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RESUMEN 
 

El ácido γ-amino-butírico (GABA) juega un papel fundamental como 

neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central de los vertebrados y actúa en 

células nerviosas por la activación de receptores ionotrópicos (GABAA) y/o 

metabotrópicos (GABAB). El receptor GABAA comprende 19 subunidades, dentro de las 

que se incluyen las subunidades GABAρ1-3. Las subunidades GABAρ forman 

receptores homoméricos funcionales en las neuronas bipolares de la retina y en 

sistemas de expresión heteróloga, y receptores heteroméricos en las neuronas de 

Purkinje del cerebelo y en neuronas del hipocampo. Sin embargo su expresión en la 

glía no ha sido investigada. Datos preliminares de nuestro grupo indican que GABA1 y 

GABA2 son expresadas en la glía de la región subventricular del cerebelo que delimita 

el cuarto ventrículo y que es inmunoreactiva a la proteína acídico gliofibrilar (GFAP+), la 

cual es un marcador de astrocitos. El objetivo de este trabajo es determinar si los 

receptores GABA se expresan en los cultivos primarios de astrocitos del cerebelo de 

ratón. Para ello se realizaron: 1) Estudios de RT-PCRs para evaluar la expresión del 

mRNA que codifica para las subunidades GABA1 y GABA2; 2) Estudios de 

inmunocitofluorescencia utilizando anticuerpos dirigidos contra GABAρ1 o ρ2, y 3) 

Estudios de fijación de voltaje en la configuración de la célula completa para 

caracterizar la expresión funcional de GABA. Mediante los estudios de RT-PCR se 

determinó la expresión de los transcritos GABAρ1, GABAρ2 y GFAP. Por otro lado, los 

ensayos de inmunocitofluorescencia revelaron que el 91.0±7.7% de las células en 

cultivo son GFAP+ y que GABAρ1 y GABAρ2 se expresan en un 60.0±6.8% y un 

70.0±4.9% de las células en cultivo. Los resultados electrofisiológicos determinaron que 

los astrocitos presentan respuestas a GABA (EC50 de 52±11.8M), dichas respuestas 

son antagonizadas por bicuculina [100μM; 90.5±3.7%], picrotoxina [100μM; 69.9±8.6%] 

y TPMPA [100μM; 81.1±5.9%]. Debido a que el TPMPA es un antagonista selectivo de 

la subunidad GABA se determinó la dosis respuesta de este fármaco y la IC50 

estimada fue de 5.9 ± 0.6M. Con base en estos datos, concluimos que GABAρ está 

formando parte de los receptores GABAA en astrocitos en cultivo. 
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ABSTRACT  

 

The -amino butyric acid (GABA) plays a fundamental role as inhibitory 

neurotransmitter in the central nervous system of vertebrates and acts on the nerve cells 

by activating on ionotropic (GABAA) and/or metabotropic (GABAB) receptors. The 

GABAA receptor is comprised by 19 subunits, among which are included the GABA1-

3 subunits. The GABA subunits form functional homomeric receptors in retinal bipolar 

neurons and in heterologous expression systems, and functional heteromeric receptors 

in cerebellar Purkinje neurons and hippocampal neurons. On the other hand, the 

expression of GABAρ in glial cells has not been explored. Recent data from our group 

showed the expression of GABA1 and GABA2 in glial fibrillary acidic protein positive 

(GFAP+) cells located in the cerebellar subventricular zone that faces the fourth 

ventricle. The purpose of this work was to determine if the cerebellar astrocytes in 

culture express the GABA receptors. Therefore different studies were performed: 1) 

RT-PCRs to determine the expression of GABA receptors mRNAs; 2) 

Immunofluorescence using antibodies against 1 and 2 and 3) whole cell patch clamp 

to define the electrophysiological properties of GABA receptors in glial cells.  RT-PCR 

disclosed the expression of GABA1 and GABA2 mRNAs in astrocytes in culture; while 

the immunofluorescence revealed that the 91.0±7.7% of cultured cells are GFAP+, and 

GABA1 and GABA2 were present in 60.06.8% and 70.04.9% of these cells, 

respectively. Electrophysiological results indicate that GABA evoked currents with an 

EC50=52.2±11.8M. These responses were antagonized by bicuculine [100μM; 

90.5±3.7%], picrotoxin [100μM; 69.9±8.6%] and TPMPA [100μM; 81.1±5.9%]. Since 

TPMPA is a specific antagonist of GABA subunits a dose response curve was 

performed and an IC50 of 5.9 ± 0.6Mwas estimated. Based on these data, we 

concluded that GABAρ forms part of the functional GABAA receptors expressed in 

astrocytes. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Cerebelo: organización y composición celular. 

 

El cerebelo se origina de la cara dorsal del tronco del encéfalo y se encuentra 

sobre el cuarto ventrículo. El cerebelo está conectado al tronco del encéfalo por tres 

pares de haces de fibras, denominadas pedúnculos cerebelosos inferior, medio y 

superior; estos unen el cerebelo a la médula oblonga, al puente y al mesencéfalo, 

respectivamente. Entre las funciones del cerebelo se encuentran las motoras, el 

comportamiento emocional y el aprendizaje (Koziol et al., 2011., Strata et al., 2011). 

Controla el mantenimiento del equilibrio, influye en la postura y tono muscular y 

coordina el movimiento (Crossman et al., 2007).  

 

El cerebelo está constituido básicamente de una capa externa de sustancia gris, la 

corteza cerebelosa, y un núcleo interno de sustancia blanca. La corteza cerebelosa está 

muy plegada, por lo que forma numerosas láminas orientadas transversalmente. Esta, 

se conforma por varios tipos de neuronas: las células granulares, las células de 

Purkinje, las células de Golgi y las células en cesto. (Voogd y  Glickstei, 2011). En el 

adulto, estos tipos celulares forman conexiones estereotipadas organizadas en tres 

capas laminadas: 1) una capa externa rica en fibras denominada capa molecular, 2) 

una capa intermedia que contiene a las células de Purkinje y 3) una capa interna 

llamada capa granular (Crossman et al., 2007).  

 

En la capa intermedia, cubriendo las células de Purkinje, se localiza la glía de 

Bergmann, un tipo de glía radial altamente especializado. Cada una de estas células 

envuelve entre 2000 y 8000 contactos sinápticos (Verkhratsky, 2008). El cerebelo 

contiene gran cantidad de astrocitos, los cuales se distribuyen principalmente en la 

capa granular y en la sustancia blanca (Tanaka et al., 2008).  
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En el cerebelo la transmisión sináptica es fundamentalmente GABAérgica, 

debido a la gran cantidad de interneuronas localizadas en esta zona (Delgado y 

Schmachtenberg, 2008). 

 

1.2. Ácido -aminobutírico. 

 

El ácido-aminobutírico (GABA) y la glicina son los neurotransmisores más 

importantes en el sistema nervioso central (SNC) (Bennett y Balcar, 1999). El GABA 

tiene como principal precursor al ácido L-glutámico, aunque no es el único, ya que 

también puede sintetizarse a partir de piruvato y de distintos aminoácidos. El primer 

paso en la síntesis de GABA está mediado por la enzima GABA α-cetoglutarato 

transaminasa (GABA-T), la cual cataliza la conversión del α-cetoglutarato proveniente 

del metabolismo de la glucosa en el ciclo de Krebs, en ácido L-glutámico (Siegel, 2006) 

(Fig. 1). Posteriormente el GABA es sintetizado por la enzima ácido glutámico 

descarboxilasa (GAD), la cual presenta dos isoformas GAD65 y GAD67. Ambas 

isoformas se encuentran presentes en la mayoría de las neuronas GABAérgicas del 

SNC, sin embargo GAD65 parece estar unida a la membrana y en las terminales 

nerviosas,  mientras que GAD67 se encuentra ampliamente distribuida en la célula. 

Además, GAD67 sintetiza preferentemente GABA citoplasmático mientras que GAD65 

sintetiza el GABA para la liberación vesicular hacia la hendidura sináptica. 

(Soghomonian y Martin, 1998). 
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Figura 1. Vías de síntesis de GABA.  

 

La liberación de GABA hacia la hendidura sináptica se puede efectuar por dos 

mecanismos: el primero es rápido y transitorio, el segundo es tónico. La liberación 

rápida surge de la activación de mecanismos de exocitosis dependientes de [Ca2+] 

estimulados por despolarización neuronal; mientras que la liberación tónica se presenta 

debido a la activación del canal iónico Best1, inducida por cambios en el volumen 

celular (Lee, 2010), y en neuroblastos, debido a la activación reversa del trasportador 

de GABA tipo 1 (GAT1) (Platel et al., 2008). Cualquiera que sea el mecanismo de 

liberación, el GABA se difunde hacia los receptores que se encuentran localizados en la 

membrana de la célula postsináptica. La acción del GABA en la sinapsis concluye con 

su recaptura, la cual se lleva a cabo gracias a la acción de los transportadores de 

GABA, que se expresan tanto en la neurona presináptica como en las células gliales 

que la rodean (Siegel, 2006), y de los cuales existen cuatro tipos, GAT1 a GAT4 

(Borden, 1996). La translocación de una molécula de GABA por estas proteínas 

requiere el transporte simultáneo de dos moléculas de Na+ y una de Cl- (Verkhratsky, 

2007) (Fig. 2).  

 



 

4 

 

             

Figura 2. Diagrama de la síntesis y transporte de GABA en la sinapsis. El GABA es 
sintetizado a partir de glutamato por la enzima glutamato descarboxilasa (GAD), es trasportado 
hacia el interior de vesículas a través del transportador del neurotransmisor vesicular (VGAT). El 
GABA puede ser liberado vesiculado o no-vesiculado (vía Best1). Los receptores GABA se 
encuentran localizados en la pre y la postsinápsis. La recaptura del GABA que se lleva a cabo 
en las neuronas y en las células gliales se da a través de los transportadores de GABA (GAT). 
Subsecuentemente, el GABA es metabolizado por una reacción de transaminación catalizada 
por la enzima GABA transaminasa (GABA-T). El metabolismo del GABA ocurre tanto en las 
neuronas  como en las células gliales. En azul: neurona presináptica; en morado: neurona 
postsináptica y en verde: astrocito.  

 

 

1.3. Receptores a GABA. 

 

El GABA ejerce su acción al activar receptores de tipo ionotrópico o 

metabotrópico. Los receptores GABAA son ionotrópicos mientras que los receptores 

GABAB son miembros de la súper familia de receptores con siete pases 

transmembranales acoplados a proteínas G heterotriméricas (Kaupmann et al., 1997), 

los mecanismos efectores asociados con la actividad neuronal de estos últimos son: el 

sistema de adenilato ciclasa y los canales de Ca2+ y K+ 
 (Hill et al., 1984; Karbon et al., 

1984; Hirst et al., 2000; Inoue et al., 1985; Andrade et al., 1986; Xu y Wojcik, 1986; 

http://pharmrev.aspetjournals.org/content/54/2/247.long#ref-142
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/54/2/247.long#ref-156
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/54/2/247.long#ref-156
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/54/2/247.long#ref-140
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/54/2/247.long#ref-147
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/54/2/247.long#ref-5
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/54/2/247.long#ref-316
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Dolphin et al., 1990; Bindokas e Ishida, 1991; Gage, 1992). La actividad de los 

receptores GABAB está mediada por la activación de proteínas G pertenecientes a la 

familia de las proteínas sensibles a la toxina pertussis Giα/Goα, en particular Gi2α 

(Odagaki et al., 2000; Odagaki y Koyama, 2001), que actúan sobre un sistema de 

segundos mensajeros intracelulares. Los receptores GABAB son activados de manera 

selectiva por baclofeno y son insensibles a los moduladores (como las 

benzodiacepinas) y antagonistas del receptor GABAA (Bowery, 1989). 

 

1.3.1. Receptores GABAA. 

 

Los receptores GABAA, pertenecen a la súper familia de canales iónicos 

dependientes de ligando. Estos forman complejos pentaméricos compuestos por 

combinaciones de diferentes subunidades (α 1-6, β 1-4,  1-3, , ε, ρ1-3, θ, π) (Olsen et 

al., 2008). Estas subunidades comparten una similitud en su secuencia de aminoácidos 

del 70-80% entre las isoformas de la misma clase, mientras que entre las diferentes 

subunidades la similitud es de un 30-40% (Macdonald y Olsen, 1994). Cada subunidad 

contiene un extremo amino-terminal extracelular de aproximadamente 200 

aminoácidos, cuatro regiones transmembranales y un carboxilo-terminal extracelular, el 

cual es más largo y variante en su composición de aminoácidos que el N-terminal (Brejc 

et al., 2001; Le Novere y Changeux, 1999; Tasneem et al., 2005; Tsang et al., 2007). Al 

ensamblarse, dichas subunidades  forman un canal que permite el flujo de iones de 

cloro en respuesta a la unión de GABA (Bormann, 2000).  

 

Los receptores GABAA son modulados por los barbitúricos, las benzodiacepinas, 

los neuroesteroides y el etanol (Bormann, 1988; Doble et al., 1992; Mcdonald et al., 

1994), y son antagonizados por los compuestos como la bicuculina y la picrotoxina 

(Olsen y Tobin, 1990). Las propiedades cinéticas del canal dependen de las 

subunidades que lo componen. Las diferentes subunidades de GABAA son expresadas 

en distintas regiones del cerebro y cada una determina diferencias sutiles en las 

características biofísicas del canal así como en su farmacología (Enz et al., 1998).  

 

http://pharmrev.aspetjournals.org/content/54/2/247.long#ref-91
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/54/2/247.long#ref-27
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/54/2/247.long#ref-122
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/54/2/247.long#ref-227
http://pharmrev.aspetjournals.org/content/54/2/247.long#ref-226


 

6 

 

Mediante técnicas de inmunohistoquímica y de inmunoprecipitación se ha 

demostrado que la combinación de las subunidades α1 β2 γ2 es la más común en el 

cerebro de mamíferos (McKernan et al., 1996). También se ha encontrado que la 

subunidad γ2 puede formar homómeros funcionales en un sistema heterólogo (Matinez-

Torres y Miledi 2004), y que esta subunidad es necesaria para la formación del sitio de 

unión a benzodiacepinas. Sin embargo, la subunidad 2 no es necesaria para el 

ensamble de receptores funcionales, ni para que se efectúe el transporte e inserción en 

la membrana plasmática (Connolly et al., 1996; Connolly et al., 1999; Sontheimer et al., 

1989). 

 

1.3.1.1. Receptores GABAA en el cerebelo.  

 

En el cerebelo se han identificado 16 de las subunidades del receptor GABAA 

(1-6, 1-3, -3y1-3), (Jechlingeret al., 1998; Laurie et al., 1992; Mejía et al., 

2008; Persohn et al. 1992; Pirker et al. 2000; Tretter et al., 2001), siendo las siguientes 

combinaciones las que se encuentran en mayor proporción en el cerebelo adulto 1(1-

3)2, 16(1-3)2, 6(1-3)2 y 6(1-3) (Pöltl et al., 2003).  

 

Durante el desarrollo del cerebelo existe una expresión diferencial de las 

subunidades que conforman el receptor, por ejemplo, en el ratón las subunidades 2 y 

3 son expresadas antes de que las subunidades 1 y 6 aparezcan (Takayama e 

Inoue, 2004a). La expresión del transcrito de las subunidades 2 aparece primero en 

zonas diferenciadas a partir del día embrionario 13 (E13), y para el día E14 la proteína 

2 se localiza en las células granulares en migración y diferenciadas y en las células de 

los núcleos cerebelosos, mientras que la subunidad 3, se presenta en las células de 

Purkinje en desarrollo al igual que en las neuronas de los núcleos cerebelosos y 

desaparece de las células de Purkinje al final de la primer semana postnatal (Takayama 

e Inoue, 2004b). Referente a las subunidades 1 y 6, ambas se expresan a partir del 

día E19 y se encuentran al momento del nacimiento. Sin embargo la expresión de la 

subunidad 1 comienza a disminuir entre el día postnatal 14 (P14) y el P21 (Poulter et 
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al., 1992), mientras que el pico más alto de la expresión de la subunidad 6 se 

encuentra en el día P21. La expresión temporal de estas dos subunidades coinciden 

con la formación de los contactos sinápticos en las dendritas de las células granulares, 

lo que sugiere que la inervación aferente de estas neuronas está relacionada con el 

incremento en la expresión de estas subunidades (Zheng et al., 1993).  

 

Por otra parte, en las células granulares la subunidad 6 participa en la 

expresión de las subunidades . Se ha visto que al suprimir la expresión de 6, las 

subunidades  no se expresan.  Por tanto 6 influye en el ensamble de los receptores 

GABAA conformado por las subunidades 112, 412 y 612, así como en la 

farmacología de los receptores GABAA. Lo anterior sugiere la existencia de 

mecanismos selectivos para el ensamblaje de los receptores GABAA (Hevers et al., 

2000; Lüddens et al., 1990).  

 

También existen estudios sobre las diversas subunidades de los receptores 

GABAA presentes en los astrocitos cerebelosos, los cuales indican que a excepción de 

las subunidades 6 y 2, todas las demás subunidades presentes en las células 

granulares, se localizan en los astrocitos. Además las células granulares expresan en 

mayor proporción las subunidades 1, 5 y 6, mientras que en los astrocitos las 

subunidades 1 y 2 son las más abundantes (Bovolin, 1992).  

 

Estos estudios proporcionan las bases de que existen cambios en la expresión y 

composición de los receptores GABAA en la glía, los cuales han sido poco estudiados 

tanto in vitro como in situ (Tateishi, 2006).  

 

1.3.2. Receptor GABAρ 

 

Los receptores GABAρ se encuentran clasificados dentro de los receptores 

GABAA, son selectivos al ión cloro y se expresan en varias partes del cerebro de 

vertebrados. Fueron originalmente descritos en interneuronas de la médula espinal de 

gato. Proponiendo la existencia de diferentes conformaciones de los receptores GABAA, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=
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basándose en las diferencia de activación entre ellas. Mientras una conformación es 

activada por el ácido cis-aminocrotónico, otra lo es por el ácido trans-aminocrotónico 

(Johnston et al., 1975). 

 

La caracterización funcional de los receptores GABAρ se realizó utilizando 

ovocitos de Xenopus laevis, a los cuales se les inyectó mRNA aislado del cerebro de 

mamífero o de la retina. Los ovocitos inyectados con el mRNA  de la corteza cerebral 

presentaron respuestas características a GABAA, es decir corrientes rápidas transitorias 

provocadas por la desensibilización que presentan los receptores al ser activados por 

su agonista. Por otra parte, los ovocitos inyectados con el mRNA de la retina 

presentaron respuestas con una activación rápida e inactivación lenta, insensibles a 

bicuculina y baclofeno, antagonistas de los receptores GABAA y GABAB 

respectivamente, y no presentaron modulación por barbitúricos y benzodiacepinas 

(Polenzani et al., 1991; Woodward et al., 1992; Woodward et al., 1993). Estos estudios 

permitieron concluir que en la retina se expresa un receptor funcional a GABA diferente 

a los receptores GABAA y GABAB. 

 

La primer subunidad clonada de los receptores GABAρ se obtuvo de una 

biblioteca de cDNA de retina (Cutting et al., 1991). Se sabe que dichos receptores están 

conformados por las subunidades ρ1, ρ2 y ρ3, las cuales se pueden ensamblar como 

homo o heteropentámeros (Ogurusu et al., 1997; Shingai et al., 1996; Wang et al., 

1994). Cada una de estas subunidades posee cuatro dominios transmembranales (TM) 

(Fig. 3B), un pequeño dominio C-terminal extracelular y un dominio N-terminal 

extracelular largo que contiene dos residuos de cisteína, los cuales forman un puente 

disulfuro. El dominio extracelular constituye el sitio de unión a GABA formado por la 

interfaz entre dos subunidades vecinas. El dominio TM2 está localizado en la parte más 

interna del receptor, y la agrupación de estos dominios por parte de las cinco 

subunidades, forma el canal permeable a Cl- en el centro del receptor (Fig.3A). A pesar 

de que esta región presenta un alto grado de homología en todas las subunidades 

GABAρ, existe una diferencia consistente en la posición 20, ya que mientras GABA1 

presenta un residuo de prolina, en GABA2 encontramos un residuo de serina. Por otra 
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parte, para GABA3 no se conocen las diferencias aminoacídicas en esta posición. Las 

diferencias entre GABA1 y GABA2 influyen en la farmacología, selectividad, cinética 

del canal y conductancia del receptor (Estrada-Mondragón, 2010; Quian et al., 1999; 

Quian et al., 2008). 

 

 

Figura 3. Modelo estructural de GABAρ1. A. Diagramas de cintas de las subunidades que 
conforman a GABAρ1 vistos en los planos del dominio extracelular y transmembranal, 
respectivamente (izquierda a derecha). B. Representación perpendicular a la membrana de una 
subunidad del receptor conformada por 4 pases transmembranales (TM1-TM4), el extremo 
amino terminal (N-terminal), el extremo carboxilo terminal (C-terminal), y un asa intracelular 
entre el TM3 y TM4  (modificado de Estrada-Mondragón, 2010). 

 

1.3.2.1. Características farmacológicas del Receptor GABAρ 

 

Los receptores GABA poseen una sensibilidad a GABA 10 veces mayor que la 

de los receptores GABAA (Qian et al., 1993; Woodward et al., 1992, Woodward et al., 

1993). Los receptores GABA prácticamente no se desensibilizan al ser activados por el 

agonista  (Enz., 2001; Polenzani et al., 1991). Los estudios de canal unitario indican que 

el receptor permanece abierto por un tiempo mayor y presenta conductancias al cloro 

menores que los receptores GABAA (Feigenspan et al., 1993; Feigenspan y Bormann, 

1994). Además los receptores GABAρ presentan un perfil farmacológico particular: son 

insensibles a la bicuculina, (antagonista del receptor GABAA) y no son activados por 

baclofeno (agonista del receptor GABAB). Los moduladores del receptor GABAA como 
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los barbitúricos y las benzodiacepinas, no tienen efecto sobre los receptores GABA, 

mientras algunos neuroesteroides como: alotetrahidrodeoxicorticosterona, alfaxalona, 

alopregnanolona, pregnanolona, 5-digidroprogesterona y 

tetrahidrodeoxicorticosterona, potencian o inhiben las corrientes de GABA mediadas por 

estos (Johnston, 1996; Morris et al, 1999; Polenzani et al., 1991). Además del GABA, 

otros agonistas del receptor GABAρ, son el muscimol, el ácido 4-trans-aminocrotónico 

(TACA), el ácido cis-aminocrotónico (CACA) y los enantiómeros cis y trans del ácido 

carboxílico 2-aminometilciclopropano (CAMP y TAMP) (Bormann y Feigenspan, 1995). 

Por otra parte la isoguvacina, 4, 5, 6, 7-tetrahidrosoxazol (5,4-c) piridin-3-ol, ácido 

piperidin-4-sulfónico y el ácido Z-3-amidinotiopropenóico son antagonistas débiles del 

receptor GABAρ. Mientras que el ácido 1, 2, 5, 6-tetrahidropiridin-4-metilsulfínico 

(TPMPA) y ácido acético 4-imidazol lo antagonizan fuertemente (Ragozzino et al., 

1996). Finalmente, las respuestas a GABA también son inhibidas por el ión zinc en los 

receptores GABA1 homoméricos (Tabla.1) (Calvo et al., 1994). 
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Tabla 1. Propiedades funcionales y farmacológicas de los receptores ionotrópicos 

GABAA y GABAρ.  

 GABAA GABA

Consecuencia de la 

activación 

Paso de Cl- Paso de Cl- 

Subunidades , ,, , ,  y  1, 2 y 3 

Agonistas Muscimol, glicina, TACA, 

isoguvacina, I4AA, THIP, 

Zolpidem, TAMP, CACA. 

TACA, CACA, glicina - 

alanina, CAMP, 5-Me-IAA, 

TAMP, muscimol. 

Antagonistas Bicuculina y 

Picrotoxina 

TPMPA, P4MPA, 3- APA 

y 3-APMPA, I4AA, 

Isoguvacina, P4S, THIP, 

Zinc, picrotoxina. 

Tiempo medio de 

apertura 

25 A 30 ms 150 a 200 ms 

GABA EC50 5-100 μM 1-4 µM 

Coeficiente Hill 2 1.8 

Tamaño del poro 5.6 Å 5.1 Å 

(Bormann, 2000; Enna et al., 1997; Johnston et al., 2010). 

 

1.3.2.2. Importancia fisiológica de los receptores GABA

 

 Los receptores GABAse han estudiado principalmente en la retina, ya que es 

ahí donde se expresan predominantemente, específicamente en neuronas bipolares. 

Utilizando ratones Knock out para GABA1 (Luckasiewicz et al., 2004; McCall et al., 

2002), se encontró que la inhibición de las terminales axónicas en células bipolares es 

mediada en gran parte por GABA. Esta inhibición es la encargada de regular la 

excitabilidad de las células ganglionares. Lo anterior se demostró, ya que al eliminar la 

expresión del receptor se produce la reducción y la disminución de las corrientes 

activadas por GABA y de las corrientes sinápticas inhibitorias evocadas con estímulos 

luminosos (L-IPSCs). Esto sugiere que GABAdetermina el curso temporal y extiende 
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la inhibición en las terminales de las estas neuronas, las cuales a su vez modulan la 

magnitud de la transmisión excitatoria que va hacia las neuronas ganglionares 

(Luckasiewicz, et al., 2004). Adicionalmente, otros estudios en la retina de diferentes 

especies como el ratón, la salamandra y la tortuga, concuerdan con el hecho de que los 

receptores GABAparticipan en la modulación de la transmisión de señales entre las 

neuronas bipolares y ganglionares (Luckasiewicz, et al., 1994; Luckasiewicz, et al., 

1998; Luckasiewicz, et al.,  2004). 

 

En el cerebelo los receptores a GABA que incluyen la subunidad GABA1, están 

asociados a canales iónicos constitutivamente abiertos, por lo que, probablemente 

tengan una posible contribución en la inhibición tónica GABAérgica. Lo anterior fue 

propuesto tras evaluar la inhibición con TPMPA, de las corrientes tónicas de las células 

de Purkinje (Harvey et al., 2006).  
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1. Distribución de GABA en el sistema nervioso central (SNC). 

 

 A pesar de que los receptores GABA son expresados predominantemente en la 

retina, también han sido identificados en otras partes del SNC (Enz y Cutting, 1999), 

mediante técnicas como “Northern blot”, “Western blot”, hibridación in situ, 

inmunohistoquímica y ensayos de RT-PCR. En conjunto estos estudios demostraron la 

expresión de GABAρ en la corteza (Wegelius et al., 1998), los colículos superiores 

(Boue-Grabot et al., 1998), la médula espinal (Rozzo et al., 2002), el hipocampo 

(Didelon et al., 2002; Rosas-Arellano et al., 2011), la pituitaria, el ganglio de la raíz 

dorsal, el bulbo raquídeo, el puente, el núcleo caudado, el tallo cerebral, el cuerpo 

calloso, el puente (López-Chávez et al., 2005; Rosas-Arellano et al., 2007), la amígdala 

y la corteza visual (Rosas-Arellano et al., 2011), y el cerebelo (Harvey et al., 2003; 

Mejía et al., 2008).  

 

Diversos estudios en el cerebelo de bovino y de roedores reportaron la expresión 

de GABA1 y GABA2 en las neuronas en canasta, de Golgi y de Purkinje (Harvey et 

al., 2003; López-Chávez et al., 2005; Mejía et al., 2008; Rosas-Arellano et al., 2007; 

Rozzo et al., 2002). Adicionalmente, existen datos que evidencian la expresión 

diferencial de los receptores GABA en el cerebelo durante el desarrollo. Mientras la 

expresión de GABA1 y GABA2 permanece constante, la expresión de GABA3, 

aumenta significativamente en etapas adultas (P60). Esta expresión diferencial es más 

evidente en las neuronas en canasta y en las células de Purkinje (Mejía et al., 2008).  

 

La acción moduladora sobre la excitabilidad neuronal y la liberación de 

neurotransmisores que tiene la expresión de los receptores GABAA y GABAB en las 

neuronas de Purkinje y Golgi está muy bien documentada, sin embargo poco se sabe 

sobre el papel que juegan los receptores GABA en los circuitos de la corteza 

cerebelosa (Mejía et al., 2008). En este sentido, Harvey y colaboradores (2006) 

encontraron una población de células de Purkinje que expresan receptores a GABA que 
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presentan una mezcla de las características farmacológicas de los receptores GABAA 

clásicos y los GABA, lo que sugiriere la participación de receptores 

heteropentaméricos en la inhibición de la sinapsis entre interneuronas y las células de 

Purkinje.  

 

Por otra parte, las células de Purkinje que expresan GABAρ (Fig. 4) (Harvey et 

al., 2006., Rosas-Arellano, Tesis en Proceso) se encuentran en contacto estrecho con 

la glía de Bergmann. Estas células expresan receptores GABAA y el transportador 

GAT1 (Barakat y Bordey, 2002., Riquelme et al., 2006), lo que sugiere que la 

transmisión GABAérgica es clave en la fisiología de estos tipos celulares y para el 

correcto funcionamiento del cerebelo. 

 

 

Figura 4. Expresión de GABAρ1 y GABAρ2 en neuronas de Purkinje del cerebelo de ratón 

adulto. Distribución de GABA1 y GABA2 en somas y árboles dendríticos de las neuronas de 
Purkinje.  (tomada de Rosas Arellano, en proceso).  

 

Al igual que otras células gliales, la glía de Bergmann, que es considerada un 

tipo de astrocito especializado, participa en la modulación de la transmisión química 

mediada por neurotransmisores. (Hoogland y Kuhn, 2010., López-Juarez, 2008). 
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2.2. Receptores GABAA en células gliales. 

 

Se sabe que los receptores GABAA son expresados en la glía de Bergmann y en 

otros tipos de células gliales de diferentes regiones del cerebro (Verkhratsky, 2008). 

Mediante el uso de técnicas como el registro electrofisiológico y la inmunocitoquímica 

se han realizado estudios in situ de las propiedades y la localización de los receptores 

GABAA en células gliales de la retina (Clark y Mobbs, 1992; Malchow et al., 1989), el 

hipocampo (Steinhäuser et al., 1994), el cuerpo calloso (Berger et al., 1992) y el 

cerebelo (Müller et al., 1994).  

 

Las primeras evidencias de que la glía, al igual que las neuronas, expresa 

receptores GABAA fueron descritas en cultivos primarios de astrocitos de la corteza 

cerebral (Bormann y Kettenman, 1988; Kettenmann et al., 1984; Kettenmann y 

Schachner, 1985). Las propiedades de los receptores GABAA expresados en la glía no 

son muy distintas de aquellas observadas en las neuronas: en esencia son canales 

iónicos dependientes de ligando, permeables a cloro y son modulados por 

benzodiacepinas. Sin embargo, funcionalmente existe una diferencia, ya que las células 

gliales contienen mucho más  Cl- que las neuronas (35mM vs. ~3-5mM). Además el 

potencial de equilibrio para el Cl- en astrocitos es cercano a -40mV, mientras que en 

neuronas es de -70mV. Como consecuencia, la activación de los receptores GABAA en 

células gliales incrementa el flujo de iones Cl- e inhibe los canales de K+, por tanto 

genera la despolarización de la célula (Verkhratsky, 2008).  

 

Varios estudios han mostrado la expresión funcional de los receptores GABAA en 

la glía. Sin embargo se desconoce si la subunidad GABAρ participa en estas 

respuestas. Recientemente estudios de RT-PCR e hibridación in situ realizados por 

nuestro grupo indican la expresión de GABAρ1 y GABAρ2 en astrocitos de la zona 

subventrícular del cuarto ventrículo (Fig. 5) (Martínez-Delgado et al., 2011). La 

expresión de GABA en células gliales podría conferirles propiedades funcionales 

únicas. Por ello, como objetivo del presente estudio se planteó demostrar la expresión 

funcional de GABAρ en los cultivos primarios de astrocitos  
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Figura 5. Expresión de GABAρ en células gliales del cerebelo.  A. Estudios de RT-PCR que 

indican la expresión de GABA1 yGABA2 en la zona subventricular.  B.  Expresión de 

GABA1 en la glía limitante determinada mediante la técnica de hibridación in situ. C. 

Localización de GABA2 en glía limitante mediante inmunocitoquímica; C´´. Localización de 

células inmunoreactivas a GFAP (C´). C´´´. Empalme de las señales GABA y GFAP. 
Abreviaciones: 4V: cuarto ventrículo (tomado de Gonzáles-Gonzáles y Rosas-Arellano, tesis en 
proceso). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La transmisión GABAérgica es clave en el cerebelo. Existen varios reportes 

sobre la expresión de receptor GABAA, los cuales incluyen a las subunidades  GABAρ 

en las neuronas en cesta, de Golgi y de Purkinje (Harvey et al., 2003; López-Chávez et 

al., 2005; Rosas-Arellano et al., 2007; Rozzo et al., 2002, Mejía et al., 2008). 

Adicionalmente, se sabe de la expresión de receptores GABAA en las células gliales, en 

cultivos primarios (in vitro) y en la glía de Bergmann (in situ) (Bovolin et al., 1992; Müller 

et al., 1994). Esto sugiere que la glía participa en esta transmisión GABAérgica. 

 

En los astrocitos, la activación de los receptores GABAA produce 

despolarizaciones (Kettenmann et al., 1984., Kettenmann y Schachner, 1985) y las 

corrientes mediadas por la activación de dichos receptores, presentan conductancias y 

cinéticas de activación similares a aquellas generadas en neuronas, pero con 

diferencias en la modulación farmacológica (Bormann and Kettenmann 1988; 

Rosewater and Sontheimer 1994). Lo anterior, sugiere que los receptores GABAA en 

astrocitos están conformados por una composición específica de subunidades. Aunque, 

esta composición no ha sido completamente identificada, estudios de RT-PCR e 

inmunofluorescencia sugieren la presencia de varias subunidades del receptor (1, 2, 

1, 1, entre otras) en astrocitos de cerebelo (Bovolin et al., 1992). 

 

El papel funcional de la activación de los receptores GABAA en astrocitos, no se 

conoce del todo. Se sugiere que la despolarización causada por la activación de estos 

receptores, activa canales de calcio dependientes de voltaje y propicia un aumento en 

los niveles de Ca2+ intracelular (Bernstein et al., 1996; Fraser et al., 1995; Meier et al., 

2008; Nilsson et al., 1993). Debido a que estas señales de Ca2+ representan la forma de 

excitabilidad usada por los astrocitos para integrar la actividad neuronal, se propone 

que las despolarizaciones mediadas por GABA son una vía importante a través de la 

cual las neuronas GABAérgicas influencian la actividad astrocítica (Vélez-Fort M. et al., 

2011).  
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Debido a la gran cantidad de astrocitos presentes en cerebelo, a la importancia 

de la transmisión GABAérgica en esta zona y con el fin de contribuir en el 

entendimiento de la función de los receptores ionotrópicos en las células gliales, este 

estudio abordó la expresión y funcionalidad de los receptores GABAA en astrocitos en 

cultivo aislados de cerebelo de ratón.  

 

Para alcanzar nuestros objetivos se aprovechó el potencial que ofrecen los 

astrocitos en cultivo, en los que se lograron estudiar las características 

electrofisiológicas y farmacológicas del receptor GABA in vitro. 

 

4. HIPÓTESIS  

 

Los cultivos primarios de astrocitos del cerebelo expresan receptores funcionales 

GABAA que incluyen a GABA. 

 

5. OBJETIVOS 

 

 

5.1. OBJETIVO  GENERAL 

 

Determinar la expresión, distribución y propiedades funcionales de los receptores 

GABA en cultivos primarios de astrocitos del cerebelo de ratón.  

 

 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar la expresión y distribución de los receptores GABA en los cultivos 

primarios de astrocitos de cerebelo de ratón. 

2. Estudiar las propiedades electrofisiológicas de los receptores GABAA expresados 

en los cultivos primarios de astrocitos y determinar si la subunidad GABA 

participa en las respuestas. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1. Cultivos primarios de astrocitos. 

 

Los cultivos de astrocitos se realizaron con cerebelos de ratones CD1 de 5 días 

de edad postnatal. Los animales fueron sacrificados  de acuerdo con las políticas éticas 

de la Universidad Autónoma de México, para la atención y manejo de los animales. Una 

vez disecado el cerebelo, se disociaron las células mecánicamente y se sembraron 

aproximadamente 200 000 células por caja Petri de 35mm. Las células disociadas 

crecieron en un medio de cultivo denominado  Medio Dulbecco Modifiicado por Eagle 

(DMEM), suplementado con 10% de suero bovino fetal, 100UI/ml de penicilina y 

100µg/ml de estreptomicina. El medio de cultivo fue remplazado al siguiente día y 

posteriormente cada tercer día. En estas condiciones más del 90% de las células 

cultivadas resultó ser inmunopositivas para GFAP (Reyes-Haro et al., 2005).  

 

6.2. Extracción de RNA y RT-PCR. 

 

 El RNA total de retina y de astrocitos en cultivo se aisló siguiendo las 

instrucciones de manufactura del reactivo TRIzol® (Invitrogen). El RNA se suspendió en 

agua previamente tratada con DEPC y posteriormente se realizó la transcripción 

reversa a cDNA utilizando la enzima SuperScriptTM II RNase H- Reverse Transcriptase 

(Invitrogen). Para realizar esta reacción se utilizaron dos mezclas; mezcla 1: 2g del 

RNA total se mezcló con 1.5l de 0.5 g/l de oligo dT (Invitrogen), 1l de mezcla de 

dNTP [10mM] y agua. Mezcla 2: 4l de solución de reacción 5X (250 mM, Tris–HCl, 375 

mM KCl, 15 mM MgCl2, pH 8.3), 2l de DTT [0.1M] y 1l de SuperScript II™. La mezcla 

1 se calentó a 65°C por 5 minutos para desnaturalizar el RNA y posteriormente se 

colocó rápidamente en hielo, posteriormente se le añadió la mezcla 2 y se incubó a 

42°C por 50 min. La reacción se inactivó incubando a 70°C por 15 min. La reacción de 

PCR se realizó de acuerdo a las especificaciones de fabricación (Invitrogen) usando los 

oligonucleótidos específicos para cada transcrito, diseñados flanqueando exones para 

evitar contaminación con DNA genómico: Tubulina (Tub), GABA1 (1), GABA2 (2) y 
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GFAP (Tabla 2). Las reacciones de PCR incluyen una mezcla de reacción 1X (20 mM 

Tris–HCl, pH 8.4, 50 mM KCl), 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM mezcla de dNTP, 0.2 M de cada 

oligo y 5U de la enzima Taq polimerasa. Todas las reacciones se realizaron a 94°C por 

30 seg, 65°C por 30 seg y 72°C por 30 seg, en 35 ciclos, después se incubó a 94°C por 

1 min y a 72° C por 5 min. Finalmente 2l de cada reacción de PCR se analizó 

mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% (Rosas-Arellano et al., 2011). 

 

 

Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR 

Gen Oligo F Oligo R Productos  

Tub 5'-gcctcccactgtggtacccg-3' 5'-ccctcctccatgccctcacc-3' 174pb 

1 5'-cgaggagcacacgacgatgcc-3' 5'-ctgcacatccacgcccacagg-3'   174pb 

2 5'-cctgatggctctcgtggagag-3' 5'-ccaaaggctggcctcatggtg-3' 197pb 

GFAP 5´-agccagcagaggcagggcagg-3´ 5´-tctctgcacgctcgctcgccc-3´ 239pb 

 
 

(Rosas-Arellano et al., 2011). 

 

6.3. Doble Inmunofluorescencia. 

 

Para la localización de GABAρ1 y GABAρ2 en astrocitos marcados con GFAP 

del cerebelo de ratón se realizó una doble inmunofluorescencia, utilizando la técnica 

descrita previamente (Rosas-Arellano et al., 2007) con algunas modificaciones.  Las 

células se lavaron con solución amortiguadora de fosfatos salina (0.1M PBS), se fijaron 

con paraformaldehido al 4% en 0.1M PBS, metanol y acetona, y se lavaron nuevamente 

en 0.1M PBS. Después de lavar con 0.5% Tween 20 en PBS (PBS-T), se bloquearon 

las uniones inespecíficas con solución bloqueadora de suero normal de burro (2% suero 

normal de burro, 0.1% albumina de suero bovino, 0.1% Triton y 0.05% Tween20 en 

PBS); luego se procedió a incubar las células por dos días a 4°C con el anticuerpo 

primario generado en cabra anti-GABAρ1 o anti-GABAρ2 (goat IgG anti-GABAρ1/ anti-

GABAρ2, Santa Cruz Biotechnology), diluido en solución de incubación (0.05% 

timerosal y 0.1% Tween20 en PBS). Posteriormente las células fueron lavadas con 

PBS-T e incubadas toda la noche a 4°C con el anticuerpo secundario generado en 

burro conjugado con Alexa 488 (donkey anti-goat Alexa488 conjugated, Molecular 
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Probes). Después de ser lavadas con PBS-T, las células se incubaron a 4°C por dos 

días con el segundo anticuerpo primario generado en cabra (goat IgG anti- Glial 

Fibrillary Acidic Protein [GFAP], Santa Cruz Biotechnology). Nuevamente se lavaron las 

células con PBS-T y se incubaron por toda la noche con el segundo anticuerpo 

secundario generado en burro y conjugado con Alexa 594 (donkey anti-goat Alexa594 

conjugated, Molecular Probes). Se realizó una contratinción con  4',6-Diamidino-2-

phenylindole (DAPI). 

 

Finalmente las células se montaron en Vectashield H-1000 (Vector Laboratories), 

se observaron en microscopio confocal Zeiss LSM510 Meta; 561nm para excitar Alexa 

594, 488nm para Alexa488 y 750nm para DAPI; y se analizaron con el procesador de 

imágenes Aim Image Examiner y con Image J. 

 

Se utilizaron tres cultivos independientes y de cada uno se cuantificaron al azar 

450 células. Del total de células se formaron tres grupos: 1) células GFAP+; 2) células 

GABA1 positivas y 3) células GABA2 positivas. Así mismo las células GFAP+ se 

subdividieron en 3 subgrupos: 1) células planas; 2) células con somas poligonales y 3) 

células estrelladas. Para cada grupo y subgrupo, se calculó en porcentaje con respecto 

al total de células cuantificadas, la media y el error estándar. 

 

6.4. Registros electrofisiológicos. 

 

Los registros se realizaron utilizando la técnica de fijación de voltaje en la 

configuración de la célula completa, con células cultivadas de cuatro a seis días. Para 

realizar el registro se colocó una fracción del cubre objetos (con una confluencia 

aproximada del 10% de astrocitos) y en la cámara de registro sobre la platina de un 

microscopio invertido. Las células se mantuvieron en perfusión continua con solución 

extracelular a pH 7.2 de composición (en mM) 150 NaCl, 5.4 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 5 

HEPES y 10 glucosa. Se utilizaron capilares de borosilicato para obtener micropipetas 

de registro mismas que contienen una solución con la siguiente composición (en mM): 

130 KCl, 0.5 CaCl2, 5 EGTA, 2 MgCl2, 10 HEPES, 3 ATP-Mg y 0.4 GTP-Na (pH=7.4). 
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Las células que presentaron morfología con algunos procesos fueron las elegidas para 

estudiar su respuesta a diferentes concentraciones de GABA y evaluar el efecto 

farmacológico del TPMPA [0, 5, 10, 50, 100, 250 M] y la picrotoxina [100M]. 

 

Se evaluó la activación de corrientes dependientes de voltaje generadas con un 

protocolo de corrientes despolarizantes (-60 a 80mV con incrementos de 20mV) 

aplicadas después de dar un pulso hiperpolarizante de -110mV. De esta manera se 

evaluó la presencia de corrientes de K+ dependientes de voltaje (Reyes-Haro et al., 

2005). 

 

Para conocer la ocurrencia de las corrientes de K+ en los astrocitos en cultivo. El 

total de células registradas (n=60) se dividió en tres perfiles de corriente: 1) corriente 

con mayor componente de corriente KA. 2) corriente tipo KDR con componente de 

corriente KA. 3) corriente tipo KDR. Por cada perfil se calculó la media y el error estándar 

y se comparó con respecto al total de células registradas.  

 

Para realizar la curva-dosis respuesta de GABA, se utilizaron diferentes 

concentraciones de GABA (10, 20, 30, 50, 100, 250M). De cada una de ellas, se 

calculó el promedio y el error estándar de 5 amplitudes generadas por diferentes 

células.  

 

Con el fin de determinar si los receptores a GABA en astrocitos sufren 

desensibilización. Se realizaron 5 aplicaciones repetidas del agonista. Posteriormente 

se analizaron las amplitudes de las corrientes (normalizadas con respecto a la primera 

aplicación) y se desarrolló un análisis de varianzas (ANOVA) de una vía para 

determinar si las disminuciones entre cada aplicación son significativamente diferentes. 

Para determinar hasta qué número de aplicación, la desensibilización es significativa, 

se realizó la prueba post hoc: LSD de Fisher (p˂0.05).  

 

Finalmente, con el fin de determinar si las amplitudes de las amplitudes corriente 

generadas con los diferentes fármacos (bicuculina, TPMPA y picrotoxina) son diferentes 
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con respecto a las amplitudes de corriente generadas con GABA. Se implementó un 

ANOVA de una vía y un análisis post hoc de Dunnett (p˂0.05). Para cada fármaco se 

realizaron 6 experimentos independientes.  
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7. RESULTADOS 

 

7.1. Características morfológicas de los astrocitos en cultivo. 

 

 En los cultivos primarios en los que se utilizó el medio DMEM se aprecian tres 

tipos de morfologías características de astrocitos en cultivo (Sontheimer et al., 1992):  

a) astrocitos en forma plana sin procesos y somas alargados, representan el 50 ± 4.9% 

(media±error estándar de la media) de las células en cultivo (Fig. 6A); b) astrocitos 

aplanados con somas poligonales que presentan algunos procesos forman el 45 ± 3.7% 

(Fig. 6B); c) astrocitos con morfología estelar rodeados por numerosos procesos 

arborizados y somas pequeños y redondos son el 5 ± 1.4% de las células (Fig. 6C);  n = 

450 de 3 cultivos independientes (Fig. 6). 

  

Figura 6. Morfología de astrocitos GFAP+ en cultivo con medio DMEM. A. Morfología plana, 
sin procesos y somas alargados. B. Astrocitos con somas poligonales y con pocos procesos. C. 
Astrocitos en forma estelar, ampliamente ramificados. D. Porcentaje de cada uno de los tipos de 
morfología de las células GFAP+(n= 450 células de cada cultivo, en 3 cultivos independiente). 

Barras igual a 20M. 
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7.2. Expresión de  GABAρ1 y GABAρ2 en astrocitos en cultivo. 

 

Se aisló el RNA al quinto día de cultivo (Fig. 7A). Posteriormente, utilizando la 

técnica de transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) con 

oligonucleotidos específicos (Tabla 2), se determinó la expresión de los transcritos: 

GABAρ1, GABAρ2, GFAP y tubulina,  Aunque esta técnica no es cuantitativa, los 

resultados indican una débil expresión de GABAρ1 y GABAρ2 en los astrocitos en 

cultivo (Fig. 7B).  

 

Figura 7. A. Expresión de GABAρ1, GABAρ2, GFAP y tubulina en astrocitos de cerebelo 
de ratón en cultivo y en retina. A. RNA total extraído de astrocitos (A) y retina (R), 28S, 18S y 
5S son las subunidades de RNA ribosomal. B. Gel de agarosa al 2% muestra los productos de 

amplificación por RT-PCR de Tubulina, GABAρ1 (1), GABAρ2 (2) y GFAP en astrocitos en 
cultivo de cerebelo de ratón, 300pb, 200pb y 100pb se refiere al número de pares de bases del 
marcador de pesos moleculares. Como tejido control positivo se utilizó retina y como transcrito 
constitutivo tubulina. Como controles negativos (-) los reactivos de las reacciones sin cDNA. 
n=3. 

 

 

7.3. Distribución de GABAρ1 en cultivos primarios de astrocitos. 

 

Realizando dobles inmunolocalizaciones (n=3, tres cultivos independientes de 3 

animales distintos) empleando anticuerpos primarios específicos para GABAρ1  (Fig. 

8A) y para GFAP (Fig. 8B), se determinó que el 60 ± 7.0% de las células en cultivo son 

inmunoreactivas para GABAρ1 y para GFAP  (n = 450 células). 
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Figura 8. Distribución  GABAρ1 en astrocitos de cerebelo de ratón en cultivo. A. 
Inmunoreactividad a GABAρ1. B. Células inmunoreactivas a GFAP. C. Tinción nuclear con 
DAPI. D. Superposición de los tres canales donde se muestran la colocalización de GABAρ1 y 
GFAP (cabezas de flecha). E. Gráfica que indica el porcentaje de células inmunopositivas para 
GFAP y GABAρ1 (promedio de 450 células de cada cultivo, 3 cultivos independientes). Las 

barras equivalen a 20m.  

 

 

Para conocer la distribución de GABAρ1 en los astrocitos, se tomaron imágenes 

de células independientes inmunoreactivas para GFAP, en donde localizamos el 

receptor principalmente en la región perinuclear y en algunos procesos distales, esto en 

los tres tipos de morfología citadas anteriormente (Fig. 9). 
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Figura 9. Doble inmunocitofluorescencia para GABAρ1 y GFAP. Primera fila (A-C) muestra 
la inmunoreactividad a GABAρ1 en células con morfología plana sin procesos (A), con somas 
poligonales y pocos procesos (B) y morfología estrellada (C). Segunda fila (A´-C´) Marcaje 
para para GFAP.  Tercera fila (A´´-C'') colocalización de las señales para GABAρ1 y GFAP. La 

tinción nuclear se realizó con DAPI.  Las barras equivalen a 20m. 

 

 

7.4. Distribución de GABAρ2 en cultivos primarios de astrocitos. 

 

En cuanto a GABAρ2 se refiere, encontramos que se presenta en un 70.0±4.97% 

de las células en cultivo, las cuales  son tambiénGFAP positivas, GABA2 se presenta 

en mayor proporción en la región perinuclear y en los procesos distales de los astrocitos 

(Fig. 10). 
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Figura 10. Inmunoreactividad para GABAρ2 en cultivos primarios de astrocitos del 
cerebelo de ratón. A, B. Doble inmunocitofluorescencia para GABAρ2 y GFAP. C.  Tinción 
nuclear con DAPI. D. Colocalización de las señales para  GABAρ2 y GFAP (cabezas de flecha). 
E. Gráfica que indica el porcentaje de células inmunopositivas para  GFAP y a  GABAρ2 
(promedio de 450 células de cada cultivo, 3 cultivos independientes). Las barras equivalen a 

50m.  

 

GABAρ2 se distribuye principalmente en la región perinuclear y en los procesos 

distales de los astrocitos (Fig. 11). 
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Figura 11. Patrón de expresión de la subunidad GABAρ2. Las imágenes ilustran los 
resultados de la doble inmunocitofluorescencia para GABAρ2 y GFAP en células con morfología 
plana (A) somas poligonales con  algunos procesos (B) y estrellada (C).  En la primera fila (A´-
C´) GABAρ2; en la segunda fila (A´-C´) la inmunoreactividad 
a GFAP de las tres diferentes morfologías analizadas y en la última fila (A´´-C´´) la 
colocalización de las señales obtenidas para GABAρ2 y GFAP, la tinción nuclear de las células 

se realizó con DAPI. Las barras equivalen a 20m. 

 

 

7.5. Propiedades electrofisiológicas de receptores a GABA de los astrocitos en 

cultivo. 

 

7.5.1. Corrientes dependientes de voltaje en astrocitos en cultivo. 

 

Las células gliales se caracterizan por su alta permeabilidad a potasio que es 

favorecida por la expresión de canales iónicos selectivos para este ión (Ransom y 

Kettenmann, 1990). En nuestros cultivos primarios de astrocitos de cerebelo 
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identificamos tres tipos de corrientes salientes que con base a sus propiedades 

cinéticas corresponden a: 1)  una corriente con rectificación retardada (KDR), 2) otra que 

presenta activación transitoria (KA) y 3) una que presenta una mezcla de ambas. Las 

tres corrientes son activadas cuando se aplica un prepulso hiperpolarizante de -110 mV 

y enseguida pulsos de voltaje despolarizantes (ver métodos).  

 

La corriente tipo KA fue dominante en un 50% del total de las células registradas 

(n=60). La combinación de las corrientes tipo KDR y KA se presentó en un 31% del total 

de las células registradas (n=60). KDR fue la corriente dominante en el 19% del total de 

las células registradas (n=60) (Fig. 12A, B y C). Las relaciones corriente-voltaje (I-V) 

obtenidas nos indican que las respuestas están dadas por corrientes salientes, y su 

activación se efectúa alrededor de los -40mV (Fig. 12D). 

 

 

Figura 12. Corrientes dependientes de voltaje en astrocitos en cultivo. A. Corriente con 
mayor componente de corriente KA. B. Corriente tipo KDR con componente de corriente KA. C. 
Corriente tipo KDR. D. Relación I-V de A, B y C. E. Porcentaje de ocurrencia de las corrientes de 
K+ en astrocitos en cultivo. n=60 (Protocolo de activación en trazo de arriba). 
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7.5.2. Respuestas mediadas por GABA en astrocitos en cultivo. 

 

Los estudios de control de voltaje en la configuración de la célula completa nos 

permitieron investigar las propiedades funcionales de las respuestas a GABA en los 

cultivos primarios de astrocitos. Nuestro primer objetivo fue determinar la concentración 

de GABA necesaria para obtener una corriente del 50% de la amplitud máxima (EC50), 

para ello las células registradas fueron fijadas a un voltaje de -60mV y se aplicaron 

diferentes concentraciones de GABA (en M): 0, 10, 20, 30, 50, 100 y 250, por 30s.  La 

amplitud de la corrientes registradas se graficó en función de las distintas 

concentraciones de GABA (Fig. 13A). Los datos nos permitieron estimar una EC50 de 52 

± 11.8M (Fig. 13B).  

 

              

Figura 13. Respuestas a GABA en astrocitos en cultivo. A. Respuestas a diferentes 

concentraciones de GABA (10, 20, 30, 50, 100, 250M). B. La curva concentración-respuesta 

de GABA fue ajustada a un modelo sigmoideo y se estimó una EC50 de 52.2 ± 11.8M. Los 
valores son el promedio de 5 datos para cada concentración ± error estándar. 
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Los datos muestran que la activación de los receptores GABA en astrocitos es 

dependiente de la concentración, activando corrientes entrantes tras la aplicación de 

GABA (a partir de [10 M]). La máxima amplitud (1046.7 ± 67.1pA) se alcanzó 

aplicando GABA (100 M) (Fig. 13A). Las corrientes generadas con GABA (50M, 

100M y 250M) presentan dos componentes de inactivación: uno rápido y otro lento. 

 

7.5.3. Estimación de la desensibilización de los receptores GABAA expresados en 

astrocitos en cultivo. 

 

 Con el fin de determinar el grado de desensibilización de los  receptores GABAA 

en los astrocitos, se realizaron cinco aplicaciones de GABA (50M), en la solución 

extracelular, con lavados de 7 min. entre cada aplicación. Con los datos obtenidos 

elaboramos una curva de desensibilización, en la cual observamos que la amplitud de 

la respuesta disminuye con respecto al número de aplicaciones de GABA. 

Específicamente se determinó que existe una disminución del 59.6 ± 22.3% de la 

corriente después de una segunda aplicación de GABA [50M] (Fig. 14). Debido a ello y 

con el fin de evitar la desensibilización de los receptores, los siguientes experimentos 

se realizaron sin previa aplicación del GABA. 
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Figura 14. Curva de desensibilización a GABA en astrocitos en cultivo. A. Curva de 
desensibilización muestra que la amplitud de las corrientes activadas por GABA disminuye de 
manera proporcional al número de aplicaciones del agonista; tras la segunda aplicación de 
GABA, la amplitud de las corrientes disminuye en un 59.62 ± 22.27%. B. Ampliación del 

recuadro rojo en A. Muestra una respuesta a GABA (50M) con una cinética de inactivación 
lenta, en comparación a las anteriores aplicaciones. Los asteriscos indican diferencias 
significativas determinadas mediante ANOVA de una vía (p= 1.88201E-4) y prueba LSD de 
Fisher (*p˂0.05). 



 

34 

 

7.5.4. Caracterización farmacológica de los receptores a GABA en astrocitos en cultivo. 

 

Con el fin de determinar si las respuestas generadas tras la aplicación de GABA 

son mediadas por la activación del receptor GABAA, se utilizó la bicuculina, antagonista 

selectivo de estos  receptores. Sin previa aplicación de GABA (50M), se adicionó a la 

solución extracelular bicuculina [100M] y GABA [50M]. Esto produjo una inhibición del 

90.5 ± 3.7% (Fig. 15B y F) de las respuesta de GABA [50M] (Fig. 15A y F). Con ello, 

se comprobó que las respuestas generadas por GABA son mediadas por la activación 

de los receptores GABAA. Sin embargo, como podemos apreciar en la figura 15B, existe 

una corriente que persiste después de la aplicación de bicuculina (100M), la cual 

pudiera deberse a la activación de GABA. Para caracterizar este componente, se 

adicionó además del GABA [50M] y la bicuculina (100M), TPMPA [10M], 

antagonista selectivo de los receptores GABA.Este coctel farmacológico produjo una 

inhibición de las respuestas a GABA del 99.1 ± 0.3% (Fig. 15C y F), sugiriendo así, la 

participación activa de los receptores GABAen la generación de respuestas a GABA. 

 

En otro grupo de experimentos se evaluó el efecto antagonista de la picrotoxina 

(PTX) sobre las respuestas a GABA. Al agregar en el medio PTX [100M], las 

corrientes a GABA [50M] (Fig. 15D) se bloquearon en un  69.9 ± 8.6% (Fig. 15 E y F), 

quedando al igual que con bicuculina una corriente persistente que no es bloqueada. En 

conjunto, estos datos demostraban la presencia de una corriente insensible a los 

antagonistas clásicos del receptor GABAA.  
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Figura 15. Efecto de antagonistas sobre las corrientes mediadas por GABA en astrocitos 

en cultivo. A y D. Respuestas a GABA 50M. B. Aplicación de bicuculina [100M] disminuye 

parcialmente (90.5±3.7%) las respuestas mediadas por GABA [50M] (en azúl). C. Bicuculina 

[100M] y TPMPA [10M] elimina en un (99.1±0.3%) la corriente que persiste al aplicar 

bicuculina [100M]. E. Picrotoxina [100M] bloquea parcialmente (69.9±8.6%) las respuestas 

mediadas por GABA [50M]. F. Gráfica de corrientes normalizadas generadas tras la aplicación 

de los diferentes fármacos. En azul: aplicación de GABA [50M]; en rojo: aplicación de 

bicuculina [100M]; en verde: aplicación de bicuculina [100M] y TPMPA [10M] y en gris: 

aplicación de PTX [100M]. Para cada fármaco se realizó una n=6. Asteriscos indican 
diferencias significativas entre los fármacos con el control, determinadas mediante ANOVA de 
una vía (p=3.638E-8) y prueba de Dunnett  (***p˂0.05).  

 

 

7.5.5. Curva de inhibición dosis-respuesta del TPMPA sobre las respuestas de GABA 

(50M).  

 

 Una vez que se determinó que existía un componente de la corriente a GABA 

que era sensible a TPMPA se procedió a estimar la concentración necesaria para inhibir 

el 50% de la respuesta (IC50). Las corrientes de GABA (50 M) se obtuvieron en 

ausencia o presencia de distintas concentraciones de TPMPA (5, 7, 10, 50, 100 y 

200M) (previa incubación de TPMPA por 20 segundos)   (Fig. 16). Nuestros resultados 
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muestran que el TPMPA inhibe de forma dosis-dependiente las corrientes generadas 

por GABA (IC50=5.9 ± 0.6M). 

 

 

Figura 16. Curva de inhibición de TPMPA sobre las respuestas a GABA (50 M).  

Respuestas mediadas por GABA [50 M] en presencia de TPMPA (0, 5, 10, 50, 100, 250 M). 
 

 

Con esta serie de experimentos se demuestra la expresión funcional de GABAρ 

que sumado a los datos de RT-PCR e inmunocitofluorescencia señalan la participación 

de GABAρ1 y GABAρ2 en la activación de las corrientes generadas al aplicar GABA. 
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8. DISCUSIÓN 

 

En el presente estudio mostramos evidencias que apoyan la hipótesis que los 

astrocitos en cultivo expresan las subunidades GABAρ. Nuestros resultados indican la 

expresión de los transcritos y de proteínas de GABAρ1 y GABAρ2 en los astrocitos en 

cultivo. Los estudios de inmunocitofluorescencia sugieren que GABAρ se encuentra en 

más de la mitad (60-70%) de las células GFAP+ en cultivo. GABA1 y GABA2 se 

localizan de manera específica en las zonas distales de los procesos y de manera 

difusa en los somas. Distribución similar a la que presenta la construcción quimérica 

GABA2-GFP en los astrocitos en cultivo (Información suplementaria).  Esto, concuerda 

con que la síntesis y el ensamble de los receptores GABAA se llevan a cabo en el 

retículo endoplásmico, alrededor del núcleo (Charych et al., 2004; Connolly et al., 1996; 

Connolly et al., 1999; Matthias Kneussel, 2002). Por otra parte, sabemos que los 

procesos gliales son elementos estructurales que se asocian con los compartimentos 

pre y postsinápticos; tomando esto en cuenta, la localización específica de GABA en 

las terminales de los procesos gliales podría ser requerida en su papel fundamental en 

el procesamiento de la información sináptica (Reichenbach et al., 2010). Un  ejemplo de 

la modulación sináptica por parte de células gliales, es la presencia de los receptores 

GABAA en los procesos de la glía de Bergmman, los cuales se encuentran envolviendo 

los somas de las células de Purkinje, las dendritas y algunas espinas dendríticas 

(Mϋller, 1994, Riquelme et al., 2002).  

 

La primera evidencia sobre la expresión funcional de los receptores GABAA  en 

astrocitos, se demostró en células en cultivo (Kettenmann et al., 1984; Kettenmann y 

Schachner, 1985; Fraser et al., 1994). En estos estudios se describió que estos 

receptores presentan conductancias y cinéticas de activación similares a los que se 

expresan en neuronas, pero con diferencias en la modulación por benzodiacepinas. 

(Bormann y Kettenmann, 1988; Rosewater y Sontheimer 1994). Sugiriendo con ello, 

que en astrocitos, los receptores GABAA están conformados por subunidades 

específicas. Hasta el momento se ha identificado la expresión funcional de las 

subunidades 1 y 1 en astrocitos de hipocampo (Fraser et al., 1995), y de las 
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subunidades 2 y 1 en la glía de Bergmann (Riquelme et al., 2002). Sin embargo, se 

desconocía la expresión funcional de la subunidad GABAρ en la glía. Nuestro estudio 

demuestra que GABAρ se expresa y es funcional en cultivos primarios de astrocitos de 

cerebelo.   

 

Al igual que estudios previos en cultivos primarios de astrocitos (Bormann et al., 

1998), encontramos que las corrientes generadas por la administración de GABA son 

dependientes de la concentración del agonista. De esta forma, determinamos que el 

valor de la EC50 es de 52M, valor cercano al estimado previamente para los receptores 

GABAA  en cultivos primarios de astrocitos (30 M) (Bormann et al., 1998). Algo que 

llamó nuestra atención fue que la aplicación extracelular de bajas concentraciones 

(rango de 10 a 30 M) de GABA generó corrientes con una cinética de inactivación 

lenta, mientras que a concentraciones altas (a partir de 50 M) se observaron dos 

cinéticas de inactivación: una transitoria (rápida) y otra lenta. Una hipótesis para 

explicar este comportamiento es que la inactivación lenta corresponde a los receptores 

GABAρ, ya que a diferencia de los GABAA,  estos no se desensibilizan en presencia del 

agonista (Polenzani et al., 1991). En relación a este último punto, nuestros datos 

obtenidos tras varias aplicaciones de GABA (50M) son consistentes, ya que 

encontramos que una parte de las corrientes mediadas por GABA disminuyen en la 

segunda aplicación de GABA. Sin embargo tras la cuarta y quinta aplicación, la 

disminución de las corrientes no es significativa. Sugiriendo así, la presencia de un 

componente que no sufre desensibilización al agonista, el cual podría corresponder a 

GABA. 

 

En apoyo a este argumento nuestros datos muestran que las corrientes 

activadas por GABA (50M) no son totalmente inhibidas con bicuculina (100M), 

antagonista selectivo de los receptores GABAA. La misma corriente remanente se 

observó tras la aplicación de picrotoxina (100 M), bloqueador selectivo de los mismos 

receptores, lo que sugiere, la expresión funcional de GABA. En este sentido, 

Polenzani y colaboradores (1991), describieron que el RNA extraído de retina, expresa 

receptores GABAA, los cuales a pesar de ser activados por GABA, son insensibles a 
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bicuculina y parcialmente bloqueados con picrotoxina, además de que las corrientes de 

Cl- generadas tras su activación presentaron baja desensibilización. Este hecho sugirió 

la presencia de receptores a GABA con diferentes propiedades farmacológicas a las 

conocidas para los receptores GABAA, y que se definieron como GABA (Polenzani et 

al 1991, Woodward et al 1992, 1993). Más tarde se describieron características 

similares en las neuronas bipolares de retina y la expresión funcional de los receptores 

GABA en este tipo celular fue demostrada (Feisgenspan y Borman, 1994).   

 

 Para evaluar la posibilidad de que GABA se encuentra formando parte de los 

receptores funcionales a GABA expresados en los astrocitos en cultivo, estudiamos el 

efecto del TPMPA, principal antagonista de GABA(Ragozzino et al., 1996). Una 

propuesta del presente trabajo es que los receptores de los astrocitos en cultivo forman 

heteropentaméros que incluyen a GABA, ya que, GABA puede ensamblarse a 

manera de heterómeros con otras subunidades de los receptores GABAA en neuronas 

de Purkinje (Harvey et al., 2006). Para evaluar esta posibilidad aplicamos el TPMPA a 

una concentración alta (100 M) y encontramos que existe una inhibición parcial (81.0 ± 

5.9) de las respuestas mediadas por GABA (50 M), quedando un pequeño porcentaje 

de corriente insensible al TPMPA. Este dato, aunado al hecho de que ni la bicuculina 

(100 M), ni la picrotoxina (100 M) bloquean en su totalidad las respuestas a GABA, 

sugiere que los receptores GABAA al igual que en las neuronas de Purkinje podrían 

estar ensamblados a manera de heteropentámeros (Harvey et al., 2006) en los 

astrocitos en cultivo. La segunda posibilidad es que GABA se encuentre formando 

homopentámeros, como lo hace tanto al expresarlos de manera heteróloga en ovocitos 

de X. laevis como en retina (Connaughton et al., 2005; Enz y Cutting, 1999; Polenzani 

et al., 1991; Quian y Dowling, 1995; Woodward et al., 1992; Woodward et al., 1993). 

Con el fin de explorar esta alternativa, y debido a que los receptores homoméricos de 

GABA presentan una mayor sensibilidad al TPMPA que los heteroméricos, aplicamos 

este fármaco a menor concentración (10 M). Nuestros datos mostraron una inhibición 

parcial de las respuestas a GABA (77.2 ± 10.2%). Esto sugiere que los receptores a 

GABA que expresan los astrocitos en cultivo son sensibles al TPMPA aún a bajas 

concentraciones y con ello apoya la posibilidad de que se formen también receptores 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Connaughton%20VP%22%5BAuthor%5D
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GABA homoméricos. Finalmente y para determinar la sensibilidad al TPMPA de los 

receptores a GABA en astrocitos, se realizó una curva dosis-respuesta y de acuerdo a 

ella se determinó que la IC50 del fármaco es de 5.9 ± 6.9 M. Este valor se asemeja al 

reportado para los receptores GABA expresados en ovocitos (IC50 = 0.7 a 4M), lo que  

sugiere que los receptores a GABA en astrocitos son sensibles al TPMPA. Sin embargo 

la concentración requerida para inhibir el cincuenta por ciento de las respuestas es 

mayor en comparación a las reportadas para receptores GABA homoméricos (Chebib, 

2004; Martinez-Martínez et al., 2003;  Polenzani et al., 1991; Ragozzino et al., 1996). 

 

Tomando en cuenta todos estos datos, podemos afirmar que los astrocitos de 

cerebelo de ratón en cultivo expresan receptores a GABA con propiedades 

farmacológicas que implican la participación de GABAρ. Nuestros datos también 

sugieren tres posibilidades: 1) la formación de homómeros GABAy receptores 

clásicos, 2) la formación de heterómeros GABAA/GABAρ y 3) la presencia de receptores 

GABAA clásicos. En estudios previos, la hipótesis sobre la expresión de receptores 

híbridos conformados por las subunidades 1, 1 y 2, fue apoyada por estudios de 

inmunohistoquimica, en los que se determinó que dichas subunidades co-expresan en 

una misma neurona, además de que ensayos de co-inmunoprecipitación demostraron 

que las tres subunidades se asocian físicamente, muy posiblemente formando 

heteropentámeros funcionales (Milligan et al, 2004). A diferencia de estos datos, 

nuestros resultados no nos permiten determinar con precisión si GABAse encuentra 

formando heterómeros con las subunidades de los receptores GABAA, o bien, si existe 

una población de células que expresan de manera independiente ambos tipos de 

receptores.  

 

Este estudio podría enriquecerse con técnicas de co-inmunoprecipitación para 

determinar si la asociación de GABAρ con alguna subunidad del receptor GABAA se 

presenta, o bien que GABAρ solo forme homómeros. Otra propuesta sería, investigar la 

función de las células GFAP+ que expresan la subunidad GABAρ. Empleando ingeniería 

genética se podrían diseñar ratones Knock out para GABA en células GFAP+, con el 
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fin de evaluar si se ve afectada la transmisión GABAérgicas en el cerebelo al 

comprometerse su expresión.  

 

Es importante mencionar que, la mayoría de las células gliales, incluyendo los 

astrocitos, expresan receptores funcionales a GABA tanto metabotrópicos como 

ionotrópicos. Los mecanismos de señalización que permiten la activación de estos 

receptores, son probablemente tan complejos como los descritos en las neuronas. 

Estos mecanismos involucran la trasmisión sináptica y la extrasináptica. Una propuesta 

de ello es, que al activarse los receptores GABAA en astrocitos, se generan 

despolarizaciones que provocan elevaciones de Ca2+ intracelular, mediadas por la 

activación de canales de calcio dependientes de voltaje (VGCCs) (Bernstein et al., 

1996., Fraser et al., 1995., Meier et al., 2008; Nilsson et al., 1993). Estas elevaciones de 

Ca2+ son la forma de excitabilidad que se encuentra en los astrocitos para integrar la 

actividad neuronal  (Perea et al., 2009). Por tanto, las despolarizaciones mediadas por 

GABA podrían ser la manera en la que las neuronas influencian la actividad astrocítica. 

Como consecuencia de la actividad astrocítica, los astrocitos retroalimentan a las 

neuronas por medio de la liberación de GABA no vesiculado (Lee et al., 2010). Aunque 

los mecanismos de señalización mediados por el GABA en las células gliales aún no se 

conocen del todo, y tampoco se han podido descifrar todas las funciones 

desempeñadas por la señalización GABAérgica en las interacciones neurona-glia, se 

sugiere, que la activación de receptores a GABA en células gliales, modula funciones 

importantes del cerebro, tales como la actividad neuronal (Barres, 2008., Benedetti, 

2011), la diferenciación tanto astrocítica como neuronal (Matsutani y Yamamoto, 1997., 

Mong et al., 2002., Runquist y Alonso, 2003., Tozuka et al., 2005), la mielinización y la 

neuroprotección (Angúlo, 2011., Barres, 2008).  
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9. CONCLUSIONES. 

 

1. Los astrocitos en cultivo expresan el transcrito que codifica para las subunidades 

GABAρ1 y GABAρ2.  

2. Las subunidades GABAρ1 y GABAρ2 se encuentran en los astrocitos en cultivo 

distribuidos principalmente en el soma y en algunos procesos distales. 

3. La activación de los receptores GABAA es dependientes de la concentración de 

GABA y presentan una EC50 de 52M. 

4. Las respuestas a GABA son inhibidas parcialmente por bicuculina [100 M] y 

picrotoxina [100 M](90.5 ± 3.7% y 66.9 ± 8.6%, respectivamente). La 

coaplicación de bicuclina [100 M] y TPMPA [10 M] bloquea la respuesta a 

GABA en un 99.1 ± 8.6%. Esto sugiere, que los receptores GABA median parte 

de las respuestas a GABA.  

5. La inhibición de las corrientes a GABA es dependiente de la concentración de 

TPMPA (IC50= 5.9 ± 6.9 M). 
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13. INFORMACIÓN SUPLEMENTARIA 

 

Expresión de GABA2-GFP por medio de Infección adenoviral de cultivos 

primarios de astrocitos  

 

Con el fin de dilucidar el tráfico de GABA2, se construyó un vector adenoviral 

que lleva la fusión de los genes que codifican para la proteína verde fluorescente (GFP) 

y para GABA2. Tras infectar los astrocitos en cultivo con el adenovirus que porta la 

quimera GABA2-GFP (Fig. 17S-A), encontramos que el tamaño de los cúmulos de 

GABA2-GFP miden ~100nm de diámetro, tamaño similar a otras proteínas 

transportadas en vesículas en astrocitos (Crippa et al., 2006., Potokar et al., 2005) y se 

encuentran distribuidos mayoritariamente en el soma (37±8 cúmulos) y en menor 

proporción en los procesos (9±4 cúmulos) (Fig. 17S-C). La mayoría de los cúmulos de 

GABA2-GFP no muestran un direccionamiento selectivo, comportamiento similar al de 

los receptores CBR1 (Osborne et al., 2009) en astrocitos (Martínez-Delgado et al., 

2011). Estos resultados señalan que GABA2 se encuentra principalmente en los 

somas como pequeños cúmulos estáticos cuyo desplazamiento es inferior a 1 m/s. 
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Figura 17S. Distribución de la proteína quimérica GABA2-GFP en astrocitos en cultivo. 

A. Expresión de GABA2-GFP. B. Expresión de GFP. A´y B´. Imágenes en contraste de 
interferencia (DIC) de las correspondientes células. C. Distribución de los cúmulos de 

fluorescencia de GABA2-GFP a lo largo de los procesos astrocíticos (Tomado de Martínez-
Delgado et al., 2011).  
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