA, son normalizaciones respecto de la suma teórica de 
los efectos en ensayos individuales, el valor de 3-MT co-A/2-PEA co-A es el valor normalizado del efecto 
determinado experimentalmente respecto de la suma teórica (los valores se encuentran denotados dentro 
de cada barra). Misma metodología empleada en el modelo CAG, para 3-MT, 2-PEA y 3-MT/2-PEA. Los 
valores experimentales de GABA/3-MT/2-PEA en ambos casos son las diferencias no significativas. 
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 Si bien las aminas comparten sitio de unión tanto en el modelo de co-aplicación  

así como en el canal activado, esto mismo no implica que dicho sitio de unión sea el 

mismo en ambos modelos de activación del receptor (abierto y cerrado), por tanto existe 

la posibilidad de un segundo sitio de unión el cual solo es accesible durante la 

conformación activa del receptor (Yamamoto et al., 2012). Por tanto, se aplicó el mismo 

protocolo anteriormente descrito, modificando los estados conformacionales, en el que 

la 3-MT se co-aplicó y con la 2-PEA en canal abierto (Figura 29 A), la suma de los efectos 

fue de 85.7 ± 5.3 % (Figura 29 B).  

Figura 29. Comparación mecanismos de acción entre la 3-MT y la 2-PEA, en diferentes estados de 
activación del canal. 
A. Trazo co-aplicación (CoA), de GABA/3-MT, en canal activado por GABA (CAG), GABA/2-PEA y GABA/3-
MT, CoA, GABA/3-MT/2-PEA CAG. B. Los valores de 3-MT co-A y 2-PEA CAG, son normalizaciones 
respecto de la suma teórica de los efectos en ensayos individuales, el valor de 3-MT co-A/2-PEA CAG es 
el valor normalizado del efecto determinado experimentalmente respecto de la suma teórica (los valores 
se encuentran denotados dentro de cada barra). no se encontraron diferencia significativa entre el valor 
experimental y el teórico. 
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9. DISCUSIÓN. 

 Los resultados muestran la modulación negativa de los análogos de la DA sobre 

los receptores GABAA-ρ1 expresados en ovocitos de X. laevis, los efectos son 

dependientes de la concentración e independientes del voltaje. El efecto es consistente 

con lo previamente reportado para otras aminas como la DA, 5-TH, tiramina y octopamina 

sobre el receptor GABAA-ρ1 de humano y de cerdo expresados en los ovocitos de rana 

(Ochoa-de la Paz et al., 2012, Reyes-Ruiz et al., 2014), y los efectos bimodales de la DA 

sobre los receptores GABAA que contienen a la  subunidad β (Hoerbelt et al., 2015). 

 En la presente investigación se evaluaron los efectos de algunos análogos de la 

DA, de los cuales solo la 2-PEA no pertenece a la vía de la biosíntesis de las monoaminas 

en humanos, de los restantes la L-DOPA, la norepinefrina y la epinefrina los metabolitos 

de la parte anábolica de dicha vía; por su parte la 3-MT, el DOPAC y el HVA conforman 

la parte catabólica. En la Figura 30 se muestra un esquema de la vía dopaminégica.  

Los ensayos de co-aplicación permitieron identificar que los análogos de la DA, 

con más de una sustitución en el etilo (L-DOPA, adrenalina y noradrenalina), no afectan 

la corriente generada por el GABA en los receptores GABAA-ρ1, este fenómeno pudiese 

explicarse en función de un impedimento estérico del sustituyente. Cabe mencionar que 

en los tres casos dicho grupo funcional se encuentra en la orientación “R“ y los 

compuestos evaluados fueron los enantiómeros puros, por lo que no es posible 

determinar el efecto de la mezcla racémica o el enantiómero “S“. Existen reportes de 

compuestos con orientaciones tipo “S“ con actividad sobre el receptor GABAA-ρ1 

(Johnston et al., 2010), por lo que es razonable plantear la evaluación de dichos 

enantiómeros en futuros ensayos. 
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Figura 30. Esquema de la Biosíntesis de las monoaminas. 
Biosíntesis de las monoaminas. La flecha azul indica la ruta anábolica, la flecha roja muestra la parte 
catabólica. Letras arábigas mayúsculas en recuadro, representan las enzimas implicadas en la biosíntesis 
del metabolito. A. dopa-descarboxilasa; B. dopamina beta-hidroxilasa. C. feniletanolamina N-
metiltransferasa. D. monoaminooxidasa. E. catecol O-metiltransferasa.  
 
 
 
 La potencia de los compuestos que modularon respuestas del receptor, no puede 

atribuirse directa y principalmente a la presencia del grupo funcional del extremo etilo, no 

obstante que en el caso de la 3-MT, al igual que la DA tienen como sustituyente a una 

amina, la potencia de ambas son muy cercanas, dado que sus valores de IC50 

determinado en esta investigación para el 3-MT es 285 ± 30 µM el cual es muy cercano 

al reportado para la DA (210 ± 11.2 µM, Ochoa-de la Paz et al., 2012). Considerando que 

la diferencia entre ambas moléculas es el reemplazo del hidrógeno por un metilo en el 
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oxígeno de la posición 3 del anillo de benceno, por tanto se puede asumir que dicho 

cambio no interfiere en el proceso que involucra a este oxígeno, además de que este 

sustituyente no es indispensable para el efecto de dichas moléculas, ya que en un estudio 

previo se demostró que la tiramina (una feniletilamina, que carece de este sustituyente), 

modula negativamente las corrientes de GABA, sin embargo, la potencia de esta amina 

es poco más de la tercera parte respecto de la DA  (550 ± 10.3 µM, Ochoa-de la Paz et 

al., 2012). Estos datos en suma con la evidencia actual sugieren que el oxígeno tiene un 

aporte significativo sin ser indispensable, en el proceso de modulación, el cual no se ve 

afectado por la presencia de un sustituyente de mayor volumen (el hidrógeno es 

reemplazado por un metilo). 

 La 2-PEA, es una feniletilamina cuyos sustituyentes en la posición 3 y 4 son 

hidrógenos, la cual modulo de manera negativa las corrientes del receptor GABAA-ρ1; sin 

embargo, con respecto a la DA y el 3-MT, su potencia es seis veces menor (1.98 ± 0.10 

mM). Este efecto puede atribuirse a que carece de los oxígenos que participan en el 

proceso de reconocimiento, pero no son esenciales para la acción sobre el receptor. El 

papel de estos oxígenos estaría más relacionado con el proceso de estabilización y con 

la orientación de la molécula. 

 Por su parte la región aromática de los compuestos, el fenilo, presente en todas 

las moléculas evaluadas, es un sustituyente con capacidad limitada para establecer 

interacciones, por lo que su papel como principal responsable del efecto observado sobre 

los receptores GABAA-ρ1, es poco probable; por tanto, sería lógico asignar el papel de 

farmacóforo a la región de la amina. Sin embargo, dicha aseveración presenta un 

inconveniente, dado que también se mostró que tanto el DOPAC y HVA (en cuyas 
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estructuras se encuentra sustituida la amina por un ácido carboxílico), son moduladores 

negativos, pese a que esas ultimas moléculas  (DOPAC y HVA), no lograron  inhibir por 

completo las corrientes producidas por GABA en el receptor GABAA-ρ1, ante este 

fenómeno, existen al menos dos explicaciones, una basada en las concentraciones de 

análogos evaluados, pues por cuestiones técnicas no fue posible, explorar 

concentraciones de más de 20 mM y que por tanto el remanente de corriente podría ser 

abatido por una mayor concentración de los análogos, no obstante que los datos 

(concentraciones evaluadas) fuesen suficientes para que los análisis, mostraran un alto 

grado de correlación entre los datos y los valores estimados (R2 = 0.986,0.957, 0.977, 

0.976, para 3-MT, 2-PEA, DOPAC y HVA). 

 Una segunda explicación estaría basada en mecanismos de acción diferentes, los 

cuales no implicarían necesariamente sitios de unión diferentes. 

 

 Esta propuesta estaría cimentada en las siguientes observaciones:  

1. El DOPAC y el HVA, modulan de manera negativa al receptor GABAA-ρ1, pese a no 

tener a la amina en su estructura (IC50 de 2.25 ± 0.26 y 1.97 ± 0.21 mM 

respectivamente). 

2. Respecto de la 3-MT la disminución de la potencia del DOPAC y del HVA (8.7 y 7.6 

veces menor respectivamente) no puede ser explicada en función de los elementos 

estabilizadores de la molécula (el fenilo y los dos oxígenos en posición 3, 4), pues en 

ambos casos están presentes. 

3. La estimación de inhibición máxima para la 3-MT y la 2-PEA es del 100%, mientras 

que el DOPAC y el HVA no alcanzan este nivel; de tal suerte que si se considera que 
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la diferencia entre los antagonistas y los agonistas inversos radica en que los 

primeros carecen de actividad y los segundos estabilizan al receptor en un estado 

particular (Ylilauri and Pentikäinen, 2012, Salazar et al., 2017), los análogos 

evaluados en este proyecto se pueden clasificar  como antagonistas (3-MT, 2-PEA)  

y agonistas inversos (DOPAC, HVA), es decir tienen efectos similares e inclusive 

pueden compartir sitio de unión, pero pueden presentar mecanismos diferentes. 

 

 Una opción para explicar mecanismos diferentes estaría basada en que dichas 

moléculas no comparten sitio de unión, quedando en el sustituyente (amino o ácido), la 

habilidad de reconocer la región en que se une el compuesto. En este escenario y 

considerando el pH en que se evaluaron los compuestos (pH= 7.4), las moléculas se 

encontrarían mayormente en su forma ionizada, y por tanto los ácidos podrían 

interaccionar con los residuos que forman el vestíbulo, puesto que esta zona tiene un 

papel de prefiltro (Estrada-Mondragón, 2011) o con el poro. Sin embargo, este lugar es 

inaccesible para las aminas, dada la carga neta de éstas. Las relaciones corriente-voltaje 

mostraron que la inhibición de todos los compuestos fue independiente del potencial de 

membrana, con lo que se asume que no ocupan un lugar en las regiones del vestíbulo o 

el poro del receptor. 

 Para determinar si los compuestos ocupan el sitio de unión a GABA, se realizaron 

ensayos de competencia; los resultados muestran que el GABA desplaza a la 3-MT, la 

2-PEA y el DOPAC y por tanto se establece que los análogos tienen su efecto tras unirse 

en el sitio ortostérico del receptor, lo cual no implica que estos ligandos compartan el 

mismo mecanismo de acción. 
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 Al establecer que los compuestos se unen al sitio de unión al GABA los estudios 

in silico se centraron en el sitio ortostérico que consta de los 20 residuos implicados en 

el proceso de unión del GABA, con lo cual se determinaron las orientaciones de los 

ligandos. 

 El modelo empleado en este análisis, fue el descrito por Limón, el cual a su vez 

se basa en el modelo obtenido por difracción de rayos X de la proteína cristalizada de un 

receptor de GABAA conformado por subunidades β3 de humano (Miller and Aricescu, 

2014); cabe mencionar que la subunidad β3 es sensibles a la DA (Hoerbelt et al., 2015), 

tal y como la subunidad ρ1. 

 El receptor GABAA se co-cristalizó con una benzamida, la cual es una amida con 

una región aromática (fenilo), la cual guarda semejanza con los compuestos investigados 

en este proyecto. La benzamida estabilizó al receptor en una conformación diferente a la 

que se esperaría para un canal activado, es decir algunas zonas del dominio extracelular 

pudiesen ser más cercanas a la configuración del receptor activo. Existen dos zonas del 

receptor que no guardarían semejanza con el estado conductivo, una de estas zonas es 

el pase transmembranal 2, el cual se ubica en una posición que no permite el flujo 

aniónico, y la otra zona sería el sitio de unión del agonista, cuya distribución espacial es 

más cercana a la de un estado inactivo, esto debido a que al generar el acoplamiento 

para el agonista esta molécula mostró una reducción en la longitud medida del nitrógeno 

al carbono del carbonilo, lo cual es consistente con la interpretación de la selectividad 

del CACA por el receptor GABAA-ρ1 y por tanto el espacio en el modelo se asemeja más 

a un sitio no modificado por la presencia del GABA (Miller and Aricescu, 2014). 
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 Múltiples modelos de acoplamiento molecular, ubican al GABA y al TPMPA en 

una orientación paralela a la membrana (Harrison and Lummis, 2006a, Osolodkin et al., 

2009, Lummis et al., 2012, Naffaa et al., 2016); sin embargo, los residuos con que 

establecen interacciones no son conservados en los modelos propuestos. Pero en todos 

los trabajos mencionados, muestran que la región ácida del GABA establece un contacto 

con la arginina104. En el presente trabajo se observa dicha interacción e inclusive la 

cercanía con la treonina244, reportada en el modelo de Naffaa (Naffaa et al., 2016); 

también se observa la cercanía de la porción amino del GABA con la serina168, lo cual es 

consistente con lo propuesto por Selednikova como una de las primeras interacciones 

que establece el GABA, con la cual se estabiliza al ligando en el sitio de unión 

(Sedelnikova et al., 2005). 

 Todos los compuestos ocuparon una disposición similar en el sitio ortostérico, 

dicha orientación es muy cercana al plano perpendicular que ocupa el GABA, en la que 

el fenilo tiene una orientación muy similar a la observada para la benzamida en la 

estructura cristalizada (Miller and Aricescu, 2014), la que se estabiliza en esa orientación 

por un fenilo que pertenece a una fenilalanina y que en el receptor GABAA-ρ1, 

corresponde a una tiramina. Los sustituyentes en la posición 4 de los análogos 

posiblemente interaccionan con el glutamato196, este residuo se reporta en la estructura 

cristalizada con igual capacidad para interaccionar con el oxígeno del grupo ceto de la 

benzamida. Por tanto, estos dos residuos del receptor GABAA-𝜷3, pueden considerarse 

como altamente confiables para la función asignada en el receptor GABAA-ρ1 por su 

similar disposición espacial y por su capacidad de generar interacciones con el ligando. 
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 El oxígeno de la posición 3 de los compuestos, tanto en su conjugación con el 

hidrógeno o el metilo, tiene a 6 residuos con una distancia menor a 5 Å (tirosina241, 102, 

arginina249, valina 140, y glutamina83), de los que descartan las dos tirosinas, pues estas 

estabilizan el fenilo, del resto de los residuos no es posible considerar entre ellos a alguno 

en particular con el cual establecer una interacción, si bien se ha establecido que este 

sustituyente tiene un papel en la orientación de la molécula dentro del sitio de unión, pero 

al no poder determinar a alguna posible interacción, la función de esta región podría 

considerarse como un orientador pasivo. 

 En el caso de las regiones de la amida y ácido, su reconocimiento en el sitio de 

unión a GABA, se observó que el residuo más cercano en tres de los casos fue la 

tirosina198, la excepción fue el DOPAC; sin embargo, este residuo se ubica solo detrás 

de la arginina102, la cual fue el segundo en distancia, lo que implica que los oxígenos del 

carbonilo pueden establecer contactos simultáneos. Estos residuos se encuentran en 

una disposición en diagonal considerado como un rectángulo conformado por los 4 

residuos, los cuales pertenecen a diferentes subunidades. La asociación del GABA con 

la arginina104 induce un movimiento de las asas, con lo que inicia el proceso de apertura 

del canal (Estrada-Mondragón, 2011, Naffaa et al., 2016), por tanto es posible que las 

interacciones del carbonilo del ligando provoque un movimiento similar. 

 Las aminas tienen un patrón de proximidad diferente pero similar al HVA respecto 

a su cercanía con la tirosina198. El siguiente residuo en el orden es la serina168, seguida 

por la arginina102 para finalizar con la treonina244, por consiguiente, las principales 

interacciones que pueden establecer son en dirección paralela, este mismo patrón es el 
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descrito para la amina del GABA, cuya función sugerida es la estabilización del agonista 

en el sitio de unión (Sedelnikova et al., 2005). 

 

 En base a lo anterior es posible sugerir el papel de las regiones funcionales de los 

análogos: 

1.- El sustituyente de la posición 4 el hidroxilo, se asemeja a un farmacóforo por la 

interacción que puede generar con el glutamato 196, funcionando a manera de “bisagra“. 

2.- Los oxígenos (posición 3), no establecen un contacto con el receptor, por tanto, 

pueden ser considerados como un orientador pasivo, como resultado de un efecto de 

impedimento estérico que no se ve fuertemente impactado por la presencia de un metilo. 

3.- El anillo de fenilo, ejerce un efecto estabilizador al estar situado entre los fenilos. 

4.- La región de la amina o el ácido. Por su orientación son los causantes directos del 

efecto sobre el receptor, pues en el caso de la amina su cercanía con los residuos 

implicados en la estabilización del GABA, en los ensayos de co-aplicación su efecto es 

total, sin embargo, no posee actividad sobre el receptor. Los ácidos establecen un 

contacto en forma diagonal con el receptor que podría conllevar a un movimiento de asas 

que lleva al receptor a un estado de conducción diferente pero únicamente cuando el 

receptor está activado. Para activar al receptor GABAA-ρ1, son necesarios la unión de tres 

moléculas de GABA (Amin and Subbarayan, 2017), quedando libres 2 sitios, lo cuales 

pueden ser ocupados por los ácidos (DOPAC o HVA), por tanto cuando estas moléculas 

se unen a estos sitios llevan al receptor a un estado de conducción disminuida, lo que 

sugiere que estos ácidos son agonistas inversos. 
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 Lo anterior ofrece una aproximación respecto del mecanismo de acción de los 

compuestos, sin embargo, no aporta una explicación de las respectivas potencias, ya 

que no se identificó algún patrón que relacione la distancia entre la molécula y los 

residuos con la potencia. Una explicación alternativa radica en las conformaciones 

espaciales individuales que adquieren los ligandos para establecer los respectivos 

contactos. El programa de acoplamiento utilizado (Autodock Vina), permite modificar la 

conformación dentro de los limites determinados por los enlaces de la molécula y estos 

cambios se realizan principalmente en la orientación de los sustituyentes.  

 Las orientaciones propuestas por el acoplamiento incluyeron modificaciones en la 

estructura tridimensional del ligando, particularmente en los ángulos diedros con un 

importante impacto en la distancia que separa a los grupos funcionales. En el caso de la 

2-PEA, con cambios en sus ángulos considerando como base al fenilo (79.59° de 

rotación) y al nitrógeno (39.94°), inducen un cambio en la distancia del carbono 1 del 

fenilo al nitrógeno de la amina lo que representa una disminución del 4.52 % de la 

longitud original. En el caso de la 3-MT, la distancia entre los grupos funcionales fue un 

3.77 y 12.85 % menor al modelo optimizado (sustituyentes posición 3 y 4 

respectivamente). En el caso del DOPAC el re-acomodo de la orientación del plano 

conformado por los oxígenos del carbonilo (rotación de casi 90°), implicó que tres 

distancias se redujeran (7.15, 9.3 %, respecto de la posición 3), en la posición 4 una 

distancia se incrementó un 10.34% y la otra se redujo en un 17.34%. Para el HVA las 

rotaciones de los sustituyentes de las posiciones 3 y 4, indujeron disminución en las 

distancias de ambos, en un 19.58 y 9.7 % (3, 4), y aumento en la distancia respecto del 

otro oxígeno en un 28.38 y 10.32%. Esto es posible dado que los enlaces en los ligandos 
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pueden adoptar múltiples orientaciones, cada una de estas conformaciones tiene 

asociada un nivel de energía, considerando que la conformación de mínima energía es 

la que se considera como la configuración optimizada y por tanto es el arreglo que mayor 

probabilidad tiene de encontrarse en un momento dado y que entre mayor sea la 

desviación respecto a éste, mayor será la energía requerida en ese estado particular, lo 

que a su vez repercutiría en la probabilidad de encontrar esa conformación en particular, 

por lo tanto la manera de incrementar ésta, es aumentar el número de moléculas de 

ligando. Lo anterior puede servir como guía para el desarrollo de compuestos con 

actividad sobre el receptor GABAA-ρ1, los cuales además de mayor potencia, sería posible 

elegir un mecanismo de acción definido (antagonista u agonista inverso). 

 La participación del receptor GABAA-ρ1, en la transmisión tónica ha sido 

determinada en el cerebelo y la retina (Harvey et al., 2006, Jones and Palmer, 2011), por 

tanto en la presente investigación se planteó un escenario en que el receptor se 

encontrara de manera activa, antes de que el análogo (antagonista), entre en contacto 

con éste. Para este modelo se consideró que el receptor debía estar activado y en fase 

estable. 

 En estas condiciones, los ácidos (HVA y DOPAC) no mostraron cambios en su 

habilidad para modular las corrientes inducidas por el GABA, de igual manera el valor de 

la IC50, no varió de manera significativa respecto del modelo de co-aplicación. Estos 

datos se ajustan al mecanismo previamente propuesto para estos ligandos, en el cual es 

necesario que el receptor esté activado para que las moléculas ejerzan su efecto. 

 La concentración requerida para obtener la mitad del efecto máximo de las 

feniletilaminas no cambió de manera significativa respecto de la co-aplicación (Figura 25 
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B), pese a que el valor fue semejante, la capacidad para inhibir la corriente generada por 

el GABA se redujo a casi la mitad en ambos casos.  

 Este comportamiento ha sido previamente descrito para diterpenos de tipo 

ginkgólido, que modulan de manera alostérica y negativa la actividad del receptor 

GABAA-ρ1, y que de manera similar a lo observado para las aminas reportadas en esta 

investigación, su eficacia se ve disminuida cuando interaccionan con un canal 

previamente activado (Huang et al., 2012). Esto se explica en función de la presencia de 

un segundo sitio de unión para estos ginkgólidos que es inaccesible para los ligandos 

cuando el receptor está cerrado, y se expone cuando el receptor está en un estado 

conductivo. Otro caso de eficacia dependiente del estado de activación del receptor es 

el de la gabazina, SR-95813 la cual se une al sitio ortostérico, cuya eficacia en un modelo 

de co-aplicación inhibe por completo la corriente evocada por el GABA, sin embargo al 

ser evaluado en un receptor mutado (Y102S), el cual se encuentra constitutivamente 

abierto su eficacia decae cerca de un 40%, (Yamamoto et al., 2012), concluyendo que el 

ligando establece una interacción fundamental con la tirosina102, y que dicha interacción 

no es posible con la serina.  

 Las aminas no inhiben por completo las corrientes generadas por GABAA-ρ1 por lo 

que no pueden ser consideradas como antagonistas, ya que como se argumentó para 

los ácidos en el modelo de co-aplicación, las aminas necesariamente deberían de actuar 

por un mecanismo diferente a evitar la unión del GABA, este mecanismo alterno podría 

tener al menos tres variantes: 
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1. Su unión en el sitio ortostérico, en el que de manera similar a los ácidos ocupe alguno 

de los sitios no ocupados por el GABA y lo lleve a un estado de conducción 

disminuida. 

2. Su unión a un segundo sitio, disponible solo cuando el receptor está activado y 

ejecutando una modulación alostérica como lo sugerido por Huang para los 

ginkolidos. 

3. La amina ocupa el sitio de unión al GABA estableciendo una competencia por este 

sitio, sin embargo, al desplazarlo en vez de llevarlo a un estado cerrado lo estabiliza 

en un estado de conducción disminuida. 

 

 Para abordar y tratar de determinar la validez de alguna de las tres propuestas 

anteriores, los ensayos de comparación de mecanismos de acción aportaron información 

interesante, los resultados obtenidos en el primer protocolo permitieron establecer que 

en el modelo de co-aplicación, para la mezcla de análogos (3-MT, DOPAC), los efectos 

se potenciaron. Esto puede explicarse considerando que el mecanismo de acción de la 

amina consiste en evitar que el GABA se una al receptor, mientras que el ácido (DOPAC), 

solo puede ejercer su efecto en el receptor GABAA-ρ1 activado (es decir en aquellos en 

que la 3-MT, no logró desplazar al GABA y unirse en los sitios libres de este receptor) y 

por tanto no existe una competencia entre la 3-MT y el DOPAC. Por tanto, la propuesta 

1, acerca de ocupar uno de los sitios no usados por el GABA quedaría descartada. 

 La otra mezcla de análogos (ambas aminas), en su primera parte (co-aplicación), 

permitió confirmar que las aminas comparten mecanismo de acción (dado que el efecto 

de la mezcla quedo por debajo de la suma teórica), el cual es de tipo antagónico con 
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competencia por el sitio de unión. La segunda parte de este ensayo mostró la misma 

competencia entre las aminas en un canal activado, por lo que se infiere que ambas 

comparten el mecanismo de acción, sin embargo, esto no implicaría que las aminas 

tengan el mismo mecanismo de acción en el modelo de co-aplicación y canal activado. 

En la tercera parte se trató de determinar si existe un segundo sitio de unión los datos 

sugieren que éste no existe; sin embargo, este ensayo no establece un segundo 

mecanismo de acción, el cual como fue propuesto puede ser a través de la estabilización 

de un estado alterno, toda vez que se logra el desplazamiento de una o dos moléculas 

del GABA. 

 Una posible explicación es que las aminas, al unirse al sitio del agonista, en donde 

su disposición es independiente del estado del canal, la interacción formada con los 

residuos serina168 y tirosina198, modifica la distancia entre estos residuos, así el canal se 

estabiliza en otro estado de conductividad diferente, previo al desplazamiento de al 

menos uno de los tres agonistas necesarios para la activación del receptor. Aún queda 

por desarrollar alguna estrategia que permita corroborar o descartar este último modelo 

de inhibición, si bien dichos resultados en sentido estricto solo pueden aplicarse de 

manera directa a las condiciones (concentraciones) empleadas, cabe mencionar que 

para los tres análogos evaluados en este protocolo, fue previamente establecido el 

carácter de competencia con el agonista, es decir que para ejercer su efecto tienen que 

unirse al mismo sitio de unión del GABA, y esto fue demostrado para tres 

concentraciones diferentes de los análogos (IC 25, 50 y 75). 

 En este trabajo se mostró que la potencia de la 3-MT, la 2-PEA, el DOPAC y el 

HVA no depende del estado de activación del receptor GABAA-ρ1; sin embargo, la eficacia 
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de las aminas (3-MT y 2-PEA) decae a casi la mitad cuando el receptor se encuentra 

activado por GABA. En la tabla 4 se sintetiza la actividad de los compuestos sobre el 

receptor GABAA-ρ1 en los estados evaluados (Tabla 4). Por tanto, en regiones del SNC 

en donde convergen el receptor GABAA-ρ1 y la vía dopaminérgica, es posible que la DA 

y sus metabolitos tengan algún efecto sobre la activación del receptor GABAA-ρ1. 

Tabla 4. Efectos de los compuestos sobre el receptor GABAA-ρ1. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 74 

10. CONCLUSIONES. 

 

• La adrenalina, noradrenalina y la L-DOPA no afectan las corrientes evocadas por el 

GABA en los receptores GABAA-ρ1. 

• La 3-MT, la 2-PEA, el DOPAC y el HVA inhiben las corrientes evocadas por el GABA 

en los receptores GABAA-ρ1 al unirse al sitio ortostérico. 

• De estos análogos, la región de los hidroxilos tiene funciones diferenciadas entre los 

sustituyentes 3 y 4. El de la posición 3 funciona como un estabilizador/ orientador 

pasivo, y el de la posición 4 lo hace de manera activa debido a su cercanía con el 

glutamato de la posición 196. 

• El fenilo funciona como estabilizador al interaccionar con los fenilos de las tirosinas102, 

241. 

• Los farmacóforos son tanto la amina como el ácido. 

A. El grupo amina evita la unión del GABA en su sitio dentro del receptor GABAA-

ρ1 al unirse a los residuos estabilizadores del GABA. Por tanto, es posible 

clasificar a estas aminas como antagonistas competitivos, pero solo en el 

modelo de co-aplicación. 

B. El grupo ácido al interaccionar con uno de los residuos implicados en el 

proceso de apertura del canal, cuando el receptor está activado, hace posible 

que el DOPAC y HVA, sean agonistas inversos. 

• Un segundo mecanismo de acción para los grupos aminas, implica desplazar al 

menos una molécula de agonista y estabilizar un estado alterno de conducción del 

canal. 
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11. PERSPECTIVAS. 

 
• Evaluar la validez del modelo de unión mediante la mutación las tirosinas 214 y 102, y 

el glutamato 196. 

• Desarrollar una estrategia experimental que permita establecer la validez del 

mecanismo propuesto para las aminas en el canal activado. 

• Desarrollar y evaluar moléculas cuya conformación espacial optimizada sea más 

cercana a la requerida en el modelo de acoplamiento virtual. 

• Desarrollar una estrategia que permita determinar el efecto del microambiente in vivo 

sobre el receptor GABAA-ρ1. 
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