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1 Neurotransmisión GABAérgica

El ácido T—aminobutirico (GABA) es uno de los más

importantes neurotransmisores inhibitorios del Sistema

Nervioso Central de vertebrados. Se estima que

aproximadamente el 30 % de todas las sinapsis usan al GABA

comoneurotransmisor.

El GABAes sintetizado a partir del ácido glutámico por

la enzima glutámico-decarboxilasa (GAD)en una subpoblación

de neuronas llamadas GABAérgicas (Fig. 1). El GABA se

almacena en vesículas sinápticas situadas en el terminal

nervioso y se libera por exooitosis a la hendidura sináptica

cuando el potencial de acción generado en el cuerpo neuronal

alcanza el terminal. La inactivación del GABAse produce por

recaptación, mediante transporte activo, en los terminales de

neuronas GABAérgicas y en células gliales donde es

metabolizado via transaminación. El GABAliberado a la

hendidura sináptica interactúa con el receptor GABAérgico

ubicado en la membranapostsináptica.



Existen al menos dos tipos de receptores GABAérgicos,

llamados GABAAy GABABrespectivamente. Estos receptores

difieren en su afinidad por agonistas y antagonistas

GABAérgicosasi como en el mecanismo transductor de señal al

cual están acoplados (Feltz y col., 1987).

El receptor GABAAes un receptor ionotrópico ya que está

acoplado a un canal de Cl- y la activación del receptor por

medio de la unión del GABAproduce un cambio conformacional

del receptor que da comoresultado la apertura del canal. En

ausencia del GABAel canal se encuentra cerrado.

El receptor GABAB,en cambio, es un receptor de tipo

metabotrópico pues parece estar asociado a canales de Ca2+ o

K+a través de un sistema que involucra segundos mensajeros.

Este tipo de receptor no es de interés para el estudio del

receptor benzodiazepinico (BZD)pues las benzodiazepinas (BZ)

no interactúan con él.

El receptor BZDes parte integral de 1a mayoria o todos

los receptores GABAA,constituyendo un sitio modulatorio

alostérico. En efecto, las BZ aumentan la frecuencia de

apertura del canal de Cl- en presencia de GABAmientras que

en ausencia de éste no presentan ningún efecto sobre la

conductancia del ión. De este modo las BZ actúan facilitando

la acción inhibitoria del GABA.



Los receptores BZD tienen una gran importancia

farmacológica ya que existe una estrecha correlación entre la

actividad ansiolítica, anticonvulsivante y relajante muscular
de las BZy su capacidad para inhibir la unión especifica de

[SHJDiazepam o [3H]Flunitrazepam ([SHJFNZ) (Mackerer y 001.,

1978; Speth y col., 1978).

Diferentes evidencias sugieren que los receptores BZD

estarian involucrados en procesos fisiológicos. Las mismas

incluyen la especificidad de la unión de alta afinidad de las

BZ en el tejido cerebral (Braestrup y Squires, 1977), la

distribución regional de esta unión (Braestrup y col., 1977;

Zezula y col., 1988), la especificidad filogenética de los

receptores BZD(Nielsen y col., 1978) y la habilidad del GABA

de aumentar la afinidad de las BZ por sus sitios receptores

(Briley y Langer, 1978; Martin y Candy, 1978; Tallman y col.,

1978; Chiu y Rosenberg, 1979; Karobath y Sperk, 1979; Fong y

col., 1983; Mitchell y Wilson, 1983).

Además del sitio receptor BZD asociado al receptor

GABAA,llamado central, existe otro tipo de sitio receptor

BZD, el sitio periférico, farmacológicamente distinto del

primero. El sitio periférico se halla presente en células no
neuronales dentro del Sistema Nervioso Central (células

gliales y otros elementos) y en tejidos no nerviosos. Su



función fisiológica no se conoce completamente (Villiger,

1985; Anholt y col., 1986).

Existen además otros sitios modulatorios en el complejo

receptor GABAAsobre los cuales actúan diferentes drogas

tales como convulsivantes (Ticku y col., 1978; Olsen y Leeb

Lundberg, 1981), el agente antielmintico avermectina Bla

(Supavilai y Karobath, 1981; Olsen y Snowman. 1985), algunos

esteroides (Gee y col., 1987), ciertas pirazolopiridinas
(Ticku y Davis, 1982) y barbitúricos (Trifiletti y col.,

1985). Los barbitúricos, a diferencia de las BZ, facilitan la

acción inhibitoria del GABAprolongando el tiempo durante el

cual el canal iónico permanece abierto. Todos estos sitios

interactúan alostéricamente entre si indicando que el

receptor GABAA—BZes una estructura molecular compleja

regulada en forma múltiple (Fig 2).
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2 Estructura molecular del complejo receptor GABA/BZ

En los primeros trabajos de análisis de la composición

del complejo GABAA-BZse encontraron dos subunidades

proteicas, a y B respectivamente, formando parte del complejo

(Sigel y 001., 1983). El sitio de unión de las BZ estaria

localizado en la subunidad a, en tanto que el sitio de unión

del GABAse encontraría presente en la subunidad B (Casalotti

y col., 1986).

Se determinó la secuencia de amininoácidos de estas dos

subunidades y se clonaron los genes que las codifican

(Schofield y 001., 1987).

A partir de estos estudios se propuso inicialmente una

estructura tetramérica para el complejo receptor constituida

por dos subunidades c1 y dos subunidades B (Sigel y col.,

1983).

Más recientemente se encontraron dos subunidades

adicionales, llamadas T y 6 (Shivers y col., 1989). La

subunidad T seria necesaria para la expresión del efecto

modulatorio de las BZ (Pritchett y 001., 1989b). La

estructura probable del comlejo GABAA/BZseria de tipo

pentamérica con la siguiente composición: 2(a),2(B),1(x),



siendo x la subunidad T o 6 (Shivers y 001., 1989; Schofield,

1989).

Estas subunidades presentan regiones homólogas de

importancia y caracteristicas estructurales semejantes:
segmentos de transmembrana, sitios de glicosilación,

ubicación del sitio receptor en la región amino terminal, etc

(Fig. 3).

La complejidad del análisis estructural aumenta con el

hallazgo de diferentes subtipos de cada subunidad. En efecto

han sido encontradas las subunidades ai-ae, Bi-Ba, T1 y T2

(Schofield y 001., 1987; Fuchs y col., 1988; Fuchs y

Sieghart, 1989; Olsen y col., 1990; Endo y Olsen, 1991). Esta

heterogeneidad de subunidades indicaria la existencia de

diferentes combinaciones de las mismas formando por lo tanto

distintos complejos GABAA/BZ.
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3 Ontogénesis y plasticidad del receptor BZD

3.1 Via visual del pollo

La ruta visual del pollo ha sido esquematizada en la

Fig. 4.

Los mensajes provenientes de los elementos fotosensibles

de la retina, los bastones y los conos, atraviesan. dos a

cuatro sinapsis relacionándose con otros tipos de células

retinianas antes de arribar a las células ganglionares. Los

axones de las células ganglionares se empaquetan entre si

formando el nervio óptico. Las fibras del nervio óptico se

dirigen hacia los lóbulos ópticos donde forman sinapsis. Las

células del lóbulo óptico envian, a su vez, sus axones hacia

centros visuales superiores.
Como resultado del entrecruzamiento de los nervios

ópticos en el quiasma óptico, cada lóbulo óptico recibe la

mayorparte de las aferencias del odo contralateral.
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3.2 El lóbulo óptico de pollo: modelo experimental de
desarrollo

El lóbulo óptico de pollo es un modelo atractivo para el

estudio del desarrollo del sistema visual por las siguientes
razones:

1) Es una estructura laminada (15 capas), lo cual es de

interés para estudios citoarquitectónicos y de factores
involucrados en la regulación de la proliferación y migración
celular en el Sistema Nervioso.

2) Existe una representación notablemente precisa de la

retina en la superficie del lóbulo óptico y por lo tanto es

un sistema apropiado para el análisis de los patrones de

conexión durante el desarrollo embrionario.

3) Recibe su principal proyección aferente del ojo

contralateral, siendo ideal para investigar el efecto de la
de-aferentación sobre 1a proliferación, diferenciación,

migración y mantenimiento celular.
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4) Hay abundante información sobre el desarrollo ontogenético

del lóbulo óptico de pollo y por consiguiente es posible

correlacionar la ontogénesis de diferentes componentes

sinápticos, tales comolos receptores sinápticos, con la de
otros elementos neuronales.

El desarrollo embrionario del lóbulo óptico de pollo

puede dividirse en tres fases principales (La Vail y Cowan,

1971):

En este periodo la proliferación celular es máxima.

El lóbulo óptico esta constituido por el epitelio neural

original y por células que se diferenciaron tempranamente

localizadas externamente a esta capa.

2o Euge (entre ¡QE días 5 a ¡2 de incubación].

Está caracterizada por la migración a partir del

epitelio neural de gran númerode células diferenciadas.

En particular en el dia 12 de incubación los eventos

principales son los siguientes:
i) Cesa la proliferación celular.
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ii) Las 6 capas principales y la mayoria de las subdivisiones

de estas capas son identificables.

iii) Las fibras retinales han invadido todas las regiones del

lóbulo óptico.

iv) Hasta el dia 12 el lóbulo óptico es completamente

independiente de influencias tróficas del ojo. A partir del
día 12 o 14 de incubación cuando se remueve la vesícula o

copa óptica unilateral de los embriones de pollo se produce

una atrofia neuronal progresiva en el lóbulo óptico.

ao Euge (entre e] día ¡2 de incubación ME] nacimiento).

Se produce un crecimiento celular en todas las capas y

se completa la diferenciación citoarquitectónica de todas las

regiones del lóbulo óptico.

Los dias 17-18 de incubación son críticos para el

desarrollo de las conexiones retinales y de otras conexiones

sinápticas pues es el momentoen el cual puede ser registrada

en el lóbulo óptico la primera respuesta fótica evocada. En

dicho momento se establecerian los contactos sinápticos

funcionales entre las fibras retinales y las células del

lóbulo óptico.

La. maduración de las neuronas, el crecimiento de sus

procesos y el establecimiento de conexiones sinápticas
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definitivas dentro del lóbulo óptico continúan probablemente

durante algún tiempo más, posterior al nacimiento.

El GABAcumple un rol inhibitorio en la vía visual de

una diversidad de vertebrados (Graham, 1972). Estudios

electrofisiológicos han demostrado la importancia del sistema

GABAérgicoen los circuitos locales del lóbulo óptico de

pollo (Cuenody Streit, 1980).

En trabajos previos han sido descriptos los patrones de

desarrollo de los sitios receptores GABAérgicos(Flores y

col., 1986; Rios y col., 1987) y de la enzima que cataliza la

formación del GABA,GAD(González y col., 1990), en el lóbulo

óptico de pollo como marcadores bioquímicos de la maduración

sináptica. Los sitios receptores GABAérgicos aumentan

notablemente desde el día 12 prenatal hasta el día 6

postnatal y a partir de este estadio se produce un descenso y
estabilización hasta alcanzar los valores del adulto

alrededor del día 18 postnatal. Ha sido comprobada, además,

la existencia de dos poblaciones de sitios receptores

GABAérgicos que aparecen en diferentes estadios del

desarrollo (Flores y col., 1986). En efecto, en los primeros

estadios del desarrollo embrionario (días ll a 16 prenatales)

sólo se halla presente el sitio de baja afinidad y recién a
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partir de los dias 16-17 prenatales se encuentran ambos

sitios presentes.
El perfil de desarrollo de la enzima de sintesis del

neurotransmisor también presenta un periodo transitorio de

máximaactividad pero alrededor de los dias 2-3 postnatales.

Estos resultados sugieren que la umduración bioquímica

de las sinapsis continúa durante algún tiempo más después del

nacimiento, es decir luego del establecimiento de los
contactos neuronales.

La existencia de receptores BZDha sido revelada en

diferentes áreas visuales del Sistema Nervioso (Sieghart y

001., 1982; Zarbin y 001., 1986; Schliebs y col., 1987) con

propiedades farmacológicas bastante similares a las exhibidas

por estos receptores en otras áreas (Braestrup 3! Nielsen,

1978; Tehrani y Barnes, 1986; Borden y 001., 1987).

Numerosostrabajos han descripto la presencia de sitios

receptores BZDde alta afinidad durante el desarrollo del

Sistema Nervioso Central de vertebrados (Palacios y 001.,

1979; Regan y 001., 1980; Sher, 1983; Mehta y Ticku, 1988;

Robbins e Ikeda, 1989; Reichelt y col., 1991) incluyendo las

aves (Altstein y 001., 1981; Chan y 001., 1983; Batuecas y

col., 1987). Un alto porcentaje de sitios receptores BZDse

expresa en estadios tempranos del desarrollo del cerebro de
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rata en relación a otros receptores neuronales cuyos perfiles

ontogenéticos han sido estudiados (Candyy Martin, 1979).

Estudios recientes han revelado que el agregado “in

vitro" de diazepam produce un aumento en la unión especifica

del [3HJGABAal sitio de baja afinidad en el lóbulo óptico de

pollo (Fiszer de Plazas y Mitridate de Novara, 1990). Este

efecto es mayor en estadios embrionarios y disminuye

gradualmente a lo largo del desarrollo. Este aumento es

debido a cambios en la afinidad del receptor mientras que el

número máximo de sitios permanece inalterado. Estos

resultados sugieren que sólo los sitios receptores

GABAérgicos de baja afinidad estarian asociados a los

receptores BZD. También se ha demostrado en diferentes áreas

del Sistema Nervioso de vertebrados que el agregado de GABA

produce un aumento, edad-dependiente, en la afinidad de las

BZ por su sitio receptor (Mallorga sr col., 1980; Daval y

001., 1991).

En el presente trabajo se estudiaron las características

farmacológicas y el perfil ontogenético del receptor BZDen

el lóbulo óptico de pollo. Los datos obtenidos permitieron

establecer una correlación temporal entre los diferentes

componentes del sistema GABAérgico.
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3.3 Heterogeneidadde sitios receptores

Mientras los primeros estudios sobre los sitios de unión

especifica de las BZ en el Sistema Nervioso Central

describian la existencia de una población homogénea de

receptores (de tipo central) (Braestrup y Squires, 1977;

Móhler y Okada, 1977) evidencias posteriores sugieren la

presencia de al menos dos tipos de receptores BZDdistintos,

definidos como tipo I (BZDl o Wi) y tipo II (BZD2 o W2)

(Regan y col., 1981; Hunt, 1982; Lippa y col., 1982; Dubnick

y col., 1983; Squires, 1983; Langer y Arbilla, 1990).

Esta heterogeneidad de receptores fue inicialmente

revelada mediante el uso de una serie de triazolopiridazinas

(TPZ) las cuales se unen con alta afinidad a los sitios BZD1

y con baja afinidad a los sitios BZD2. En cambio, las BZ se

unen con alta afinidad a ambossubtipos.

Estas dos clases de receptores son distinguibles por sus

propiedades bioquímicas (Lo ¡r col., 1982; Dubnick 3Vcol.,

1983; Bacon y Viennot, 1990). En efecto, el sitio BZD1es

termolábil mientras que el sitio BZD2es más estable al

calor. Además, el GABAprotege a los sitios BZD1 de la

inactivación térmica y sólo parcialmente a los BZD2. Los
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receptores BZD2 son solubles en el detergente no iónico

Triton X-lOOen tanto que los receptores BZD1requieren altas

concentraciones de sal para ser solubilizados por el

detergente.

Ha sido demostrado que estos dos tipos de receptores

presentan una distribución regional diferencial en el Sistema
Nervioso Central de mamíferos. En el cerebelo se encuentra

predominantemente el sitio BZDl, en tanto que en el hipocampo

se encuentra en mayor proporción el sitio BZD2. En otras

áreas los porcentajes de cada sito presentan valores

intermedios (Niehoff y col., 1982; Stapleton y col., 1982;

Volicer y Biagioni, 1982; Luzzani y col., 1984; Santi y col.,

1988; Giorgi y col., 1989).

Otros estudios sugieren que los sitios BZDl y BZD2

poseen una diferente localización subcelular. Los receptores

BZDl estarian situados preferencialmante en la membrana

postsináptica y en cambio los receptores BZD2se localizarían

principalmente en los terminales nerviosos (Lo y col., 1983;

Trifiletti y Snyder, 1985).

Como ya ha sido mencionado en el punto 2 de esta

introducción, los estudios en los cuales se purificaron las

subunidades que forman el complejo receptor GABA/BZrevelaron

la existencia de varias subunidades a que unen
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especificamente [SHJBZ(di-ae) (Hebebrand y col., 1986; Sato

y Neale, 1987, 1989b). Estos resultados concuerdan con la

existencia de una población heterogénea de receptores BZD.

El estudio de las propiedades farmacológicas que poseen

las diferentes subunidades del complejo receptor, a través de

experimentos de expresión de ARNmensajeros en oocitos de

anfibios, ha permitido dilucidar una posible composición

estructural de los sitos receptores BZDly BZD2(Pritchett y

001., 1989a). Un complejo receptor con estructura

2(a1),2(Bi),(T2) exhibe propiedades similares a los sitios

BZD1 mientras que el complejo 2(02),2(Bl),(T2) y

2(03),2(Bl),(T2) presenta las propiedades de los sitios BZD2.

De acuerdo a estos resultados, las diferencias entre los dos

subtipos de receptor BZDaparentemente estarían basadas en la

presencia de distintas variantes de la subunidad a del

receptor GABA/BZ.

Por otro lado, se ha demostrado la existencia de

diferentes proteínas a las cuales el [SHJFNZse puede unir

irreversiblemente mediante experimentos de marcado por foto

afinidad con luz ultravioleta (Hebebrand y col., 1986,

1987a). La correspondencia entre estas proteinas y las
variantes de la subunidad d aún no se ha establecido.
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Existen trabajos que sugieren que la glioosilación

diferencial de proteínas (y otras modificaciones post

traduccionales) puede constituir un factor adicional de

variabilidad (Sweetnamy Tallman, 1986).

Una de las caracteristicas más interesantes de los

sitios BZD; y BZD2, que ha sido demostrada en el Sistema

Nervioso Central de roedores, es que cada uno de ellos exhibe

un perfil de desarrollo diferente (Lippa y col., 1981;

Chisholm y col., 1983; Bacon y col., 1991). Además, tanto las

diversas proteinas irreversiblemente marcadas por [SHJFNZ

como las distintas subunidades a presentan una ontogenia

distinta (Eichinger y Sieghart, 1986; Hebebrand y col.,

1987b; Vitorica y col., 1990).

Mediante experimentos de inhibición de la unión de

[3HJFNZpor CL 218872, una TPZ de la serie antes mencionada,

se estableció el patrón de desarrollo de los sitios

receptores BZD1 y BZD2 en el lóbulo óptico de polha y su

relación con el curso temporal de expresión de los sitios

receptores GABAérgicosde alta y baja afinidad.



22

3.4 Plasticidad del receptor: Efecto de 1a estimulación
luminosa

Durante el desarrollo del Sistema Nervioso Central se

produce una compleja interacción entre factores ambientales

(epigenéticos) y factores genéticos.
El efecto de la estimulación ambiental es remarcable

durante estadios tempranos del desarrollo llamados períodos

críticos o sensitivos (Movshony Van Sluyters, 1981; Mowery

col., 1983). Los cambios producidos durante estos periodos

permanecen comoefectos de larga duración.

En particular para el sistema visual ha sido demostrado

que el desarrollo normal depende de una adecuada estimulación

luminosa. Las modificaciones en dichos estímulos conducen a

alteraciones estructurales y fisiológicas (Hickel, 1981;

Wiesel, 1982; Kato, 1990).

Los receptores sinápticos, componentes claves en la

propagación del estimulo nervioso a través de la sinapsis,

pueden mediar cambios en dicha propagación. La plasticidad de

estos receptores puede tener un rol especial tanto en la

organización como en los procesos de adaptación del Sistema

Nervioso (Klein y 001., 1989).
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Las neuronas GABAérgicasforman parte de los circuitos

locales que se encuentran interpuestos en las vías de

proyección. Los mismos se consideran los circuitos más

plásticos del Sistema Nervioso Central de los organismos

superiores.

Diversos trabajos demuestran que modificaciones en

diversos factores ambientales conducen a cambios en los

receptores GABAérgicos del sistema visual de pollo. La

adaptación de pollos a la luz y a la oscuridad durante

periodos breves de tiempo (5 hs) causaron respectivamente un

aumento y una disminución en la afinidad del GABApor su

sitio receptor en la retina. de pollo (Fiszer de Plazas y

col., 1986). En cambio, en experimentos de hiper e

hipoestimulación luminosa durante periodos largos de tiempo

(2 semanas) se observó un aumento y una disminución,

respectivamente, en el número máximode sitios receptores del

lóbulo óptico de pollo mientras que la afinidad de los mismos

permaneció inalterada (Ríos y col., 1987).

En experimentos recientes se demostró también que la

exposición a un patrón visual simple provoca un aumento en el

número total de sitios receptores GABAérgicosdel lóbulo

óptico de pollo (Fiszer de Plazas y col., 1991).



24

Todos estos resultados nos sugieren que variaciones

tanto en la afinidad como en la densidad del receptor

GABAérgico estan relacionadas a cambios adaptativos del

sistema visual en respuesta a variaciones en 1a estimulación
ambiental.

Ha sido comprobado que los receptores BZDposeen un rol

funcional en el sistema visual. En efecto, en la retina de

rata, las BZ exógenas producen cambios en otros sistemas de

neurotransmisores. La administración sistémica de flurazepam

inhibe el incremento en el recambio de dopamina y la

inyección intraocular suprime el incremento en la síntesis de

dopamina producidos por la estimulación luminosa (Kamp y

Morgan, 1982).

Se ha demostrado que los niveles de receptores BZD, en

estructuras visuales de la rata, pueden ser modificados

mediante adaptación a la luz y a la oscuridad (Rothe y col.,

1985). A partir de estos resultados se postuló que estos

receptores pueden poseer un rol en los mecanismos de

adaptación a cambios en la estimulación ambiental.

En el presente trabado se analizó la plasticidad del

receptor BZDen respuesta a variaciones en los niveles de

iluminación ambiental durante el desarrollo postnatal del

lóbulo óptico de pollo.
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3.5 Efecto modulatorio de factores endógenos sobre la unión

especifica de BZ

La estimación de los parámetros cinéticos que

caracterizan a un receptor, tales como la afinidad y el

número máximo de sitios receptores, se ve afectada por la

presencia de factores endógenos que modulan la unión del

ligando a su sitio receptor. Es por eso que variaciones en

los procedimientos que se utilizan para preparar las

membranas sinápticas empleadas en los ensayos de unión del

radioligando afectan la caracterización del receptor. La

presencia de diversos moduladores endógenos en las distintas

preparaciones de membranas es la causa principal de las

diferencias observadas.

Fue inicialmente demostrado que el procedimiento de

congelación-descongelación y posterior tratamiento con el

detergente no iónico Triton X-lOOde la fracción de membranas

sinápticas permite detectar la presencia de los sitios
receptores GABAérgicosde alta afinidad (Toffano y col.,

1978; Flores y col., 1986). Se postuló entonces la existencia

de una proteina, la GABA-modulina, que enmascaraba estos

sitios de unión y la cual era extraída mediante el uso del

detergente (Vaccarino y col., 1985).
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Un importante modulador endógeno del receptor GABAérgico

es el GABAmismo. Ha sido comprobado que la aplicación de

procedimientos que permiten eliminar gran parte del

neurotransmisor endógeno tales como los lavados exhaustivos

con buffer de las membranas sinápticas, han producido un

aumento en la afinidad del GABApor el sitio de baja afinidad

y también la expresión del sitio de alta afinidad (Napias y

001., 1980; Gardner y col., 1981).

En trabajos recientes se comparó el efecto de los

lavados exhaustivos con buffer, de la congelación

descongelación seguida por tratamiento con Triton X-lOOy la

combinación de los dos métodos sobre 1a unión de [SHJGABAen

membranasaisladas durante el desarrollo del lóbulo óptico de

pollo (Fiszer de Plazas 5! 001., 1990). Se observó que el

tratamiento con Triton X-lOO es más efectivo en aumentar el

número máximo de sitios receptores GABAérgicos de alta

afinidad que el método de los lavados con buffer. Sin

embargo, cuando se trató a las membranas con el detergente a

continuación del procedimiento de los lavados con buffer el

efecto es menor con respecto al tratamiento con el detergente

solamente. Esto podría sugerir que a través de los lavados se

está extrayendo algún compuesto endógeno que posiblemente

esté involucrado en el efecto del Triton X-lOO. Ademáseste
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incremento en el número de sitios de unión del GABAde alta

afinidad por el detergente es mayor en estadios tempranos del

desarrollo (día 14 prenatal) que en animales recién nacidos.

Estos resultados parecen sugerir la existencia de

factores endógenos que afectan los parámetros cinéticos del

receptor GABAérgicoen el lóbulo óptico de pollo, los cuales

son extraídos diferencialmente por los distintos

procedimientos utilizados y además se expresan en distintos
momentosdel desarrollo.

Es interesante también que el efecto estimulatorio del

diazepam sobre la unión del [SHJGABAen el lóbulo óptico de

pollo (Fiszer de Plazas y Mitridate de Novara. 1990) fue

observado sólo cuando las membranas sinápticas fueron

sometidas a exhaustivos lavados con buffer. Este efecto no

fue detectado cuando las membranasfueron tratadas con Triton

X-lOO. Es decir que la interacción alostérica entre los

sitios receptores BZDy de GABAparecería estar afectada por

la presencia de determinadas sustancias endógenas.

Numerosas evidencias demuestran que la unión especifica

de las BZ a sus sitios especificos de alta afinidad en el

cerebro, esta regulada por factores endógenos. En efecto, ha

sido demostrado que la unión especifica de [3H1BZ es

aumentada por el GABAendógeno (Mc Cabe y col., 1988; Miller
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y 001., 1988) y disminuida por diversos factores endógenos,

extraídos a jpartir de homogenatos de cerebro, tales como:

purinas y nucleósidos de purinas (Skolnick y 001., 1978;

Asano y Spector, 1979), nicotinamida (Móhler y 001., 1979),

B-carbolinas (Braestrup y 001., 1980; Peña y col., 1986), BZ

(De Blas y Sangameswaran, 1986) y diferentes péptidos y

proteinas (Colello y 001., 1978; Davis y Cohen, 1980; Woolf y

Nixon, 1981; Guidotti y 001., 1983).

En el presente estudio se determinó la presencia de

factores endógenos en el lóbulo óptico de pollo capaces de

interactuar' con el receptor BZI)durante el desarrollo asi

comolas características de esta interacción.
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(JIBCÏIEÜCIÏVÏ3ES

1) Ontogénesis del receptor BZD:

En este trabado se determinó el patrón de desarrollo y

las caracteristicas farmacológicas del receptor BZDen el

lóbulo óptico de pollo. Los resultados obtenidos podran ser

comparadoscon los trabajos previos en los cuales se analizó

el desarrollo del receptor GABAérgicoen esta misma area del

sistema visual. Esto permitirá conocer la interacción entre

los sitios receptores BZDy de GABAdurante el desarrollo a

fin de establecer el acoplamiento temporal entre estos dos

sitios relacionados fisiológicamente.

Ademasse estudió la expresión temporal de los subtipos

de receptores BZD,tipo I y II con el propósito de analizar

la asociación durante el desarrollo entre cada uno de estos

sitios y los sitios receptores GABAérgicosde alta y baJa
afinidad.
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2) Plasticidad receptora:

Se investigó el efecto de la hipo e hiperestimulación

luminosa sobre la expresión del receptor BZD durante el

desarrollo postnatal del lóbulo óptico de pollo. De esta

forma se analizó la plasticidad receptora en respuesta a

variaciones ambientales y se determinó si la misma está

restringida a algún periodo particular del desarrollo.

3) Efecto modulatorio de factores endógenos:

En el presente trabado se analizó la aparición durante

el desarrollo de factores endógenos que modulan la unión

especifica de las BZen el lóbulo óptico de pollo asi comoel

mecanismo de su interacción con los receptores BZD.



IGÁXSÉTÏIRZIÁÁJLIEES Ef IGIEÜFC)I)C)ES

1 Drogas:

(Metil-3H)FNZ (80 Ci/mmol) fue provisto por New England

Nuclear.

FNZ, Clonazepam y Clordiazepóxido fueron donadas por el

laboratorio Roche.

R015-l788, Ro5-4864 y CL 218872 fueron obsequiadas por

el Dr. E. De Robertis.

Todos los reactivos utilizados fueron de un grado de

pureza analítica.

2 Animales:

2.1 Animales criados en condiciones ambientales normales:

Huevos fértiles de la raza White Leghorn fueron

incubados a 37°C con una humedad relativa del 60 %.

A partir del nacimiento los pollos fueron mantenidos a

temperatura ambiente, con agua y alimento “ad libitum” y bajo
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condiciones normales de iluminación ambiental (12 hs de luz

12 hs de oscuridad).

Los animales fueron sacrificados en diferentes estadios

del desarrollo desde el dia lO prenatal hasta el dia 30

postnatal.
Los animales criados en estas condiciones fueron usados

en todos los experimentos excepto en aquellos donde se

estudió el efecto de la hipo e hiperestimulación luminosa.

2.2 ¡Animales sometidos a diferentes grados de iluminación

ambiental:

Huevos fértiles de la raza White Leghorn fueron

incubados en las mismas condiciones que se describieron

antes. En el momento del nacimiento los animales fueron

divididos en tres grupos, en cajas individuales y mantenidos

a temperatura ambiente con agua y alimento "ad libitum“. Un

grupo de animales fue expuesto a condiciones normales de

iluminación (12 hs de luz- 12 hs de oscuridad, N), otro grupo

fue mantenido en oscuridad constante (con luz roja, O) y el

resto fue expuesto a luz permanente (L). La intensidad de la

luz en el interior de la cada del grupo de animales N
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(durante el periodo de luz) y L (permanentemente) fue de 900

lux.

A partir de cada uno de los tres grupos, los animales

fueron sacrificados en el momento del nacimienho y en los

días 1, 2, 3. 6, lO y 15 postnatales.

3 Preparación de membranassinápticas:

En diferentes estadios del desarrollo, embriones y

pollos fueron decapitados y cada lóbulo óptico fue removido

inmediatamente después. La preparación de membranas

sinápticas se realizó de acuerdo al procedimiento descripto

por De Robertis y col. (1962). Un número suficiente de

lóbulos ópticos fue acumulado y homogeneizado en sacarosa

0,32 M, pH 7,1. Luego de centrifugar a 900 g durante 10

minutos se descartó el sedimento y el sobrenadante se

centrifugó a 12.000 g por 20 minutos. El segundo sedimento,

una fracción mitocondrial, se rehomogeneizó en agua

bidestilada, (pH 7,1) y se centrifugó a 20.200 g durante 30

minutos. Este tercer sedimento constituye una fracción

enriquecida en membranas sinápticas (M1). Excepto en los

experimentos donde se estudió el efecto de factores
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modulatorios solubles, el sedimento M1fue lavado 2 veces por

homogeneización en buffer Tris-HCl, 50 mM, pH 7,4 y

centrifugación a 100.000 g durante 20 minutos.

En los estudios sobre el efecto de factores modulatorios

solubles se emplearon membranas sinápticas control y

membranas sinápticas exhaustivamente lavadas, las cuales

fueron obtenidas por medio de 2 y 10 lavados,

respectivamente, de la fracción M1con buffer Tris-HCl 10 mM,

pH 7,4 seguidos por centrifugación a 100.000 g durante 20

minutos.

Todas las homogeneizaciones efectuadas durante esta

preparación se realizaron en un homogeneizador de vidrio con

émbolo de teflon, durante 1 minuto y se emplearon 10 m1 de

solución por cada gramo de tejido (es decir al 10 %).

Todo el fraccionamiento subcelular se realizó a 'badas

temperaturas (O—4°C).

Los sedimentos finales en todos los estudios fueron

congelados a -20 °C durante por lo menos 24 hs antes de ser

usados.
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4 Ensayo de unión especifica de [3HJFNZ:

Los sedimentos congelados de membranas sinápticas se

descongelaron y se resuspendieron en buffer Tris-HCl 50 mM,

pH 7,4. El ensayo de unión del [3HJFNZse realizó por medio

de la técnica convencional de filtración (Braestrup y

Squires, 1977). Alicuotas de esta suspensión fueron incubadas

por cuadruplicado, en 1 ml de buffer Tris-HCl, 50 mM,pH 7,4

con 0,5 nM de [3HJFNZ sólo c3 en presencia de 3 Lmi de FNZ

durante 40 minutos a 0°C. Luego de esta incubación las

muestras se diluyeron con 5 ml de buffer Tris-HCl, 50 mM, pH

7,4 e inmediatamente fueron filtradas bajo vacio a través de

filtros de fibra de vidrio (WhatmanGF/B). Los filtros se

lavaron 2 veces con 5 m1 de buffer, se secaron y 1a

radioactividad retenida fue medida en un contador de

centelleo líquido con una solución centellante de tolueno que

contiene 0,4 %de 2,5-difeniloxazol (PPO) y 0,01 %de 2,2'-p

fenil-bis(5—feniloxazol)(POPOP).

La unión especifica de [GHJFNZfue calculada restando la

cantidad de ligando unido en presencia de 3 uMde FNZ (unión

inespecifica) de la unión total (medida con [SHJFNZsólo).
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5 Estimación de los parámetros cinéticos del receptor:

5.1 Experimentos de saturación de la unión específica de

[3HJFNZ:

Los experimentos de saturación de la unión especifica de

[SHJFNZse realizaron con concentraciones de ligando en el

rango de 0,05 a 8 nM.

Los resultados fueron analizados mediante el análisis de

regresión lineal del gráfico de Scatchard (1949) con el

objeto de calcular el número máximo de sitios receptores

(Bmax)y la constante de disociación (Ka).

5.2 Experimentos de inhibición de la unión especifica de

[SHJFNZ:

5.2.1 Análisis de Hill:

Los estudios de inhibición de la unión específica de

[SHJFNZ(0.5 nM) por diferentes agonistas y antagonistas del

receptor BZDfueron analizados a través del análisis de Hill

(1910) a fin de estimar los valores de ICso (concentración de
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droga que causa el 50 % de inhibición de la unión del ligando

radioactivo) y del coeficiente de Hill (n Hill).

El rango de concentraciones empleadas de Clonazepam,

FNZ, Rol5-1788, Ro5-4864 y Clordiazepóxido fue de 10-11 a

10-5 M, mientras que las concentraciones de CL 218872 usadas

se encontraron dentro del rango de 10"9 a 10“4 M.

5-2.2 Análisis de Hofstee:

Los experimentos de inhibichüi de la unión especifica

de 0,5 nM de [3HJFNZ por diferentes concentraciones de

CL 218872 (desde 10‘9 a 10-4 M) se analizaron también por el

método de Hofstee (1952) que permite calcular los parámetros

cinéticos (constante de inhibición, K1 y Bmax)de la unión de

la. TPZ a cada subtipo de receptor utilizando un análisis

computarizado (Rodbard y col., 1980).
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8 Determinación de proteinas:

El contenido de proteinas se determinó por el método de

Lowry y col. (1951) usando albúmina de suero bovina como

control.

7 Moduladores endógenos:

7.1 Obtención:

En diferentes estadios del desarrollo pre y pmstnatal

del lóbulo óptico de pollo, los sobrenadantes resultantes de

los 10 lavados de la fracción M1 fueron reunidos y

liofilizados. Luego fueron disueltos en agua bidestilada, pH

7,4 (reduciendo entre 20 y 40 veces los volúmenes de

sobrenadante iniciales) y centrifugados e 100.000 g durante

20 minutos. Los sobrenadantes obtenidos se utilizaron como

fuente de moduladores endógenos (ME).
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7.2 Actividad inhibitoria:

Se definió 1 unidad inhibitoria como 1a cantidad de

sobrenadante capaz de inhibir en un 50 % la unión específica

de [3HJFNZen membranassinápticas exhaustivamente lavadas.

7.3 Estabilidad al calor:

Los ME provenientes de embriones de 16 días de

incubación (1,55 unidades inhibitorias) fueron calentados a

95°C durante 15 minutos antes de ser agregados en el ensayo

de unión de [SHJFNZ.

8 Análisis estadísticos:

Las comparaciones estadísticas se llevaron a cabo por

medio del test de Student.
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1 Ontogénesis y caracterización farmacológica del receptor

BZDen el lóbulo óptico de pollo:

1.1 Desarrollo del contenido de proteinas sinápticas:

En la Fig. 5 se observa el contenido de proteínas de la

fracción de membranassinápticas durante el desarrollo pre y

postnatal del lóbulo óptico de pollo.

En el primer estadio examinado, el día 12 prenatal, la

proteina sináptica presentó un valor de 3,10 i 0,30 mg/g

tejido fresco. A partir de este día la concentración de

proteina aumentó 4 veces hasta alcanzar un valor de 12,12 i

1,20 mg/ a tejido fresco en el dia 2 postnatal. Después de

este estadio el incremento observado fue muy leve alcanzando

un valor de 18,08 i 0,27 mg/ g tejido fresco en el día 30

postnatal.
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Contenido proteico de la fracción de membranas

sinápticas durante el desarrollo.
Cada punto representa la media i S.E.M. de 4-6

experimentos, cada uno de los cuales se realizó por

cuadruplicado.

RN: recién nacido.
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1.2 Perfil de desarrollo del receptor BZD:

La Fig. 6 muestra el perfil de desarrollo de los sitios

receptores BZDen el lóbulo óptico de pollo. Se utilizaron

dos formas de expresión de los resultados: la curva A refleja

las variaciones en la densidad receptora en relación a1

contenido proteico de la fracción de membranas sinápticas

(pmol [3HJFNZunido/ mg proteina) y la curva B expresa los

cambios en la cantidad total de sitios de unión de [3HJFNZen

el lóbulo óptico de pollo (pmol [SHJFNZ unido/ lóbulo

óptico).

En el día 12 prenatal, el estadio más temprano

analizado, la densidad receptora fue un 30,9 % (0,05 pmol/ mg

proteína) de la concentración del adulto. En cambio, en ese

estadio 1a cantidad total de sitios de unión de [SHJFNZpor

lóbulo óptico fue un 3,7 X (0,01 i 0 pmol/ lóbulo óptico) del

valor del adulto.

En el dia 16 prenatal 1a densidad receptora alcanzó el

valor del adulto (0,16 i 0,01 pmol/ mg proteína) en tanto que

en ese momentola cantidad total de sitios receptores sólo

representó el 31,8 % del valor del adulto (0,06 i () pmol/

lóbulo óptico).
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A partir de este estadio, de acuerdo a las dos formas de

expresión, se observó un pico transitorio de máximaexpresión

de los sitios receptores BZD. La densidad receptora aumentó

dos veces alcanzando un valor máximoen el día del nacimiento

de 0,33 i 0,01 pmol/ mg proteina mientras que la cantidad

total de sitios de unión de [3HJFNZpresentó un incremento de

4,5 veces hasta alcanzar el mayorvalor en el dia 2 postnatal

(0,28 i 0 pmol/ lóbulo óptico).

En el día 8 postnatal los dos parámetros, densidad y

cantidad total de sitios receptores, disminuyeron su valor
hasta el del adulto (0,17 i 0,02 pmol/ mg proteina y 0,19 i

0,02 pmol/ lóbulo óptico).
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Fig. 6 Desarrollo de los sitios receptores BZDexpresado

como pmol [3HJFNZ unido por mg de proteína (A) y

por lóbulo óptico (B).

Los valores representados corresponden a la media i

S.E.M. de 4-6 experimentos realizados cada uno por

cuadruplicado.
RN: recién nacido.
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1-3 Parámetros cinéticos de la unión especifica de [3HJFNZ:

La Fig. 7 muestra la representación gráfica del análisis

de Scatchard de la unión especifica de [3HJFNZen membranas

sinápticas aisladas del lóbulo óptico de pollo en los dias 12

prenatal y 1, 15 y 30 postnatales. En todos estos estadios se

obtuvo una recta como resultado de esta representación,

indicando la presencia de un sólo sitio de unión. Los valores

de Ka y anx calculados a partir de este análisis son

presentados en la Tabla I.

El número máximo de sitios de unión de [SHJFNZ (Bmax)

aumentó durante el desarrollo desde un valor de 0,79 i 0,02

pmol/ mg proteína en el dia 12 prenatal hasta 1,48 i 0,38

pmol/ mg proteína en el adulto. Sin embargo, en el dia 1

postnatal se observó un aumento transitorio en el número

máximode sitios receptores, alcanzando un valor de Bmaxde

2,90 i 0,09 pmol/ mgproteina.

La afinidad (Ka) de la unión de [BHJFNZ no cambió

significativamente a lc largo del desarrollo. En efecto, los
valores obtenidos en los días 12 prenatal y 1, 16 y 30

postnatales fueron 3,02 i 0,10, 3,36 i 0,27, 2,91 1 0,18 y

3,08 i 0,17 nM, respectivamente.
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la unión específica deAnálisis de Scatchard de

[SHJFNZ en membranas sinápticas aisladas en

diferentes estadios del desarrollo.
La concentración del ligando se encontró dentro del

rango de 0,05 a B nM.
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Tabla I Análisis cinético de la unión específica de [SHJFNZ

en membranas sinápticas aisladas en diferentes
estadios del desarrollo

Kd Bmax

Estadio (nM) (pmol/mg prot)

12 prenatal 3,02 i 0,10 0,79 i 0,02

1 postnatal 3,36 i 0,27 2,90 i 0,09

15 postnatal 2,91 i 0,18 1,20 i 0,05

30 postnatal 3,08 t 0,17 1,48 i 0,38

El rango de concentraciones del ligando fue de 0,05 a

8 nM. Los datos representan la media i S.E.M. de 3

experimentos efectuados cada uno por cuadruplicado.
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1.4 Caracterización farmacológica de los sitios receptores
BZD:

En la Tabla II se muestra la afinidad de diferentes

drogas por los sitios de unión de [3HJFNZ en membranas

sinapticas aisladas de lóbulo óptico de pollos de 1 día de

edad. Mediante el análisis de Hill de la inhibición de la

unión específica de [SHJFNZse estimaron los valores de ICso

(concentración de droga que causa el 50 % de inhibición) y de

los coeficientes de Hill (n Hill) para Clonazepam, FNZ,

Clordiazepóxido y R015-1788.

Clonazepam, FNZy el antagonista del receptor BZD, R015

1788 fueron muy potentes en la inhibición de la unión del

[SHJFNZ (ICso: 3,02 i 0,06, 4,30 i 0,36 y 0,32 i 0,09 nM,

respectivamente). Clordiazepóxido fue menos potente (ICso:

4.778,64 i 31,30 nM).

El Ro5-4864, el cual es un potente inhibidor de la unión

de las BZ a los sitios receptores BZD periféricos, no

presentó ningún efecto sobre la unión de [3HJFNZen el rango

de concentraciones empleadas (10-11 a 10-5 M) demostrando la

presencia de sitios BZDde tipo central únicamente en el

lóbulo óptico de pollo.
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Todos los coeficientes de Hill fueron cercanos a la

unidad, sugiriendo la presencia de un sólo sitio de unión.



50

Tabla II Inhibición por diferentes drogas de la unión

especifica de [SHJFNZ en membranas sinápticas

aisladas a partir de pollos de 1 dia de edad

Compuesto ICso (nM) n Hill

Clonazepam 3,02 i 0,06 0,92 i 0,00

Flunitrazepam 4,30 i 0,36 0,88 i 0,02

R015-1788 0,32 i 0,09 0,82 i 0,09

Clordiazepóxido 4778,64 i 31.30 0,95 i 0,00

R05-4864 (*)

El rango de concentraciones empleadas de las drogas es

de 10-11 a 10"5 M. Los datos representan la media i S.E.M. de

3 experimentos realizados cada uno por cuadruplicado.

(*) No se observó ninguna inhibición dentro del rango de

concentracionesutilizadas.
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2 Desarrollo de diferentes subtipos de receptores BZDen el

lóbulo óptico de pollo:

En diferentes estadios del desarrollo pre y postnatal

del lóbulo óptico de pollo, se efectuaron experimentos de

inhibición de la unión especifica de [3HJFNZpor diferentes

concentraciones de CL 218872 (desde 10-9 hasta 10-4 M). En 1a

Tabla III se muestra el resultado de estos experimentos,

analizados por el método de Hill.

Se observaron cambios durante Efl. desarrollo, tanto en

los valores de ICso como en los coeficientes de Hill. La

menor potencia de la TPZ para inhibir la unión de la BZ fue

observada en el día 13 prenatal, el estadio más temprano que

se analizó (ICso: 1,09 i 0,03 uM). A partir de este estadio

su potencia aumentó gradualmente alcanzando un valor de ICso

de 0,04 i 0,01 uMen el dia 30 postnatal. Los coeficientes de

Hill fueron menores que la unidad en todos los estadios. Los

valores minimos fueron hallados en los días 1 y 30

postnatales (n Hill: 0,46 i 0,01 en ambos estadios). En los

días 13 prenatal y 15 postnatal los valores del coeficiente
de Hill fueron de 0,69 t 0,01 y 0,64 i 0.03, respectivamente.

Estos experimentos de inhibición fueron también

analizados por el método de Hofstee (Fig. 8 a 11). Se observó
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la existencia de dos subtipos de receptores BZDa los cuales

CL 218872 se une con diferente afinidad (BZDl de alta

afinidad y BZD2de baja afinidad).

La afinidad de la TPZ por los sitios BZD; (Kil) y BZD2

(Kiz) no mostró cambios significativos (P<0,05) durante el

desarrollo. Los valores de K11 fueron 4,19 i 0,29, 3,09 i

0,37 y 3,71 i 0,02 nM en los dias 1, 15 y 30 postnatales,

respectivamente. Los valores de K12 fueron 889,22 i 53,33,

951,93 i 49,36, 1016,49 i 60,61 y 974,38 i 65,20 nM en los

dias 13 prenatal y 1, 15 y 30 postnatales, respectivamente.

En la Fig. 12 se muestran las variaciones, durante el

desarrollo, tanto en el númeromáximodel total de los sitios

BZD(BZDr) (calculado a través del análisis de Scatchard de

la unión de [3HJFNZ) como en el número máximo de los sitios

BZDiy BZD2(estimados a partir del análisis de Hofstee que

se representó en las Fig. 8 a ll).

Cada subtipo de receptor presentó un patrón de

desarrollo distinto, lo cual condujo a cambios en las
cantidades relativas de cada uno de estos sitios durante la

ontogenia. En el dia 13 prenatal estuvieron presentes en

forma casi exclusiva los sitios BZD2(98,23 %) con un anx de

0,77 i 0 pmol/ mg proteina. A partir de este momento

comenzaron a expresarse los sitios BZD1 alcanzando un valor
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de Bmaxde 0,98 i 0 pmol/ mg proteina en el dia 1 postnatal,

correspondiendo al 31,48 % del total de sitios de unión.

Durante este mismo período de tiempo, los sitios BZD2

aumentaron 3 veces su Bmax (2,13 i 0,03 pmol/ mg proteina en

el dia 1 postnatal). Posteriormente el patrón de desarrollo
de los sitios BZD;mostró una transitoria disminución en el

número máximo de sitios presentando un Bmax de 0,28 i 0,01

pmol/ mg proteina en el dia 15 postnatal. Esta disminución

causó una ligera reducción en el porcentaje de estos sitios

(23,56 X en el dia 15 postnatal). A partir de este estadio el

número máximo de sitios BZD; aumentó nuevamente hasta

alcanzar un anx de 0,93 i O pmol/ mg proteina y un

porcentaje del 62,88 % en el dia 30 postnatal. Por el

contrario, el número máximo de sitios BZD2 disminuyó

gradualmente desde el día 1 postnatal hasta un valor de anx

de 0,55 i 0 pmol/ mg proteina en el dia 30 postnatal (37,12 %

del total de sitios).
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Tabla III Análisis de Hill de la inhibición de la unión

especifica de [3HJFNZ por CL 218872 en nmmbranas

sinápticas aisladas en diferentes estadios del
desarrollo

Estadio ICso (uM) n Hill

13 prenatal 1,09 t 0,03 0,69 i 0,01

1 postnatal 0,50 i 0,04 0,46 i 0,01

15 postnatal 0,43 i 0,15 0,64 i 0,03

30 postnatal 0,04 i 0,01 0,46 i 0,01

El rango de concentraciones de CL 218872 utilizadas fue

de 10-g a 10-4 M. Los datos representan la media i S.E.M. de

3 experimentos efectuados por cuadruplicado.
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Analisis de Hofstee de la inhibición de la unión de

[SHJFNZ por CL 218872 en membranas sinápticas

aisladas a partir de embriones de 13 días de

incubación.

Los valores de K1 y anx representan la media i

S.E.M. de 3 experimentos realizados por

cuadruplicado.

El rango de concentraciones de CL 218872 utilizado

fue de 10-9 a 10-4 M.
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Día 1 postnatal

Ki Bmax %

c 100 (nM) (pmol/mg prot.)

137,01 4,19: 0,29 0,98i 0 31.48
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Fig. 9 Análisis de Hofstee de la inhibición de la unión de

[3HJFNZ por CL 218872 en membranas sinápticas

aisladas a partir de pollos de 1 dia de edad.

Los valores de K1 y Bmax representan la media i

S.E.M. de 3 experimentos realizados por

cuadruplicado.

El rango de concentraciones de CL 218872 utilizado

fue de 10-9 a 10-4 M.
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Día 15 postnatal

100 Ki Bnmax %

C: (nM) (pmol/mg prot.)

ÏS 80 BZD1 3.09»: 0,37 O,28i0.01 23,56
g BZDZ 1016.49160.61 032120,02 76,45
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Fig. 10 Análisis de Hofstee de la inhibición de la unión de

[SHJFNZ por CL 218872 en membranas sinápticaa

aisladas a partir de pollos de 15 dias de edad.

Los valores de K1 y Bm“ representan la media i

S.E.M. de 3 experimentos realizados por

cuadruplicado.

El rango de concentraciones de CL 218872 utilizado

fue de 10-9 a 10-4 M.
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Fig. 11 Análisis de Hofatee de la inhibición de la unión de

[3HJFNZ por CL 218872 en membranas sinápticas

aisladas a partir de pollos de 30 dias de edad.

Los valores de K1 y anx representan la media i

S.E.M. de 3 experimentos realizados por

cuadruplicado.

El rango de concentraciones de CL 218872 utilizado

fue de 10-9 a 10-4 M.
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Perfil de desarrollo de los sitios BZD1, BZD2y

BZDT.

Los valores de anx para los sitios BZD1y BZD2se

obtuvieron a partir del análisis de Hofstee (Fig.

8-11). Los valores de Bmaxpara los sitios BZDTse

calcularon a partir del análisis de Scatchard (Fig.

7).
RN: recién nacido.
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3 Plasticidad del receptor: Efecto de 1a hipo e

hipereetimulación luminosa

3.1 Contenido de proteinas sinápticas y peso del lóbulo

óptico durante el desarrollo de pollos sometidos a diferentes
condiciones de iluminación:

La Fig. 13 muestra el incremento en el peso total y en

el contenido de proteinas del lóbulo óptico en animales de

los grupos L, N y O durante el desarrollo postnatal.

El peso del lóbulo óptico aumentó gradualmente desde un

valor de BO mg en el nacimiento hasta un promedio de 110 mg

en el dia 15 postnatal. Sin embargo, no se observaron cambios

significativos (P<0,001) en cualquiera de las tres
condiciones ambientales analizadas.

El contenido proteico de la fracción de membranas

sinápticas mostró un pequeño incremento desde 10 hasta 16 mg

proteína/ g tejido fresco durante las dos primeras semanas

del desarrollo postnatal. Tampocose hallaron diferencias en

los valores del contenido proteico entre los grupos de

animales L, N y 0 (P<0,001).
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3.2 Perfil de desarrollo de los sitios receptores BZDen el

lóbulo óptico de pollos L, N y 0:

En la Fig. 14 se muestra el perfil de desarrollo

postnatal de los sitios receptores BZDen el lóbulo óptico de

pollos L. N y O, expresado en términos de pmol [SHJFNZ

unido/mg proteina sináptica. Un perfil muysimilar se obtuvo

cuando los resultados se expresaron como pmol/lóbulo óptico

(datos no mostrados).

La Fig. 15 muestra los valores de la unión especifica de

[SHJFNZen los animales L y O, expresados como porcentaje del

valor del grupo control (N) considerado como 100 X en cada

dia del desarrollo.

Durante el primer dia postnatal se produjo un incremento

en la unión del [SHJFNZ del 39 x en los pollos N y L,

alcanzando ambos grupos un valor de 0,32 i 0,01 pmol/mg

proteina. Un aumento menor (21 %) se observó en los animales

0 presentado un valor de 0,28 i 0,01 pmol/mg proteina en el

mismo estadio. Este valor fue un 13 % más bajo que el del

grupo control.

Mientras que entre el dia 1 y 2 postnatal la unión

especifica de [SHJFNZen los animales N se mantuvo constante,

en los animales L se observó un incremento adicional del 19 %
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alcanzando un valor de 0,38 i O pmol/mg proteína. En cambio,

en los animales O se produjo una disminución del 25 % durante

este periodo, obteniéndose un valor de 0,21 i O pmol/mg

proteina. Esto significa que en el día 2 postnatal la unión

especifica de [3HJFNZen los animales L es un 17 % mayor y en

los animales O un 34 % menor con respecto a los animales

control (N). Durante el día siguiente se observó una

disminución, en la 'unión de [SHJFNZ en los tres grupos de

animales presentando los siguientes valores 0,19 i 0, 0,17

i O y 0,14 i 0,01 pmol/mg proteína en los animales L, N, y O,

respectivamente. En este momento el valor obtenido en los

animales L y N es bastante similar a los observados en el día

15 postnatal. Sin embargo, en los animales 0 el valor

alcanzado en el día 3 postnatal fue un 30 % nmnor que el

exhibido en el día 15 postnatal.

Como se observa en la Fïg. 15 hubo un aumenha y una

disminución significativos (P<0,05) en la unión de [SHJFNZen

los animales L y O, respectivamente, con respecto a los

animales control (N) hasta el día 6 postnatal. Estas

diferencias fueron máximas en el dia 2 postnatal y

disminuyeron gradualmente hasta obtenerse valores casi

idénticos en los tres grupos experimentales en el día 10

postnatal.
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constantes sobre el desarrollo postnatal de los

sitios receptores BZD.

Los resultados fueron expresados como la media de

los porcentajes (i S.E.M.) obtenidos a partir de 4

6 experimentos realizados por cuadruplicado.
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3.3 Análisis de Scatchard de la unión especifica de [3HJFNZ

en el lóbulo óptico de pollos L. N y 0:

Con el objeto de determinar posibles diferencias en los

parámetros cinéticos (Ka y anx) del receptor BZDentre los

tres grupos de animales, se efectuaron experimentos de

saturación de la unión especifica de [3HJFNZen pollos de 2

dias de edad. El analisis de Scatchard (Fig. 16) reveló que

el aumento en la unión especifica de [3HJFNZen los animales

L y la disminución en los animales 0, con respecto al grupo

N, fue debido a cambios en el número máximo de sitios

receptores mientras que la afinidad se mantuvo constante. En

efecto, como se muestra en la Tabla IV el anx fue de 2,76 i

0,03, 3,40 i 0,01 y 1,46 i 0,11 pmol/ mg proteína en los

pollos N. L y O, respectivamente. La Ka, en cambio, no se vio

alterada (3,80 i 0,18, 4,23 i 0,27 y 2,86 i 0,11 nMen los

pollos N. L y 0)
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Fig. 16 Análisis de Scatchard de la unión específica de

[3H]FNZen membranas sináptioas aisladas a partir

de animales de 2 días de edad adaptados a las

siguientes condiciones de iluminación: luz

permanente (luz), ritmo normal de luz/oscuridad

(ritmo) y oscuridad permante (oscuridad).

El rango de concentraciones del ligando fue de 0,05

a B nM.



68

Tabla IV Análisis cinético de la unión especifica de [3HJFNZ

en membranassinápticas aisladas a partir de pollos

de 2 dias de edad sometidos a las siguientes

condiciones de iluminación: ritmo normal de

luz/oscuridad (ritmo), luz permanente (luz) y

oscuridad permanente (oscuridad).

Condiciones de Ka anx

iluminación (nM) (pmol/mg prot)

Ritmo 3,80 i 0,18 2,76 i 0,03

Luz 4.23 i 0.27 3.40 i 0,01

Oscuridad 2,86 i 0,11 1,46 i 0,11

8

E1 rango de concentraciones del ligando

nM. Los

fue de 0,05 a

datos representan la media i S.E.M. de 4

experimentos realizados cada uno por cuadruplicado.
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4 Efecto modulatorio de factores endógenos sobre la unión de

BZdurante el desarrollo del lóbulo óptico de pollo:

4.1 Efecto de lavados exhaustivos de membranas sínápticas

sobre la unión especifica de [3HJFNZ:

La Fig. 17 muestra el perfil de desarrollo de la unión

especifica de [3HJFNZen membranassinápticas exhaustivamente

lavadas (fracción Mi sometida a 10 lavados con buffer) y en

membranassinápticas control (fracción Mi sometida a sólo 2

lavados con buffer). Se observó que los lavados exhaustivos

con buffer produjeron un aumento significativo (P<0,02) en la

unión especifica de [3HJFNZ. En la Fig. 18 se muestra dicho

aumento durante el desarrollo expresado en términos de

porcentaje de la unión especifica de [SHJFNZen membranas

sinápticas exhaustivamente lavadas con respecto a las
membranascontrol.

En el dia 10 prenatal, el estadio más temprano que se

estudió, los lavados tuvieron muypoco efecto sobre la unión

especifica de [SHJFNZ, observándose un valor de 0,037: 0

pmol/ mg proteína en las membranas control y 0,040 i O pmol/

mg proteina en las membranas exhaustivamente lavadas, es

decir, sólo un 6,74 % de aumento. A partir de este estadio,
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la acción de los lavados aumentó considerablemente. El efecto

máximo se observó entre los dias 14 y 16 prenatales, momento

en el cual la unión de [3HJFNZ en las membranas

exhaustivamente lavadas incrementó aproximadamente un 80 %

con respecto a las membranascontrol. En efecto, en los dias

14 y 16 prenatales se observaron valores de unión específica

de [3HJFNZde 0,07 i 0,01 y 0,16 i 0,01 pmol/ mg proteina,

respectivamente, en las membranas control, en tanto que en

las membranas exhaustivamente lavadas se obtuvieron los

siguientes valores: 0,13 i 0,03 pmol/ mg proteina (dia 14

prenatal) y 0,29 i 0,04 pmol/ mg proteina (dia 16 prenatal).

A partir de este estadio estas diferencias fueron

disminuyendo gradualmente a lo largo del desarrollo hasta

hacerse no significativas (P<0,02) alrededor del dia 15

postnatal.
A raiz de estos resultados se estudió el efecto de los

exhaustivos lavados sobre los parámetros cinéticos del

receptor. A tal fin se realizó el análisis de Scatchard de la

unión de [3HJFNZ en membranas control y en membranas

exhaustivamente lavadas de día 16 prenatal (Fig. 19).

En membranas sinápticas control se obtuvieron los

siguientes 'valores: Ka 3,02 i 0,10 nM y Bmax 1,03 i 0,13

pmol/ mg proteina. Los exaustivos lavados produjeron un
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aumento en la afinidad (Ka 1,99 i 0,11 nM) mientras que el

número máximo de sitios receptores permaneció inslterado

(anx 1,07 i 0,08 pmol/ mgproteína).
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Fig. 17 Unión especifica de [SHJFNZen membranas sinápticas

control y en nmmbranas sinápticas exhaustivamente

lavadas aisladas durante el desarrollo.

Los valores graficados representan la media i

S.E.M. de 4 experimentos efectuados por

cuadruplicado.

RN: recién nacido.
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Efecto de los lavados exhaustivos de las membranas

sinápticas sobre la unión de [3HJFNZdurante el

desarrollo.
Los resultados fueron expresados como la medía de

los porcentajes (i S.E.M.) obtenidos a partir de 4

experimentos realizados por cuadruplicado.
RN: recién nacido.
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’ Kd Bmax

(nM) (pmol/mg prot)
Ó M. control 3.02t0.10 l.03i’0,13

' O M. lavadas l,99t0,11 1.07t0,08

' l l i n

0,2 0,4 0,6 0,3 1,0 1,2
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Análisis de Scatchard de la unión especifica de

[SHJFNZ en membranas sinápticas control (M.

control) y en membranas sinápticas exhaustivamente

lavadas (M. lavadas) aisladas a partir de embriones

de 16 dias.

Los valores de Ka y Bmaxrepresentan las medias (i

S.E.M.) de 3 experimentos efectuados por

cuadruplicado.

El rango de concentraciones del ligando fue de 0,05

a 8 nM.
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4.2 Efecto del MEaislado de embriones de 16 dias sobre la

unión de [3HJFNZ en membranas exhaustivamente lavadas del

mismoestadio:

En la Fig. 20 se muestra la unión específica de [3HJFNZ

en membranas sinápticas exhaustivamente lavadas, aisladas a

partir del lóbulo óptico de embriones de día 16 de

incubación, en presencia de cantidades crecientes de ME

(sobrenadantes provenientes de los lavados de dichas

membranas).

Los resultados se expresaron comoporcentaje de 1a unión

específica de [3HJFNZ considerando como 100 % de unión al

valor obtenido en ausencia de sobrenadante.

Se observó una curva de inhibición de la unión

especifica de [SHJFNZ dependiente del volumen del

sobrenadante adicionado al ensayo.
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Fig. 20 Curva de inhibición de la unión específica de

[BHJFNZpor cantidades crecientes de ME aislado a

partir de embriones de 16 dias en membranas

exhaustivamente lavadas del mismoestadio.

Los valores graficados representan la media i

S.E.M. de 3 experimentos efectuados por

cuadruplicado.
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4.3 Efecto del MEaislado de pollos adultos sobre la unión

de [SHJFNZen membranasexhaustivamente lavadas de diferentes

estadios del desarrollo:

A fin de analizar la sensibilidad del receptor BZDa la

acción del MEa lo largo del desarrollo se estudió el efecto

inhibitorio de 200 ul de sobrenadante (proveniente de 0,53

lóbulos ópticos) obtenido a partir de pollos adultos, sobre

1a unión especifica de [3HJFNZen membranas exhaustivamente

lavadas de diferentes estadios del desarrollo (Fig. 21).

En estadios muy tempranos (dia 10 prenatal) el MEredujo

la unión especifica de [SHJFNZ a un 53 % (46,11 % de

inhibición) mientras que en los estadios posteriores

analizados la inhibición fue mayor. alcanzando un valor de

aproximadamente un 30 % de unión (70 % de inhibición).
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del MEaislado a partir de pollos adultosEfecto

sobre la unión de [3H]FNZ en membranas

exhaustivamente lavadas de diferentes estadios del

desarrollo.

Los datos representan la media (i S.E.M.) de 3

determinaciones efectuadas por ouadruplicado.

Pre: prenatal; Post: postnatal.
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4.4 Efecto de MB aislados en diferentes estadios del

desarrollo sobre la unión de [SHJFNZ en membranas

exhaustivamente lavadas de pollos de 2 días de edad:

Con el objeto de comparar la capacidad de inhibición de

los ME aislados en diferentes estadios del desarrollo se

midió la actividad inhibitoria de los distintos ME en

membranas exhaustivamente lavadas de dia 2 postnatal (Fig.

22). Se definió 1 unidad inhibitoria (U) como la cantidad de

sobrenadante capaz de producir una inhibición del 50 % en la

unión especifica de [3HJFNZ. Los resultados se expresaron

como U/lóbulo óptico y como U/mg proteina de la fracción de

membranas.

Se observó que 1a actividad inhibitoria del MEexpresada

por lóbulo óptico descendió desde el dia 10 prenatal (1,10 i

0,02 U/lóbulo óptico) hasta el dia 2 postnatal (0,32 i 0,01

U/lóbulo óptico) y aumentó nuevamente hasta alcanzar un valor

de 2.78 i 0 U/lóbulo óptico en animales adultos. En cambio,

la actividad inhibitoria expresada por mg de proteína

disminuyó gradualmente durante el desarrollo desde un valor

de 4,71 i 0,11 U/mgproteina en el dia 10 prenatal hasta 0,70

i O U/mgproteina para MEde pollos adultos.
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edad.

Los valores representan la media (i S.E.M.) de 3

experimentos llevados a cabo por cuadruplicado.

Pre: prenatal; Post: postnatal.
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4.5 Análisis de Scatchard de 1a unión específica de [3HJFNZ

sobre membranas exhaustivamente lavadas, en presencia y

ausencia de ME:

Con el objeto de analizar la influencia de factores

endógenos sobre los parámetros cinéticos del receptor BZD(Ka

y Bmax) se realizó un análisis de Scatchard de la unión

específica de [SHJFNZen membranas exhaustivamente lavadas de

embriones de 16 dias de incubación. El análisis cinético se

efectuó en ausencia y presencia de 1,17 U de ME del mismo

estadio (Fig. 23).

Se observó que el agregado del ME produjo una

disminución en la afinidad de los sitios receptores BZD. En

efecto, la Ka obtenida en ausencia de MEfue de 1,99 i 0,11

nM mientras que en presencia del ME fue de 4,92 i 0,13 nM.

Los anx obtenidos en las dos condiciones del ensayo fueron

similares, presentando valores de 1,07 i 0,08 y 1,05 i 0,20

pmol/mg proteína en ausencia y presencia de ME,

respectivamente.

Estos resultados indicarían que la inhibición de la

unión específica de [3HJFNZpor el MEes de tipo competitivo.
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Análisis de Scatchard de la unión específica de

[3HJFNZen membranas exhaustivamente lavadas de día

16 prenatal en presencia y ausencia (control) del

MEdel mismo estadio.

Los valores de Ka y Bmaxcorresponden a la media (i

S.E.M.) de 3 experimentos realizados por

cuadruplicado.

El rango de concentraciones del ligando fue de 0,05

a 8 nM.
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4.6 Efecto del HEsobre las moléculas de [3HJFNZ:

Un posible mecanismo de acción de este ME aislado a

partir del lóbulo óptico de pollo es que interactúe con las

moléculas de [3HJFNZ (degradándolas y/o modificándolas)

agregadas en el ensayo de unión al receptor BZDy dando como

resultado la observada disminución en la unión especifica del

ligando radioactivo. Esta posibilidad no contradice la

inhibición competitiva demostrada en la Fig. 23.

Para. verificar si esta hipótesis es o no cierta, se
efectuó un ensayo de unión de l nM de [3HJFNZen presencia de

1,78 U inhibitorias de MEaislado a partir de embriones de 14

dias, sobre membranas exhaustivamente lavadas del mismo

estadio (Tabla V, experimento 1). Luego de la filtración con

la que se culminó el periodo de incubación del ensayo, el

filtrado resultante fue colectado. Este filtrado constituyó
una fuente de [SHJFNZ(ligando libre) que estuvo en contacto

con el MEy fue empleado en un segundo ensayo de unión sobre

membranasexhaustivamente lavadas del mismo estadio (Tabla V,

experimento 2). La concentración de [SHJFNZen este segundo

experimento fue de 0,1 nM debido a la dilución sufrida

durante la filtración (ver punto 4 de Materiales y métodos).
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Se observó que en el experimento 1, el ME produjo una

inhibición del 73,63 % de la unión especifica de [SHJFNZ.Sin

embargo. en el experimento 2, la solución de [3HJFNZ

(filtrado del experimento 1) mostró un valor de unión

especifica similar a la solución control de la misma

concentración (97,89 %del control).

Estos resultados indican que el ME no afectó a las

moléculas de [SHJFNZexógenas en su capacidad de unión al

receptor BZD.
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Tabla V Efecto del MEaislado a partir de embriones de 14

dias de incubación sobre la capacidad de unión de

las nmléoulas de [SHJFNZ en nmmbranas sináptioas

exhaustivamente lavadas del mismo estadio del

desarrollo

Condiciones del ensayo Ensayo de unión

[3H1FNZ unido % del
(pmol/mgprot) control

Control 1 0,252 i 0,025 100,00
(1 nM [3HJFNZ)

Experimento 1 0,067 i 0,002 26,38
(1 nM [SHJFNZ + 50 ul ME)

Control 2 0,016 i 0,003 100,00
(0,1 nM [SHJFNZ)

Experimento 2 0,015 i 0,004 97,89
(0,1 nM [3HJFNZobtenido del
filtrado del experimento 1)

Los datos representan la media i S.E.M. de 3

experimentos realizados por cuadruplicado.
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4.7 Estabilidad al calor del ME:

En la Tabla VI se muestra el efecto del calor sobre la

acción inhibitoria del ME de embriones de 16 dias de

incubación en membranas exhaustivamente lavadas del mismo

estadio.

Se observó que la exposición a 95 °C durante 15 minutos

no modificó el efecto del ME sobre la unión de la BZ

obteniéndose una inhibición del 63,57 x. similar a la hallada

en el experimento control con MEno calentado (62,72 %).
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Tabla VI Efecto del calor sobre la acción inhibitoria del ME

aislado a partir de embriones de 16 días en

membranas einápticae exhaustivamente lavadae del

mismoestadio del desarrollo

Adiciones Unión de [SHJFNZ

(pmol/mg prot) % control

Buffer Tris-HCl (control) 0,252 i 0,01 100,00

ME 0,094 i 0,00 37,28

MEcalentado a 95°C 0.092 i 0,01 36,43

Los datos representan la media i S.E.M. de 4

experimentos realizados por cuadruplicado.
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Uno de los aspectos más importantes del perfil de

desarrollo del receptor BZD que ha sido revelado en el

presente trabado, es 1a presencia en el lóbulo óptico de

pollo de un periodo transitorio en el cual la expresión del

receptor es mayor que en el estadio adulto. Este periodo de

sobre-expresión receptora corresponde en un lapso de tiempo

comprendido entre el dia 16 prenatal y el dia 8 postnatal,

con un valor máximoalrededor del nacimiento. Este patrón de

desarrollo no varió demasiado cuando se lo representó de dos

formas diferentes: en términos de pmol [3HJFNZ unido/ mg

proteína o pmol [3HJFNZunido/ lóbulo óptico.

La curva de desarrollo del contenido de proteínas de la

fracción de membranassinápticas aisladas del lóbulo óptico

de pollo (Fig. 5) mostró un abrupto incremento (4 veces)

desde el dia 12 prenatal hasta el nacimiento. Es interesante

destacar que este aumento coincide con un marcado incremento

en el número de sinapsis inhibitorias (McGrawy col., 1980).

El análisis cinético reveló la presencia en el lóbulo

óptico de pollo de una única población de sitios de unión

especifica de [SHJFNZ.Las variaciones en la unión de la BZ
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observadas durante el desarrollo fueron debidas a cambios en

el número máximo de sitios receptores mientras que la

afinidad permaneció inalterada. Estos resultados concuerdan

con los descriptos previamente en el lóbulo óptico y cerebro

de pollo (Tehrani y Barnes, 1986; Batuecas y col., 1987) y en

el cerebro de rata (Mallorga y col., 1980; Massotti y col.,

1980; Aldinio y col., 1981). De esta forma se demostró que la

sobre-expresión transitoria de los sitios de unión de [SHJFNZ

se debió únicamente a un incremento en la capacidad receptora

máxima.

Las potencias relativas mostradas por los agonistas y

antagonistas del receptor BZD para inhibir la unión

especifica de [3HJFNZen el lóbulo óptico de pollo coinciden

con los datos previamente publicados en diferentes áreas del

cerebro de nmmiferos (Móhler y IHchards, 1981; Sieghart y

Schuster, 1984). La incapacidad del Ro5-4864, un marcador de

los sitios receptores BZDperiféricos, para inhibir 1a unión

del [3HJFNZseñala la presencia en el lóbulo óptico de pollo

de receptores BZDde tipo central únicamente.

En trabajos previos realizados en la retina de pollo en

desarrollo (Altstein y col., 1981) se observó también que la

densidad máxima del receptor BZD es alcanzada cerca del

nacimiento (día 1 postnatal) pero sin embargoa partir de ese
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estadio no se registraron cambios significativos. Otros

estudios sobre el desarrollo del receptor BZDen hemisferios

cerebrales de pollo mostraron un aumento gradual en la unión

de [3HJFNZhasta el estadio adulto (Tehrani y Barnes. 1986).

En este último ejemplo, sin embargo, la preparación de

membranasutilizada fue obtenida a partir de una mezcla de

diferentes areas. Cada una de estas áreas puede poseer un

perfil de desarrollo distinto con variaciones transitorias en

diferentes momentosdel desarrollo, las cuales permanecerían

enmascaradas.

En concordancia con este trabado, la existencia de un

periodo de sobre-expresión receptora fue también descripta en

otras especies y en otros sistemas de neurotransmisores, en

diferentes areas del Sistema Nervioso Central (Schliebs y

001., 1986a.b; Batuecas y col., 1987; Rios y col., 1987;

Schliebs y Rothe, 1988).

Con respecto ¿a la fase descendente del pico de maxima

expresión del receptor, pueden ser postuladas dos

explicaciones alternativas: a) podria resultar a partir de
cambios en la sintesis o degradación del receptor como fue

propuesto por Rose y Stewart (1978) o b) podria ser la

consecuencia. de la. eliminación de 'un número redundante de

sinapsis generadas durante la fase ascendente, de acuerdo con
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la hipótesis de estabilización selectiva de las sinapsis

(Changeux y Danchin, 1976).

En recientes trabajos se demostró que la enzima GAD,que

constituye un marcador presináptico del sistema GABAérgico,

exhibe un perfil de desarrollo en el lóbulo óptico de pollo

similar al de los receptores BZDpresentado en este trabado.

En efecto. la curva de desarrollo de la GADmuestra un pico

de máximaexpresión entre los dias 2-3 postnatales (González

y col., 1990). Diversos trabajos han demostrado que los

sitios receptores BZDposeen una localización tanto pre como

postsináptica (Móhler y col., 1981; Sábato 37 col., 1981).

Estas dos evidencias podrian sugerir que la curva de

desarrollo de los sitios receptores BZDentre los dias 18

prenatal y 2 rmstnatal refleja el desarrollo de receptores
presinápticos.

Es interesante establecer una comparación entre el

perfil de desarrollo de los receptores GABAérgicosy BZDcuya

localización dentro del mismo complejo macromolecular ya fue

descripta en la Introducción. Algunos investigadores han

propuesto que el desarrollo de los receptores BZDprecede al

de los receptores GABAérgicos (Braestrup y Nielsen. 1978)

mientras que otros postulan un paralelismo en 1a expresión

temporal de ambos receptores (Candy y Martin, 1979; Aldinio y
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col., 1981: Tehrani y Barnes, 1986). Estas conclusiones

resultan de comparar valores de densidad receptora en

estadios del desarrollo particulares elegidos
arbitrariamente. por ejemplo el momentoen el cual se alcanza

el 50 x del valor del adulto. Seria mas importante una

comparación entre los patrones de desarrollo completos de

ambosreceptores. Comparandolos perfiles de desarrollo en el

lóbulo óptico de pollo del receptor GABAérgico, cuya

descripción fue previamente realizada (Rios y col., 1987) y

el BZDse puede apreciar que ambos receptores manifiestan un

periodo transitorio de sobre-expresión. Sin embargo los dos

patrones difieren en el momentoen el cual el pico de sobre

expresión tiene lugar. En efecto. el pico de maximacapacidad

receptora del receptor GABAérgicose expresa alrededor del

dia 6 postnatal, es decir 5 dias mas tarde que el del

receptor BZD. Por lo tanto estos resulados indican que el

desarrollo de los receptores BZDprecede al de los receptores

GABAérgicos.Estas diferencias de tiempo en la aparición de

ambos picos podria estar relacionada con eventos asociados

con los mecanismos de formación y maduración de las sinapsis.

Si uno considera que los patrones de desarrollo

analizados por medio de los experimentos de unión del

radioligando reflejan variaciones en la cantidad de cada
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componente del complejo receptor GABA/BZ, entonces en

aquellos estudios donde se describen desarrollos paralelos

para los dos sitios receptores la relación entre ellos se

mantendría constante a lo largo del tiempo. Por el contrario,

de acuerdo a nuestros resultados y a aquellos otros que

también «demuestran1a existencia de perfiles de desarrollo

independientes para cada sitio de unión, la estequiometría de

los mismossufre cambios drásticos a lo largo del desarrollo.

Los experimentos de inhibición de la unión de [SHJFNZ

por CL 218872 mostraron un aumento gradual en la potencia de

la TPZa lo largo del desarrollo del lóbulo óptico de pollo.

Ademas. los valores de los coeficientes de Hill variaron

durante 1a ontogenia pero en todos los estadios fueron

menores a la unidad. Estos resultados indicarian la

existencia de una población heterogénea de sitios receptores

BZD cuya composición varia durante el transcurso del

desarrollo.

El analisis de Hofstee de estos experimentos de

inhibición reveló la existencia de dos subtipos de receptor

BZD, BZDl y BZD2. La TPZ se unió con alta afinidad a los

sitios BZD; y con baja afinidad a los sitios BZD2. Es

importante notar que el [SHJFNZse unió con alta afinidad a

ambossitios impidiendo su diferenciación.
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Cada uno de los subtipos del receptor presentó un perfil

de desarrollo diferente de modo que la proporción de cada

sitio fue variando a través del tiempo. En estadios tempranos

del desarrollo (dia 13 prenatal) los sitios BZD2estuvieron

presentes en forma casi exclusiva coincidiendo con trabajos

previos realizados en diferentes áreas del Sistema Nervioso

de roedores (Lippa y col., 1981; Chisholm y col., 1983; Sato

y Neale, 1989a; Bacon y 001., 1991). Es interesante recordar

que en este estadio en el lóbulo óptico de pollo sólo están

presentes los sitios receptores GABAérgicosde baja afinidad

y el efecto estimulatorha de las BZ sobre la afinidad del

GABAa su receptor está restringido a esta población de

sitios receptores GABAérgicosúnicamente (Fiszer de Plazas y

Mitridate de Novara. 1990). Tanto este efecto como el aumento

producido por el GABAen la afinidad de las BZ a su sitio

receptor (Mallorga y 001., 1980) son mayores en estadios

tempranos del desarrollo y disminuyen gradualmente a lo largo

del tiempo. Estas evidencias sugieren que en estadios

tempranos del desarrollo existiría un acoplamiento entre los

sitios receptores GABAérgicosde baja afinidad y los sitios

receptores BZD2únicamente. Esta combinación de sitios dentro

del complejo receptor macromolecular seria la que más

favoreceria la interacción alostérica entre ambosreceptores.
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En concordancia también con trabajos previos efectuados

en ciertas regiones del Sistema Nervioso de roedores (Lippa y

col., 1981; Chisholm y col., 1983; Bacon y col., 1991) los

sitios BZD; se encontraron en mayor proporción en animales

adultos.

De acuerdo a lo mencionado en la Introducción,

aparentemente las diferencias entre los sitios BZDl y BZD2

están basadas en la subclase de subunidad a que se halle

presente en el complejo receptor GABAA/BZ.Por lo tanto la

expresión diferencial durante el desarrollo de estas
distintas subclases estaría relacionada con el diferente

perfil ontogenético de los dos subtipos de receptor BZD.

Se ha demostrado que una experiencia visual normal o

adecuada durante la vida postnatal temprana es un requisito

absoluto para que el sistema visual madure normalmente (Lund

y Lund, 1972). Por lo tanto es probable que un estimulo

visual normal sea requerido para que las interacciones

neuronales involucradas en la maduración y estabilización

sináptica se desarrollen normalmente.

En este trabajo se demostró que variaciones en la

intensidad luminosa durante el desarrollo postnatal temprano

modifican el patrón de desarrollo de los receptores BZDen el

lóbulo óptico de pollo. Este efecto es máximo en el momento
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de aparición del pico de sobre-expresión del receptor (dia 2

postnatal). En efecto, durante este período la hiper e

hipoestimulación luminosa causaron un incremento del 17 X y

una disminución del 34 % en la unión especifica de [SHJFNZ.

respectivamente, con respecto a condiciones normales de

iluminación. Estas variaciones fueron debidas a cambios en el

númerototal de sitios receptores, en tanto que la afinidad

de los mismospermaneció inalterada.

Comparando el efecto de las variaciones en las

condiciones de iluminación sobre los patrones de desarrollo

de los receptores BZDy de GABA(Rios y col., 1987) se puede

apreciar cierto grado de independencia en los mecanismos

involucrados. En efecto, la exposición a luz y oscuridad

permanentes durante los 2 primeros dias cambió

significativamente el patrón de desarrollo de los receptores

BZDmientras que no se observó ningún cambio en el desarrollo

de los receptores GABAérgicos. En cambio desde el dia 3

postnatal hasta el dia 17 postnatal los cambios en el grado
de iluminación ambiental alteraron drásticamente el númerode

sitios receptores GABAérgicos, obteniéndose las mayores

diferencias en el dia 6 postnatal, en tanto que las

variaciones en los niveles de los receptores BZD

prácticamente desaparecieron.
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Ambos receptores son sensibles a la estimulación

ambiental exclusivamente durante el momento de su máxima

expresión. Es decir que estos picos de sobre-expresión

receptora corresponden a periodos de alta plasticidad, los

cuales probablemente son anteriores al final del periodo

critico. En efecto, los cambios producidos por la adaptación

de los animales a diferentes condiciones ambientales no

permanecen como efectos de larga duración sino que son

totalmente revertidos.

Pueden postularse varias hipótesis para explicar las
diferencias en el perfil de desarrollo de los receptores BZD

en las distintas condiciones ambientales: a) existen

evidencias experimentales que demuestran que el número de

sinapsis cambia en respuesta a la adaptación a la oscuridad

de los animales (Bakkumy col., 1991), b) los cambios en la

cantidad de receptores pueden reflejar variaciones en la

velocidad de sintesis o degradación de las moléculas

receptoras (Rose y Stewart, 1978) y c) es posible que cambios

en los niveles de ciertos moduladores endógenos del receptor

BZD.bado las distintas condiciones ambientales analizadas,

sean los responsables de las alteraciones observadas. En

relación a esta tercera hipótesis, un posible candidato

endógeno que module el número de sitios receptores es el GABA
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mismo. Algunos trabajos han demostrado cambios en los niveles

endógenos del GABAen la retina de pollo debidos a la

adaptación a la luz y a la oscuridad (Pasantes-Morales y

col., 1973). Por otro lado, estudios previos han demostrado

que los niveles de GABAmodulan la expresión del complejo

receptor GABA/BZ. Mientras algunos investigadores han

señalado una acción trófica del GABA(Madtes y Redburn, 1983;

Meier y col., 1984) otros han mostrado que el GABAinduce una

reducción en el número de sitios receptores BZD y

GABAérgicos, probablemente a través de un mecanismo de

internalización de los mismos (Tehrani y Barnes, 1988. 1991).

Los resultados obtenidos en este trabado pueden indicar que

cambios en el contenido de GABAbajo nuestras condiciones

experimentales producirian las variaciones observadas en la

cantidad de sitios receptores BZD.

En trabajos previos realizados en otras especies también

se ha demostrado que cambios en la estimulación luminosa

conducen a variaciones a nivel del complejo GABA/BZen

diferentes estructuras visuales. Biggio y col. (1981) han

demostrado, utilizando experimentos de corta duración en la

rata, un aumento en la afinidad de los receptores BZDy de

GABAen la retina de animales adaptados a la luz. Resultados

similares fueron obtenidos por Rothe y col. (1985). Es
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importante notar que estos cambios observados en la rata, un

animal nocturno, son opuestos a los hallados previamente en

el receptor GABAérgicode la retina de pollo, un animal

diurno (Fiszer de Plazas y col., 1986). Sin embargo, en

experimentos de larga duración, Schliebs y col. (1986b)

describieron en la rata una disminución en la unión del

[3H1FNZen el núcleo geniculado lateral y coliculo superior

en animales expuestos a oscuridad total durante el desarrollo

postnatal. Si bien estos autores no analizaron qué parámetros

cinéticos (Ka o Bmax) se afectan, sus resultados serian

comparables con los obtenidos en el lóbulo óptico de pollo en

el presente trabado.

A partir de todos estos resultados se puede concluir que

Ha experiencia visual temprana Juega un rol en el desarrollo

de los mecanismos de neurotransmisión GABAérgicainvolucrados

en el procesamiento y transferencia de información a través
de la via visual.

Ha sido demostrada la existencia en el cerebro de

mamíferos de distintas sustancias endógenas que modulan la

unión de las BZ a sus sitios receptores especificos. En el

presente trabado se analizó el efecto de un procedimiento de

extracción de dichas sustancias, que consiste en lavados

exhaustivos con buffer de una fracción de membranas
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sinápticas, sobre 1a unión del [3HJFNZdurante el desarrollo

del lóbulo óptico de pollo. Dicho tratamiento fue el único

que hizo posible la expresión de 1a modulación alostérica de

las BZ exógenas sobre los sitios receptores GABAérgicosen el

lóbulo óptico de pollo (Fiszer de Plazas y Mitridate de

Novara. 1990).

Se observó que la unión especifica de [3HJFNZ en

membranas sinápticas exhaustivamente lavadas es

significativamente mayor (P<0.02) que en las membranas

sinapticas control. El efecto de los lavados fue mayor en los

dias 14-16 prenatales (80 %) y disminuyó gradualmente a lo

largo del desarrollo. Es decir que a través de este

procedimiento se está extrayendo algún modulador endógeno

(ME) que actúa como inhibidor de la unión de las BZ a su

sitio receptor. El análisis cinético realizado en membranas

sinápticas control y exhaustivamente lavadas de dia 16

prenatal demostró que los lavados exhaustivos con buffer

causaron un aumento en la afinidad de los receptores BZDsin

modificar el número máximode sitios de unión.

Los sobrenadantes provenientes de los lavados fueron

reunidos y concentrados y constituyeron la fuente de ME. E1

agregado de ME de dia 16 prenatal al ensayo de unión de

[SHJFNZ en membranas exhaustivamente lavadas del mismo
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estadio produjo una inhibición proporcional al volumen de

sobrenadante adicionado. Esto confirma la presencia de un

inhibidor endógeno en dichos sobrenadantes.

Si bien la sensibilidad del receptor al efecto

inhibitorio del MEproveniente de pollos adultos fue menor en

el estadio más temprano que se estudió, día 10 prenatal, en

el resto de los estadios analizados la sensibilidad receptora
fue similar.

Cuando se comparó la actividad inhibitoria. de los ME

aislados en diferentes estadios del desarrollo sobre la unión

de [3HJFNZen membranas sinápticas exhaustivamente lavadas de

dia 2 postnatal, se registraron resultados diferentes de

acuerdo a la forma de expresión de los mismos. Definiendo 1

unidad inhibitoria (U) comola cantidad de sobrenadante capaz

de reducir en un 50 X la unión especifica. de [SHJFNZ, se

observó que cuando los resultados se expresaron como U/mg

proteína la capacidad inhibitoria de los ME disminuyó

gradualmente durante el desarrollo. Esta disminución puede

ser explicada por la existencia de un muy bajo contenido de

proteinas en el lóbulo óptico en los primeros estadios del

desarrollo el cual aumenta significativamente a lo largo de

la ontogenia. En cambio, cuando los resultados se expresaron

como U/lóbulo óptico si bien se observó una transitoria
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disminución alrededor del nacimiento los valores hallados en

el estadio adulto son significativamente mayores que los

hallados en estadios tempranosdel desarrollo.

A pesar de que en el dia 10 prenatal la actividad del ME

expresada por cualquiera de las dos formas mencionadas

presenta valores considerables, el efecto de los lavados es

practicamente nulo. Esto es debido a la umnor sensibilidad

del receptor en este estadio.

El analisis de Scatchard de la unión de [SHJFNZ en

membranas exhaustivamente lavadas de dia 16 prenatal en

presencia y ausencia del MEdemostró que este factor endógeno

es un inhibidor de tipo competitivo. En efecto, el agregado

del MEprodujo una disminución en la afinidad de los sitios

receptores sin cambiar el número máximode sitios de unión.

Por lo tanto este inhibidor endógeno interactuaria con los

sitios receptores BZDdirectamente en el sitio de unión o

indirectamente a través de un efecto alostérico.

Ha sido descartada la posibilidad que el MEejerza su

actividad inhibitoria por medio de la degradación y/o

modificación de las moléculas de [3HJFNZexógenas utilizadas

en los ensayos de unión al receptor BZD.

En los primeros intentos de caracterización del MEfue

demostrado que se trata de una sustancia (s) termoestable.
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Estos resultados demuestran la existencia de tu) factor

endógenodurante el desarrollo del lóbulo óptico de pollo que

inhibe competitivamente la unión de las BZ a su sitio

receptor y cuya actividad es estable al calor.

Desde hace más de 10 años numerosos investigadores se

han dedicado a la búsqueda de compuestos endógenos que puedan

interactuar con el receptor BZD.Esta labor fue inspirada en

el exitoso hallazgo de opioides endógenos, las endorfinas,

dos años después de la demostración de la existencia de

receptores para opioides en el cerebro.

Los primeros compuestos endógenos hallados con capacidad

de unirse al receptor BZDfueron purinas, nucleósidos de

purinas y nicotinamida (Skolnick y col., 1978: Asano y

Spector, 1979; Móhler y col., 1979). La afinidad de estas

sustancias por los sitios receptores BZDes demasiado baja

comopara que tengan una importancia fisiológica.

Otros posibles ligandos endógenos son las B-carbolinas.

Si bien se demostró que algunos compuestos de este grupo,

tales como el ester etílico del B-carbolin-S-carboxilato

(Braestrup y col., 1980). fueron producidos artificialmente

por el método de extracción, otros, comopor ejemplo el ester

butílico del B-carbolin-S-carboxilato (Peña y col., 1986) han

pasado satisfactoriamente las pruebas que permiten verificar
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su naturaleza endógena. Aunque estos compuestos se unen con

alta afinidad a los receptores BZDaún rm) se han reunido

todas las evidencias necesarias para demostrar su rol como

ligandos endógenos, tal como el establecimiento de su camino

biosintético.

Entre los compuestos endógenos de naturaleza proteica

que inhiben la unión de las BZa su sitio receptor,uno de los

que ha tenido mayor importancia es el llamado inhibidor de la

unión del diazepam (DBI por su sigla en inglés) (Guidotti y

col., 1983). Esta sustancia es una proteina de 105

aminoácidos cuyo peso molecular es de 11.000 daltons. Se ha

postulado que el compuesto activo seria un fragmento de la

misma, de 18 aminoácidos que puede ser obtenido por digestión

tríptica a partir de la molécula original (Ferrero y col.,

1986). Esta sustancia tiene sin embargouna baja afinidad por

el receptor BZD. El DBI ha sido localizado en cerebro y

órganos periféricos de rata y humanosy se lo ha hallado en

neuronas GABAérgicas y no GABAérgicas. También se ha

demostrado su liberación a partir de terminaciones nerviosas

por potasio y veratridina en forma dependiente de calcio

(Ferrarese y col., 1987). Recientemente ha sido encontrada

una proteina que presenta un alto grado de homologia con el

DBI. la endozepina, que inhibe la unión de BZ a sus sitios
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receptores (Marquardt y col., 1986). La afinidad de esta

proteína por el receptor también es muybaja.

Los resultados obtenidos hasta el presente parecen

indicar que el DBI no es un co-transmisor esencial del GABA

en todas las sinapsis GABAérgicasya que existe transmisión

GABAérgica sin liberación de DBI. La. presencia de DBI en

neuronas no GABAérgicasy en órganos periféricos sugiere que

esta proteina tendria funciones primarias no relacionadas con

la transmisión GABAérgica(Haefely, 1988).

Estudios recientes revelaron que el cerebro de animales

y ciertas plantas contienen cantidades pequeñas de BZ (por

ejemplo N-desmetildiazepmm) (De Blas sr Sangameswaran, 1986;

Stephenson, 1987). Además se ha demostrado que el núcleo

benzodiazepinico puede ser sintetizado por microorganismos y

plantas. Aún queda por comprobar si los animales son capaces

de sintetizar BZ biológicamente activas (constituyendo BZ

endógenas) o si la presencia de BZ en el cuerpo de los mismos

proviene de fuentes naturales exógenas como plantas y

microorganismos (siendo en este caso BZexógenas naturales).

La purificación del ME aislado a partir del lóbulo

óptico de pollo en el presente trabajo, conducirá al
establecimiento de su naturaleza quimica, lo cual permitirá

posteriormente conocer su origen y mecanismo de modulación
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del complejo receptor GABA/BZ. El hallazgo de un

constituyente (s) endógenoque interactúa con los receptores

BZDes de gran importancia ya que posibilita la clarificación

del rol fisiológico de estos receptores y de las bases
moleculares de la acción de las BZ en el Sistema Nervioso

Central.
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Uno de los aspectos mas importantes del perfil de

desarrollo del receptor BZDen el lóbulo óptico de pollo es

la presencia de un periodo transitorio de sobre-expresión

receptora, alrededor del nacimiento. En este momento el

número máximo de sitios receptores es superior al de los

animales adultos.

El desarrollo de los sitios receptores BZDprecede al de

los sitios receptores GABAérgicoscon respecto al momentode

aparición de sus respectivos picos de máxima expresión

receptora.
Si bien se reveló la existencia de un único sitio de

alta afinidad, de tipo central, para las BZ, las TPZ

distinguieron dos poblaciones de receptores BZD (BZD1 y

BZDz). Cada uno de estos subtipos de receptores exhibió un

perfil de desarrollo distinto sugiriendo la existencia de

mecanismosregulados en forma diferente para la expresión de

los mismos.

La experiencia visual temprana Juega un rol fundamental

en el desarrollo de los receptores BZDen el sistema visual.

En efecto. la hipo e hiperestimulación luminosa durante las
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dos primeras semanas postnatales produjeron cambios en los

niveles del receptor BZD. Estas variaciones fueron máximas

durante el periodo de sobre-expresión del receptor indicando

que este pico corresponde a un breve periodo de alta

plasticidad receptora durante el desarrollo del lóbulo

óptico.

Además, se demostró la presencia de un factor endógeno

durante el desarrollo del lóbulo óptico de pollo que inhibe

competitivamente la unión de las BZ a su sitio receptor. El

establecimiento de la naturaleza quimica de este inhibidor

endógeno en trabajos posteriores asi comoel análisis de su

mecanismo de modulación del receptor BZDayudará a esclarecer

el rol fisiológico de estos receptores dentro del Sistema
Nervioso Central.
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En el presente trabado se ha establecido el perfil de

desarrollo del receptor BZD y sus caracteristicas

farmacológicas en el lóbulo óptico de pollo. Alrededor del

nacimiento (dias 1-2 postnatales) se produjo un incremento

agudo y transitorio en 1a unión de [3H]FNZ superando los

valores de unión hallados en animales adultos.

A través del análisis cinético se demostró que los

cambios registrados en la unión de [SHJFNZdurante todo el

desarrollo fueron debidos a variaciones en el número máximo

de sitios receptores mientras que la afinidad se mantuvo
constante.

El pico de máximaexpresión de los sitios receptores BZD

precede en 5 dias al pico observado durante el desarrollo del

receptor GABAérgico,sugiriendo un desarrollo precoz de los

sitios receptores BZD.

Si bien los estudios de unión de BZ revelaron la

existencia de un único sitio receptor de alta afinidad a lo

largo del desarrollo, los experimentos de inhibición de 1a

unión de [3H1FNZ por una TPZ permitieron demostrar la

presencia de dos poblaciones de receptores BZD(BZD1de alta

afinidad y BZD2de baja afinidad). Cada uno de estos subtipos
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de receptores presentó un patrón de desarrollo diferente. En
los primeros estadios estuvieron presentes casi

exclusivamente los sitios BZD2(98,23 %), coincidiendo con la

expresión de los sitios receptores GABAérgicos de baja

afinidad. En cambio, en el estadio adulto los sitios BZD1se

encontraron en mayor proporción (62,88 %).

En este trabajo se demostró que las variaciones en la

intensidad luminosa durante las dos primeras semanas de vida

postnatal afectan el patrón de desarrollo de los sitios

receptores BZD. La exposición a luz y oscuridad permanentes

produjeron un aumento y una disminución, respectivamente, en

la unión de [SHJFNZcon respecto a condiciones normales de

iluminación. Estos cambios fueron máximos en el momento de

aparición del pico de sobre-expresión del receptor BZD

sugiriendo que este pico corresponde a un periodo de alta

plasticidad receptora. Estas variaciones fueron debidas a

umdificaciones en el número total de sitios receptores, en

tanto que la afinidad permaneció inalterada.

Por medio de un procedimiento de exhaustivos lavados con

buffer de una fracción de membranassinápticas, se extrajo un

factor (s) endógeno que inhibe la unión de-las BZ durante el

desarrollo del lóbulo óptico de pollo.
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El análisis de Scatchard permitió demostrar que esta

sustancia (s) es un inhibidor de tipo competitivo. Por lo

tanto se trataría de un compuesto endógeno que interactúa

directamente con los sitios receptores BZDo indirectamente a

través de un mecanismode modulación alostérica.

“¿ü “¿Ja/ ,
Mana Clara Cal-ame“;

Dra. SARA FISZER do PLAZAS
llVESÏlm DELC.0.N.l.c.LÏ.
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