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El Sistema GABAérgico Retiniano

Resumen

En este trabajo de Tesis se demostró que la liberación de GABA en la retina de hámster 

puede involucrar tanto un mecanismo vesicular, como un mecanismo mediado por transportador. En 

esta especie, se identificaron células GABAérgicas con morfología y localización compatibles con 

células  amácrinas,  amácrinas  desplazadas  y  células  horizontales.  El  GABA  incrementó 

significativamente el contenido de melatonina en la retina de hámster. Asimismo, se demostró que 

la  actividad  GABAérgica  retiniana  varía  circadianamente  aún  en  condiciones  constantes  de 

iluminación ambiental. Se obtuvieron evidencias que sugieren que el sistema GABAérgico retiniano 

podría modular la actividad circadiana de los núcleos supraquiasmáticos. Por otro lado, se demostró 

que  la  melatonina  es  un  activador  del  sistema  GABAérgico  retiniano  tanto  a  nivel  pre-  como 

postsináptico y que  los  neuroesteroides, probablemente de origen local,  afectan la neuroquímica 

retiniana  y  la  actividad  electrorretinográfica,  en  forma  significativa  También  se  demostró  una 

alteración en el campo visual así como en el electrorretinograma escotópico de pacientes epilépticos 

tratados  con  una  droga  que  aumenta  los  niveles  de  GABA.  Y  por  último,  se  demostró  una 

disminución en la actividad GABAérgica en un modelo de glaucoma experimental  en ratas.  En 

suma, en el marco de esta Tesis, se han obtenido nuevas evidencias que avalan la relevancia del 

sistema GABAérgico en la fisiopatología retiniana. 

Palabras claves: retina, GABA, melatonina, ritmos circadianos, neuroesteroides, ERG, vigabatrina, 

glaucoma.



The Retinal GABAergic System

Summary

In the present work,  it  was demonstrated  that  GABA release mechanism in the hamster 

retina could involve both vesicular and carrier-mediated mechanisms. In this species, GABA was 

localized  in  amacrine  cells,  displaced  amacrine  cells  and  horizontal  cells.  GABA significantly 

increased melatonin content in the hamster retina. In addition, the existence of daily rhythms in the 

GABAergic activity that persisted even in constant light conditions was shown. Retinal GABAergic 

activity could modulate the circadian activity of the suprachiasmatic nuclei. On the other hand, it 

was  demonstrated  that  melatonin  increased  the  retinal  GABAergic  system  at  both  pre-  and 

postsynaptic  levels,  and  that  neurosteroids,  presumably  from local  origin,  significantly  regulate 

retinal neurochemistry and electroretinographic activity. In addition, an alteration in the visual field 

as well as in the scotopic electroretinogram was described in a population of Argentinean epileptic 

patients treated with vigabatrin. Finally, in an experimental model of glaucoma in rats a significant 

decrease of the GABAergic activity was demonstrated. In summary, in the context of the present 

thesis,  new  evidences  that  support  the  relevance  of  GABA  in  retinal  patho-phisiology  were 

obtained.

Key  words:  retina,  GABA,  melatonin,  circadian  rhythms,  neurosteroids,  ERG,  vigabatrin, 

glaucoma.
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Introducción

1. LA RETINA

La retina codifica el mundo visual, transformando los estímulos luminosos en impulsos nerviosos 

que son enviados al cerebro. En la corteza, las señales son interpretadas y configuran la percepción 

visual: una sensación subjetiva de la forma, el color, la profundidad, el movimiento de los objetos y 

el espacio que nos rodea. La retina es una lámina fina de tejido nervioso situada en el fondo del ojo, 

que constituye una prolongación del sistema nervioso central (Figura 1). 

Figura 1. La retina, su ubicación (en el ojo humano).

La retina de mamíferos está constituida por seis tipos celulares principales, que se conectan a través 

de sinapsis: los fotorreceptores conos y bastones, las células bipolares (ON u OFF subdivididas en 3 

a  5  subtipos  cada  una),  horizontales  (2  subtipos),  amácrinas  (29  subtipos),  ganglionares  (15 

subtipos), y las células de Müller, el principal tipo de célula glial de la retina. En la mayoría de las 

especies de mamíferos, los bastones son aproximadamente 20 veces más numerosos que los conos, 

aunque la cantidad de ambos tipos celulares varía marcadamente sobre la superficie de la retina 

(revisado por Masland, 2001). En el centro de la retina humana y de primates (denominado fóvea), 

donde la agudeza visual es máxima, se observan sólo conos. 

Los fotorreceptores se encuentran en la capa de la retina más cercana al fondo del globo ocular y 

más alejada de la córnea y de la entrada de luz (Figura 2). Por consiguiente, ésta debe atravesar las 

otras capas antes de alcanzar  la capa de fotorreceptores,  salvo en la  fóvea,  donde la luz incide 

directamente en los fotorreceptores. 
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Figura 2. En el panel de la izquierda se representa un esquema de la retina donde se puede observar la 

distribución de los diferentes tipos celulares que la conforman. En el panel de la derecha se muestra una 

foto de microscopía  confocal  de un corte  de retina de teñido con eosina donde se observa la  típica 

distribución en capas de este tejido. EPR: epitelio pigmentario de la retina; CNE: capa nuclear externa; 

CPE: capa plexiforme externa; CNI: capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme interna; CCG: capa de 

células ganglionares.

La posición de la retina, por lo tanto, se encuentra “invertida” respecto a la entrada de la luz. A 

través de esta disposición, los fotorreceptores se encuentran en contacto con una capa de células, el 

epiltelio pigmentario (EPR), que contiene un pigmento negro llamado melanina que absorbe la luz 

que no es capturada por la retina, evitando que ésta se refleje en la parte posterior del ojo y vuelva a 

la retina, lo que degradaría la imagen visual. Desde el fondo hacia el centro del globo ocular, los 

distintos tipos celulares se disponen de la siguiente manera:  los somas de los fotorreceptores se 

localizan en la capa nuclear externa (CNE), con los segmentos externos (lado apical) dirigidos hacia 

el  EPR  y  los  terminales  sinápticos  hacia  el  centro  del  globo  ocular.  Los  terminales  de  los 

fotorreceptores hacen sinapsis con las prolongaciones de las células horizontales y bipolares en la 

capa plexiforme externa (CPE). Los somas de las células horizontales, bipolares y amácrinas se 

localizan en la parte media, denominada capa nuclear interna (CNI). Las células bipolares son más 

numerosas y dominan la capa media de la retina. Las sinapsis establecidas entre las proyecciones 

neuríticas  de las células bipolares,  amácrinas y ganglionares  se localizan en la capa plexiforme 

interna (CPI). Por último, las células ganglionares se ubican en la capa retiniana más cercana al 
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centro del globo ocular formando la capa de células ganglionares (CCG), cuyos axones forman el 

nervio óptico, proyectan fuera del ojo a través del disco óptico. Las células bipolares reciben input 

directo  de  los  fotorreceptores,  y  hacen  sinapsis  con  las  células  ganglionares.  Las  células 

horizontales  conectan  a  los  fotorreceptores  con  las  células  bipolares;  las  células  amácrinas 

establecen  conexiones  sinápticas,  paralelas  a  la  superficie  retiniana,  entre  neuronas  bipolares  y 

ganglionares (Figura 2). En base a las conexiones anatómicas y funcionales entre los distintos tipos 

celulares retinianos, se postula que la información fluye a través de la retina siguiendo dos vías: un 

camino directo desde los fotorreceptores a las células bipolares y de éstas a las células ganglionares; 

y uno indirecto,  en el  que las  células  horizontales  se interponen entre  los fotorreceptores  y las 

células bipolares, y las células amácrinas entre las células bipolares y las células ganglionares. La 

vía directa de transmisión de información es altamente específica; la vía indirecta, en cambio, es 

más  difusa.  Este  plan  general  de  conexiones  retinianas,  fundamentalmente  a  nivel  de  las  vías 

directas,  varía  dramáticamente  entre  la  fóvea y  las  zonas  periféricas.  En  la  fóvea o  las  zonas 

adyacentes, un fotorreceptor (cono) se conecta con una única célula bipolar y ésta a su vez con una 

única célula ganglionar. La ventaja de este sistema es la alta densidad de muestreo que permite una 

gran resolución espacial (revisado por Masland, 2001 y por Tessier-Lavigne, 2001). 

1.a. MECANISMO DE FOTOTRANSDUCCION

La principal función diferenciada de la retina es el mecanismo de fototransducción. La visión se 

inicia  con  la  transformación  de  paquetes  de  energía  electromagnética  en  señales  nerviosas 

susceptibles de ser interpretadas por el cerebro. Los ojos de los vertebrados poseen los dos tipos de 

fotorreceptores, bastones y conos. Los primeros intervienen en la visión con luz de baja intensidad 

(escotópica),  ya  que son capaces de responder a unos pocos fotones y pierden su capacidad de 

emitir  señales al  aumentar  la intensidad luminosa ambiental  debido a su rápida saturación.  Los 

conos, en cambio, son activos durante la visión diurna de alta intensidad (fotópica). Los conos no 

son capaces de dar respuesta en luz tenue, por lo tanto, son menos sensibles que los bastones y 
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presentan umbrales  elevados  de saturación.  La señal  interpretada  por los  conos es más  rica  en 

detalles y permite la percepción del color. 

Los bastones están formados por un segmento externo, donde se produce la absorción de la luz y un 

terminal sináptico, donde se produce la liberación de un neurotransmisor (glutamato), a través del 

cual la señal alcanza los otros tipos celulares (Figura 3). Entre el segmento externo y el terminal se 

encuentra  el  segmento  interno,  donde  ocurren  la  mayoría  de  los  procesos  metabólicos.  La 

organización estructural y funcional de los conos es esencialmente similar a la de los bastones. Los 

segmentos  externos  de  ambos  tipos  de  fotorreceptores  poseen  una  extensión  de  membrana, 

formando una pila ordenada de discos de membrana, donde se encuentran altas concentraciones de 

un  pigmento  fotosensible,  la  rodopsina  en  el  caso  de  los  bastones  y  tres  tipos  distintos  de 

conopsinas  (en  la  retina  humana)  en  las  tres  clases  de  conos  que  absorben  máximamente  a 

longitudes de onda cortas (azul), a longitudes medias (verde) y a longitudes largas (rojo). 

Figura 3. Representación de un bastón retiniano. Se muestra el segmento externo, 

el segmento interno y el terminal sináptico

Sorprendentemente,  en  oscuridad  completa  el  fotorreceptor  se  encuentra  despolarizado.  Este 

fenómeno se debe a una elevada conductancia a iones Na+ en el segmento externo que fluyen desde 

el espacio extracelular hacia el interior de la célula, originando lo que se denomina corriente oscura, 

una corriente despolarizante entrante. El circuito de corriente es completado por un flujo saliente de 

iones  K+ en  el  segmento  interno  y  en  el  terminal.  En  presencia  de  luz,  el  fotorreceptor  se 
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hiperpolariza,  es  decir,  se incrementa  la  magnitud  de la  diferencia  de potencial  transmembrana 

debido al bloqueo del influjo de sodio. El potencial de membrana de un fotorreceptor en reposo (en 

completa  oscuridad)  es  de  aproximadamente  -40  mV.  Un  pulso  de  luz  provoca  una 

hiperpolarización,  cuya  magnitud aumenta con la intensidad del estímulo.  La respuesta máxima 

lleva el  potencial  transmembrana a un valor  de -70 mV, cercano al  potencial  de equilibrio  del 

potasio. En condiciones de oscuridad, se libera glutamato de manera tónica en el terminal sináptico 

del fotorreceptor. El cambio de potencial generado por la luz en el segmento externo, se propaga 

hacia  el  terminal,  donde  se  traduce  en  la  inhibición  de  la  liberación  del  transmisor.  A  nivel 

postsináptico, el decremento de la liberación de glutamato provoca cambios en la conductancia de 

la membrana de las células bipolares y horizontales (Nicholls, 1992). 

El pigmento visual de los bastones, la rodopsina, está compuesto por dos moléculas: una proteína 

llamada opsina y un cromóforo, el aldehído 11-cis de la vitamina A (retinal). La absorción de un 

fotón produce la isomerización del retinal que pasa a una configuración 11-trans. La proteína sufre 

rápidos  cambios  conformacionales  con  varios  intermediarios.  Uno  de  ellos,  conocido  como 

metarrodopsina II, es el estado activo del fotopigmento. Una vez que la rodopsina fue estimulada, el 

11-trans-retinal se separa de la opsina que ya no responde a la luz. 

Mediante  el  uso  de  registros  de  patch  clamp y  de  técnicas  moleculares,  se  demostró  que  el 

compuesto  guanosina  monofosfato  cíclico  (GMPc)  es  el  segundo  mensajero  involucrado  en  la 

transmisión de la señal luminosa, desde la membrana de los discos hasta el segmento externo de los 

bastones. En condiciones de oscuridad, el nucleótido mantiene canales catiónicos (de Na+, Ca2+ y 

Mg2+)  abiertos  en  la  membrana  plasmática  del  segmento  externo.  El  flujo  de  iones  genera  la 

corriente oscura, producida en un 80% por el influjo de Na+ y en un 15 % por Ca2+, a favor de sus 

gradientes electroquímicos (el 5% restante es debido al Mg2+). Al incidir sobre el fotorreceptor, la 

luz provoca la caída de los niveles de GMPc, el consecuente cierre de los canales dependientes del 

nucleótido y la interrupción de la corriente oscura, que causa la hiperpolarización del fotorreceptor. 

Luego de la transformación de la rodopsina a su estado activo (la metarrodopsina II), se activa una 
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proteína G particular de los discos de los fotorreceptores, denominada transducina. Esta proteína se 

activa intercambiando GDP por GTP, y produce la activación de una fosfodiesterasa específica de 

GMPc,  que  cataliza  la  transformación  de  éste  en  5'-guanosina  monofosfato  (5'-GMP). 

Consecuentemente,  los niveles del nucleótido disminuyen,  se cierran los canales catiónicos y el 

fotorreceptor  se  hiperpolariza.  Esta  secuencia  de  eventos  permite  una  gran  amplificación  de  la 

respuesta a la luz, la fotoactivación de una única molécula de rodopsina puede provocar la hidrólisis 

de 100.000 moléculas de GMPc por segundo (revisado por Tessier-Lavigne, 2001).

2. El GABA EN LA RETINA

El ácido γ-aminobutírico (GABA), fue el primer compuesto que satisfizo todos los criterios para ser 

establecido  como  un  neurotransmisor  en  la  retina  de  vertebrados  (Massey  y  Redburn,  1987; 

Dowling, 1987). El GABA desempeña un papel clave en el procesado de información visual en la 

retina,  a  través  de  elementos  celulares  laterales  inhibitorios  como  las  células  horizontales  y 

amácrinas, que modulan el flujo vertical de información visual desde los fotorreceptores hasta las 

células  ganglionares.  Las  neuronas GABAérgicas  representan aproximadamente  la  mitad  de las 

neuronas inhibitorias y tres cuartas partes de las sinapsis inhibitorias de la retina de vertebrados. Un 

ejemplo de estos circuitos  laterales  inhibitorios  son las células horizontales  que interactúan con 

conos y células bipolares de una manera no completamente elucidada. Se ha demostrado que las 

células horizontales de algunos vertebrados son GABAérgicas.  Este  tipo celular  se estudió más 

detalladamente en la retina de vertebrados inferiores como peces y reptiles (Wu, 1991). También se 

han obtenido evidencias que indican la presencia de inmunorreactividad para GABA y la enzima 

que  cataliza  su  síntesis,  la  enzima  glutamato  descarboxilasa  (GAD)  en  células  horizontales  de 

mamíferos (Osborne y col., 1986; Agardh y col., 1987; Grunert y Wässle, 1990). 

Otro tipo de circuito modulador es el constituido por las células interplexiformes (un tipo particular 

de célula amácrina) (Dowling y Ehinger, 1978; Wulle y Schnitzer, 1989), que establecen circuitos 

de retroalimentación negativa sobre las dendritas de las células bipolares en la CPE (Pourcho y 

21



Introducción

Goebel, 1983). En mamíferos existen al menos dos tipos de células interplexiformes GABAérgicas 

(Nakamura y col., 1980; Wässle y Chun, 1989). Recientemente se ha descripto en retinas de ratas y 

ratones que el GABA participa en las sinapsis entre células interplexiformes (dopaminérgicas) y 

células AII (otro tipo de célula amácrina que distribuye la señal de los bastones al sistema de conos) 

(Contini y Raviola, 2003). En células amácrinas se ha demostrado la co-localización de GABA con 

otros neurotransmisores como acetilcolina, dopamina y posiblemente indolaminas (Kosaka y col., 

1987; Wässle y Chun, 1988; Massey y col., 1991).

Se ha postulado que las células horizontales y amácrinas GABAérgicas constituyen los principales 

componentes  de  la  periferia  de  los  campos  receptivos  de  las  células  bipolares  y  ganglionares 

retinianas. En la CPE, las células bipolares reciben input de las células horizontales y constituyen 

uno de los componentes de la periferia de los campos receptivos.  Por otro lado, en la CPI, las 

células amácrinas GABAérgicas establecen sinapsis recíprocas con los terminales axónicos de las 

células bipolares, conexiones que podrían ser responsables de la modulación temporal de las señales 

que emergen de las células bipolares (Yang, 2004).

El GABA actúa a través de receptores de membrana específicos. Los receptores GABAérgicos se 

clasifican en tres grupos: l) receptores GABAA, 2) receptores GABAB y 3) receptores GABAC.

Los receptores GABAA son complejos supramoleculares que conforman canales de Cl- modulados 

por ligando, y están constituidos generalmente por 5 subunidades proteicas. Se han descripto 6 tipos 

de subunidades α (α1− α6), 3 tipos de subunidades β (β1− β3), 3 tipos de subunidades  γ (γ1− γ3), 

un tipo de  subunidad  δ, 1 tipo de  subunidad  ε y  un tipo de  subunidad  π. La combinación  más 

frecuente del complejo incluye dos subunidades  α, dos  γ y una  β (α2βγ2) o dos  α, dos  β y una 

γ (α2β2γ). Estos tipos de subunidades se expresan diferencialmente en distintas zonas del SNC. La 

composición del complejo supramolecular determina las propiedades funcionales y farmacológicas 

del receptor GABAA (Mehta y Ticku 1999). En particular en el hámster dorado se ha descripto la 

presencia  de  las  subunidades  α1 y  α5, así  como  β1  y  β3  (Naum y col.,  2001).  La  respuesta 
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GABAérgica  de  tipo  A  es  reproducida  por  muscimol  e  isoguvacina  y  es  antagonizada  por 

bicuculina, gabazina (SR 95531) y (+)-β-hidrastina, entre otros, y es susceptible de modulación por 

una variedad de ligandos, como benzodiazepinas, barbitúricos, etanol y neuroesteroides. 

Los receptores GABAB son proteínas transmembrana acopladas a proteínas G y a un sistema de 

segundos  mensajeros  que  regulan  canales  de  Ca2+ y/o  K+.  Estos  receptores  son  activados  por 

baclofen,  ácido  (±)-4-amino-3(5-cloro-2-tienil)butanoico  y  ácido  3-aminopropil-(metil)fosfínico 

(SKF 97541) y son inhibidos por faclofen,  saclofen y 2-hidroxisaclofen (revisado por Mehta y 

Ticku 1999; Bormann, 2000).

Los receptores GABAC son complejos moleculares que, como los receptores GABAA, conforman 

un canal de Cl- modulado por ligando pero son homómeros o heterómeros de la subunidad ρ, de la 

cual se han descripto tres variedades (ρ1−ρ3). Estos canales, como los receptores de tipo GABAA, 

son sensibles al bloqueo por picrotoxina, pero son insensibles tanto a bicuculina como a baclofen. 

Los agonistas específicos de los receptores GABAC son el ácido cis-4-aminocrotónico (CACA) y el 

ácido  carboxílico  cis-2-aminometil-cicloproprano  (CAMP)  en  tanto  que  el  ácido  1,2,5,6-

tetrahidropiridina-4-metilfosfónico (TPMPA) es un antagonista específico. Los receptores GABAC 

son insensibles a benzodiazepinas, barbitúricos y neuroesteroides (revisado por Bormann, 2000).

A  partir  de  estudios  inmunohistoquímicos,  de  hibridización  in  situ,  electrofisiológicos  y 

farmacológicos, se han obtenido evidencias que sugieren la presencia de receptores de tipo GABAA 

y GABAC en las terminales de los conos en retinas de gatos y ratones (Yang, 2004). Aunque se han 

propuesto otros mecanismos independientes de GABA para mediar el  feedback negativo entre los 

conos y las células  horizontales  (Kamermans  y Spekreijse,  1999;  Kamermans  y col.,  2001),  el 

GABA podría estar involucrado en la modulación de la información dado que este transmisor se 

libera desde las células horizontales y podría activar receptores específicos en los terminales de los 

conos. Adicionalmente,  se ha descripto la presencia de receptores GABAA y GABAC en células 

horizontales  de  la  retina  de  diversas  especies  de  vertebrados,  incluyendo  algunas  especies  de 
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mamíferos.  Múltiples evidencias demuestran la presencia de receptores de GABAA y GABAC en 

dendritas  y  terminales  axónicos  de  las  células  bipolares de  conejos,  ratas,  monos  y  humanos. 

También se ha observado expresión de receptores de GABAA en células amácrinas y ganglionares, 

tanto  en  retina  de  mamíferos  como  de  no  mamíferos,  mientras  que  la  presencia  de  receptores 

GABAC en estas últimas células es controversial (revisado por Yang, 2004).

2.a. BIOSÍNTESIS Y METABOLISMO DE GABA 

El GABA es sintetizado a partir de L-glutamato en una única reacción catalizada por la enzima 

glutamato  descarboxilasa  (GAD) que  requiere  fosfato  de  piridoxal  como  cofactor.  Estudios  de 

fraccionamiento subcelular han demostrado que los sinaptosomas están altamente enriquecidos en 

esta enzima, lo que indica que la síntesis de GABA ocurre principalmente en el terminal axónico 

más que en el soma. Se ha descripto la presencia de dos isoformas de GAD (denominadas GAD-65 

y GAD-67) en la retina de diversas especies (Johnson y Vardi, 1998; Andrade da Costa y Hokoc, 

2003). 

Figura 4. Biosíntesis y metabolismo del GABA. 

El catabolismo del GABA comienza con la enzima GABA-transaminasa (GABA-T) que cataliza la 

transferencia del grupo amino del GABA al  α-cetoglutarato regenerando glutamato, su precursor 

(“GABA  shunt”).  La  GABA-T  es  una  enzima  mitocondrial  que  se  localiza  tanto  en  neuronas 

GABAérgicas como en células gliales (revisado por Kalloniatis y col., 1999). Los niveles de GABA 

pueden ser  alterados  por  diferentes  drogas.  En particular  en  este  trabajo  se  utilizó  el  ácido  3-

mercaptopropiónico que interfiere con el fosfato de piridoxal e inhibe la actividad de GAD y la 

vigabatrina (VGB) que inhibe irreversiblemente la actividad de GABA-T, aumentando los niveles 

de GABA.
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2.b. MECANISMO DE LIBERACIÓN Y RECAPTACION DE GABA 

El conjunto de evidencias disponibles indica que la liberación de GABA en retinas de vertebrados 

es  un  mecanismo  altamente  dependiente  de  la  especie.  En  términos  generales,  este  proceso 

involucra dos mecanismos diferentes: uno dependiente de Ca2+ extracelular y otro independiente de 

este  catión,  que  involucra  la  reversión del  transportador  de  GABA de alta  afinidad  (Schwartz, 

1987). El primer mecanismo ocurre a través de la entrada de Ca2+ extracelular en respuesta a una 

señal  despolarizante  (como  altas  concentraciones  extracelulares  de  potasio  o  la  presencia  de 

glutamato) que induce la exocitosis de vesículas que contienen GABA. Una cantidad considerable 

de trabajos avalan que la liberación de GABA es dependiente de Ca2+ extracelular en retinas de 

diferentes especies de mamíferos (Neal y col., 1992). En el segundo mecanismo, la direccionalidad 

del  transportador  de  GABA  depende  del  gradiente  del  neurotransmisor  y  del  potencial  de 

membrana.  Generalmente  la  concentración  intracelular  de  GABA  es  alta  y  la  concentración 

extracelular es baja, por lo tanto frente a un estímulo despolarizante, el transportador podría liberar 

GABA hacia el espacio sináptico. Una vez que la célula se hiperpolariza, el transportador vuelve a 

recaptar  el  GABA  liberado.  Este  tipo  de  liberación  carece  de  especialización  anatómica  y  se 

caracteriza porque requiere Na+, no depende de Ca2+, la dependencia del voltaje coincide con la del 

transportador  del  neurotransmisor  y,  además,  los  transportadores  tienen  una  farmacología 

característica  (revisado  por  Schwartz,  2002).  Se  ha  descripto  este  mecanismo  en  células 

horizontales de retinas de sapos y teleósteos (Schwartz, 1982; Ayoub y Lam, 1984), y en retinas de 

pollo (Hofman y Möckel, 1991; Duarte y col., 1993). Además, se ha demostrado que la liberación 

de  GABA en  células  amácrinas  de  conejo  no  es  vesicular  (Jönsson y  col.,  1986;  O’Malley  y 

Masland, 1989). Asimismo, se ha demostrado que células amácrinas de primates, estimuladas por 

glutamato o ácido kaínico liberan GABA a través de su transportador (Andrade da Costa y col., 

2000).  El  mecanismo de  liberación  de  GABA en la  retina  de hámster  no ha sido previamente 

caracterizado, y su estudio constituye uno de los objetivos del presente trabajo de Tesis.

En la mayoría de las sinapsis del sistema nervioso que involucran neurotrasmisores aminoacídicos, 
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la terminación de la señal ocurre por la recaptación rápida del neurotransmisor liberado al espacio 

sináptico. Este proceso involucra la actividad de transportadores específicos de alta afinidad en el 

terminal sináptico o en las células gliales cercanas. Los transportadores de GABA son proteínas con 

12 dominios transmembrana, que co-transportan Na+ y Cl- a favor de gradiente (Nelson, 1998). En 

la retina de rata se han identificado tres transportadores de GABA, GAT-1 GAT-2 y GAT-3, en 

células GABAérgicas amácrinas e interplexiformes, y en células de Müller (Johnson y col., 1996). 

Recientemente se ha demostrado que los transportador GAT-1 y GAT-3 participan en la liberación 

da GABA independiente de Ca2+ en el cerebelo (Rossi y col., 2003) y que el transportador GAT-1 

media este proceso en las fibras musgosas del hipocampo de rata (Vivar y Gutierrez, 2005)

3. LA MELATONINA EN LA RETINA DE VERTEBRADOS 

La  melatonina,  originalmente  identificada  por  Lerner  y  col.  en  1959,  fue  considerada  durante 

mucho tiempo de origen exclusivamente pineal (Axelrod, 1974). Sin embargo, múltiples pruebas 

experimentales demuestran en forma concluyente la biosíntesis de melatonina y la presencia de las 

enzimas involucradas en la retina de rata, ratón, conejo, cobayo, oveja, vaca, mono y humanos, y en 

diversos vertebrados no mamíferos (revisado por Tosini, 2000). En nuestro laboratorio se demostró 

por primera vez, que la retina de hámster es un sitio de síntesis activa de melatonina, independiente 

de la actividad pineal (Faillace y col., 1994; 1995). La ablación pineal no afecta el contenido de 

melatonina retiniana (Reppert y Sagar, 1983) y no se observaron cambios en la actividad de una de 

las  enzimas  que  participa  de  la  síntesis  de  melatonina  retiniana,  la  enzima  serotonina  N-

acetiltransferasa (NAT), luego de la pinealectomía (Hamm y Menaker, 1980) aunque en retinas de 

rata  y  hámsteres  pinealectomizados,  los  niveles  retinianos  de  melatonina  aumentan 

significativamente en estas condiciones (Yu y col., 1981; Reiter y col., 1983; Faillace y col., 1995). 

En conjunto, estas evidencias establecen que la retina de una gran variedad de vertebrados posee los 

mecanismos  necesarios  para  sintetizar  y  secretar  melatonina  al  espacio  extracelular  retiniano, 

regulando sus niveles in situ (Tosini, 2000).
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Una cantidad considerable de indicios sugieren que los fotorreceptores son el sitio más probable 

para la síntesis de melatonina retiniana (revisado por Tosini, 2000). Sin embargo, se ha demostrado 

que la biosíntesis de melatonina retiniana persiste en una cepa de ratones cuyos fotorreceptores 

degeneran totalmente durante el desarrollo postnatal (Tosini y Menaker 1998). En forma reciente, 

en nuestro laboratorio se han obtenido evidencias que sugieren que en la retina de pollo, las células 

ganglionares también tienen la capacidad de sintetizar este metoxiindol, aun en condiciones aisladas 

(Garbarino Pico y col., 2004). 

3.a. BIOSÍNTESIS Y METABOLISMO DE LA MELATONINA

Las  reacciones  involucradas  en  la  biosíntesis  de  melatonina  se  describen  en  la  Figura  5.  La 

biosíntesis de melatonina, tanto en la glándula pineal como en la retina, comienza con la captación 

de triptofano circulante que es convertido en 5-hidroxitriptofano, en una reacción catalizada por la 

enzima triptofano-hidroxilasa. El 5-hidroxitriptofano a su vez, es transformado en serotonina (5-

HT) por acción de una descarboxilasa de aminoácidos aromáticos (AAAD). La 5-HT es convertida 

en melatonina, a través de dos reacciones catalizadas enzimáticamente. En una primera etapa, la 

serotonina  es  acetilada  a  N-acetilserotonina  por  la  acción  de  la  enzima  arilalquilamina  N-

acetiltransferasa  (AANAT,  también  denominada  serotonina  N-acetiltransferasa,  NAT). 

Subsecuentemente,  la  N-acetilserotonina  es  O-metilada  por  la  hidroxiindol-O-metiltransferasa 

(HIOMT), que cataliza la transferencia del grupo metilo de la S-adenosilmetionina a la posición 5-

hidroxi,  dando melatonina  como producto final.  Existen sólidas  evidencias  que sugieren que el 

AMPc es el segundo mensajero clave en la biosíntesis de melatonina, tanto en la glándula pineal 

como en la retina (Zawilska y Nowak, 1992). Una gran cantidad de trabajos avalan firmemente la 

participación de este nucleótido en la regulación de los niveles de melatonina y en el control de la 

transcripción, la actividad y la vida media de la NAT (Klein y col.,  1997; Iuvone y col.,  1999; 

Ivanova e Iuvone, 2003).
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Figura 5. Biosíntesis y metabolismo de la melatonina.

En mamíferos, el 84% de la melatonina circulante es metabolizada periféricamente en el hígado, a 

través de hidroxilación para dar 6-hidroximelatonina, que es conjugada y excretada en la orina o en 

las heces. El 1% de la melatonina permanece inalterada y el 15% se transforma en un metabolito no 

indólico, la N-acetil-5-metoxiquinurenamina. En la retina de Xenopus, reptiles y aves, aunque no en 

mamíferos,  se ha demostrado que la melatonina  se desacetila a 5-metoxitriptamina  a nivel local 

siguiendo el camino descripto en la Figura 5 (Cahill y Besharse, 1989; Grace y col., 1991; Li y col., 

1997).
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3.b. REGULACION DE SÍNTESIS DE MELATONINA RETINIANA

Una de las características más salientes de la biosíntesis de melatonina, tanto en la glándula pineal 

como en la retina de la mayoría de las especies estudiadas, es la dramática ritmicidad día-noche en 

su biosíntesis, que provoca aumentos nocturnos en los niveles de este metoxiindol. Varios autores 

describieron variaciones  diarias  en el  contenido  de melatonina  con valores  máximos durante la 

etapa de oscuridad en la retina de diversas especies de aves y mamíferos (Bubenick y col., 1978; 

Pang y col., 1980; Hamm y Menaker, 1980; Grota y col., 1982, Faillace y col., 1994). 

Los resultados sobre la ritmicidad de la NAT en oscuridad constante se obtuvieron en experimentos 

in vivo en los que no puede descartarse la influencia de un mecanismo de control desde el sistema 

nervioso central. Sin embargo, en experimentos in vitro, se observó que la síntesis y liberación de 

N-acetilserotonina y melatonina son directamente reguladas por la iluminación ambiental, siendo 

incrementadas por la oscuridad y reducidas por la luz (Yu y col., 1982, Redburn y Mitchell, 1989, 

Faillace y col., 1995). Adicionalmente, se observaron cambios en la actividad de NAT en retinas de 

rana in vitro en respuesta a la luz y a la oscuridad (Iuvone y Besharse, 1983). 

La regulación de la biosíntesis  de melatonina  ha sido extensivamente  estudiada en la  retina  de 

Xenopus,  que  al  igual  que  en  la  retina  de  mamíferos,  es  sensible  a  la  luz  y la  oscuridad.  Sin 

embargo, se ha demostrado que un oscilador circadiano endógeno en la retina de esta especie regula 

paralelamente este proceso (Cahill y col., 1991). Asimismo, se ha demostrado que la biosíntesis de 

melatonina en la retina del hámster es regulada por un oscilador circadiano local, con un aumento 

durante la noche (Tosini y Menaker, 1996) y persiste durante al menos 5 días en retinas aisladas 

expuestas a oscuridad constante. 

Diversas evidencias señalan a la dopamina retiniana como una señal trascendente en la regulación 

de la biosíntesis de melatonina (Iuvone, 1986). En este sentido, se describió un efecto inhibitorio de 

la dopamina sobre la actividad de NAT en retina de rana, rata y conejo (Iuvone y Besharse, 1986; 

Nowak y col., 1989). Los antagonistas dopaminérgicos revierten el efecto inhibitorio de la luz sobre 
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la actividad de NAT. En la retina de hámster hemos demostrado que la dopamina es un mediador 

del efecto inhibitorio de la luz sobre la síntesis de melatonina (Jaliffa y col., 2000). El  turnover 

retiniano de este neurotransmisor es mayor de día que de noche, y durante el día subjetivo es más 

alto que durante la noche subjetiva (Jaliffa y col., 2000).

Paralelamente al bien establecido rol inhibitorio de la dopamina sobre la síntesis de melatonina, 

algunas evidencias sugieren la participación del sistema GABAérgico en el control de este proceso 

biosintético. La picrotoxina inhibe el incremento de la actividad de NAT inducido por la oscuridad 

en  ojos  de  Xenopus,  en tanto  que  agonistas  GABAérgicos  la  aumentan  durante  la  fase de  luz 

(Boatright y Iuvone, 1989 a, b). Se ha sugerido que el efecto GABAérgico podría estar mediado por 

la inhibición de la liberación de dopamina,  a través de receptores específicos localizados en las 

células amácrinas o interplexiformes dopaminérgicas (Kamp y Morgan, 1980). El incremento en la 

actividad  de  NAT  inducido  por  muscimol  es  inhibido  por  la  administración  de  agonistas 

dopaminérgicos.  Los  efectos  del  muscimol  y  los  antagonistas  dopaminérgicos  no  son  aditivos. 

Asimismo, la disminución de la actividad de NAT por antagonistas GABAérgicos en oscuridad es 

revertida por la aplicación de un antagonista dopaminérgico (Kazula y col., 1993). Al presente, no 

se dispone de antecedentes sobre el papel del GABA en la producción de melatonina en la retina de 

hámster y el estudio de este aspecto forma parte de los objetivos de este trabajo de Tesis.

3.c. FUNCIONES DE LA MELATONINA 

En la retina la melatonina podría actuar como un neuromodulador parácrino local que regula la 

fisiología de este tejido (Besharse y col., 1988; Tosini, 2000). En este sentido se ha demostrado que 

la melatonina inhibe la liberación de dopamina y acetilcolina de las células amácrinas (Dubocovich, 

1983;  Mitchell  y  Redburn, 1991),  estimula  la  liberación  de glutamato  (Faillace  y col.,  1996a), 

inhibe la acumulación de AMPc (Faillace y col., 1994) y estimula la síntesis de GMPc en la retina 

del hámster dorado (Faillace y col., 1996b). Se ha postulado que la melatonina podría modular su 

propia síntesis a través de un feedback negativo (Faillace y col., 1995). Asimismo, el metoxiindol 
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activa el  shedding y la fagocitosis de los discos de los segmentos externos de los fotorreceptores 

(Besharse y Dunis, 1983), promueve los movimientos fotomecánicos de adaptación a la oscuridad 

en fotorreceptores y el epitelio pigmentario de la retina de distintas especies (Pierce y Besharse, 

1987) y modula la sensibilidad visual (Mc Googan y Cassone, 1999).

Se  ha  demostrado  la  presencia  de  receptores  de  melatonina  en  la  retina  de  diversas  especies, 

incluyendo el hámster dorado (Dubocovich y Takahashi, 1987; Reppert y col., 1995, Rosenstein y 

Dubocovich, 2001). La melatonina activa distintos tipos de receptores de membrana: MT1 y MT2 

en mamíferos o Mel1a Mel1b y Mel1c en no mamíferos.  En la retina de  Xenopus se demostró la 

presencia de receptores Mel1a en la CPI y Mel1c en la CPI, la CNE y en la CCG (Wiechmann, 2003). 

En la retina humana se ha descripto una alta  densidad de receptores  MT1 en fotorreceptores  y 

células ganglionares (Meyer y col., 2002). Otros autores han demostrado la presencia de este mismo 

receptor  también  en  células  horizontales  y  células  amácrinas  AII,  tanto  en  monos  como  en 

humanos. Este resultado es la primera evidencia que apoya la hipótesis de que la melatonina,  a 

través de las células amácrinas AII, participa en la adaptación a la luz (Scher y col., 2003). Por otra 

parte,  se  ha  observado  que  la  melatonina  disminuye  la  onda  c  del  electrorretinograma  (ERG) 

(Textorius y Nilsson, 1987) y puede afectar el potencial de membrana del epitelio pigmentario de 

retina de pollo directamente o a través de células retinianas o de la coroides (Nao-i y col., 1989). 

Además, se ha demostrado que la melatonina incrementa la amplitud de las ondas a y b del ERG en 

larvas de Xenopus transgénicas que sobreexpresan el receptor Mel1c (Wiechmann y col., 2003). Por 

otro lado,  tanto la  dopamina  como la  melatonina  podrían participar  en la  generación  del  ritmo 

circadiano de la onda b del ERG en la iguana (Miranda-Anaya y col., 2002).

Evidencias  relativamente  recientes  sugieren  que  la  melatonina,  siendo  una  molécula  altamente 

lipofílica, podría participar en funciones pleiotrópicas, no mediadas por receptor. En este contexto, 

diversas evidencias experimentales han llevado a postular que la melatonina puede actuar como 

antioxidante, protegiendo del daño celular causado por radicales libres (Reiter, 1995; Reiter y col., 

1997). En particular en la retina, se ha demostrado que la melatonina protege contra la peroxidación 
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lipídica  inducida  óxido nítrico  (NO) (Siu  y col.,  1999),  y  previene  el  daño oxidativo  retiniano 

inducido por isquemia/reperfusión (Celebi y col., 2002). En nuestro laboratorio se ha demostrado 

por métodos computacionales, la factibilidad termodinámica de la reacción de melatonina con el 

radical OH•, uno de los radicales libres más deletéreos de los sistemas biológicos (Turjanski y col., 

1998). La melatonina es también capaz de reaccionar en forma directa con NO para dar al menos un 

producto estable que fue caracterizado por RMN y Rayos X (Turjanski y col., 2000). Asimismo, se 

demostró que la melatonina es un potente inhibidor del sistema nitrérgico retiniano,  dado que a 

concentraciones fisiológicas inhibe tanto el influjo de L-arginina (sustrato en la síntesis de NO), 

como la actividad de la óxido nítrico sintasa (NOS) y el efecto de la L-arginina (Sáenz y col., 2002). 

De hecho, se ha demostrado que la melatonina inhibe la expresión de la isoforma inducible de la 

NOS y protege contra el daño oxidativo en modelos experimentales en los que el NO es causa de 

destrucción molecular (Cuzzocrea y col., 1997).  En forma reciente, nuestro grupo ha demostrado 

que la melatonina aumenta el uptake de glutamato y la actividad de glutamina sintetasa e inhibe la 

actividad de glutaminasa en la retina del hámster (Sáenz y col., 2004). 

4. RITMOS Y RELOJES CIRCADIANOS 
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Los seres vivos tenemos la capacidad de adaptarnos a cambios cíclicos del medio ambiente  (la 

alternancia  día-noche,  variaciones  estacionales  de  la  temperatura,  etc.)  generando  respuestas 

adaptativas que involucran al sistema endócrino y reproductivo, la conducta, el ciclo sueño/vigilia, 

la temperatura corporal, la alimentación, etc. Estas respuestas adaptativas son reguladas por relojes 

endógenos capaces de ajustar nuestra fisiología en forma anticipatoria a los cambios del medio 

externo. Las variaciones cíclicas endógenas constituyen los ritmos biológicos: cambios metabólicos, 

fisiológicos,  bioquímicos  y  conductuales  de  origen  endógeno  y  autosostenido  que  se  producen 

cíclicamente, con una periodicidad definida. 

El componente principal del sistema circadiano son los núcleos supraquiasmáticos (NSQ), un grupo 

de neuronas localizadas en la zona ventromedial del hipotálamo (Figura 6). 

Figura 6. A) Organización del sistema 
circadiano en mamíferos. B) Esquema del 
sistema circadiano.
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Los NSQ poseen actividad  rítmica  endógena con un período cercano a  24 h y son capaces  de 

organizar  temporalmente  la  fisiología  y  el  comportamiento  del  organismo.  La organización  del 

sistema circadiano involucra diversas estructuras relacionadas a través de un conjunto complejo de 

comunicaciones neuronales y está constituido por tres componentes principales: i) la retina y sus 

proyecciones  específicas  a  los  NSQ  y  al  núcleo  intergeniculado  talámico;  ii)  los  NSQ  y  sus 

proyecciones al hipotálamo, tálamo y cerebro basal-anterior; y iii) el núcleo intergeniculado y sus 

proyecciones a los NSQ (Moore, 1993) (Figura 6). 

Los ritmos biológicos mejor caracterizados son aquellos que presentan una periodicidad próxima a 

las 24 horas y se denominan circadianos (del latín  circa y  dies: cerca de 24 horas). Estos ritmos 

circadianos son generados en los NSQ y son sincronizados por los ciclos diarios de luz-oscuridad a 

través de fotorreceptores especializados. En mamíferos, los NSQ poseen el papel de “marcapasos 

maestro” en el control de un amplio espectro de ritmos conductuales y fisiológicos: locomoción, 

sueño/vigilia,  termorregulación,  función  cardiovascular,  y  procesos  endócrinos,  entre  otros 

(Cassone y col.,  1993).  Los  osciladores  endógenos expresan ritmos  aun en un medio  ambiente 

constante (condiciones de “libre curso”), con una frecuencia endógena cercana a las 24 horas. En 

presencia de señales periódicas exógenas (sincronizador o “Zeitgeber”), generalmente el ciclo de 

luz-oscuridad, los ritmos circadianos se sincronizan exactamente a 24 horas. 

Cuando  la  luz  (el  principal  agente  sincronizador)  incide  en  la  retina,  provoca  un  conjunto  de 

cambios bioquímicos que son procesados localmente y que salen de la retina a través del tracto 

retinohipotalámico hacia los NSQ. De esta forma, la secuencia de luz-oscuridad detectada por la 

retina produce la sincronización de la oscilación interna a la hora local, ajustando la actividad de los 

NSQ (“dándole cuerda al reloj") a una periodicidad de 24 h exactas.

Para  que  una  variación  diaria  sea  considerada  un  ritmo  circadiano  debe  ser  generada 

endógenamente  (Aschoff,  1960;  Pittendrigh,  1960,  1993).  Esta  característica  la  diferencia  de 
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aquellas variables biológicas que oscilan diariamente también, pero que sólo acompañan a cambios 

en factores ambientales (como la luz y la temperatura). Para diferenciar un ritmo circadiano de estas 

oscilaciones  diarias  es  imprescindible  demostrar  que  las  variaciones  rítmicas  del  parámetro  en 

estudio  persisten  en  condiciones  ambientales  constantes.  En caso  contrario,  se  asume que  este 

parámetro está regulado por un factor exógeno.

4.a. MECANISMO DE SINCRONIZACIÓN

En condiciones constantes, un organismo mantiene sus ritmos según la hora que marca su reloj 

endógeno. En los animales nocturnos, el día subjetivo corresponde a su fase de reposo y la noche 

subjetiva a su fase de actividad. La sincronización puede ser inducida por una gran variedad de 

estímulos que atrasan o adelantan el reloj, dependiendo del momento en que se los aplique. Para 

examinar  cómo un estímulo  es  capaz  de  afectar  y  sincronizar  al  reloj,  el  individuo debe  estar 

expuesto a condiciones constantes (free- running). 

Una curva de respuesta de fase (PRC del inglés, phase response curve) es una representación de la 
dinámica del comportamiento de un oscilador sometido a un pulso de estimulación administrado en 
diferentes horas del día, es decir que muestra los factores ambientales (tales como la iluminación o 
la temperatura) que tienen efectos relevantes sobre la expresión de los ritmos endógenos y que son 
capaces de producir ajustes (sincronizaciones) a través de mecanismos biológicos específicos y 
dentro de límites bien definidos para cada especie. En ella se representa la fase de exposición a un 
pulso de luz con respecto al tamaño y dirección del cambio de fase. La duración total del ciclo 
determina el “horario circadiano” (o circadian time, CT); se define CT 12 como el comienzo de la 
noche subjetiva. Una hora de tiempo circadiano equivale al período en oscuridad constante / 24 
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(horas). En la Figura 7 se muestra un actograma teórico en el que se representa la actividad 
locomotora de un hámster tanto en condiciones de luz-oscuridad como en condiciones de oscuridad 
constante. En este último caso se muestra cómo responde el animal a pulsos de luz. 

Figura 7. Actogramas  teóricos  en los  que se representa  la  actividad locomotora  de un 

hámster. En el panel de la izquierda se muestra la diferencia de la actividad locomotora de 

hámster en un ciclo de luz-oscuridad con respecto a la misma actividad en condiciones de 

oscuridad constante (free running). En el panel de la izquierda se representa el efecto de un 

pulso de luz sobre la actividad locomotora de un hámster mantenido en condiciones de 

oscuridad constante. 

Un pulso de luz al comienzo de la noche subjetiva produce un retraso en el comienzo de la actividad 

en los días sucesivos, en tanto que un pulso de luz al final de la noche subjetiva produce un adelanto 

de la actividad en los días siguientes (Figura 7). A estos cambios se los denomina cambio de fase de 

actividad locomotora, que constituye un buen indicador de la actividad del reloj central.

En la Figura 8 se representa la PRC fótica para el hámster, en la que la variable medida es el cambio 

de  fase  de  actividad  locomotora  y  el  estímulo  es  un  pulso  de  luz.  En  esta  otra  forma  de 

representación  se  observa  que  los  pulsos  aplicados  durante  el  comienzo  de  la  noche  subjetiva 

causan retrasos de fase y que los pulsos aplicados al final de la noche subjetiva producen adelantos 

de fase (Marques y col., 1997).

Figura 8. Curva de respuesta  de fase fótica para 

hámsteres  mantenidos  en  oscuridad  constante.  El 

estímulo utilizado es un pulso de luz.

4.b. LA RETINA COMO RELOJ CIRCADIANO AUTÓNOMO

Si bien  la  mayoría  de los  ritmos  biológicos  son efectivamente  regulados  por  los  NSQ, se  han 

descripto  una  serie  de  osciladores  “periféricos”  aparentemente  independientes  del  reloj  central 

(Balsalobre  y  col.,  2000,  Reppert  y  col.,  2002).  Entre  éstos  merece  particular  atención  la 
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demostración experimental de que la retina de diversas especies contiene un reloj local (Tosini y 

Fukuhuda, 2002), dado el papel central de esta estructura en la organización del sistema circadiano. 

La intensidad luminosa a mediodía de un día soleado difiere en hasta doce órdenes de magnitud 

respecto  a  la  medianoche.  La  capacidad  del  sistema  visual  para  medir  contrastes  sobre  un 

background que cambia en este rango de intensidades, es el resultado de un conjunto complejo de 

mecanismos bioquímicos  y neurofisiológicos.  Muchos de estos cambios ocurren agudamente en 

respuesta  a  la  iluminación  ambiental;  sin  embargo  se  ha  demostrado  que  algunas  respuestas 

adaptativas retinianas son reguladas por osciladores circadianos endógenos. Estos relojes inducen 

cambios en el sistema visual en función de la hora del día, tomando ventaja de la predictibilidad de 

los cambios diarios en el ambiente fótico. Midiendo el tiempo más que la intensidad luminosa, un 

reloj  puede  inducir  respuestas  adaptativas  con  anticipación  a  los  cambios  en  la  iluminación 

ambiental que ocurren al atardecer o al anochecer. De hecho, diversas funciones oculares (Tabla I) 

varían circadianamente, en algunos casos aun en condiciones de iluminación constante y aun luego 

de la lesión de los NSQ o la transección del nervio óptico (para una revisión ver Cahill y Besharse, 

1995; Tosini y Fukuhara, 2002). 

Tabla I. Ritmos diarios en la retina.

Ritmo Fase del pico Especie

Sensibilidad visual oscuridad rata, humanos
Shedding de discos externos de fotorreceptores luz rata, hámster
onda b del ERG oscuridad conejo
Biosíntesis de melatonina oscuridad rata, ratón, hámster
Actividad de AA-NAT oscuridad rata
Biosíntesis de dopamina luz rata, ratón, hámster.
Niveles de AMPc oscuridad hámster
Niveles de los mensajeros de Aa-nat, TrpH, Hiomt oscuridad rata
pH (in vitro) oscuridad conejo
Síntesis de conoopsinas oscuridad ratón
Síntesis de rodopsina luz ratón

La primera demostración experimental respecto a la existencia de un reloj retiniano autónomo se 

obtuvo en el Xenopus (Besharse y Iuvone, 1983).Varios años más tarde se demostró la presencia de 

un reloj circadiano en la retina de hámster, con la capacidad de regular la síntesis circadiana de 
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melatonina en oscuridad constante (Tosini y Menaker, 1996). En forma posterior, estos resultados 

se extendieron a otros mamíferos como la rata y el ratón (Tosini y col., 1998). El hámster mutante 

tau,  cuyo  período de  oscilación  circadiana  es  significativamente  más  corto  que el  de animales 

normales  (como  resultado  de  una  mutación  en  la  caseína  quinasa  I  ε (Lowrey y  col.,  2000)), 

presenta  también  un  período  corto  en  cuanto  a  la  secreción  retiniana  de  melatonina  (Tosini  y 

Menaker,  1996) y en cuanto al  ritmo de fagocitosis  de los discos del  segmento  externo de los 

fotorreceptores (Grace y col., 1996). Este resultado constituye una evidencia sólida en favor de que 

el oscilador retiniano exhibe mecanismos moleculares similares a los del reloj central. Como ya se 

mencionara,  la  retina  es  una estructura  relativamente  compleja  formada  por  diferentes  tipos  de 

células  especializadas.  Dado  que  los  ritmos  retinianos  en  diversas  especies  se  han  asociado 

estrechamente  con  la  capacidad  de  sintetizar  melatonina  y  teniendo  en  cuenta  el  conjunto  de 

evidencias  que  señalan  a  los  fotorreceptores  como  el  sitio  más  probable  para  este  proceso 

biosintético, el conjunto de evidencias previas ha llevado a postular fuertemente a este tipo celular 

como el sustrato anatómico más probable para la localización del reloj local. Sin embargo, en forma 

reciente se ha demostrado que las células ganglionares de la retina de pollo tienen la capacidad de 

sintetizar melatonina, aun en condiciones aisladas, con máximos en la fase de luz, contrariamente a 

lo que ocurre en los fotorreceptores (Garbarino-Pico y col., 2004). Asimismo, se ha demostrado la 

expresión de un nuevo fotopigmento (distinto a los pigmentos visuales clásicos), la melanopsina, 

exclusivamente en células ganglionares y se ha postulado que las células que expresan esta proteína 

podrían ser las que proyectan a los NSQ (Berson y col., 2002). Este conjunto de evidencias parece 

indicar que las células ganglionares podrían tener la capacidad de oscilar  en forma autónoma y 

responder a la luz en forma independiente de los fotorreceptores. 

Muy recientemente se han obtenido evidencias acerca de una posible interacción entre los NSQ y la 

retina a través de la demostración de que el rango de variación del período del ritmo de actividad 

locomotora es significativamente mayor  en hámsteres con enucleación bilateral que en animales 

control (Yamazaki y col., 2002).
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Si bien el mecanismo del procesado de la información luminosa involucrado en la formación de la 

imagen  consciente  ha  sido  exhaustivamente  examinado,  la  información  disponible  respecto  a 

fenómenos fisiológicos intrínsecos a la generación de ritmos biológicos locales, e incluso sobre los 

tipos  celulares  retinianos  directamente  involucrados,  es  aún  incompleta.  En  todo  caso,  la 

información retiniana ambiental en mamíferos es crítica para la sincronización y los cambios de 

fase de los ritmos circadianos generados por el marcapasos hipotalámico. Por lo tanto, el estudio de 

la actividad rítmica retiniana, ya sea auto-sostenida o como eferencia de la información procedente 

de los NSQ es esencial para la comprensión de la génesis y la fisiología de la actividad circadiana. 

5. NEUROESTEROIDES EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

El término neuroesteroide (NE) fue acuñado en 1981 por Etienne Baulieu y Paul Robel para referir 

a  diversos  metabolitos  de  hormonas  esteroideas  presentes  en  el  cerebro  en  concentraciones 

independientes de sus niveles plasmáticos. Se han denominado neuroactivos a aquellos esteroides 

que  independientemente  de  su  origen,  actúan  en  el  tejido  neural  (Majewska  y  col.,  1986; 

Schumacher 1990; Robel y Baulieu, 1994). Se ha demostrado que el cerebro de mamíferos contiene 

cantidades sustanciales (en algunos casos, superiores a las circulantes) de precursores de esteroides, 

de  colesterol  y  de  sus  derivados  sulfatos  y  lipídicos,  cuya  acumulación  parece  ser  al  menos 

parcialmente independiente de su producción por glándulas esteroidogénicas periféricas. Recién en 

las dos últimas décadas  se ha demostrado en forma concluyente  que el  cerebro puede también 

sintetizar  esteroides  de novo.  En este sentido,  se ha demostrado la síntesis  de pregnenolona en 

cultivos primarios de células gliales (Hu y col., 1987), así como la capacidad de homogenatos de 

ciertas regiones cerebrales y de cultivos de células gliales y neuronales de convertir pregnenolona 

en progesterona in vitro (Weidenfeld y col., 1980). En cerebro de rata, principalmente en la corteza 

cerebral, la amígdala y el hipocampo se ha detectado la enzima mitocondrial que cataliza la escisión 

de la cadena lateral del colesterol, el citocromo P450 side chain cleavege (P450scc) (Le Goascogne 

y col., 1987). El sulfato de colesterol es también sustrato del mecanismo de clivaje de la cadena 
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lateral dando sulfato de pregnenolona que a su vez, puede ser hidrolizado a esteroides primarios por 

acción de sulfatasas presentes en el sistema nervioso central (Iwamori, 1976). Se ha demostrado que 

el  cerebro contiene enzimas metabolizantes  de esteroides  clásicos que dan origen a una amplia 

variedad  de  compuestos  neuroactivos.  Los  principales  metabolitos  centrales  de  la  progesterona 

incluyen  la  5α-dihidroprogesterona  y  la  3α,  5α-tetrahidroprogesterona.  Se  representa  a 

continuación las vías metabólicas de biosíntesis de NEs en el sistema nervioso central (Figura 9).

Figura 9. Biosíntesis de neuroesteroides

5.a. MECANISMO DE ACCIÓN DE NEUROESTEROIDES

Múltiples  pruebas experimentales  demuestran  que los NEs modulan  la  excitabilidad  neuronal  y 

producen efectos conductuales significativos en el rango de minutos, luego de su administración 

sistémica. Los efectos anestésicos, sedantes, hipnóticos y anticonvulsivantes se han asociado a la 

interacción de NEs con receptores ionotrópicos a través de modulaciones alostéricas positivas o 

negativas que afectan la eficacia de diversos sistemas de neurotransmisores, fundamentalmente el 

GABA (Baulieu, 1998; Rupprecht y Holsboer, 1999; Lambert y col., 2003).

Las primeras evidencias en este sentido surgieron hace unos 50 años, tras la observación de los 

efectos  anestésicos  y anticonvulsivantes  de los  esteroides  (Seyle,  1941, 1942).  Desde entonces, 

diversos autores han demostrado que los esteroides inducen cambios en la actividad neuronal que 

ocurren con una latencia de segundos a pocos minutos (Godeau y col., 1978; Schumacher, 1990), 

regulando  directamente  la  actividad  del  receptor  GABAA.  En  este  sentido,  por  métodos 

electrofisiológicos se demostró la potenciación por alfaxalona de la corriente de Cl- inducida por 

GABA (Harrison y col.,  1984;  Turner y col.,  1989),  y se observó que el  colesterol,  modula  el 

binding de GABA al receptor GABAA (Majewska y col., 1985). Existen esteroides excitatorios e 

inhibitorios  que,  respectivamente,  excitan o inhiben la actividad de los receptores GABAA.  Los 

esteroides activos sobre el receptor GABAA mejor caracterizados son los metabolitos naturales de la 
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progesterona  y  de  la  desoxicorticosterona:  la  alopregnanolona  y  la  5α- 

tetrahidrodesoxicorticosterona  (5α-THDOC),  respectivamente.  Estos  esteroides  3α-hidroxilados 

con un anillo reducido, son los ligandos más potentes del complejo supramolecular que constituye 

el receptor GABAA, con valores de DE50 en el rango de 10 y 50 nM en presencia de GABA. Las 

principales  hormonas  esteroideas  circulantes,  17β-estradiol,  progesterona,  testosterona,  y 

corticosterona  o cortisol,  en  concentraciones  fisiológicas,  no modulan  la  actividad  del  receptor 

GABAA directamente aunque algunas acciones a corto plazo de la progesterona probablemente se 

deban a la acción de esteroides activos derivados del metabolismo de la hormona sobre el receptor 

GABAA (Orchinik y col., 1993). Las acciones modulatorias de los esteroides que activan al receptor 

GABAA son similares  a los efectos  anestésicos de los barbitúricos:  1) aumento del  binding del 

GABA  (o  de  agonistas)  y  de  benzodiazepinas  a  membranas  cerebrales  (Peters  y  col.,  1988; 

Majewska, 1988; Turner y col., 1998), 2) inhibición del binding de [35S]-terbutilciclofosforotionato 

(TBPS)  al  canal  de  Cl- acoplado  al  complejo  del  receptor  GABAA de  manera  no  competitiva 

(Majewska y col., 1986; Gee y col., 1988; Turner y col., 1989); 3) aumento del transporte de Cl- 

inducido por GABA (Majewska y col.,1986; Turner y col.,1989, Im y col.,1990), y 4) potenciación 

de la corriente mediada por el receptor GABAA en neuronas (Harrison y col., 1987, Peters y col., 

1988,  Majewska y col.,  1988).  Se ha  demostrado  que los  efectos  de  los  barbitúricos  y  de  los 

neuroesteroides  sobre  la  potenciación  del  binding de  [3H]-muscimol  y  [3H]-flunitrazepam  en 

sinaptosomas son aditivos o sinérgicos (Peters y col., 1988; Turnery col., 1989; Im y col., 1990). 

Análogamente, se demostró una acción aditiva de los esteroides y barbitúricos sobre la corriente de 

Cl- (Peters y col., 1988), así como un efecto diferencial sobre la cinética de disociación del TBPS 

(Gee  y  col.,  1988).  Contrariamente  a  la  alopregnanolona,  a  la  THDOC,  o  a  la  androsterona 

(Guinjoan y col., 1992), que actúan como moduladores positivos, algunos NEs se comportan como 

moduladores  inhibitorios  del  receptor  GABAA.  La  pregnenolona  sulfato  (PS)  y  la 

dehidroepiandrosterona  sulfato  (DHEAS)  pertenecen  a  esta  última  categoría  (Majewska  y  col., 
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1987; Majewska y col., 1988; Mienville y col., 1989; Orchinik y col., 1993). La PS modifica en 

forma  bimodal  el  binding de  muscimol  a  membranas  sinaptosomales,  aumentando  la  unión  a 

concentraciones nanomolares y disminuyéndola a concentraciones micromolares (Majewska y col., 

1985). Ensayos funcionales subsecuentes demostraron que la PS actúa como modulador negativo 

del receptor GABAA, ya que bloquea la corriente de Cl- inducida por GABA en forma dependiente 

de la dosis (CI50 = 60 mM) (Majewska y col., 1988; Majewska y Schwartz, 1987). Posteriormente 

se demostró que el  neuroesteroide DHEAS también inhibe la  corriente  inducida por GABA de 

manera no competitiva (CI50 = 10mM) (Majewska y col., 1990). Aunque tanto la DHEAS como la 

PS  inhiben  las  corrientes  inducidas  por  GABA,  ambos  esteroides  difieren  en  su  modo,  y 

presumiblemente también, en su sitio de acción. Mientras que la PS es un potente inhibidor del 

binding de TBPS, la DHEAS es inefectiva (Majewska y Schwartz, 1987; Majewska y col., 1990). 

Además  la  DHEAS,  a  diferencia  de  la  PS,  disminuye  el  binding de  benzodiazepinas  a 

concentraciones micromolares (Demirgoren y col., 1991). La propiedad observada in vitro de la PS, 

y la DHEAS de actuar como moduladores inhibitorios del receptor GABAA es consistente con sus 

acciones excitatorias observadas in vivo (Carette y col., 1984) y con sus efectos proconvulsivantes 

(Kokarte y col., 1999).

En comparación con los bien caracterizados efectos de los NEs sobre la postsinapsis GABAérgica, 

las evidencias a favor de efectos a nivel presináptico son escasas. Si bien se ha demostrado que la 

administración conjunta de estradiol y progesterona aumenta la liberación de GABA inducida por 

glutamato  en  el  área  preóptica,  este  efecto  parece  estar  mediado  por  mecanismos  genómicos 

(Fleischmann  y  col.,  1992).  En  contraste,  estudios  electrofisiológicos  sugieren  que  la 

alopregnanolona  potencia  la  presinapsis  GABAérgica  (Poisbeau  y  col.,  1997).  Además,  se  ha 

demostrado que la PS modula la neurotransmision mediada por glutamato en diferentes regiones del 

sistema nervioso (Wu y col., 1991; Mukai y col., 2002).

Además del efecto sobre la postsinapsis GABAérgica, se ha demostrado que la PS antagoniza las 

corrientes del cloruro activadas por glicina (Wu y col., 1990), estimula la corriente desencadenada 
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por N-metil-D-aspartato (NMDA) (Wu y col., 1991; Bowlby, 1993) y el aumento intracelular de 

Ca2+ mediado por el receptor de NMDA en cultivos de neuronas cerebrales (Irwin y col., 1992). Por 

otra parte,  la PS aumenta la tasa de disparo de neuronas del área preóptica (Carette  y Poulain, 

1984). Más recientemente, se demostró que la PS incrementa la liberación de glutamato desde el 

terminal presináptico a través del aumento en niveles intracelulares de Ca2+ (Meyer y col., 2002). 

Además, en experimentos de microdiálisis in vivo se ha demostrado que la PS aumenta la liberación 

basal de acetilcolina en hipocampo y corteza de rata (Mayo y col., 2003) y que también aumenta la 

liberación basal de dopamina en el núcleo accumbens de rata (Barrot y col., 1999).

Hace 10 años se demostró la capacidad neuroesteroidogénica de la retina de rata. En este sentido, se 

identificó  la  presencia  de  3  α,5  α-tetrahidrodesoxicorticosterona,  3  α-hidroxi-5  α 

-dihidroprogesterona,  17-hidroxiprogesterona,  y  17-hidroxipregnenolona  junto  con  sus  formas 

esterificadas en este tejido (Guarnieri y col., 1994). Este mismo grupo demostró la presencia de 

citocromo  P450scc  en  la  capa  de  células  ganglionares  (Guarnieri  y  col.,  1994).  Otros  autores 

demostraron inmunorreactividad para la enzima 3β− hidroxiesteroide-deshidrogenasa –delta 5-delta 

4-isomerasa en  la  retina  de  peces  (Sakamoto  y  col.,  2001). Más  allá  de  estas  evidencias,  la 

capacidad esteroidogénica retiniana, no ha sido confirmada en ninguna otra especie de mamíferos.

6. DISFUNCIONES VISUALES

6.a. DISFUNCIONES VISUALES ASOCIADAS AL USO DE LA DROGA NTIEPILEPTICA 

VIGABATRINA

El término epilepsia refiere a una clase de desordenes neurológicos frecuentes caracterizados por 

crisis convulsivas o no convulsivas recurrentes. Las manifestaciones de las crisis epilépticas son el 

resultado directo o indirecto de una alteración de la excitabilidad de neuronas únicas o de un grupo 

de neuronas. Las convulsiones pueden clasificarse desde el punto de vista clínico en dos grandes 

grupos: parciales y generalizadas (primarias). Estos dos tipos de crisis tienen diferentes sustratos 

anátomo-fisiológicos.  Las  crisis  parciales  se  originan  en  un  pequeño  grupo  de  neuronas  que 
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constituyen un foco epileptogénico, que desencadena una excitabilidad potenciada. Por lo tanto, los 

síntomas dependen de la localización cerebral del foco. Las crisis parciales pueden ser parciales 

simples (sin alteración de la conciencia) o parciales complejas (con alteración de la conciencia). Si 

una crisis parcial continúa, el paciente puede perder la conciencia y sufrir una crisis generalizada 

(extender rígidamente las extremidades (fase tónica) y después sacudir todas las extremidades (fase 

clónica)). Estos síntomas se clasifican como crisis parcial compleja tonico-clónica secundariamente 

generalizada.  Las  crisis  generalizadas  (primarias)  evolucionan  a  partir  de  circuitos  tálamo-

corticales.  Estas  crisis  trastornan simultáneamente  la  actividad  de ambos  hemisferios  cerebrales 

desde el  comienzo.  Las  crisis  epilépticas  generalizadas  y las  epilepsias  asociadas con ellas son 

heterogéneas en cuanto a sus manifestaciones y a las causas subyacentes. Esta clasificación, aunque 

simple,  ha  sido  de  considerable  utilidad  para  los  neurólogos,  dado  que  la  eficacia  de  los 

anticonvulsivantes  depende del  tipo de crisis  epiléptica  (revisado por  Westbrook,  2001).  No es 

sorprendente  que  los  fármacos  que  bloquean  la  excitación  o  facilitan  la  inhibición  sean 

anticonvulsivantes  eficaces.  Las  benzodiazepinas  diazepam  y  lorazepam  facilitan  la  inhibición 

mediada por receptores GABAA y son el tratamiento habitual de urgencia en las crisis epilépticas 

repetitivas. Los anticonvulsivantes de uso frecuente como el valproato de Na+, la etosuximida, la 

trimetadiona, la primidona, la fenitoína y la carbamazepina (CBZ), causan una inhibición de canales 

de Na+ o Ca2+dependientes de voltaje (revisado por Westbrook, 2001). 

Hacia principios de la década del 90’ se introdujeron nuevos fármacos para la terapéutica de la 

epilepsia. Uno de estos compuestos fue la VGB (Sabril®) que inhibe irreversiblemente la actividad 

de  la  GABA-T,  aumentando  los  niveles  de  GABA.  La  VGB  resultó  una  droga  antiepiléptica 

altamente efectiva para el tratamiento de crisis parciales, particularmente en casos de resistencia a 

otros fármacos y en particular en el síndrome de West. Originalmente, se consideró que la VGB era 

una droga bien tolerada. Sin embargo, en 1997 Eke y colaboradores describieron una constricción 

periférica del campo visual en tres pacientes tratados con VGB, que persistió aún después de la 

interrupción  del  tratamiento.  A  partir  de  este  trabajo  pionero,  en  los  últimos  años  se  ha 
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incrementado el número de estudios de las funciones visuales en pacientes epilépticos tratados con 

VGB. La VGB es actualmente  usada en alrededor  de 60 países,  en varios de los  cuales  como 

Inglaterra (Harding y col., 1998), Finlandia (Kalviainen y col., 1999), Suiza (Toggweiler y Wieser, 

2001) y España (Mauri-Llerda, 2000) se han estudiado los efectos visuales de este fármaco. Sin 

embargo la prevalencia de esta disfunción es todavía controversial. Este estudio no se ha realizado 

con anterioridad en nuestro país. En colaboración con el Centro Municipal de Epilepsia del Hospital 

Ramos Mejía se analizará  en el  marco de esta Tesis,  el  efecto  de la VGB sobre las funciones 

visuales en una población de pacientes epilépticos. 

6.b. EL GLAUCOMA

El glaucoma de ángulo abierto, una de las principales causas de ceguera irreversible en los países 

desarrollados, es una disfunción ocular de alta prevalencia caracterizada por una pérdida progresiva 

de las funciones visuales que se correlaciona con la muerte de células ganglionares retinianas y con 

una atrofia de la cabeza del nervio óptico. En la Argentina, el glaucoma afecta aproximadamente a 

un millón de personas. El más frecuente de todos los glaucomas, el glaucoma crónico de ángulo 

abierto, se produce por el deterioro progresivo del sistema de eliminación del humor acuoso, que se 

agrava hasta perder la capacidad de mantener un valor normal  de presión intraocular (PIO). Al 

presente,  la  terapia  del  glaucoma  puede  optar  por  un  tratamiento  farmacológico  o  quirúrgico, 

dependiendo  del  tipo  de  glaucoma  y  del  grado  de  avance  de  la  enfermedad.  El  tratamiento 

farmacológico clásico consiste en colirios hipotensores oculares que se aplican una o varias veces al 

día  y  se  deben  mantener  indefinidamente.  Estos  colirios  pueden  producir  reacciones  adversas, 

locales o generales, que en muchos casos requieren la interrupción inmediata del tratamiento. El 

tratamiento quirúrgico puede optar entre dos modalidades: el tratamiento con láser o la intervención 

quirúrgica propiamente dicha. El primero consiste en la aplicación de láser en la zona obstruida que 

impide  el  flujo del  humor  acuoso y permite  mejorar  su filtrado,  disminuyendo así  la  PIO.  Sin 

embargo, las posibilidades del tratamiento con láser son limitadas, es poco eficaz en jóvenes y es 
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insuficiente en los casos graves. La técnica denominada trabeculectomía es útil en los pacientes 

intolerantes a la medicación y consiste en la creación de una nueva vía de salida del humor acuoso, 

que se aplica en pacientes que no logran mantener la PIO dentro de los límites normales, aún con 

tratamiento  farmacológico.  A  pesar  de  esta  variedad  de  estrategias  disponibles,  aún  existe 

controversia en la terapia médica del glaucoma. Una complejidad adicional de esta enfermedad es 

que su curso es prácticamente asintomático hasta etapas avanzadas e irreversibles de pérdida visual. 

Por lo tanto, dado que el diagnóstico es generalmente tardío, el máximo logro alcanzable hasta el 

presente  es  detener  la  progresión  de  la  enfermedad,  pero  en  ningún  caso  se  ha  logrado  una 

recuperación visual significativa. De hecho, a pesar de la disminución farmacológica o quirúrgica 

de  la  PIO,  en  muchos  casos  se  ha  observado  que  el  déficit  visual  persiste  o  progresa 

significativamente. 

Desde hace ya varias décadas, la comunidad científica internacional ha reconocido la importancia 

de disponer de modelos animales para el estudio de la patología humana. La similitud de un proceso 

patológico en animales de experimentación, aún con diferencias respecto al humano, constituye una 

herramienta de valor indiscutible para la comprensión de un proceso en su contraparte humana. A 

pesar de múltiples intentos, la búsqueda de modelos animales para el estudio del glaucoma ha sido 

hasta ahora relativamente poco fructífera, lo que ha limitado seriamente la investigación en este 

área. 

El conjunto de evidencias anátomo-fisiológicas indica que el sitio primario de resistencia al flujo 

acuoso reside en la red trabecular, la porción profunda de la red corneoscleral y la membrana basal 

yuxtacanalicular cercana al canal de Schlemm. En este sentido, las evidencias indican que la matriz 

extracelular  del  trabeculado,  constituida  esencialmente  por  glicosaminoglicanos  (GAGs), 

contribuye  significativamente  como  barrera  de  filtración  al  pasaje  de  humor  acuoso.  Se  ha 

demostrado por métodos inmunohistoquímicos que el contenido de mucopolisacáridos trabeculares 

aumenta significativamente en el glaucoma cortisónico experimental (François y col., 1984). Se ha 

descripto  que  la  hipertensión  ocular  en  ratas  de  laboratorio  inducida  por  la  administración  de 
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esclerosantes  suaves  se  correlaciona  con una deposición  anormal  de  componentes  de  la  matriz 

extracelular  a  nivel  de  la  cabeza  del  nervio  óptico  en  forma  análoga  a  lo  observado  en  ojos 

glaucomatosos humanos y de primates no humanos (Morrison t col., 1998). El ácido hialurónico 

(AH) es el GAG más abundante en el trabeculado humano (Accot y col., 1985) y se ha demostrado 

que la hialuronidasa exógena disminuye significativamente la resistencia al flujo acuoso (Knepper y 

col., 1984). En trabajos previos hemos demostrado que un hipotensor ocular de uso frecuente, la 

brimonidina, aumenta significativamente la actividad de hialuronidasa trabecular (Benozzi y col., 

2000), la enzima que degrada AH. A partir  de estos resultados,  hemos postulado que el  efecto 

hipotensor de la brimonidina podría estar mediado, al menos en parte, por la estimulación de esta 

actividad  enzimática,  es  decir,  por  el  aumento  en  el  clearance de  GAGs  trabeculares.  Si  una 

disminución en el  contenido  de GAGs disminuye  la  PIO, parece posible que el  aumento  en el 

contenido de AH en la cámara anterior induzca el efecto opuesto. Sobre la base de esta hipótesis, en 

el marco de esta Tesis, se analizará el efecto de la administración crónica (1 vez/semana) de AH en 

la cámara anterior del ojo.

Aunque el incremento de la PIO es, probablemente, el principal factor de riesgo en el glaucoma 

primario  de ángulo  abierto,  se  ha  sugerido  que  algunos factores  adicionales  como la  isquemia 

(Cioffi, 2001), la excitotoxicidad inducida por glutamato (Vorwerk y col., 1999), la deprivación de 

factores de crecimiento (Quigley y col., 1999) o el daño oxidativo (Vorwerk y col., 1999; Osborne y 

col., 1999) pueden contribuir significativamente al progreso de la patología y se ha postulado que su 

desarrollo  involucra  la  muerte  apoptótica  de  hasta  el  50% de las  células  ganglionares  (García-

Valenzuela y col., 1995; Dkhissi y col., 1999; Tatton, 1999).

La retina es una estructura altamente susceptible al daño oxidativo, debido a su alto consumo de 

oxígeno, su alta proporción de ácidos grasos poliinsaturados y su exposición directa a la luz visible. 

En este contexto, se ha sugerido que el daño oxidativo podría constituir un factor causal en el daño 

glaucomatoso  (Kurysheva  y  col.,  1996).  En  trabajos  recientes  de  nuestro  laboratorio  hemos 

analizado la actividad del sistema de defensa antioxidante retiniano en ratas con hipertensión ocular 
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crónica inducida por AH. Los resultados obtenidos indican un déficit significativo en la capacidad 

antioxidante retiniana en este modelo experimental. La actividad de catalasa disminuyó a partir de 

la 3era semana de hipertensión ocular y esta disminución se mantuvo disminuida a lo largo de todo el 

tratamiento  (10  semanas).  La  disminución  en  la  actividad  de  superóxido  dismutasa  (SOD)  se 

observó a partir de la 6ta semana de tratamiento con AH. Si bien los mecanismos involucrados en 

los cambios en la actividad de estas enzimas son aún elusivos, es altamente probable que la falta de 

correlación entre estas actividades enzimáticas, provoque un desbalance en el sistema de defensa 

antioxidante (Moreno y col., 2004). Esta hipótesis es avalada por el incremento en la peroxidación 

lipídica retiniana, que no cambió a las 3 semanas pero aumentó significativamente a las 6 y 10 

semanas de hipertensión ocular. Asimismo, los niveles retinianos de melatonina (un compuesto con 

probadas  propiedades  antioxidantes  a  nivel  local  (Reiter  y  col.,  2004))  disminuyeron 

significativamente en todos los períodos estudiados. Por primera vez, estos resultados demuestran 

un déficit significativo en la actividad del sistema de defensa antioxidante endógeno en retinas con 

hipertensión ocular (Moreno y col., 2004). Teniendo en cuenta las evidencias a favor del efecto 

antioxidante de la melatonina, es posible que la caída en los niveles de este metoxiindol pudiera 

contribuir a la disminución de la capacidad retiniana en la defensa contra el daño causado por la 

acumulación de radicales libres.

Diversas líneas experimentales avalan la participación del glutamato en la neuropatía glaucomatosa. 

Aunque el  glutamato es el  principal  neurotransmisor  excitatorio  retiniano,  su administración en 

concentraciones  suprafisiológicas  resulta  tóxica,  específicamente  para  las  células  ganglionares 

(Vorwerk  y  col.,  1999;  Quigley,  1999).  Dado que  este  tipo  celular  es  el  target intrarretiniano 

específico de la hipertensión ocular, esta evidencia se ha considerado un aval (aunque indirecto) en 

favor la excitoxicidad glutamatérgica en el glaucoma. Asimismo, varios autores demostraron un 

aumento  significativo  en  las  concentraciones  vítreas  de  glutamato  en  el  glaucoma  humano  y 

experimental  (Dreyer  y  col.,  1996;  Tatton,  1999).  En  contraste,  otros  grupos  no  encontraron 

cambios similares en monos o ratas con glaucoma (Levkovitch-Verbin y col., 2002; Carter-Dawson 
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y col.,  2002).  Si  bien  la  concentración  vítrea  de  glutamato  no  constituye  un  índice  fiable  del 

contenido sináptico del neurotransmisor y por lo tanto esta controversia no excluye formalmente la 

hipótesis de la excitoxicidad, la participación del glutamato como factor causal en el glaucoma es 

objeto  de  activa  controversia.  En  trabajos  recientes  de  nuestro  laboratorio,  se  han  obtenido 

evidencias que constituyen la primera demostración experimental de cambios significativos en el 

reciclado retiniano de glutamato en ojos con hipertensión ocular. En este sentido, a las 3 semanas de 

tratamiento con AH se observa una disminución en el influjo de glutamato y en la actividad de 

glutamina sintetasa,  así como un aumento en la liberación y el  transporte de glutamina y en la 

actividad  de  glutaminasa  retiniana.  Estos  cambios  podrían  contribuir  en  forma  sinérgica  y/o 

redundante  a  un  aumento  significativo  en  las  concentraciones  sinápticas  del  neurotransmisor 

(Moreno y col., 2005). Hasta el presente no se dispone de ningún estudio que analice la actividad 

GABAérgica en modelos experimentales de glaucoma. Por lo tanto, como parte del trabajo de Tesis 

se examinará este aspecto en animales con hipertensión ocular. 
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Objetivos

Sobre la base de estas consideraciones generales, los objetivos del presente trabajo de Tesis fueron:

Examinar el mecanismo de liberación y la localización del GABA en la retina de hámster dorado.

Estudiar el efecto del GABA sobre el contenido de melatonina en la retina de hámster.

Examinar la actividad circadiana del sistema GABAérgico retiniano en el hámster. 

Estudiar la participación del GABA en la interacción entre la retina y los NSQ. 

Examinar la modulación del sistema GABAérgico retiniano por melatonina. 

Examinar el efecto de los neuroesteroides sobre la actividad del sistema GABAérgico retiniano.  

Estudiar las funciones visuales en una población de pacientes epilépticos tratados con vigabatrina, 

una droga que aumenta los niveles de GABA. 

Analizar el efecto de la administración crónica de vigabatrina sobre las funciones visuales en el 

hámster.

Desarrollar un modelo de glaucoma experimental en ratas a través de inyecciones intracamerales 

crónicas de ácido hialurónico y examinar la actividad GABAérgica en esas condiciones.
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Materiales y Métodos

1. Animales y Pacientes 

1.1. Hámsteres

Se  utilizaron  hámsteres  dorados  (Mesocricetus  auratus)  (120  -  150  g),  mantenidos  bajo  un 

fotoperíodo de 14 h de luz - 10 h de oscuridad (encendido de luces a las 06.00 h), con libre acceso a 

alimento  y  bebida.  Los  animales  se  sacrificaron  por  decapitación,  se  enuclearon  los  ojos,  se 

extrajeron las retinas y se procesaron en forma inmediata, o se mantuvieron a -20° C, o entre 0 - 

4° C, según el protocolo experimental. Los experimentos que se llevaron a cabo en condiciones de 

libre  curso  (free  running),  se  realizaron  luego de  exponer  los  hámsteres  a  oscuridad  constante 

durante 2 días. Dado que el período circadiano promedio de los animales de nuestra colonia es de 

aproximadamente  24,1  h,  luego  de  48  h  de  oscuridad  constante  se  espera  que  los  tiempos 

circadianos  (circadian time,  CT) se desfasen entre 6 y 12 min como máximo.  Por lo tanto,  se 

asumió  que  los  CT fueron  aproximadamente  iguales  a  los  horarios  dados  por  el  ciclo  de  luz-

oscuridad (Zeitgeber time, ZT) al que los animales estuvieron expuestos previamente. El sacrificio 

de los animales, la extracción de las retinas, las incubaciones y/o ensayos enzimáticos en las retinas 

de animales mantenidos en condiciones de oscuridad, se realizaron bajo luz roja tenue.

1.2. Ratas

Para  los  estudios  del  sistema  GABAérgico  en  animales  con  hipertensión  ocular  crónica,  se 

utilizaron ratas  Wistar  macho (150 - 200 g) mantenidas en condiciones similares a las descriptas 

para los hámsteres, aunque en este caso el fotoperíodo fue de 12 h de luz - 12 h de oscuridad con 

encendido de las luces a las 07.00 h. Los animales se sacrificaron a las 12.00 h por decapitación, se 

enuclearon los ojos, se extrajeron las retinas y se procesaron como se describe en cada caso.

En todos los procedimientos  que involucraron animales  se siguieron estrictamente los Estatutos 

para el Uso de Animales en Oftalmología e Investigación Visual de la Association for Research in  

Vision and Ophthalomology (ARVO).
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1.3. Pacientes 

Se  reclutaron  pacientes  con  diagnóstico  de  epilepsia  en  el  Centro  Municipal  de  Epilepsia  del 

Hospital “Ramos Mejía”, Buenos Aires, Argentina, bajo la supervisión de la Dra. Silvia Kochen. 

Un total de 20 pacientes tratados con VGB y 15 tratados con CBZ que nunca fueron tratados con 

VGB, manifestaron por escrito su consentimiento para participar de este estudio.

2. Manipulaciones in vivo

2.1. Inyecciones intravítreas (i.v.)

Se utilizó una aguja 30 G montada en una jeringa Hamilton de 10 µl. En animales anestesiados, se 

enfocaron  los  ojos  bajo  un  microscopio  binocular  Colden  con  luz  coaxial  y  se  aplicaron  las 

inyecciones en el borde de la esclera, en la cámara vítrea del ojo. La aguja se introdujo a través de 

la pars plana en un ángulo tal que no se dañara ni la retina ni el cristalino. Se inyectó un volumen 

de 2 µl en un intervalo de 30 s. Se utilizó anestesia tópica (hidrocloruro de proparacaína al 0,5%) 

antes de realizar las inyecciones. Para estimar la concentración final de la droga se consideró un 

volumen total del vítreo de 20 ± 2µl. En los experimentos en que los animales se mantuvieron en 

condiciones  de  oscuridad,  las  inyecciones  se  realizaron  bajo  luz  roja  tenue.  Se  excluyeron  los 

animales que desarrollaron cataratas como resultado de la inyección. 

2.2. Inyecciones en la cámara anterior

Las ratas se anestesiaron con una inyección intraperitoneal de hidrocloruro de ketamina (50mg/kg), 

e hidrocloruro de xilazina (0,5 mg/kg). Mediante una aguja de 30 G montada en una jeringa de 

tuberculina,  se inyectaron  25  µl  de AH (10 mg/ml,  en solución  salina)  en un ojo,  y en el  ojo 

contralateral, el mismo volumen de vehículo. Los ojos se enfocaron bajo un microscopio quirúrgico 

Colden con luz coaxial y la aguja se introdujo a través del limbo corneoscleral hacia la cámara 

anterior con el bisel hacia abajo. Cuando la punta del bisel alcanzó la cámara anterior, el líquido 

progresivamente incrementó la profundidad de la cámara, separando la aguja del iris y evitando el 

contacto con el cristalino. Las inyecciones se realizaron semanalmente y se cambió el sitio de la 
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inyección para evitar la formación de pannus. Se aplicó anestesia en forma tópica (hidrocloruro de 

proparacaína  al  0,5%)  antes  de  realizar  las  inyecciones.  Se  excluyeron  los  animales  que 

desarrollaron  cataratas  o  pthisis  bulbi,  cuya  incidencia  no  superó  el  5% del  total  de  animales 

utilizados. Además, casi todos los animales desarrollaron un edema corneal localizado en el sitio de 

la  inyección que no duró más de 24 h.  No se observaron diferencias  en la  incidencia  de estas 

complicaciones oculares entre los ojos inyectados con salina o con AH. 

2.3. Determinación de la PIO

La PIO se determinó mediante un TonoPen XL (Mentor, Norwell, MA) en ratas conscientes según 

la técnica descripta por Moore y col. (1995). Los animales se envolvieron suavemente con una 

toalla, sin provocar estasis venosa ni efectos valsalva. Mientras un operador lo mantenía firme, otro 

realizaba la determinación. Se obtuvieron cinco lecturas de cada ojo cuya variación resultó menor al 

10%. Los promedios de estas lecturas se registraron como la PIO de un ojo y un día determinados. 

La PIO de cada animal fue promediada con el resto de los animales del mismo grupo y el valor 

promedio resultante fue utilizado para registrar la PIO media del grupo ± error estándar (ES). En 

animales intactos no se observaron diferencias significativas entre el ojo derecho y el ojo izquierdo. 

Las mediciones de la PIO se hicieron a la misma hora cada día o semana (entre las 11.00 h y las 

12.00 h), para evitar las variaciones diarias en este parámetro. 

2. 4. Registro de actividad locomotora

Para el registro de la actividad locomotora, los hámsteres se alojaron individualmente en jaulas de 

vidrio equipadas con una rueda de 14 cm de diámetro. Luego del registro durante 10 días bajo un 

ciclo de luz-oscuridad (L-O) de 14-10 h, los animales se mantuvieron en condiciones constantes de 

iluminación roja difusa (menor a 1 lux). La actividad se monitoreó utilizando el sistema Dataquest 

III® (Minimitter  Co.,  Inc.)  y la  información se almacenó en una computadora para su posterior 

análisis. Los datos se recolectaron en forma continua con una frecuencia de muestreo de 5 minutos. 
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Los resultados se graficaron en un actograma, en el que las líneas consecutivas representan los días 

y en cada línea se muestra la actividad en forma de cuentas (o giros de rueda) por unidad de tiempo. 

El  inicio  de  la  actividad  en  rueda  se  consideró  como  la  hora  circadiana  12  (CT  12)  y  los 

corrimientos de fase del inicio del ciclo circadiano se definieron con respecto a este valor. Los 

pulsos  de  luz  administrados  a  CT  18  producen  el  máximo  adelanto  en  la  fase  de  los  ritmos 

circadianos de actividad locomotora de hámsteres mantenidos en oscuridad constante. El cambio de 

fase se calculó como la diferencia entre la fase del ritmo de actividad del día del tratamiento y la 

fase estable alcanzada 6 días después, expresada en minutos. Los adelantos de fase en los ritmos de 

los  animales  bajo  condiciones  de  oscuridad  constante  se  calcularon  utilizando  rectas  que 

atravesaban los puntos de comienzo de actividad antes y después del tratamiento. El adelanto de 

fase se midió como la diferencia (en min) entre ambas rectas extrapoladas al día del pulso de luz 

(Pittendrigh, 1965).

Para determinar el efecto de la VGB en la respuesta del sistema circadiano a la luz, los animales se 

expusieron a oscuridad constante por aproximadamente 10 días antes del tratamiento. El día del 

experimento se los anestesió a CT 17 y se administró una inyección intravítrea de solución salina o 

VGB. A CT 18 se aplicó un pulso de luz de 10 minutos (50 lux) y los animales se mantuvieron en 

oscuridad constante durante 10 días más. Luego, se repitió el mismo procedimiento pero se aplicó el 

tratamiento contrario. Es decir, en un grupo de animales se aplicó primero vehículo y después de 10 

días VGB y en otro se aplicó primero VGB y luego vehículo.

3. Determinación de parámetros GABAérgicos

3.1. Determinación de la liberación dinámica de [3H]-GABA

Las retinas se incubaron en forma individual en buffer HEPES-Tris (conteniendo 140 mM de NaCl, 

5 mM de KCl,  2,5 mM de CaCl2,  1 mM de MgCl2,  10 mM de HEPES y 10 mM de glucosa; 

ajustado a pH 7,4 con Tris-base) y [3H]-GABA (0,5-1  µCi/) durante 30 min a 37º C. Luego, se 

lavaron los tejidos con el mismo buffer fresco para remover el exceso de [3H]-GABA. Las retinas 
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ubicadas en una cámara de 200 µl de volumen se perfundieron con buffer HEPES-Tris a 37º C a 

una tasa de 0,4 ml/min  y se colectaron fracciones cada 3 min.  Luego de 50 min,  el buffer de 

superfusión  se  reemplazó  por  otro  conteniendo  alta  concentración  de  K+ (compensado 

isosmóticamente  con  la  concentración  de  Na+)  o  glutamato.  El  medio  libre  de  Na+ se  obtuvo 

reemplazando Na+ por una concentración equimolar de Li+. Para analizar la dependencia de Ca2+, se 

utilizó un buffer de superfusión sin este catión (reemplazado por Mg2+) conteniendo 10 mM de 

EGTA.  Finalizado  el  experimento,  los  tejidos  se  digirieron  con  hidróxido  de  hiamina.  La 

radioactividad  de  cada  fracción  y  la  incorporada  al  tejido  se  determinaron  en  un  contador  de 

centelleo líquido. Los resultados se expresaron como el porcentaje de la radioactividad liberada en 

cada fracción, respecto al contenido del radioligando. Para calcular la liberación de [3H]-GABA en 

respuesta a los estímulos estudiados, se estimó el eflujo basal como el promedio de la liberación 

durante  9  min  (3  fracciones)  antes  y  después  de  la  aplicación  del  estímulo.  El  90%  de  la 

radioactividad extraída del tejido o colectada durante la superfusión co-migró con un estándar de 

GABA en cromatografía en capa delgada desarrollada en un sistema conteniendo: n-butanol: acido 

acético: agua, 12:5:3 (en volumen). 

3.2. Determinación de la liberación de GABA endógeno

Para  la  determinación  de  la  liberación  de  GABA endógeno  se  utilizó  el  sistema  de  perfusión 

descrito en 3.1., con la salvedad de que en este caso se utilizaron de 3 a 5 retinas en la cámara para 

obtener  cantidades  detectables  del  neurotransmisor.  El  GABA  en  las  fracciones  y  en  los 

homogenatos de retina se cuantificó por el ensayo de radiorreceptor que se describe más adelante.

3.3. Determinación de la liberación estática de [3H]-GABA

Las retinas se incubaron con [3H]-GABA, (1.000.000-1.500.000 dpm/retina; actividad específica 70 

Ci/g) en 500 µl de buffer HEPES-Tris durante 30 min a 37º C. Finalizada esta incubación,  las 

retinas se lavaron con el mismo buffer fresco para remover el exceso de [3H]-GABA. Luego, se 
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incubaron durante 20 min con agitación suave en 500 µl del mismo buffer o en un buffer similar 

pero con una concentración de 50 mM de K+ compensado isosmóticamente con la concentración de 

Na+.  Para  los  experimentos  sin  Ca2+  se  omitió  el  catión  y  se  agregó  10  mM  de  EGTA.  Las 

incubaciones  se  realizaron  con  retinas  de  animales  sacrificados  en  distintos  horarios  bajo  un 

fotoperíodo normal o expuestos a oscuridad constante durante 48 h antes del experimento,  o en 

presencia  o  ausencia  de  diferentes  compuestos  (NEs,  melatonina,  o  sus  respectivos  vehículos). 

Luego de la incubación, se removieron los tejidos y se digirieron con hidróxido de hiamina. La 

radioactividad del medio y la incorporada al tejido se determinaron en un contador de centelleo 

líquido.  La  liberación  fraccional  se  determinó  como  el  cociente  de  la  radioactividad  liberada/ 

radioactividad  total  captada  por  el  tejido.  Más  del  80% de  lo  liberado  correspondió  a  GABA 

auténtico, identificado por cromatografía en capa delgada.

3.4. Ensayo de radiorreceptor para GABA

Alícuotas de 100 µl de una preparación cruda de membranas sinápticas de cerebelo de rata en buffer 

Tris-citrato,  pH  7,2,  obtenidas  de  acuerdo  al  método  descripto  (Bernasconi,  et  al.,  1980)  se 

incubaron con 300 µl de las muestras obtenidas por superfusión (fracción de 3 min), 100 µl de un 

sobrenadante  de  homogenato  de  tejido  centrifugado  a  alta  velocidad  durante  5  min,  o  con 

concentraciones  conocidas  de GABA disueltas  en agua destilada.  Se agregaron 100  µl  de [3H] 

-muscimol  (actividad  especifica:  27,8 Ci/mmol)  en una concentración  final  de 5 nM. La unión 

inespecífica se determinó en presencia de 200 µM de GABA. Se incubaron las muestras durante 10 

min a 25° C y luego se centrifugaron a 12.000 x g por 10 min a 4° C. Se descartó el sobrenadante y 

el precipitado se lavó superficialmente con buffer Tris-citrato frío, pH 7,2. El precipitado se digirió 

con hidróxido de hiamina durante toda la noche. El rango de detección para GABA fue de 1-20 ng. 

Los coeficientes de variación intra- e interensayo fueron del 5 y del 20 %, respectivamente. Con el 

objeto de verificar que la unión del [3H]-muscimol a su receptor fuera desplazada por el GABA de 

las muestras de tejido y/o fracciones colectadas, muestras de estas preparaciones se incubaron en 
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forma paralela con GABAasa (una enzima que degrada GABA específicamente) antes del ensayo. 

Más del 85% tanto del GABA exógeno como del GABA de las muestras fue degradado por la 

GABAasa. 

3.5. Determinación del turnover de GABA

La determinación del  turnover de GABA se realizó mediante la cuantificación de la acumulación 

del GABA luego de la inhibición de la enzima de degradación, GABA transaminasa (GABA-T) por 

la administración i.p. de VGB (200 mg/kg), 62,5 min antes del sacrificio. Para prevenir el aumento 

post-mortem en el contenido de GABA se administró un inhibidor de la enzima de síntesis (GAD), 

el ácido 3-mercaptopropiónico, 2,5 min antes del sacrificio, en una dosis de 50 mg/kg (i. p.) (Van 

der Heyden y Korf, 1978). La asunción central de este método es que luego de la administración de 

γ-vinilGABA, la acumulación de GABA es lineal por al menos 1 h. Un grupo de animales que 

recibieron  una  inyección  de  vehículo  (solución  salina)  62,5  min  antes  del  sacrificio  fueron 

utilizados para la determinación de las concentraciones de GABA de estado-estacionario. Luego del 

sacrificio se extrajeron las retinas, se homogeneizaron en forma individual o en grupos en agua 

destilada,  se centrifugaron a 12.000 x g por 15 min y se descartó el  pellet.  Para determinar  el 

contenido de GABA acumulado, se utilizó el ensayo de radiorreceptor que se describió más arriba. 

3.6. Determinación del influjo de [36Cl]- 

La captación de [36Cl]- se determinó en sinaptoneurosomas retinianos mediante una modificación 

del  método  descrito  por  Harris  y  Allan  (1985).  Las  retinas  se  homogeneizaron  con  un 

homogeneizador de vidrio-teflón, en buffer HEPES-Tris. El homogenato se centrifugó a 900 x g 

durante 15 min a 4º C, se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en el mismo buffer y se 

centrifugó bajo las mismas condiciones. El  pellet final se resuspendió en una cantidad de buffer 

suficiente  como para obtener  una concentración de 1- 2 mg de proteínas/ml.  Alícuotas  de esta 

suspensión se preincubaron en presencia o ausencia de PS o THDOC durante 10 min a 30º C. 
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Luego, se agregó [36Cl]- (600.000-900.000 dpm/tubo, actividad específica: 6 mCi/mol) en presencia 

o ausencia de 10 µM de GABA. Luego de 5 s se frenó el uptake por el agregado de 4 ml de buffer 

frío  y  se  filtró  rápidamente  a  presión  reducida  a  través  de  filtros  Whatman  GF/C,  que  fueron 

incubados desde el día anterior al experimento en polietilenimina al 0,05% con el fin de reducir la 

unión inespecífica de [36Cl]-. Los filtros se lavaron dos veces más con 4 ml de buffer cada vez y 

luego se dejaron  secar.  La  radioactividad  retenida  en el  filtro  se  determinó en un contador  de 

centelleo  líquido.  La  captación  inespecífica  de  [36Cl]- se  determinó  en  ausencia  de  tejido  y  se 

sustrajo a todos los valores. 

3.7. Determinación de la actividad de glutámico descarboxilasa

Las retinas se homogeneizaron en forma individual en buffer fosfato 0,05 M, pH 6,8. Alícuotas de 

los homogenatos (100 µl, 0,20 - 0,4 mg de proteínas) se incubaron en tubos de polipropileno (de 1,5 

ml)  a  37° C  durante  una  hora.  La  mezcla  de  incubación  (300  µl)  contenía:  ácido  1-[14C]-L-

glutámico (actividad especifica: 49,6 Ci/mmol, 0,2 µCi/ml), 200 µM de fosfato de piridoxal, y 10 

mM de β-mercaptoetanol. En los casos en los que se determinaron los parámetros cinéticos de esta 

actividad  enzimática,  se  incluyeron  tubos  conteniendo  concentraciones  variables  de  ácido  L-

glutámico (0,5 a 2 mM). Las incubaciones se realizaron por triplicado. La reacción se finalizó por 

agregado de ácido tricloroacético (TCA) al 10%, y el [14C]O2 liberado durante las siguientes 2 h se 

capturó en un papel de filtro embebido en hidróxido de hiamina ubicado en la tapa de los tubos de 

polipropileno. La radioactividad contenida en los filtros se determinó en un contador de centelleo 

líquido. Los blancos incluyeron todos los reactivos excepto el TCA que se adicionó antes que el 

homogenato de tejido. Para los estudios cinéticos, el análisis  de los resultados se realizó por el 

método de Lineweaver-Burk y los parámetros se calcularon por regresión lineal. 

3.8. Ensayo de binding de [3H]-GABA

El ensayo de unión de [3H]-GABA se realizó por el procedimiento previamente descrito por Acuña-
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Castroviejo y col. (1986a). Grupos de 4 ó 10 retinas se homogeneizaron en 4 ml de agua, y se 

centrifugaron a 900 x g durante 20 min. El sobrenadante se centrifugó a 20.000 x g por 20 min. El 

pellet se mantuvo a -70º C hasta el ensayo de unión de [3H]-GABA (generalmente dentro de las 18 

h). El día del experimento, el  pellet se resuspendió en 0,05 M de Tris-HCl (pH 7,2), conteniendo 

Triton  X-100 (concentración  final:  0,01% v/v).  La  mezcla  se  incubó a  37º  C durante  30  min. 

Después de una centrifugación de 20 min a 20.000 x g, el  pellet resultante se lavó tres veces con 

Tris-HCl y finalmente se resuspendió en el mismo buffer. Alícuotas de estos homogenatos (0,2 - 0,4 

mg de proteínas) se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente en un volumen total de 150 

µl.  La  reacción  se  inició  agregando  10  nM  de  [3H]-GABA,  en  presencia  o  ausencia  de 

concentraciones variables de GABA frío (6 - 200 nM). La unión inespecífica se determinó por la 

adición  de  200  µM  de  GABA  frío.  Después  de  la  incubación,  la  reacción  se  detuvo  por 

centrifugación de las muestras a 20.000 x g durante 5 min. Se descartó el sobrenadante y el pellet se 

lavó  en  forma  superficial  dos  veces  con  1  ml  de  buffer  Tris-HCl  frío.  La  radioactividad  se 

determinó resuspendiendo el precipitado en 100 µl de hidróxido de hiamina durante toda la noche. 

La  constante  de  disociación  (Kd)  y  la  concentración  máxima  de  sitios  de  unión  (Bmáx)  se 

determinaron por el método de Scatchard. 

3.9. Determinación de la captación de [3H]-GABA 

Las retinas se incubaron en forma individual en buffer HEPES-Tris conteniendo [3H]-GABA (0,2-

0,4  µCi/ml,  actividad  específica:  70 Ci/g),  durante  10min a  37ºC.  La captación  inespecífica  se 

determinó en presencia de un exceso de GABA frío (10 mM). Las retinas se separaron del medio y 

se lavaron con abundante buffer fresco. El tejido se pesó, se digirió con hidróxido de hiamina y en 

la suspensión resultante se determinó la radioactividad. 

3.10. Estudios inmunohistoquímicos para la detección de GABA

Este estudio se realizó en colaboración con el Dr. Juan J. López, Instituto de Biología Celular y 
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Neurociencia,  Facultad  de  Medicina,  UBA.  Para  ello,  se  anestesiaron  diez  hámsteres  con 

pentobarbital de sodio (80 mg/kg) y se realizó una perfusión transcardíaca con solución fisiológica 

(0,9 g/l de NaCl) seguida de 100 ml de 1% de glutaraldehído en buffer fosfato 0,1 M, pH 7,4. Se 

enuclearon los ojos, se removieron cuidadosamente la córnea y el cristalino, y la porción posterior 

se fijó otras 2 h en la misma solución. Luego, se incubaron en una solución de sacarosa al 20% en 

buffer  fosfato  0,1  M  durante  toda  la  noche.  Al  día  siguiente,  el  tejido  se  embebió  en  OCT 

(Labonord, Villeneuve d’Ascq, France) y se congeló. Se cortaron secciones de 20 µm utilizando un 

crióstato y se montaron sobre portas gelatinizados. Las incubaciones se realizaron en la siguiente 

secuencia:  20% de  suero  normal  de  cabra  1  h  a  temperatura  ambiente,  antisuero  anti-GABA 

(gentilmente  provisto  por  el  Dr.  Peter  Somogyi,  Medical  Research  Council,  Anatomical 

Neuropharmacology Unit, Oxford University) diluido 1:2000 durante 36 h a 4º C, IgG anti-conejo 

de cabra (1:30) durante 4 h a temperatura ambiente y PAP de conejo, diluido 1:100, durante toda la 

noche a 4º C. Todos los antisueros se diluyeron en buffer Tris (10 mM) - buffer fosfato salino (10 

mM). Los lavados se realizaron con el mismo buffer. El producto de reacción  se reveló con una 

solución conteniendo DAB al 0,05%, y H2O2 al 0,01% en buffer Tris 10 mM salino, pH 7,4 durante 

10 min.  En los cortes utilizados como control se omitió la incubación con el anticuerpo primario. 

Las secciones se deshidrataron y se  montaron con Permount. Las imágenes se capturaron en un 

microscopio  Zeiss  Axiophot.  Con  el  analizador  de  imágenes  VIDAS-KONTRON se  realizó  la 

medición del diámetro de las células amácrinas positivas para GABA en la CNI (n = 50) y en la 

CCG (n  =  50).  Estos  datos  se  usaron  para  calcular  el  diámetro  y  el  desvío  estándar  de  cada 

población celular.

3.11. Microscopía electrónica para la detección de GABA

El análisis por microscopía electrónica se realizó en colaboración con el Dr. Juan J. López. Para 

ello,  los  tiempos  de  incubación  de  la  inmunomarcación  de  las  retinas  fueron  más  cortos  para 

mejorar la conservación de la ultraestructura. Las secciones se incubaron con el anticuerpo anti-
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GABA durante 16 h y con el anticuerpo secundario y el complejo PAP durante 2 h. Las secciones 

inmunoteñidas se contrastaron con 1% de OsO4 y 1% de acetato de uranilo,  se deshidrataron y 

embebieron en Durcupan. Se realizaron cortes ultrafinos de las áreas seleccionadas por microscopía 

óptica.  Las secciones se contrastaron con citrato  de plomo y se examinaron en un microscopio 

electrónico Zeiss 109.

4. Determinación del contenido de melatonina

Las retinas aisladas y separadas de epitelio pigmentario, se incubaron a 37° C durante 8 h, en medio 

esencial  mínimo  (MEM),  ajustado  a  pH  7,4  con  NaHCO3 y  burbujeado  con  carbógeno.  Las 

incubaciones se realizaron en condiciones de luz u oscuridad continua durante 8 h en presencia o 

ausencia de diferentes compuestos. Finalizada la incubación, se aspiraron los medios y las retinas se 

homogeneizaron en 2 ml de HCI 0,1 M. La extracción de melatonina se realizó mediante la adición 

de 5 ml de diclorometano. Los tubos se agitaron y se centrifugaron a 900 x g durante 3 min. La fase 

acuosa se descartó y la fase orgánica se lavó en forma sucesiva con 2 ml de NaHCO3 (2%) y 2 ml 

de agua destilada, aspirando la fase acuosa en cada caso. Dos alícuotas de 1,5 ml de la fase orgánica 

de cada muestra (correspondiente a una retina), se llevaron a sequedad bajo vacío y se guardaron a -

20° C hasta que se realizó el radioinmunoanálisis (RIA). Para ello, se resuspendieron las muestras 

en 100 µ1 de buffer (3 mM de NaN3, 0,05 M de KH2PO4 y l mg/ml de gelatina, llevado a pH 7,0 

con KOH). Se agregaron 50 µ1 de [3H]-melatonina (20.000-24.000 dpm; actividad específica 38,8 

Ci/mmol) y 50  µ1 de un antisuero de conejo anti-melatonina desarrollado en nuestro laboratorio 

(dilución final 1:1600) y se incubó durante 2 h a 37°C. Finalizada la incubación se agregaron 250 

µ1 de sulfato de amonio saturado, las muestras se agitaron, se incubaron a 4° C durante 40 min y se 

centrifugaron a 13200 rpm durante 4 min a 4° C. El sobrenadante se aspiró y el precipitado se 

resuspendió en 100 µl de agua destilada. Los valores de contenido de melatonina se determinaron a 

partir de una curva estándar de melatonina, con un rango de 20 a 5000 pg/tubo.
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5. Determinación del citocromo P450scc

5. 1. Western blot 

Las retinas y glándulas adrenales se homogeneizaron en buffer conteniendo 250 mM de sacarosa, 

20 mM de Tris-HCl, 10 µg/ml de leupeptina, 1 mM de fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF), y 

2 µg/ml de pepstatina A, pH 7,4. Después de remover el tejido nuclear por centrifugación a 3.000 x 

g, se aislaron las mitocondrias por centrifugación a 11.000 x g. El pellet se resuspendió en 1 mM de 

EDTA, 1 mM de EGTA, 1% de Triton, 250 mM de sacarosa, 20 mM de Tris-HCl, 10  µg/ml de 

leupeptina, 1 mM de PMSF, y 2 µg/ml de pepstatina A, pH 7,4. Se sembraron 80 µg de proteínas de 

la fracción obtenida de retinas y 1  µg de la fracción de adrenales. Las proteínas se separaron por 

electroforesis en geles de poliacrilamida (12%) y se electrotransfirieron a membranas de PVDF (45 

min a 15V; Bio-Rad Trans-Blot SD system). Las membranas fueron pre-tratadas durante 1 h con 

solución de bloqueo (1% de BSA en 0,05% de Tween 20, 0,15 M de NaCl, 50 mM de Tris-HCl, pH 

7,4,  TTBS)  a  temperatura  ambiente  y  luego  se  incubaron  con  un  anticuerpo  policlonal  anti-

citocromo P450scc desarrollado en conejo (Chemicon International Inc.) durante toda la noche a 4 

°C (dilución 1:1000). Las membranas se lavaron con TTBS 0,5% varias veces, se incubaron con un 

anticuerpo  policlonal  de  conejo  conjugado  con  peroxidasa  de  rábano  (HRP)  anti-IgG (1:4000) 

desarrollado en cabra durante 1 h a temperatura ambiente y luego de varios lavados en TTBS se 

revelaron  con  el  sistema  de  detección  por  quimioluminiscencia  ECL  (ECL  Western  Blotting 

Analysis System, Amersham Pharmacia, England.) y posterior autorradiografía. 

5.2. Estudio inmunohistoquímico

Los ojos se enuclearon y se fijaron inmediatamente en paraformaldehído (PFA) al 4% en buffer 

fosfato 100 mM, con 100 mM de NaCl, pH 7,2 (PBS) durante 1 hora. La córnea y el cristalino se 

removieron cuidadosamente y la porción posterior del ojo se fijó otras 12 h en el mismo buffer. 

Para crioproteger las muestras se realizaron sucesivas incubaciones en sacarosa  10, 20, y 30%. 
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Luego, el tejido se embebió en OCT y se congeló. Las secciones de 20 µm se cortaron en crióstato 

y se montaron sobre portas gelatinizados.  La actividad de peroxidasa endógena se bloqueó con 

H2O2  al 0,3% durante 20 min.  A continuación,  las secciones se incubaron con suero normal  de 

caballo  al  2% y BSA al 0,1%  durante  1 hora en  PBS. Para detectar  la presencia  de  citocromo 

P450scc, los cortes se incubaron con el mismo anticuerpo usado para el western blot, diluido  1: 

1000 en la misma solución que antes durante 48 h a 4º C. La presencia del anticuerpo primario se 

detectó con un anticuerpo biotinilado universal desarrollado en caballo (1: 500, incubado durante 30 

min  a  temperatura  ambiente)  y  una  solución  con  HRP-avidina-biotina  (Vectastain  Elite  ABC; 

Vector  Laboratories).  El  producto de reacción  se reveló con una solución conteniendo DAB al 

0,035%, SO4Ni(NH4) al 2,5% y H2O2 al 0,3% y  se visualizó como un precipitado negro. En los 

cortes utilizados como controles negativos se omitió la incubación con anticuerpo primario. Las 

secciones se deshidrataron y  montaron con bálsamo sintético. Las imágenes se capturaron en un 

microscopio Olympus BX 50 con una cámara Olympus.

6. Microscopía óptica y análisis de imágenes de la retina y nervio óptico de rata

El  análisis  histológico  de  las  retinas  se  realizó  en  colaboración  con el  Dr.  J.  Oscar  Croxatto, 

Laboratorio  de Patología,  Fundación Oftalmológica Argentina (FOA), "Jorge Malbrán" y el  Dr. 

Hernán Aldana Marcos, Facultad de Medicina, Universidad de Morón. Se analizó un total de 8 ojos/

grupo de ratas tratadas  con AH o solución fisiológica  durante  3,  6 ó 10 semanas.  Los ojos se 

enuclearon luego de una sobredosis de anestesia. Inmediatamente se fijaron por inmersión en PFA 

al 4% y glutaraldehído al  1% en buffer fosfato (pH 7,2) por 1 hora. Se mantuvo la membrana 

nictitante para la correcta orientación del corte. Se extrajeron la córnea y el cristalino y el segmento 

posterior se fijó nuevamente por un período de 12 h en el mismo fijador. Se realizó una sección de 

nervio óptico a una distancia de 1,5 mm posterior al globo ocular de ojos control o inyectados con 

AH, que luego se fijó en OsO4 en buffer fosfato. Los nervios ópticos se procesaron en resina epoxi y 

cortes de 1 µm se tiñeron con azul de toluidina.  Los segmentos posteriores se deshidrataron en 
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series de alcohol y se embebieron en parafina. Se realizaron cortes de 4µm a lo largo del meridiano 

horizontal por la cabeza del nervio óptico y se tiñeron con hematoxilina-eosina. Las imágenes se 

capturaron digitalmente con una cámara Sony SSC-DC50 adaptada a un microscopio Nikon Eclipse 

E4000 (iluminación:  6-V luz halogena,  20W).  Las imágenes  capturadas  se digitalizaron en una 

matriz de 520 x 390 pixeles. Luego se transfirieron al sistema de análisis de imagen Scion Image 

(Scion Corporation Beta 4.0.2, Windows).

La  morfometría  retiniana  se  realizó  según  lo  descrito  por  Takahata  y  col.  (2003)  con 

modificaciones.  Se  evaluaron  tres  cortes  de  cada  ojo  seleccionados  al  azar.  Se  analizaron 

digitalmente nueve imágenes microscópicas a 1 mm del nervio óptico, en el sector temporal. A la 

magnificación utilizada, cada campo en el monitor correspondió a un área de tejido de 19318,7 µm2 

y cada pixel a 0,31 µm. Se midió el grosor (en µm) de la CPI, de la CNI, de la CNE, y de la retina 

total. El número de células en la CCG, se calculó por densidad celular lineal (células/100 µm). Para 

cada ojo, se promediaron los resultados obtenidos de los tres cortes seleccionados y este valor se 

tomó como representativo de cada grupo (n = 5 ojos/ grupo).

La cuantificación de axones del nervio óptico se realizó según lo descrito por Levkovitch-Verbin y 

col. (2002) con modificaciones. Las imágenes se capturaron con un objetivo acromático de 100X. 

Se tomaron 10 imágenes de distintas regiones del nervio óptico (2 centrales y ocho periféricas en 

sentido  horario),  para  determinar  la  densidad  y distribución  de los  axones.  A la  magnificación 

utilizada, cada campo en el monitor correspondió a un área de tejido 3090,99 µm2 y cada pixel de la 

imagen a 0,123 µm. Se calculó el tamaño de cada axón con su vaina de mielina (diámetro) y la 

densidad de axones  por mm2.  Se comparó  el  número  de axones por  campo entre  los  animales 

control y los animales tratados con AH. El número de axones contados en 10 imágenes, representó 

aproximadamente el 10,6 % del área total del nervio óptico. El análisis morfométrico se realizó por 

operadores que desconocían el protocolo utilizado en cada ojo.

7. Electrorretinograma en hámsteres y ratas

Para le estudio de las funciones  visuales en animales  los animales  se adaptaron a  la oscuridad 
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durante 2 h. Quince minutos antes del estudio se anestesiaron con hidrocloruro de ketamina (50mg/

kg) y hidrocloruro de xilazina (0,5 mg/kg) i.p. bajo luz roja tenue y se dilataron las pupilas con 

tropicamida al 1% e hidrocloruro de fenilefrina al 2,5%. La córnea se mantuvo hidratada con un 

goteo intermitente de solución fisiológica para prevenir una queratopatía. Se utilizó un electrodo 

activo de oro apoyado sobre la  córnea y como referencia  se utilizó un electrodo de tipo aguja 

localizado en la base de la oreja ipsilateral. El electrodo de descarga se colocó en la parte de atrás 

de la cabeza del animal. Los ERGs se obtuvieron simultáneamente para los dos ojos en respuesta a 

un estímulo luminoso de 4 ms emitido por un fotoestimolador de leds con una intensidad máxima 

de 350 cd.s/m2, situado a 15 cm de los ojos del animal en el eje visual. Los registros se amplificaron 

(ganancia de 100 µV/división) y se utilizaron filtros (filtro de baja frecuencia: 1,5-Hz, filtro de alta 

frecuencia: 1000 Hz, filtro de frecuencia alterna de 50 Hz; Akonic BIO-PC, Akonic, Argentina). 

Cada registro representó la respuesta a un flash de luz único (en hámsteres) o la respuesta promedio 

a 10 estímulos a una tasa de 0,2 Hz (en ratas). Como se ilustra en la Figura 8 la amplitud de la onda 

a se determinó desde la línea isoeléctrica hasta el valle de la onda a, en tanto que la amplitud de la 

onda b se determinó desde el valle de la onda a hasta el pico de la onda b. Las latencias de las ondas 

a y b se midieron como el tiempo transcurrido desde el estímulo hasta el valle de la onda a o hasta 

el pico de la onda b, respectivamente. 

Figura 10. Esquema representativo de un ERG donde se 

representa la determinación de las amplitudes y latencias 

de  las  ondas  a  y  b.  El  registro  comienza  en  forma 

simultánea a la aplicación del flash. 

En el caso de la evaluación del efecto de los NEs, los hámsteres se inyectaron i.v. con PS (50 µM), 

THDOC (50 µM), bicuculina (400 µM), VGB (1,5 mM) o vehículo. La droga se inyectó en uno de 

los ojos y un volumen equivalente de vehículo se inyectó en el  ojo contralateral.  Los ERGs se 
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registraron 1 hora después de la inyección intravítrea. Se compararon las respuestas promedio del 

grupo  de  ojos  control  contra  el  grupo  de  ojos  tratados.  En  el  caso  de  los  hámsteres  tratados 

diariamente con VGB (250 mg/kilo, i.p.), los ERGs se registraron a las 24 h y a las 2, 3, 4 y 5 

semanas de tratamiento. En las ratas tratadas con AH o solución salina durante 3, 6, ó 10 semanas, 

se realizaron electrorretinogramas (ERGs) en ambos ojos, luego de tres días de la última inyección. 

8. Examen oftalmológico en pacientes epilépticos

Mediante una evaluación oftalmológica detallada realizada bajo la supervisión de la Oftalmóloga 

María C. Moreno, se excluyeron los ojos de los pacientes con desórdenes visuales de orígenes 

diversos. Se registró la historia de síntomas visuales, agudeza visual, PIO y oftalmoscopía directa e 

indirecta.  Se  evaluó  la  visión  de  color  monocular  usando  el  test  de  Ishihara  con  iluminación 

constante. 

8.1. Campos Visuales en pacientes epilépticos

La evaluación del campo visual se realizó con un campímetro de Humphery (Humphrey Systems 

INC, San Leandro CA, USA), usando un programa de 120 puntos (Humphrey 120-Points Full Field  

Screening Test) con una excentricidad de 60 grados. El examen del campo visual se realizó sin 

inducción  farmacológica  de  miosis  o  midriasis.  Los  estudios  se  realizaron  de  acuerdo  con  las 

recomendaciones del proveedor del equipo, usando un estímulo blanco tipo III (4 mm2) contra un 

fondo de 30,5 abs. de iluminación, con los otros parámetros en sus valores por defecto (blanco de 

fijación central; chequeo del punto ciego, tipo-III; test de velocidad normal). Todos los pacientes 

fueron  evaluados  considerando  la  edad,  la  corrección  óptica,  el  diámetro  pupilar  y  la  agudeza 

visual. La fijación se monitoreó usando una cámara infrarroja cada 1 ó 2 min. El tiempo total de 

estudio fue de 7 min por ojo, aunque se permitieron descansos cuando el paciente lo solicitó. A 

todos los participantes se les dieron las mismas instrucciones. El estudio fue descartado si el punto 

ciego no pudo ser ubicado. Dos de los 20 pacientes tratados con VGB y 3 de los 15 pacientes 
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tratados con CBZ no pudieron colaborar con el estudio. Los estudios se realizaron sin saber los 

detalles clínicos del paciente. Se consideró un campo visual defectivo cuando se encontró al menos 

un punto no detectado dentro de los 40º para ambos ojos. 

8.2. Electrofisiología en pacientes 

Los estudios electroretinográficos se realizaron con un estimulador de tipo flash de acuerdo con los 

estándares  recomendados  por  la  International  Society  for  the  Clinical  Electrophysiology  and  

Vision. Los  pacientes  se  adaptaron  durante  20 min  a  la  oscuridad.  Cada  ojo fue  evaluado  por 

separado  mientras  que  el  otro  ojo  se  mantenía  ocluido.  Se  utilizó  como  electrodo  activo  un 

electrodo de superficie de oro, tipo hoja, colocado en la piel sobre el canto infraorbital cerca del 

párpado  inferior.  Los  electrodos  de  referencia  y  tierra  se  colocaron  en  la  región  temporal  a  2 

centímetros  de  la  abertura  palpebral  y  en  la  frente  del  paciente,  levemente  sobre  el  borde 

supraorbital, respectivamente. Los ERGs se registraron en respuesta un estímulo de tipo flash (1 Hz 

intensidad 3 cd/m2). Los ERGs se filtraron entre 1,5 a 800 Hz, y se promedió la respuesta a 10 

estímulos. Se promedió la amplitud y la latencia de la onda b en cada uno de los grupos. 

Los potenciales occipitales evocados (POEs) se registraron en respuesta a un estímulo tipo damero 

que invierte los cuadrados blancos por los negros (frecuencia: 1 Hz; tamaño del campo 16°; la señal 

se registró de 30 a 1,5 Hz). El electrodo activo se ubicó sobre la piel en el lado occipital de la 

cabeza,  el  electrodo  de  referencia  en  la  frente  y  el  electrodo  de  tierra  se  ubicó  en  el  canto 

infraorbital  cerca  del  párpado inferior.  Los  registros  obtenidos  son la  respuesta  promedio  a  32 

estímulos para cada ojo. En estos registros se determinó la amplitud y la latencia de la onda P 100. 

Esta onda es una onda positiva que se registra aproximadamente a los 100 ms. Este estudio se 

realizó en condiciones escotópicas, luego del ERG.

9. Análisis estadístico

Para el análisis estadístico de los datos se utilizaron los tests de Student para la comparación entre 

dos grupos experimentales o un test de Student apareado, ANOVA seguido de test de Tukey o de 
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Dunnett, para comparaciones múltiples. En los gráficos de regresión por el método de Scatchard y 

de  Lineweaver  Buró,  las  pendientes  y  las  ordenadas  al  origen  se  calcularon  por  el  método  de 

cuadrados mínimos.
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1.  MECANISMO  DE  LIBERACIÓN  DE  GABA  EN  LA  RETINA  DEL  HÁMSTER 

DORADO

Con el objeto de caracterizar la liberación de GABA en la retina de hámster, en primer lugar se 

evaluó la liberación dinámica de [3H]-GABA en respuesta a diferentes estímulos. Como se muestra 

en la Figura 11, la liberación de [3H]-GABA aumentó significativamente en respuesta a glutamato 

(25 µM), así como frente a un estímulo despolarizante de KCl (30 mM). 

Figura 11. Efecto de glutamato (25µM) y de alto potasio (30mM) sobre la liberación dinámica de [3H]-GABA. Las 

barras indican cuándo la solución de superfusión se reemplazó por 25µM de glutamato (negra) o por 30mM de K+ 

(gris). Cada punto representa el promedio ± ES del porcentaje de [3H]-GABA liberado en cada fracción (n = 6).

Teniendo en cuenta que la liberación de GABA en el sistema nervioso central y en la retina de 

diversas especies puede ser dependiente o independiente de Ca2+ extracelular, se examinó el efecto 

del alto K+ y del glutamato en presencia y ausencia de este catión. En ausencia de Ca2+ el efecto del 

K+ (30 y 60 mM) disminuyó significativamente, en tanto que el efecto del glutamato (25 y 100 µM) 

no se modificó (Figura 12). 

Con el objeto de evaluar si en la retina de hámster el [3H]-GABA se comporta en forma similar al 

GABA endógeno, se analizó el efecto de 60 mM de K+ o 100 µM de glutamato sobre la liberación 

de GABA endógeno. En la Figura 13 se muestra que la inducción de la liberación de GABA por 

alto  K+ fue  parcialmente  dependiente  de  Ca2+ mientras  que  el  efecto  del  glutamato  aumentó 

significativamente en ausencia de este catión. 

Figura 12. Efecto  de alto potasio (30 y 60 mM) y glutamato  (25 y 100  µM) sobre la  liberación  de [3H]-GABA 

(determinada como en la Figura 11) en presencia o ausencia de Ca2+. Se representan las medias ± ES del porcentaje de 
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[3H]-GABA liberado (n = 6). ∗∗p < 0,01 test de Student. 

Figura 13. Efecto de alto potasio (60mM) y glutamato (100µM) sobre la liberación de GABA endógeno en presencia o 

ausencia de Ca2+. Se representan las medias ± ES del porcentaje de GABA liberado (n = 6). ∗∗p < 0,01 test de Student. 

Reemplazando sodio por litio en el buffer de superfusión, se evaluó la dependencia de Na+ en la 

liberación  de  [3H]-GABA  inducida  por  ambos  estímulos.  En  estas  condiciones  se  observó  un 

aumento significativo en la liberación basal de [3H]-GABA. La inducción de la liberación de [3H]-

GABA en respuesta a alto K+ persistió, en tanto que el glutamato no incrementó este parámetro 

(Tabla II).

Tabla II. Dependencia de Na+ en la liberación de [3H]-GABA

[3H]-GABA liberado/eflujo basal
K+ 60 mM 5,1 ± 0,2

K+ 60 mM en ausencia de Na+ 4,9 ± 0,1

Glutamato 100 µM 2,82 ± 0,05
Glutamato 100 µM en ausencia de Na+ 1,01 ± 0,2**

Los  datos  están  expresados  como  el  cociente  de  [3H]-GABA  liberado/eflujo  basal.  Se  muestra  el 

promedio ± ES (n = 6). El eflujo basal en estas condiciones fue 3,4 ± 0,1 mientras que en buffer normal 

fue de 0,31± 0,02; ** p < 0,01 comparado con glutamato en presencia de Na+, test de Student.
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Para  identificar  el  tipo  de  receptor  glutamatérgico  involucrado  en  esta  respuesta,  se  estudió  la 

liberación de GABA en presencia de distintos agonistas y antagonistas específicos. El kainato, un 

agonista del receptor no-NMDA, aumentó significativamente la liberación de [3H]-GABA, en tanto 

que el NMDA no tuvo efectos significativos sobre este parámetro, aún en ausencia de Mg2+ (datos 

no mostrados). El DNQX, un antagonista no-NMDA, bloqueó el efecto del glutamato, mientras que 

el APV, un antagonista NMDA, no modificó este parámetro.  Ambos antagonistas carecieron de 

efecto  per se. Estos resultados sugieren que el receptor de glutamato involucrado en la liberación 

retiniana de GABA inducida por glutamato es de tipo no-NMDA (Tabla III). 

Tabla III. Efecto de agonistas y antagonistas glutamatérgicos sobre la liberación de [3H]-GABA

%[3H]-GABA liberado

Liberación basal 0,31 ± 0,02

Glutamato (100 µM) 0,99 ± 0,08**

Kainato 100 µM) 1,21 ± 0,09**

NMDA (100 µM) 0,35 ± 0,02

Glutamato (100 µM) + DNQX (25 µM) 0,32 ± 0,02

Glutamato (100 µM) + APV (100 µM) 0,95 ± 0,05**

DNQX (25 µM) 0,34 ± 0,02

AVP (100 µM) 0,30 ± 0,03
Los datos están expresados como la liberación fraccional de [3H]-GABA. Se muestran las medias ± ES (n = 6). 

El eflujo basal en estas condiciones fue 3,2 ± 0,1 mientras que en buffer normal fue de 0,33 ± 0,02.,** p < 

0,01, comparado con la liberación basal, test de Dunnett.

2. LOCALIZACIÓN DE GABA EN LA RETINA DEL HÁMSTER DORADO
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Una vez caracterizada la liberación de GABA, se analizó la localización celular de este neurotransmisor en la retina del 
hámster dorado. Para ello, se realizó un estudio inmunohistoquímico con un anticuerpo específico anti-GABA. En estas 
condiciones, se observó una fuerte marca positiva en los somas de la CNI y en la CCG, así como en fibras de la CPI 
(Figura 14). 

0100090000037800000002001c00000000000400000003010800050000000b0200000000050000000c02

0f08f106040000002e0118001c000000fb021000070000000000bc02000000000102022253797374656d0

008f1060000c96e0000fc5b110004ee8339e0718a020c020000040000002d01000004000000020101001c0

00000fb029cff0000000000009001000000000440001254696d6573204e657720526f6d616e00000000000

00000000000000000000000040000002d010100050000000902000000020d000000320a5a00000001000

40000000000ef060f0820002d00040000002d010000030000000000Figura  14.  Se  muestra  la 

inmunotinción utilizando un anticuerpo específico anti-GABA en cortes de retina de hámster. A) Células 

inmunorreactivas en la CNI así como en la CCG. Barra: 25µm. B) La flecha señala una célula horizontal 

positiva para GABA localizada en la región externa de la CNI, Barra: 10µm. C) se muestra una intensa 

inmunotinción en células  amácrinas  localizadas  en la región interna de la  CNI.  Barra:  10µm. D) Se 

observan células marcadas en la CCG, así como fibras inmunorreactivas (*) en la CPI. Barra: 15µm. 

Asimismo, se observó inmunorreactividad positiva en los somas de algunas células localizadas en la 
región externa de la CNI con apariencia fusiforme, compatible con la morfología y localización de 
células horizontales. También se detectó inmunorreactividad positiva en células localizadas en la 
región interna de la CNI con somas redondeados, característicos de células amácrinas. El diámetro 
de las células de esta población varió entre 5,29 y 10,65 µm. con un promedio de 7,73 (DS 1,23; n = 
50) y representó el 69,5% de la población inmunorreactiva para GABA en la retina de hámster. No 
se observó tinción inmunoespecífica en células con características compatibles con células de 
Müller o bipolares. Con respecto a la CCG, se observó marca en somas alargados, cerca de la capa 
limitante interna. En este caso, el diámetro promedio de las células positivas fue de 12,98 µm (DS: 
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2,45; n = 50) y varió entre 9,45 y 20,50 µm. Esta población representó el 30,1% de la población con 
inmunorreactividad positiva.

Figura 15. Micrografías electrónicas de una retina de hámster marcada con un anticuerpo anti-GABA. 

A) Una célula amácrina inmunorreactiva para GABA. Barra: 1µm. B) Se observa inmunotinción en el 

soma de células en la CCG. Barra: 2µm. C) Célula horizontal cercana a la CPE con marca positiva en el 

citoplasma, el núcleo permaneció negativo. Barra: 1µm. D) Terminal positivo en la CPI, en contacto con 

dos terminales no marcados con vesículas claras. En el terminal con inmunotinción positiva se observan 

vesículas  homogéneamente  marcadas  así  como  vesículas  con  core más  denso,  también  se  observa 

inmunoprecipitado  en  el  citoplasma  del  terminal  unido  tanto  a  la  membrana  celular  como  al  lado 

citoplasmático de la membrana de las vesículas con core denso. Barra: 0,25µm.

El análisis por microscopia electrónica mostró tinción inmunoespecífica en el citosol de células con 

morfología compatible con células horizontales (Figura 15 C). Asimismo, se observó inmunotinción 

específica en el citoplasma de células amácrinas, tanto alrededor de las mitocondrias como cerca de 

la membrana celular (Figura 15 A). También se observaron procesos positivos en células amácrinas. 

En la  CPI se  observaron terminales  con tinción  positiva  para  GABA, el  inmunoprecipitado  se 

observó tanto fuera de las vesículas  presinápticas  como dentro de ellas.  Además  se observaron 

vesículas levemente teñidas con un core más denso así como vesículas fuertemente teñidas (Figura 

15 D). Finalmente, se detectó inmunotinción para GABA en el citoplasma de células localizadas en 
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la CCG.

3. REGULACIÓN GABAÉRGICA DEL CONTENIDO DE MELATONINA EN LA RETINA 

DEL HÁMSTER

Como se  mencionara  en la  Introducción,  diversas  evidencias  experimentales  señalan  al  GABA 

como una señal retiniana asociada a la oscuridad. Con el objeto de evaluar la posible vinculación 

entre el sistema GABAérgico y la melatonina, cuya síntesis es máxima durante la noche (Faillace y 

col., 1994), se analizó el efecto de este neurotransmisor sobre la producción del metoxiindol en la 

retina  de  hámster.  El  GABA,  en  forma  dependiente  de  la  concentración,  incrementó 

significativamente el contenido de melatonina retiniana (Figura 16). 

Figura 16. Efecto del GABA sobre el contenido de melatonina en retinas de animales sacrificados a las 12.00 h e 

incubadas en condiciones de luz durante 8 h, en ausencia o presencia de GABA (1µM - 100µM). El GABA incrementó 

significativamente los niveles de melatonina, a partir de una concentración de 10µM. Las barras representan las medias 

± ES, n = 15 animales/grupo **p< 0,01; test de Dunnett).

Con  el  fin  de  identificar  el  tipo  de  receptor  GABAérgico  involucrado  en  su  efecto  sobre  la 

producción de melatonina, se examinó el efecto de diversos agonistas y antagonistas GABAérgicos. 

El efecto del GABA fue revertido por bicuculina (antagonista  de tipo GABAA)  pero no por 2-

hidroxisaclofen (antagonista de tipo GABAB). Por otra parte, el muscimol, agonista GABAérgico de 

tipo A, aumentó significativamente los niveles de melatonina retiniana, en tanto que el baclofen 

(agonista del receptor GABAB) no tuvo efectos significativos (Figura 17).

Figura 17. Efecto del GABA y de agonistas y antagonistas GABAérgicos sobre la producción in vitro de melatonina, 

en condiciones de luz. El GABA incrementó significativamente el contenido de melatonina. La bicuculina revirtió el 

efecto del GABA; el baclofen no tuvo efectos significativos, en tanto que el 2-hidroxisaclofen no bloqueó el incremento 

inducido por GABA. El muscimol incrementó significativamente los niveles de melatonina. Las barras representan las 

medias ± ES, n = 15 animales/grupo **p< 0,01; test de Dunnett.

77



Resultados

En trabajos  previos  de nuestro laboratorio  se demostró  que la  oscuridad  in  vitro incrementa  la 

producción de melatonina en retinas de hámster aisladas (Faillace y col., 1995). Con el objeto de 

evaluar  la  participación  del  sistema  GABAérgico  en  el  estímulo  inducido  por  la  oscuridad,  se 

estudió el efecto del GABA así como de antagonistas GABAérgicos y dopaminérgicos sobre la 

producción  de  melatonina  en  estas  condiciones.  El  incremento  en  el  contenido  de  melatonina 

inducido  por  la  oscuridad  fue  parcialmente  bloqueado  por  bicuculina,  en  tanto  que  el  2-

hidroxisaclofen resultó inefectivo. Por otra parte, el GABA no afectó el contenido de melatonina en 

las retinas incubadas en oscuridad. La clozapina (antagonista dopaminérgico de tipo D4/D2) no 

tuvo efecto per se, ni afectó la respuesta a la bicuculina (Figura 18). 

Figura 18. Efecto del GABA, y de antagonistas GABAérgicos y dopaminérgicos sobre la producción de melatonina en 

oscuridad. La oscuridad incrementó significativamente el contenido de melatonina respecto a los niveles en luz. La 

bicuculina revirtió el aumento inducido por la oscuridad, en tanto que el 2-hidroxisaclofen, el GABA y la clozapina 

fueron  inefectivos.  La  clozapina  no modificó  el  efecto  de  la  bicuculina.  Se representan  las  medias  ± ES,  n  = 15 

animales/grupo.  a:  p<0,01  comparado  con  retinas  expuestas  a  luz;  b:  p<0,01  comparado  con  retinas  expuestas  a 

oscuridad; ANOVA, test de Tukey.

Dado  que  la  bicuculina  disminuyó  el  efecto  inducido  por  la  oscuridad  sobre  el  contenido  de 

melatonina y que el GABA fue efectivo sólo en condiciones de luz, resultó posible que el contenido 

de GABA pudiera variar en función de la hora del día. Por lo tanto, se analizó la concentración de 

estado-estacionario y la tasa de recambio (turnover) de GABA en animales sacrificados a mediodía 

y  a  medianoche.  El  turnover  de GABA se evaluó  por  la  acumulación  del  neurotransmisor  que 

resulta  de  la  inhibición  de su  degradación  una  hora  antes  del  sacrificio,  como se  describió  en 

Materiales y Métodos. Tanto el contenido como el  turnover  de GABA fueron significativamente 

mayores a medianoche que a mediodía (Tabla IV).

78



Resultados

Tabla IV. Variaciones  día-noche del contenido y del  turnover  de GABA en retina de hámster 

dorado.

Horario contenido de GABA 
(nmol/mg prot)

turnover de GABA 
(nmol/mg prot/h)

12.00 h 6,5 ± 0,2 13 ± 0,65

24.00 h 8,2 ± 0,3** 18 ± 0,5**

Tanto los niveles como el  turnover  de GABA fueron significativamente mayores a medianoche que a 

mediodía. Los datos representan las medias ± ES (n = 15 animales por grupo) **p<0,01; test de Student

4. ACTIVIDAD CIRCADIANA DEL SISTEMA GABAÉRGICO RETINIANO

Los resultados anteriores demuestran que tanto la concentración de estado-estacionario como el 

turnover de  GABA  fueron  significativamente  mayores  a  medianoche  que  a  mediodía.  Como 

continuación de estos experimentos se consideró de interés llevar adelante un análisis más detallado 

de las posibles variaciones GABAérgicas a lo largo del ciclo de luz-oscuridad. Por lo tanto, en los 

experimentos que se describirán a continuación se analizó la actividad del sistema GABAérgico 

intrarretiniano desde una perspectiva cronobiológica.

4.a. Variaciones diarias en la actividad GABAérgica retiniana

En una primera etapa, se examinó la existencia de variaciones en el turnover retiniano de GABA a 

intervalos de 4 h durante el ciclo de luz-oscuridad. Los resultados obtenidos se representan en la 

Figura 19. El turnover de GABA varió significativamente a lo largo del ciclo de luz-oscuridad con 

valores mayores en la fase de oscuridad que en la fase de luz. 

0100090000037800000002001c00000000000400000003010800050000000b0200000000050000000c020

f08f106040000002e0118001c000000fb021000070000000000bc02000000000102022253797374656d000

8f1060000c96e0000fc5b110004ee8339e0718a020c020000040000002d01000004000000020101001c000

000fb029cff0000000000009001000000000440001254696d6573204e657720526f6d616e0000000000000

000000000000000000000040000002d010100050000000902000000020d000000320a5a00000001000400

00000000ef060f0820002d00040000002d010000030000000000Figura  19. Variaciones  diarias  en  el 

turnover de GABA en la retina de hámsteres mantenidos en un fotoperíodo de 14 h luz- 10 h oscuridad 
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(L-O). Los valores del turnover de GABA a las 08.00 y 12.00 h fueron significativamente menores que en 

el resto de los horarios examinados. Los valores indican las medias  ± ES, n = 15 animales/grupo **p 

<0,01; test de Tukey. 

A continuación, se examinó la existencia de variaciones en la concentración de estado-estacionario 

de GABA en función de la hora del día. Este parámetro varió significativamente a lo largo del ciclo 

de luz-oscuridad (Figura 20).

Figura 20.  Variaciones  diarias  en la  concentración  de estado-estacionario  de  GABA en  la  retina  de 

hámsteres mantenidos en L-O. La concentración de GABA a las 08.00 y 12.00 h fue significativamente 

menor  que  en  el  resto  de  los  horarios  examinados.  Los  valores  indican  las  medias  ± ES,  n  =  15 

animales/grupo **p<0,01; test de Tukey. 

Dado que la  determinación  del  turnover de  GABA se  basó en  la  cuantificación  del  contenido 

acumulado  del  neurotransmisor  luego  de  la  inhibición  de  su  degradación,  es  posible  que  los 

cambios  observados  fueran  debidos  a  variaciones  en  la  actividad  de  la  enzima  que  cataliza  la 

síntesis de GABA, la glutámico descarboxilasa (GAD). Por lo tanto, se examinó la actividad de 

GAD retiniana a mediodía y a medianoche. Los resultados obtenidos indican que la Vmáx de esta 

actividad enzimática fue significativamente mayor a las 24.00 h que a las 12.00 h, en tanto que el 

Km no varió entre ambos horarios (Figura 21 y Tabla V).

Figura  21.  Variaciones  día-noche  en  la  actividad  de  la  GAD  en  retinas  de  hámsteres  mantenidos  en  L-O.  Las 

pendientes y ordenadas al origen se calcularon por el método de cuadrados mínimos. Los puntos representan los valores 

promedio de triplicados usando 1 retina/punto. La diferencia entre triplicados fue menor al 10%. En este experimento, 

representativo  de  4,  la  Vmáx  fue  1.05  nmol/min/mg  prot.  y  1.64  nmol/min/mg  prot.  a  las  12.00  y  24.00  h, 

respectivamente, y el Km fue 2.0 mM (a las  12.00 h) y 2.14 mM (a las 24.00 h).
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Tabla V. Actividad de GAD en retinas de hámster 

Horario Vmáx.
(nmol/min/mg proteínas)

Km
(mM)

12.00 h 1,02 ± 0,06 2,01 ± 0,3

24.00 h 1,58 ± 0,07** 2,20 ± 0,2

Los animales se sacrificaron en los horarios indicados. Los datos representan los valores promedio de 

cuatro  experimentos.  Se  representan  las  medias  ± ES  (n  =  4). El  Km  no  presentó  variaciones 

significativas,  en  tanto  que  la  Vmáx  a  las  24.00 h fue  significativamente  mayor  que  a  las  12.00 h. 

(**p<0,01; test de Student). 

En la Figura 22 se representa la liberación basal y estimulada por alto K+ (50 mM) en retinas de 

animales sacrificados a mediodía y a medianoche. En este experimento (y en los siguientes ensayos 

de liberación de GABA) la liberación de GABA se realizó en forma estática dado que, para este 

parámetro, se obtuvieron valores similares a los obtenidos en experimentos de liberación dinámica. 

Si bien la liberación de [3H]-GABA aumentó significativamente en ambos horarios en respuesta al 

estímulo despolarizante (p<0,01), este parámetro fue significativamente mayor a las 24.00 h que a 

las 12.00 h. 

Figura  22. Variaciones  día-noche  en  la  liberación  de  [3H]-GABA  basal  e  inducida  por  alto  potasio  en  animales 

mantenidos en L-O. La liberación de [3H]-GABA inducida por potasio fue mayor a las 24.00 h que a las 12.00 h. No se 

observaron diferencias significativas en la liberación basal de [3H]-GABA. Se representan las medias ± ES (n = 12 

animales por grupo). ** p < 0,01 respecto al estímulo de K+ a las 12.00 h, test de Student.

En la  Figura  23 se  representan  las  variaciones  diarias  en la  unión específica  de [3H]-GABA a 

membranas retinianas de animales sacrificados a lo largo del ciclo de 24-h. Este parámetro varió 

significativamente con valores máximos durante el día.
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Figura 23. Variaciones diarias en el binding de [3H]-GABA en retinas de animales sacrificados a lo largo 

del ciclo luz-oscuridad. Los valores a las 8.00 h y a las 12.00 h fueron significativamente mayores que en 

el resto de los horarios. Se representan las medias ± ES (n = 12 animales/grupo), **p<0,01, ANOVA, test 

de Tukey.

Para determinar si los cambios en el  binding de GABA eran debidos a cambios en el número de 

sitios receptores o a cambios en la afinidad del GABA por su receptor se realizó un análisis de 

Scatchard  (Figura  24).  En  la  Tabla  VI  se  representan  los  parámetros  cinéticos  del  receptor 

GABAérgico  retiniano  en  animales  sacrificados  a  mediodía  y  a  medianoche.  Los  resultados 

obtenidos  indican  que  las  variaciones  diarias  observadas  en  el  binding  de [3H]-GABA podrían 

atribuirse a un aumento significativo en la concentración total de sitios receptores dado que la Bmáx 

fue significativamente mayor a las 12.00 h que a las 24.00 h, en tanto que no se observan cambios 

en el Kd. 

Figura 24.  Variaciones diarias en el  binding de [3H]-GABA en retinas de hámsteres mantenidos en L-O. Las 

pendientes y ordenadas al origen se calcularon por el método de cuadrados mínimos. Cada punto representa la 

media de triplicados usando 10 retinas/grupo. En este experimento, representativo de 4, los valores de Kd fueron 

38 y 40 nM y la Bmáx fue 465 y 193 fmol/mg prot. a las 12.00 y a las 24.00h respectivamente.

Tabla VI. Parámetros cinéticos del binding de [3H]-GABA en retinas de animales sacrificados a las 

12.00 y 24.00 h. 

Horario Bmáx
(fmol/mg proteínas)

Kd
(nM)

12.00 h 450 ± 25** 40 ± 4
24.00 h 185 ± 20 35 ± 3

Los valores de Bmáx y Kd se obtuvieron a partir del análisis de Scatchard, utilizando 6 concentraciones 

diferentes  del  ligando  (6-200  nM).  Se  muestran  las  medias  ± ES  (n  =  4  experimentos)  usando  10 

retinas/grupo. La Bmáx a las 12.00 h fue significativamente mayor que a las 24.00 h. **p<0,01, test de 

Student.
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4.b.  Estudio  de  las  variaciones  diarias  de  parámetros  GABAérgicos  en  condiciones  de 

oscuridad constante.

Con el objeto de discriminar si las variaciones diarias observadas en la actividad GABAérgica eran 

reguladas por la señal luminosa o alternativamente por un reloj circadiano endógeno, se examinaron 

las variaciones del turnover, de la liberación inducida por alto K+ y del binding de GABA en retinas 

de animales sacrificados luego de una exposición a oscuridad constante durante 48 h. El turnover de 

GABA varió significativamente en función de la hora del sacrificio con valores mínimos durante el 

día subjetivo (Figura 25). 

Figura 25. Variaciones  circadianas  del  turnover de GABA en la retina de hámsteres  mantenidos en 

oscuridad  constante  (O-O)  durante  dos  días  antes  del  sacrificio.  El  turnover de  GABA  varió 

significativamente en función de la hora del sacrificio (p<0,01, ANOVA). Los valores a las 08.00 y 12.00 

h fueron significativamente menores que el resto de los horarios. Los valores indican las medias ± ES, n = 

15 animales/grupo. **p<0,01; test de Tukey. 

A continuación,  se  examinó la  liberación  de [3H]-GABA inducida  por  alto  K+ a  mediodía  y  a 

medianoche subjetivos (Figura 26). La liberación del neurotransmisor fue significativamente mayor 

a las 24.00 h que a las 12.00 h.

Figura 26. Variaciones  circadianas  en la liberación  de [3H]-GABA basal  e  inducida por alto  potasio en animales 

mantenidos  en  O:O.  La  liberación  de  [3H]-GABA inducida  por  potasio fue  mayor  a  medianoche  que  a  mediodía 

subjetivo. No se observaron diferencias significativas en la liberación basal de [3H]-GABA. Se representan las medias ± 

ES del porcentaje de liberación fraccional de [3H]-GABA (n = 12 animales por grupo). ** p < 0,01 respecto al día 

subjetivo, test de Student.
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Asimismo, se examinó la existencia de variaciones circadianas en el  binding específico de [3H]-

GABA en la retina de animales mantenidos en oscuridad constante. Los valores de este parámetro 

fueron significativamente mayores durante la fase temprana del día subjetivo que en el resto de los 

horarios examinados (Figura 27). 

Figura 27. Variaciones circadianas del  binding de [3H]-GABA en retinas de animales mantenidos en 

oscuridad  constante  durante  dos  días  antes  del  sacrificio.  Se  representan  las  medias  ± ES  (n  =  12 

animales/grupo). Este parámetro varió circadianamente en forma significativa (p <0,01; ANOVA). Los 

valores a las 8.00 h y a las 12.00 fueron significativamente mayores que en el resto de los horarios. 

**p<0,01; test de Tukey.

4.c. Participación del sistema GABAérgico retiniano en la respuesta circadiana a la luz 

Como se demostró, el sistema GABAérgico retiniano en el hámster varía circadianamente. A partir 

de  estas  evidencias,  y  teniendo  en cuenta  el  rol  central  de  este  sistema  en  el  procesado de la 

información fótica, se consideró de interés examinar la relevancia del ritmo retiniano de GABA en 

el tráfico de información a los NSQ, el reloj “maestro” del sistema circadiano. Para ello y con el 

objeto de alterar el ritmo del  turnover de GABA y evaluar las consecuencias sobre la actividad 

circadiana, los hámsteres mantenidos en  free running, se inyectaron (i.v.) con un inhibidor de la 

degradación de GABA, la vigabatrina (VGB), a CT 17 (un horario en el cual los niveles retinianos 
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de GABA son comparativamente bajos respecto a los niveles observados durante la noche subjetiva 

temprana (Figura 25). Una hora después de la inyección, se aplicó un pulso de luz de 10 minutos a 

los animales inyectados con VGB o con vehículo (solución fisiológica). Otro grupo de animales fue 

tratado en forma análoga pero sin pulso de luz. Luego, se comparó la magnitud del adelanto de fase 

en cada grupo de animales. En la Figura 28 A y B se muestran los actogramas representativos de los 

adelantos de fase en respuesta a la luz, luego de la administración aguda de VGB o vehículo en la 

cámara vítrea.

Figura 28. Actogramas  representativos  del  efecto  de la  inyección  i.v.  de VGB o vehículo sobre los 

cambios de fase inducidos por un pulso de luz (10 min, 50 lux) aplicado a CT 18. La inyección i.v. de 

VGB o vehículo se realizó a CT 17. A) Animales tratados con solución fisiológica y luego con VGB. B) 

Animales  tratados  con  VGB  y  luego  con  solución  fisiológica.  C)  Animales  tratados  con  solución 

fisiológica y luego con VGB, sin pulso de luz. Los registros de actividad locomotora se graficaron en un 

eje  de  48  h  para  su  mejor 

visualización.0100090000037800000002001c00000000000400000003010800050000000b020000000005

0000000c020f08f106040000002e0118001c000000fb021000070000000000bc0200000000010202225379

7374656d0008f1060000c96e0000fc5b110004ee8339e0718a020c020000040000002d0100000400000002

0101001c000000fb029cff0000000000009001000000000440001254696d6573204e657720526f6d616e00

00000000000000000000000000000000040000002d010100050000000902000000020d000000320a5a000

0000100040000000000ef060f0820002d00040000002d010000030000000000 La señal en cruz representa 

el  día  de 

tratamiento.0100090000037800000002001c00000000000400000003010800050000000b0200000000050

000000c020f08f106040000002e0118001c000000fb021000070000000000bc02000000000102022253797

374656d0008f1060000c96e0000fc5b110004ee8339e0718a020c020000040000002d01000004000000020

101001c000000fb029cff0000000000009001000000000440001254696d6573204e657720526f6d616e000

0000000000000000000000000000000040000002d010100050000000902000000020d000000320a5a0000

000100040000000000ef060f0820002d00040000002d010000030000000000

Como se muestra en la Figura 29, la VGB disminuyó significativamente la magnitud del adelanto 

de fase inducido por un pulso de luz a CT 18 en animales inyectados i.v. una hora antes del pulso de 

luz. La VGB per se no produjo cambios de fase en ausencia del estímulo luminoso.

Figura 29. Efecto de la inyección i.v. de VGB (2µl 1,5 mM) o vehículo (2 µl) sobre los cambios de fase inducidos por 
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pulsos de luz (10 min, 50 lux) aplicado a CT 18. La VGB disminuyó significativamente la magnitud del adelanto de 

fase provocado por la luz. Se muestran las medias ± ES, n = 6 * p< 0,05 test apareado de Student.

5. MODULACIÓN DEL SISTEMA GABAÉRGICO 

5. a. Efecto de la melatonina sobre la neurotransmisión GABAérgica en la retina de hámster

El  objetivo  de  los  experimentos  que  se  describirán  a  continuación  fue  analizar  el  efecto  de la 

melatonina sobre la actividad del sistema GABAérgico en la retina del hámster dorado. En primer 

lugar se examinó el efecto de la melatonina sobre el  turnover retiniano de GABA. Para ello, los 

animales se inyectaron por vía intravítrea con melatonina y se sacrificaron 2 h más tarde. Como se 

muestra en la Figura 30, la melatonina incrementó significativamente este parámetro. 

Figura 30. Efecto de la melatonina sobre el turnover de GABA en la retina de hámster. La melatonina (concentración 

final:  10 y 100 nM) se inyectó en la cámara vítrea,  2 h antes del  sacrificio.  La  melatonina (100 nM) incrementó 

significativamente el turnover de GABA. Las barras representan las medias ± ES, n = 10 animales/grupo (**p< 0,01; 

test de Dunnett). 

Estos resultados sugieren que la melatonina podría estimular la actividad de la enzima que cataliza 

la síntesis de GABA (GAD). Para evaluar este aspecto se inyectaron hámsteres con las mismas 

dosis de melatonina (i.v.) que en el experimento anterior y luego de 2 h se determinó la síntesis de 

GABA in vitro a partir de 1-L-[14C]-glutamato. Los resultados obtenidos indican que la melatonina 

aumentó significativamente la actividad de la GAD en una concentración de 100 nM (Figura 31).
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Figura 31. Efecto de la melatonina sobre la actividad de la GAD en retinas de hámster. La melatonina inyectada en la 

cámara vítrea 2 h antes del sacrificio en una concentración de 100 nM aumentó significativamente la actividad de la 

GAD. A 10 nM la melatonina resultó inefectiva. Se representan las medias ± ES (n = 8 animales/grupo). **p<0,01 test 

de Dunnett.

A continuación, se analizó el efecto  in vitro de la melatonina sobre la liberación de [3H]-GABA 

inducida por alto potasio. La melatonina no tuvo efecto sobre este parámetro, como se muestra en la 

Figura 32. 

Figura  32.  El  alto  K+ indujo  un  aumento  significativo  de  este  parámetro  pero  la  melatonina  no  lo  modificó.  Se 

representan las medias ± ES; (n = 8 animales/grupo), **p<0,01 test Student, respecto al basal. 

La melatonina tampoco afectó el influjo de [3H]-GABA, como se muestra en la Figura 33.

Figura 33. La melatonina 100 nM no tuvo efecto significativo sobre el influjo de [3H]-GABA. Se representan las 

medias ± ES (n = 8 animales/grupo)
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Finalmente, se examinó el efecto de la melatonina sobre la respuesta postsináptica GABAérgica. 

Para ello, se analizó el efecto del metoxiindol sobre el  uptake de [36Cl]- inducido por GABA en 

sinaptoneurosomas retinianos.  La melatonina (10 nM) que careció de efecto  per se,  incrementó 

significativamente el efecto del GABA sobre el influjo de Cl- (Figura 34). 
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ura  34.  Efecto  de  la  melatonina  sobre  el  influjo  de  [36Cl]- en  sinaptoneurosomas  retinanos.  El  GABA  aumentó 

significativamente este parámetro. La melatonina (10 nM) que no tuvo efecto  per se, aumentó significativamente el 

influjo de [36Cl- en presencia de GABA. Se representan las medias ± ES (n = 15); a: p<0,01 respecto al basal; b: p<0,01 

respecto al influjo de [36Cl]- en presencia de GABA; ANOVA, test de Tukey. 

5. b. Efectos de los neuroesteorides (NEs) sobre el sistema GABAérgico retiniano 

Para el estudio del efecto de NEs, se utilizaron dos miembros de esta familia: la PS (un modulador 

GABAérgico negativo) y la THDOC (un modulador positivo de este sistema). La Figura 35 muestra 

el efecto de la THDOC y la PS (1 y 10 µM) sobre el influjo de [36Cl]- inducido por GABA en 

sinaptoneurosomas  retinianos.  La  THDOC  aumentó,  en  tanto  que  la  PS  disminuyó 

significativamente este parámetro. La THDOC y la PS fueron inefectivas a una concentración de 

0,1 µM y carecieron de efecto per se. 

Figura 35. Efecto de la THDOC y la PS sobre el influjo de [36Cl]- en sinaptoneurosomas retinanos. El GABA (10µM) 

aumentó significativamente este parámetro. La PS disminuyó y la THDOC aumentó significativamente el influjo de 

[36Cl]- inducido por GABA. La PS y la THDOC no tuvieron efecto per se (en ausencia de GABA). Se representan las 

medias ± ES (n = 15), *p<0,05; **p<0,01 ANOVA, test de Tukey.
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A continuación, se analizó el efecto de ambos NEs sobre la liberación retiniana de GABA inducida 

por concentraciones  despolarizantes  de K+ (50mM).  La THDOC disminuyó  en tanto que la  PS 

aumentó significativamente la liberación fraccional  de [3H]-GABA inducida por despolarización 

(Figura 36). Ambos NEs fueron inefectivos per se (resultados no mostrados).

Figura 36. Efecto de la PS y la THDOC sobre la liberación fraccional de [3H]-GABA. La PS aumentó en tanto que la 

THDOC disminuyó significativamente la liberación de [3H]-GABA inducida por alto K+. Los NEs no modificaron la 

liberación basal del neurotransmisor. Se representan las medias ± ES, (n = 15 retinas/grupo) a: p<0,01 respecto al basal; 

*p<0,05 **p<0,01 respecto a alto K+ (50mM), ANOVA, test de Tukey. 

El efecto de ambos NEs sobre la liberación de [3H]-GABA fue dependiente de Ca2+, dado que en 

ausencia del catión ninguno de estos NEs modificaron este parámetro (Figura 37). 

Figura 37. Efecto de la PS y la THDOC sobre la liberación fraccional de [3H]-GABA en ausencia de Ca2+. En estas 

condiciones, los NEs no modificaron la liberación del neurotransmisor. Se representan las medias ± ES; (n = 15 retinas/

grupo), **p<0,01, test de Dunnett.

Para evaluar si el efecto descripto era específico de la retina, se analizó el efecto de ambos NEs 

sobre la  liberación  de GABA en el  hipotálamo de hámster.  También  en este  caso,  la  THDOC 

disminuyó y la PS aumentó significativamente la liberación fraccional de [3H]-GABA inducida por 

despolarización (Figura 38). Ambos NEs fueron inefectivos per se y a una concentración de 0,1 µM 
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(resultados no mostrados).

Figura 38. Efecto de la PS y la THDOC sobre la liberación fraccional de [3H]-GABA en el hipotálamo de hámster. La 

PS aumentó y la THDOC disminuyó significativamente la liberación de [3H]-GABA inducida por alto K+. Los NEs no 

modificaron la liberación basal del neurotransmisor. Se representan las medias de la liberación fraccional ± ES, (n = 15 

retinas/grupo) a: p<0,01 respecto al basal; **p<0,01 respecto a alto K+ (50mM), ANOVA, test de Tukey. 

Para evaluar el efecto de ambos NEs sobre la función retiniana, se registraron ERGs escotópicos en 

animales inyectados con PS o THDOC en la cámara vítrea. Asimismo, y con el objeto de comparar 

la respuesta electrorretinográfica de los NEs con la de GABA, se inyectaron animales con VGB o 

bicuculina. En la Figura 39 se muestran ERGs representativos de animales inyectados i.v. con PS, 

THDOC, VGB o bicuculina. 

La PS y la  VGB disminuyeron y la  THDOC y la  bicuculina  aumentaron  significativamente  la 

amplitud de la onda b del ERG (Figura 40). Ninguno de estos tratamientos afectó las latencias de las 

ondas a y b ni la amplitud de la onda a (datos no mostrados). 
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Figura 39. ERGs escotópicos representativos de ojos control o tratados (i.v.) con A) THDOC (50 µM); 

B) PS (50 µM); C) bicuculina (400 µM); D) VGB (1,5mM). Los animales se inyectaron (2µl, i.v.) con la 

droga correspondiente 1 h antes del estudio. 

Figura 40. Efecto de THDOC, PS, bicuculina y VGB sobre la amplitud de la onda b del ERG escotópico. La PS y la 

VGB disminuyeron  significativamente  este  parámetro,  mientras  que la THDOC y la bicuculina lo aumentaron.  Se 

representan las medias ± ES (n = 10). **p<0,01. ANOVA, test de Tukey 
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Con el objeto de evaluar la biosíntesis de NEs en la retina de hámster se analizó la presencia y la 

localización de una de las enzimas limitantes de la esteroidogénesis, el citocromo P450scc, que 

cataliza  la  ruptura  de la  cadena  lateral  del  colesterol.  En la  Figura 41A se observa una banda 

inmunorreactiva  positiva  para  un  anticuerpo  específico  anti-P450scc  cuyo  peso  molecular 

correspondió  al  de  una  señal  positiva  en  glándula  adrenal  de  hámster.  En  el  estudio 

inmunohistoquímico se observó una marcación intensa en somas ubicados a la CNI y la CCG. No 

se observó inmunomarcación evidente en otras capas retinianas (Figura 41 B, C, D y E).

Figura 41. Western blot e inmunohistoquímica de citocromo P450scc en retina de hámster. A) En las 

fracciones retinianas se observó una banda inmunorreactiva con un peso molecular correspondiente al del 

citocromo P450scc de la glandula adrenal de hámster (≅ 56 kD). Localización inmunohistoquímca del 

citocromo  P450scc  en  retina  de  hámster.  B)  control,  C)  inmunorreactividad  positiva  en  células 

localizadas en la CCG y células en la CNI. D) detalle de la CNI. E) detalle de la CCG.

6. EL SISTEMA GABAÉRGICO BAJO CONDICIONES PATOLÓGICAS

6. a. Estudio de las funciones visuales en pacientes epilépticos tratados crónicamente con VGB

Trabajos de otros autores demostraron que el tratamiento crónico de pacientes epilépticos con VGB 

provoca una disfunción visual. Este estudio no había sido previamente realizado en nuestro país, 

aun cuando esta droga se utiliza con fines terapéuticos, en forma relativamente frecuente. Por lo 
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tanto,  en colaboración  con el  “Centro Municipal  de Epilepsia”  del  Hospital  “Ramos  Mejía” se 

examinaron las funciones visuales de 20 pacientes epilépticos tratados con VGB, que se analizaron 

comparativamente con un grupo de 15 pacientes tratados crónicamente con carbamazepina (CBZ). 

En la Tabla VII se indican los datos clínicos y demográficos de los pacientes que participaron en el 

estudio. 

Tabla VII. Datos clínicos y demográficos de los pacientes
Pa-

cien-
te #

edad sexo duración de la 
enfermedad 

tipo de crisis 
epiléptica

síndromes 
relacionados 

con la 
localización 

duración 
tratamiento 
con VGB

dosis 
(mg/d)

otras drogas 

1 19 M 19 años SPS, CPS, 2º TCS FLE 3 años 2500 OXC, TPM
2 23 M 8 años CPS PLE 2 años 3000 CBZ
3 33 F 14 años SPS, CPS FLE 4 años 4000 VPA
4 43 M 35 años CPS FLE 8 años 4000 VPA
5 28 F 20 años CPS TLE 5 años 1500 CBZ
6 20 M 16 años CPS TLE 4 años 4000 LMT, OXC
7 30 F 20 años CPS TLE 4 años 2000 CBZ
8 25 M 25 años SPS, CPS FLE 5 años 1500 CBZ, VPA
9 26 F 18 años CPS TLE 2 años 2000 OXC
10 49 F 22 años CPS TLE 2 años 4000 CBZ, CNZ
11 25 M 16 años SPS, CPS OLE 6 años 3000 CBZ
12 34 M 20 años CPS TLE 6 años 1500 CBZ, CNZ
13 23 M 2 años SPS, CPS TLE 2 años 1000 CBZ
14 29 M 26 años CPS TLE 2 años 4000 CBZ
15 32 M 22 años SPS, 2º TCS TLE 1 año 1500 CBZ, CNZ
16 26 M 13 años SPS, CPS, 2º TCS FLE 2 años 2000 CBZ, PHT
17 26 F 16 años CPS FLE 5 años 2000 CBZ, CNZ
18 26 M 5 años CPS TLE 2 años 3000 CBZ
19 23 F 23 años SPS,CPS, 2º TCS FLE 6 años 3000 CBZ
20 20 F 12 años SPS, CPS, 2º TCS OLE 3 años 3500 CBZ, DZP
21 15 M 2 años CPS, 2º TCS OLE - - CBZ (1,2 g)
22 21 F 4 años CPS PLE - - CBZ (0.8 g)
23 35 M 13 años CPS PLE - - CBZ (1.0 g)
24 20 M 7 años CPS FLE - - CBZ (1,4 g)
25 21 M 25 años CPS, 2º TCS FLE - - CBZ (1.0 g)
26 23 F 4 años SPS, CPS FLE - - CBZ (1,2 g)
27 52 M 35 años CPS FLE - - CBZ (0.8 g)
28 25 M 10 años CPS TLE - - CBZ (1.0 g)
29 20 F 16 años CPS FLE - - CBZ (1,2 g)
30 30 F 18 años CPS TLE - - CBZ (1.0 g)
31 20 F 5 años SPS, CPS FLE - - CBZ (1,2 g)
32 26 F 18 años CPS TLE - - CBZ (0.8 g)
33 40 M 20 años CPS TLE - - CBZ (1,4 g)
34 25 F 16 años SPS, CPS OLE - - CBZ (0.8 g)
35 30 M 10 años CPS PLE - - CBZ (1.0 g)

Abreviaturas: SPS: crisis parcial simple; CPS: crisis parcial compleja; 2º TCS: crisis parciales complejas con 

evolución a  crisis  tónico-clónicas  generalizadas  secundariamente;  TLE:  epilepsia  del  lóbulo temporal;  OLE: 

epilepsia  del  lóbulo  occipital,  PLE:  epilepsia  del  lóbulo  parietal;  FLE:  epilepsia  del  lóbulo  frontal;  CBZ: 

carbamazepina;  OXC:  oxocarbazepina;  CNZ:  clonazepam;  DZP:  diazepam,  VPA:  ácido  valproico;  PH: 

fenobarbital.
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Las edades del grupo de VGB variaron entre 19 a 49 años con una edad promedio de 28 ± 7,4 años. 

En este grupo, 8 fueron mujeres. En el grupo CBZ, en el que participaron 3 mujeres, las edades 

fueron de 15 a 52 años con una edad promedio de 26,8 ± 9,5. La duración promedio del tratamiento 

con VGB fue de 3,7  ±1,9 años (rango: 1 a 8 años). Ninguno de los pacientes refirió alteraciones 

visuales en el interrogatorio inicial. Todos los pacientes (considerando ambos grupos) tuvieron una 

agudeza visual de 20/20 con corrección óptica, excepto la paciente # 20 que presentó un glaucoma 

congénito en uno de sus ojos. El estudio del fondo de ojo reveló que sólo la paciente # 20 presentó 

palidez  del  nervio  óptico,  por  lo  que  este  ojo  no  se  incluyó  en  el  estudio.  Ambos  grupos  de 

pacientes tuvieron visión de color normal según el test de Ishihara. 

En la Figura 42 se muestra el campo visual de 1 paciente del grupo CBZ y 3 pacientes del grupo 

VGB. Los campos visuales del grupo VGB presentaron una constricción del campo visual nasal 

periférico, nasal periférico y central y nasal periférico y central y temporal periférico. La Tabla VIII 

muestra la cuantificación de la perimetría de Humphrey de ambos ojos de los pacientes tratados con 

VGB. Los pacientes # 8 y 18 no fueron capaces de realizar el estudio. De los 18 pacientes restantes, 

dos tuvieron un campo visual normal (pacientes # 1 y 17). Los otros 16 pacientes mostraron al 

menos un punto no detectado dentro de los 40º para ambos ojos, en tanto que no se observaron 

defectos en el campo visual de los pacientes tratados con CBZ. El 45% de los ojos de pacientes 

tratados con VGB que mostraron alteraciones en el campo visual tuvieron una constricción en la 

periferia dentro de los 60º del campo visual. La constricción fue nasal en todos los casos mientras 

que en el 58% de los casos fue también temporal. El apareamiento de los puntos no detectados para 

cada ojo entre  ambos ojos de cada paciente  (grupo VGB) resultó  en una correlación altamente 

significativa (p < 0,0001), lo que indica que la constricción fue bilateral. No se observó correlación 

entre los defectos en el campo visual y la duración, o la cantidad de VGB acumulada. De hecho, el 

campo visual del paciente # 10 que recibió VGB por 2 años fue similar al del paciente # 11 que 

estuvo bajo el mismo tratamiento durante 6 años. Además, los dos pacientes que presentaron un 
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campo visual normal habían tomado VGB durante 3 y 5 años (pacientes # 1 y 17 respectivamente). 

Tampoco se observó relación entre las alteraciones visuales y el síndrome epiléptico o la duración 

de la epilepsia.
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Figura 42. Campo visual de un paciente control y de tres pacientes tratados con VGB. El campo visual del paciente 

control (A) fue normal en tanto que los otros presentaron alteraciones evidentes. B) Se muestra una alteración nasal 

periférica, en C) una alteración nasal periférica y central y en D) una alteración nasal periférica y central y temporal 

periférica.

Tabla VIII. Cuantificación de los puntos no detectados en la perimetría de Hamphrey de los 

pacientes tratados con VGB (del 1 al 20) o CBZ (del 21 al 35)

Puntos no vistos
Paciente # en todo el 

campo visual 
(de 120)

dentro de 
los 30°
(de 64)

dentro de los 
40°

(de 104)

periféricos
(de 56, fuera 
de los 30°)

en el 
hemicampo 

nasal
(de 74)

en el 
hemicampo 

temporal
(de 46)

1 RE 1 1 1 0 1 0
LE 0 0 0 0 0 0

2 RE 9 0 1 9 9 0
LE 3 0 1 3 3 0

3 RE 22 0 9 22 21 1
LE 20 0 7 20 17 3

4 RE 38 5 17 33 32 6
LE 40 6 19 34 38 2

5 RE 9 0 4 9 6 3
LE 4 1 2 3 2 2

6 RE 16 0 7 16 16 0
LE 19 0 7 19 18 1

7 RE 16 0 4 16 15 1
LE 9 0 1 9 9 0

9 RE 19 0 7 19 18 1
LE 24 0 13 24 22 2

10 RE 68 13 35 55 45 23
LE 63 9 38 54 43 20

11 RE 68 22 27 46 34 34
LE 72 29 55 43 64 8

13 RE 54 6 28 48 43 11
LE 55 7 30 48 44 11

14 RE 20 2 13 18 15 5
LE 9 1 6 8 7 2

15 RE 33 10 19 23 22 11
LE 64 18 32 46 47 17

16 RE 35 4 10 31 24 11
LE 32 1 13 31 30 2

17 RE 1 0 0 1 1 0
LE 2 0 0 2 2 0

18 RE 42 0 27 42 36 6
LE 39 0 23 39 31 8

19 RE 57 6 35 51 40 17
LE 72 25 30 47 47 25

20 RE 40 5 21 35 23 17
LE

21 RE 0 0 0 0 0 0
LE 0 0 0 0 0 0

22 RE 0 0 0 0 0 0
LE 0 0 0 0 0 0

24 RE 5 1 1 4 2 3
LE 0 0 0 0 0 0

26 RE 0 0 0 0 0 0
LE 3 0 0 3 0 3

27 RE 5 0 0 5 5 0
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LE 0 0 0 0 0 0
29 RE 0 0 0 0 0 0

LE 1 1 1 0 0 0
30 RE 0 0 0 0 0 0

LE 0 0 0 0 0 0
32 RE 2 0 0 2 0 2

LE 1 0 0 1 0 1
33 RE 0 0 0 0 0 0

LE 0 0 0 0 0 0
34 RE 0 0 0 0 0 0

LE 0 0 0 0 0 0
35 RE 0 0 0 0 0 0

LE 0 0 0 0 0 0

Los pacientes # 8, 12, 23, 25, y 31 no colaboraron con el estudio del campo visual. Se excluyó del estudio el ojo 

izquierdo de la paciente # 20. RE: ojo derecho LE: ojo izquierdo. 
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En la  Figura 43 se muestra  la  actividad electrorretinográfica para ambos ojos de dos pacientes 

controles y de dos pacientes tratados con VGB. De los 20 pacientes tratados con VGB el paciente # 

2 no se presentó al estudio. La amplitud promedio de la onda b fue significativamente menor en el 

grupo VGB que en el grupo CBZ (Figura 44). 
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Figura 43. ERG escotópicos de dos pacientes tratados con CBZ y de dos pacientes tratados con VGB.

Figura 44. Efecto de tratamiento crónico con VGB sobre la amplitud de la onda b del ERG escotópico. El tratamiento 

crónico con VGB disminuyó significativamente la amplitud de la onda b del ERG con respecto a los pacientes tratados 

con  CBZ.  Se  representan  las  medias  ±  ES (n:  15  y  19  pacientes  para  el  grupo  control  y  VGB,  respectivamente. 

**p<0,01; test de Student. 

En grupo de pacientes tratados con VGB el apareamiento de la amplitud de la onda b entre el valor 

obtenido  para  el  ojo derecho y  para  el  ojo izquierdo  fue  significativo  (p  < 0,01)  indicando la 

bilateralidad de la disfunción. En el 86% de los pacientes del grupo de VGB las amplitudes de las 

ondas b fueron menores que el límite inferior del intervalo de confianza del grupo de CBZ, definido 

como la amplitud promedio de la onda b ± 3 errores estándar (media  ± 3 ES). No se observaron 

diferencias  en la latencia  de la onda b para ninguno de los grupos.  Por razones metodológicas 

(esencialmente debido a una gran dispersión intra-grupo) se omitió el análisis de la onda a. En la 

Figura 45 se muestra la correlación entre el promedio de los puntos vistos para ambos ojos de cada 

paciente y la amplitud promedio de la onda b para ese mismo paciente.

Figura 45. Falta de correlación significativa entre el número de puntos vistos y la amplitud de la onda b del ERG 

escotópico en pacientes epilépticos tratados con VGB. (r2 =0.017)

La Figura 46 muestra los POEs de un paciente control y de un paciente tratado con VGB. No se 

observaron diferencias significativas ni en la latencia ni en la amplitud de la P100 entre ambos 

grupos.
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Figura 46. POEs de un paciente tratado con CBZ y de un paciente tratado con VGB.

Estos resultados avalan trabajos de otros autores que indican que el tratamiento con VGB provoca 

una disfunción ocular significativa. Sin embargo, aún se desconocen los mecanismos involucrados 

en la disfunción visual inducida por VGB. Para analizar este aspecto, resultaría de utilidad  disponer 

de modelos animales en los que se pueda tener acceso a la retina. Para ello, se trataron hámsteres 

diariamente con VGB (i.p.) y se determinó la actividad electrorretinográfica escotópica a distintos 

períodos de iniciado el tratamiento. Luego de 3 semanas de tratamiento con VGB la onda a del ERG 

disminuyó  significativamente.  A las  4 y 5 semanas  de tratamiento  se observó una disminución 

significativa en la amplitud de la onda b (Figura 47). No se observaron cambios en ninguno de estos 

parámetros a las 24 h post-inyección ni a las 2 semanas de tratamiento crónico (datos no mostrados)

Figura 47. Efecto del tratamiento crónico con VGB sobre la amplitud de las ondas a y b del ERG escotópico. El 

tratamiento con VGB disminuyó significativamente la amplitud de la onda a con respecto a los controles luego de tres 

semanas de tratamiento en tanto que la amplitud de la onda b disminuyó a partir de las 4 semanas. Se representan las 

medias ± ES (n=10). *p<0,05; **p<0,01, test de Tukey 
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6. b. Desarrollo de un modelo experimental de glaucoma: Estudio de la actividad GABAérgica

Como ya  se mencionara  en la  Introducción,  previamente  hemos demostrado que un hipotensor 

ocular de uso frecuente, la brimonidina, aumenta significativamente la actividad de hialuronidasa 

trabecular en el conejo (Benozzi y col., 2000). A partir de estos resultados, hemos postulado que el 

efecto hipotensor de la brimonidina podría estar mediado, al menos en parte, por la estimulación de 

esta actividad enzimática, es decir, por el aumento en el clearance de glicosaminoglicanos (GAGs). 

Si una disminución en el contenido de GAGs disminuye la PIO, parece posible que el aumento en el 

contenido de AH trabecular induzca el efecto opuesto. En experimentos previos se demostró que 

una inyección única de AH provoca una hipertensión ocular significativa respecto al ojo inyectado 

con vehículo que se mantuvo durante 8 días (datos no mostrados). Con el objeto de desarrollar un 

modelo de hipertensión ocular crónica en ratas, se inyectó AH en la cámara anterior de un ojo de 

cada animal y en el ojo contralateral se inyectó igual volumen de vehículo (solución fisiológica) una 

vez  por  semana  durante  10  semanas.  Los  valores  promedio  de  la  PIO  de  estos  animales  se 

representan en la Figura 48. La PIO en los ojos tratados con AH alcanzó un estado estacionario que 

se  mantuvo  a  lo  largo  de  todo el  tratamiento,  y  fue  significativamente  mayor  que  en  los  ojos 

inyectados con vehículo. La inyección de solución salina no alteró significativamente la PIO en 

comparación con los animales intactos (datos no mostrados). Se observó una alta consistencia inter-

grupo, dado que todos los animales, sin ninguna excepción, respondieron con un aumento de la PIO 

luego de la inyección de AH.

Figura 48. Efecto de la inyección crónica de AH (en un ojo) y vehículo (en el ojo contralateral) sobre la PIO. La PIO de 

los ojos tratados crónicamente con AH fue significativamente mayor que en los ojos tratados con vehículo, en todos los 

intervalos estudiados. Se representan las medias  ± ES (n = 20 ojos/grupo).  *p < 0,05; **p < 0,01; test de Student 

comparado con los valores de la PIO de los ojos inyectados con vehículo.
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A continuación, se analizó el estado funcional y morfológico de las retinas de los animales tratados 

crónicamente con AH. Para ello, se examinó por un lado, la actividad electrorretinográfica y por 

otro, se realizó un análisis histológico de las retinas de animales inyectados con solución fisiológica 

o con AH. 

En la Figura 49 se representan los valores promedio de la amplitud de las ondas a y b de animales 

inyectados con AH o solución salina durante 6 y 10 semanas, respectivamente. No se observaron 

modificaciones electrorretinográficas en animales  tratados con AH durante 3 semanas (datos no 

mostrados). 

Figura 49. Efecto de la inyección crónica de AH (en un ojo) y vehículo (en el ojo contralateral) durante 6 

(A) ó 10 (B) semanas sobre la amplitud de la onda a y b del ERG escotópico. En el panel de la izquierda 

se muestra un registro representativo y en el panel de la derecha se muestra el promedio de las amplitudes 

de la onda a y b para los ojos inyectados con vehículo o con AH. Se representan las medias ± ES (n = 20 

ojos/grupo). *p < 0,05; **p < 0,01; test de Student.

En  los  animales  inyectados  con  AH  durante  6  semanas  se  observó  una  disminución  de  las 

amplitudes de las ondas a y b del ERG escotópico comparado con los ojos inyectados con solución 

salina,  sin cambios  en las respectivas  latencias.  Esta  disfunción electrorretinográfica  se acentuó 

luego de 10 semanas. El ERG representativo de un animal inyectado con AH o vehículo durante 6 ó 

10 semanas se muestra a la derecha de cada figura. 

En  la  siguiente  serie  de  experimentos  se  analizaron  los  cambios  histológicos  en  ratas  con 
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hipertensión ocular a las 3, 6 y 10 semanas. El análisis histológico de las retinas de los animales 

inyectados con vehículo o AH durante 10 semanas se representa en la Figura 50 (1). Aunque el 

espesor de la retina total o de las CPI, CNI y la CNE no se modificó significativamente entre el 

grupo control y el tratado con AH (control: 132 ± 7; 32,2± 5; 22,2 ± 3,5; 37,1 ± 3; AH:, 123 ± 12; 

30,6 ± 3,5; 19,.4 ± 2,3; 33,5 ± 4,7; espesores de la retina total, CPI, CNI y CNE, respectivamente) 

se  observó una  disminución  significativa  en  el  número  de  células  de  la  CCG en los  animales 

inyectados con AH durante 10 semanas respecto a los controles. El número medio/100 µm ± ES de 

células en la CCG para el grupo control fue: 8,7 ± 0,7, mientras que en las ojos inyectados con AH 

el  valor  fue:  5,2  ±  0,6  (p< 0,01,  test  de  Student).  A nivel  del  nervio  óptico  de  los  animales 

inyectados con AH, se observó una pérdida de la uniformidad e integridad en la tinción. Los axones 

de los nervios en los ojos control mantuvieron una apariencia uniforme y se observaron axones de 

tamaño  variable.  Por  otro  lado,  en  los  ojos  con  hipertensión  ocular  se  evidenció  una  pérdida 

significativa  de  axones,  un  aumento  del  espacio  entre  los  mismos  y  proliferación  glial.  En  la 

evaluación individual de estos axones se demostró una pérdida de la morfología circular normal con 

distorsión y distensión axonal (Figura 50 (2)). En la Figura 50 (3) se representa la cuantificación del 

número  de axones  de acuerdo a  su tamaño (0,2-5µm) en los  ojos  tratados  con vehículo  o AH 

durante 10 semanas. Se observó una disminución significativa en axones de mediano y gran tamaño 

en los animales inyectados con AH, sin afectar los axones pequeños. No se observaron cambios 

similares en períodos más cortos de hipertensión ocular (datos no mostrados). 
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Figura 50. Cortes  de retina y nervio óptico de rata  de ojos  inyectados  con AH o vehículo una vez 

/semana, durante de 10 semanas. 1) Se muestra un corte representativo de la retina de un ojo tratado con 

vehículo (A) y un corte representativo de un ojo tratado con AH (B). El número de células en la CCG fue 

significativamente  menor  en  los  animales  tratados  crónicamente  con  AH.  2)  Se  muestra  un  corte 

representativo del nervio óptico de un ojo tratado con vehículo (A y C) y un corte representativo de un ojo 

tratado con AH (B y D), durante el mismo período. 3) Se muestra el diámetro promedio de los axones 

tanto para los ojos inyectados con vehículo como con AH. El número de axones grandes y medianos fue 

significativamente menor en los animales tratados crónicamente con AH.  Se representan las medias ± ES 

(n = 8 ojos/grupo) **p < 0,01; test de Student.

Como se mencionara  en la  Introducción,  en nuestro  laboratorio  recientemente  demostramos  un 

incremento significativo en las concentraciones de glutamato en el espacio sináptico luego de 3 

semanas de tratamiento con AH (Moreno y col., 2005). A pesar de que existe una activa interacción 

glutamato/GABA a nivel  retiniano,  no se  dispone al  presente  de ningún estudio que analice  la 

actividad  GABAérgica  en  modelos  experimentales  de  glaucoma.  Por  lo  tanto,  se  examinaron 

diferentes marcadores de la actividad GABAérgica a las 3 semanas de tratamiento con AH. En 

primer  lugar,  se  examinó  el  turnover retiniano  de  GABA.  Este  parámetro  disminuyó 

significativamente en los ojos tratados con AH. (Figura 51).

Figura  51. Efecto  de  la  hipertensión  ocular  sobre  el  turnover de  GABA.  El  turnover de  GABA  disminuyó 

significativamente en retinas de ojos tratados con AH una vez/semana durante 3 semanas,  respecto a los controles 

inyectados con vehículo. Se representan las medias ± ES (n = 8). **p<0,01 test de Student.
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Asimismo, se analizó el efecto de la hipertensión ocular sobre la actividad de GAD. Esta actividad 

enzimática disminuyó significativamente a las 3 semanas de tratamiento con AH (Figura 52). 

Figura  52. Efecto  de  la  hipertensión  ocular  sobre  la  actividad  de  GAD.  Esta  actividad  enzimática  disminuyó 

significativamente en los ojos tratados con AH una vez/semana durante 3 semanas. Se representan las medias ± ES (n = 

8). **p<0,01 test de Student

A continuación,  se examinó la liberación de GABA en respuesta  a un estímulo de alto potasio 

extracelular  en  retinas  de  ratas  tratadas  con  AH o  solución  fisiológica  durante  3  semanas.  El 

tratamiento con AH no modificó este parámetro (Figura 53). 

Figura 53. Efecto de la hipertensión ocular sobre la liberación fraccional de [3H]-GABA. La hipertensión ocular no 

modificó la liberación basal ni la liberación estimulada por potasio. Se representan las medias de la liberación ± ES (n = 

8); **p<0,01 respecto al basal; test de Tukey.

Finalmente, se analizó el efecto de la hipertensión ocular sobre la captación de [3H]-GABA (Figura 

54). El transporte retiniano de GABA aumentó significativamente a las 3 semanas de tratamiento 

con AH, respecto a los controles inyectados con vehículo.
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Figura 54. Efecto de la hipertensión ocular  sobre la captación de GABA en retinas de ratas inyectadas  durante 3 

semanas con AH. Este parámetro aumentó significativamente en los ojos tratados con AH. Se representan las medias ± 

ES (n = 8). **p<0,01 test de Student. 
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A. Caracterización del sistema GABAérgico en la retina del hámster dorado.

El objetivo central  de este  trabajo de tesis  fue caracterizar  el  sistema GABAérgico retiniano y 

evaluar algunos aspectos de su relevancia funcional, tanto en condiciones normales como en dos 

situaciones  patológicas  particulares:  en  una  población  de  pacientes  epilépticos  expuestos  a  un 

tratamiento  farmacológico  que  modifica  los  niveles  de  este  neurotransmisor  y  en  un  modelo 

experimental de una enfermedad ocular prevalente. Con la salvedad del estudio en los pacientes 

epilépticos  y el  modelo de glaucoma experimental,  los experimentos  realizados  se centraron en 

examinar distintos aspectos del sistema GABAérgico en la retina del hámster dorado. Aunque los 

estudios  en  este  modelo  son  relativamente  más  escasos  que  los  realizados  en  otros  modelos 

animales  (especialmente  la  rata),  el  hámster  dorado  constituye  una  herramienta  de  valor 

indiscutible, particularmente cuando se trata de profundizar conocimientos cronobiológicos (lo que 

constituye uno de los objetivos de este trabajo). Esta especie ha sido extensamente utilizada como 

modelo en cronobiología dado que presenta ritmos biológicos robustos y fácilmente registrables, así 

como una marcada influencia circadiana en la fisiología del organismo  in toto y en la fisiología 

retiniana en particular.  Desde esta perspectiva,  no resulta sorprendente que la primera evidencia 

experimental que avala sólidamente la presencia de un reloj circadiano endógeno en la retina de 

mamíferos  fuera  obtenida,  precisamente,  en  el  hámster  dorado  (Tosini  y  Menaker,  1996).  En 

nuestro laboratorio iniciamos el análisis de diversos aspectos de la retina de esta especie hace ya 

más de diez años y al presente disponemos de una cantidad considerable de antecedentes que avala 

la experiencia adquirida en el estudio de este modelo animal. 

Para el objetivo específico de esta Tesis y teniendo en cuenta que la liberación de GABA no había 

sido previamente examinada en esta especie,  los primeros experimentos tuvieron como objetivo 

analizar  el(los)  mecanismo(s)  de liberación de GABA en la retina del  hámster  dorado. En este 

sentido, se demostró que tanto un estímulo despolarizante inducido por altas concentraciones de K+ 

extracelular,  como la presencia del principal neurotransmisor retiniano,  el glutamato,  inducen la 

111



Discusión

liberación  de GABA en forma significativa.  Sin embargo,  los mecanismos desencadenados por 

ambas  señales  difirieron  entre  sí.  El  efecto  de la  despolarización  por  alto  K+ resultó  al  menos 

parcialmente (≅ 50%) dependiente de Ca2+, en tanto que la liberación inducida por glutamato no se 

modificó en ausencia de este catión. Además, el reemplazo de Na+ por Li+ inhibió la liberación 

inducida por glutamato, sin modificar el efecto del alto K+. 

Como ya se mencionara en la Introducción, la liberación de GABA ha sido objeto de una cantidad 

considerable  de  estudios  y  aún  es  un  tema  controversial.  En  la  retina  de  pollo  y  en  células 

horizontales de sapos y teleósteos, el efecto del glutamato sobre este parámetro es parcialmente 

dependiente de Ca2+ (Schwartz, 1982; Yazulla y col., 1985; Duarte y col., 1993), mientras que en 

células amácrinas de rata este efecto es completamente dependiente de este catión (Neal y col., 

1989). Basado en estas y otras evidencias, se han propuesto dos mecanismos para la liberación de 

GABA en el sistema nervioso central en general y en la retina en particular. Uno de ellos, en el que 

la  liberación  involucra  vesículas  conteniendo  el  transmisor  y,  por  lo  tanto,  análogamente  a  lo 

observado para otros neurotransmisores, depende de la presencia de Ca2+, y otro que involucra la 

reversión  del  transportador  de  GABA  presináptico  y  es  dependiente  de  Na+ pero  no  de  Ca2+ 

(Nicholls, 1989; Bernath, 1992; Schwartz, 2002). Los resultados obtenidos indican la actividad de 

ambos mecanismos en la retina de hámster. 

Aunque  el  uso  de  neurotransmisores  marcados  radioactivamente  es  una  herramienta  muy 

frecuentemente utilizada para examinar parámetros neuroquímicos,  diversos aspectos meramente 

experimentales pueden llevar a conclusiones erróneas. Por ejemplo, una limitación considerable de 

este enfoque es que en este tipo de experimentos es necesario preincubar el tejido durante un tiempo 

variable con el ligando marcado y con ello se asume que la distribución celular de este radioligando 

homologa a la distribución del compuesto endógeno. Esta asunción es, en la mayoría de los casos, 

difícilmente  comprobable.  Sin embargo,  estudios  comparativos  sugieren  que el  pool de  GABA 

radioactivo podría ser diferente del pool del neurotransmisor endógeno (Yazulla y col., 1985). Por 

lo  tanto,  en  forma  complementaria  a  los  estudios  mencionados,  se  analizó  el  mecanismo  de 
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liberación  de  GABA  endógeno  en  la  retina  de  hámster.  Para  ello,  se  utilizó  el  ensayo  de 

radiorreceptor, una técnica con una sensibilidad adecuada para este fin. A pesar de las salvedades 

mencionadas,  los  resultados  obtenidos  en  nuestro  sistema  experimental  fueron  esencialmente 

similares para el transmisor endógeno y para el radioligando. Las similitudes observadas con ambos 

métodos  fueron:  la  magnitud  de este  parámetro  (expresado en porcentaje  respecto  al  contenido 

total), las características en cuanto a la dependencia de Ca2+ para ambos estímulos, y el hecho de 

que en las condiciones experimentales utilizadas, la magnitud de la respuesta inducida por el alto K+ 

fue en ambos casos mayor que la inducida por glutamato. Sin embargo, en la liberación de GABA 

endógeno inducida por glutamato se observó un efecto inhibitorio del Ca2+ extracelular que no fue 

evidente  en la  liberación  de  [3H]-GABA. Aunque no se  dispone  de una  hipótesis  que  permita 

explicar  esta  discrepancia,  en  células  de  retina  de  pollo  en  cultivo  se  ha  demostrado  que  el 

glutamato incrementa la concentración intracelular de Ca2+ y que este catión disminuye la liberación 

de GABA (Duarte y col., 1993).

En la retina de hámster,  la dependencia  de Na+ y la independencia  de Ca2+ en la liberación de 

GABA  inducida  por  glutamato  sugieren  que  este  neurotransmisor  desencadena  un  mecanismo 

mediado por la reversión de un transportador de GABA. El efecto del glutamato fue mediado por un 

receptor  de  tipo  no  NMDA dado su  bloqueo por  DNQX en tanto  que  el  APV fue  inefectivo. 

Asimismo, el kainato, pero no el NMDA, indujo un incremento significativo de la liberación de 

GABA. Aunque se ha demostrado que la potencia del NMDA es mayor en un medio libre de Mg2+ 

(Zeevalk y Nicklas 1992), tampoco en ausencia de este catión se observó un efecto significativo del 

NMDA.  La  ausencia  de  efecto  del  NMDA es  compatible  con la  independencia  de  Ca2+ en  la 

liberación de GABA inducida por glutamato. En concordancia con estos resultados, la liberación de 

GABA en células amácrinas de rata es insensible a NMDA (Neal y col., 1989), aunque en retina de 

pollo este mecanismo es mediado tanto por receptores NMDA como por receptores no NMDA 

(Hofmann y Möckel, 1991). Estos resultados sugieren un perfil farmacológico diferente para los 

receptores de glutamato involucrados en la liberación retiniana de GABA en función de la especie. 
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Con el objeto de analizar la localización celular del GABA en la retina de hámster, se realizaron 

estudios  inmunohistoquímicos  usando  un  anticuerpo  específico  anti-GABA.  Trabajos  de  otros 

autores  demostraron  que  la  población  de  células  inmunorreactivas  para  GAD es  menor  que  la 

población detectable con anticuerpos anti-GABA y/o con [3H]-GABA (Mosinger y Yazulla 1985; 

1987; Hendrickson y col.,  1985), lo que podría indicar que la inmunohistoquímica para GABA 

provee una herramienta  probablemente  más  sensible  que  otros  métodos  para identificar  células 

GABAérgicas. 

Análogamente  a  las  evidencias  obtenidas  en  retinas  de  otros  mamíferos  (Agardh  y  col.,  1987; 

Wässle y Chum, 1989; Freed, 1992), los resultados demuestran que las células amácrinas son la 

principal población celular inmunorreactiva para GABA en el hámster, aunque también se detectó 

una población de células inmunorreactivas en la CCG. En la retina de conejo se ha demostrado que 

entre el  84% y el  100% de las células  amácrinas positivas  para NADPH diaforasa co-expresan 

marca positiva para GABA (Vaney y Young, 1988). Por otro lado, se ha descripto que la retina del 

hámster dorado contiene dos tipos de células amácrinas positivas para NADPH diaforasa (Lau y 

col., 1994), las ND(g) que se caracterizan por un soma grande (diámetro promedio: 15,58 µm) y por 

localizarse en la CCG y otras denominadas  ND(i) que poseen un soma más pequeño (diámetro 

promedio: 8 µm) y se localizan principalmente en la CNI. En la retina de hámster, el diámetro de 

las células positivas para GABA fue de 7,7 µm en células localizadas en la CNI y de 12,9 µm para 

las  células  positivas  localizadas  en  la  CCG.  En  base  a  la  coexistencia  de  GABA  y  NADPH 

diaforasa y a la concordancia del tamaño celular, parece posible que las células inmunorreactivas 

para  GABA localizadas  en  la  CCG de  la  retina  de  hámster  corresponden  a  células  amácrinas 

desplazadas. La identificación definitiva de estas células mediante el uso de marcadores específicos 

será objeto de estudio en un futuro próximo.

Tanto a nivel morfológico como funcional, las células amácrinas constituyen,  probablemente,  el 

tipo celular retiniano más complejo. Se han descripto más de 20 tipos morfológicamente distintos 

de  células  amácrinas  que  utilizan  una  gran  variedad  de  neurotransmisores  como  dopamina, 
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acetilcolina, serotonina, óxido nítrico, glicina y distintos neuropéptidos, además de GABA (Vigh y 

col., 2000). Por lo tanto, no es sorprendente que las funciones de las células amácrinas sean también 

complejas.  Algunas  de  estas  células  funcionan  como  células  horizontales  e  intervienen  en  el 

procesamiento de aferencias antagónicas procedentes de las células bipolares que constituyen la 

periferia del campo receptivo de la célula ganglionar y otras están involucradas en el análisis de la 

información visual vinculada a la dirección del movimiento.  El subtipo de células identificadas 

como GABAérgicas en el hámster podría participar en ambos tipos de funciones. De hecho, se ha 

demostrado que células amácrinas  GABAérgicas  en retinas  de peces y conejos participan en el 

establecimiento de los campos receptivos (Marc y Liu 2000; Bloomfield y Xin, 2000; Zhang y col., 

2002). Asimismo, en la retina de conejo se ha demostrado que determinadas células ganglionares 

son direccionalmente  selectivas,  o  sea,  responden a  un estímulo  que por  ejemplo  se  mueve de 

izquierda a derecha, pero son refractarias al movimiento inverso. En presencia de un bloqueante del 

canal de cloruro asociado a receptores GABAérgicos, la picrotoxina, esta sensibilidad direccional 

desaparece y la célula ganglionar responde de la misma manera a un estímulo que se mueve en 

cualquier dirección. De esta forma, las células amácrinas GABAérgicas proveen a la retina de una 

característica  funcional  clave:  la  capacidad de detectar  la  dirección de movimientos,  lo que sin 

dudas representa un gran beneficio evolutivo (Gottlieb, 1988). 

El estudio inmunohistoquímico reveló, además, algunos somas inmunomarcados en la zona externa 

de la CNI con morfología compatible con la de células horizontales. El análisis por microscopía 

electrónica demostró la presencia de inmunoprecipitados en los somas de las células amácrinas, 

amácrinas desplazadas y en el citoplasma de células de la zona externa de la CNI. Si bien las células 

de Müller  son las  células  gliales  de la  retina principalmente responsables  de la recaptación del 

GABA liberado al espacio sináptico, en nuestras condiciones no se observó marca evidente en estas 

células. Aunque no se dispone de una explicación concluyente para ello, es posible que luego de ser 

recaptado por un transportador de alta afinidad, el GABA se degrade rápidamente en estas células, 

en forma similar a lo descripto para el glutamato (Brew y Attwell 1987; Marc y col., 1990). 
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El análisis ultraestructural de los terminales inmunorreactivos observados en la CPI demostró la 

presencia  de  depósitos  de  DAB  en  el  compartimiento  citosólico  con  alta  concentración  en  la 

superficie citoplasmática de organelas y vesículas. Esta distribución es similar a la descripta por 

Somogyi  y  col.  (1985)  para  el  GABA  en  el  sistema  nervioso  central  de  gatos  y  ratas  y  es 

característica de la localización central de péptidos neuroactivos (Pickel y col., 1977) y serotonina 

(Maley y Elde, 1982; Pasik y col., 1982). 

La presencia de GABA en un pool no vesicular podría correlacionarse con la liberación de GABA 

independiente de Ca2+, en tanto que la señal positiva dentro de vesículas en los terminales de la CNI 

podría constituir el sustrato anatómico para la liberación de GABA dependiente del catión. En este 

último  caso,  se  detectaron  vesículas  conteniendo  GABA  con  core denso  por  microscopía 

electrónica, en forma similar a lo descripto en otros sistemas (Somogyi y col., 1985).

En suma, estos resultados demuestran que los dos mecanismos de liberación de GABA descriptos 

en otros sistemas podrían ser operativos en la retina de hámster. La despolarización (inducida en 

este caso por altas concentraciones de K+ extracelular) podría por sí misma desencadenar ambos 

mecanismos,  en  tanto  que  el  glutamato  parece  inducir  sólo  el  componente  que  involucra  la 

reversión del transportador. No resulta sencillo analizar la relevancia fisiológica de cada uno de 

estos  sistemas.  Si  bien  el  glutamato  podría  considerarse  la  señal  fisiológica  retiniana,  diversos 

mecanismos  tónicos  y/  o  fásicos  no  identificados  en  este  trabajo  podrían  provocar  la 

despolarización  de  células  que  contienen  GABA  y  con  ello  remedar  el  estímulo  inducido 

experimentalmente. Dado que el alto K+ pone en funcionamiento ambos mecanismos y resultó más 

efectivo, se decidió utilizar este estímulo en los experimentos que se discutirán más adelante y que 

tuvieron por objeto analizar la liberación de GABA en distintas condiciones experimentales. 

Sobre la base de los antecedentes  que se mencionaron en la  Introducción,  la siguiente serie de 

experimentos tuvo por objeto el estudio del efecto del GABA sobre la síntesis de melatonina en la 

retina del hámster dorado. En trabajos previos de nuestro laboratorio,  hemos demostrado que la 

retina  del  hámster  es  un  sitio  de  síntesis  activa  de  melatonina,  cuyos  niveles  fluctúan 
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significativamente a lo largo del ciclo  de luz-oscuridad,  con valores máximos durante  la noche 

tardía  (Faillace  y  col.,  1994).  El  contenido  retiniano  de  melatonina  disminuye  luego  de  la 

exposición de hámsteres a luz durante la noche y aumenta por exposición a oscuridad durante el día 

(Faillace y col., 1994). Resultados similares se obtuvieron en retinas de hámsteres en condiciones 

aisladas  (Faillace  y  col.,  1995).  Este  conjunto  de  evidencias  demuestra  el  origen  local  de  la 

melatonina  retiniana  y  su  regulación  por  la  señal  luminosa  en  este  modelo  experimental.  Sin 

embargo, los mecanismos regulatorios, así como los mediadores químicos de la señal fótica que 

podrían afectar este proceso biosintético no han sido completamente elucidados. 

Múltiples  evidencias  experimentales  demuestran  que  la  dopamina  es  un  regulador  clave  de  la 

síntesis  de  melatonina  en  la  retina  de  la  mayoría  de  las  especies  estudiadas.  Asimismo,  se  ha 

demostrado que la luz aumenta la síntesis, la liberación y el metabolismo de la dopamina en la 

retina de diversas especies (Brainard y Morgan 1987; Godley y Wurtman, 1988). Este conjunto de 

evidencias ha llevado a postular que la dopamina retiniana está involucrada en la acción inhibitoria 

de la luz sobre la producción del metoxiindol. En nuestro laboratorio hemos demostrado que en la 

retina de hámster, la dopamina, cuyo turnover es mayor en la fase de luz que en la de oscuridad, 

disminuye significativamente los niveles de melatonina a través de receptores dopaminérgicos de 

tipo D4/D2 (Jaliffa y col., 2000). Habiéndose identificado una señal presumiblemente responsable de 

la  inhibición  por luz  en la  producción  de melatonina,  el  siguiente  paso fue la  búsqueda de un 

mensajero activo durante la noche y estimulatorio de este proceso biosintético. Dado que diversas 

evidencias  sugieren que el  GABA podría constituir  una señal  intrarretiniana de adaptación a la 

oscuridad (Yazulla, 1986; Pierce y Besharse, 1988), se planteó la posibilidad de la participación de 

este  neurotransmisor  en  este  mecanismo.  Los  resultados  obtenidos  indican  que  el  GABA 

incrementó la producción de melatonina en retinas mantenidas in vitro durante 8 h en condiciones 

de luz. Este efecto fue mediado a través de receptores GABAA, puesto que fue revertido por un 

antagonista específico, la bicuculina, pero no por el 2-hidroxisaclofen (antagonista de tipo GABAB). 

Asimismo, el muscimol, agonista específico GABAA, pero no el baclofen (agonista B específico), 
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reprodujo el efecto GABAérgico. Estos resultados concuerdan con la estimulación  in vitro de la 

NAT inducida por agonistas GABAérgicos en la retina de Xenopus (Boatright y Iuvone, 1989 a), y 

con el efecto de la administración intravítrea y sistémica de muscimol sobre la actividad de esta 

enzima en la  retina  de pollo  (Kazula y col.,  1993).  Sin embargo,  mientras  que en la  retina de 

Xenopus, el  efecto  de  los  agonistas  GABAérgicos  requiere  la  adición  de  inhibidores  de  la 

fosfodiesterasa y en la retina de pollo el muscimol es inefectivo en cultivos de células retinianas, en 

la retina de hámster, el GABA  per se aumentó significativamente el contenido de melatonina  in  

vitro. Se ha identificado la presencia de receptores GABAA tanto a nivel de los fotorreceptores, 

como en las células amácrinas y bipolares de la retina (Lam y col., 1978; Murakami y col., 1982a, 

1982b; Kaneko y Tachibana, 1986; Wu, 1991; Qiang y Dowling, 1994). Otras evidencias indican 

que  el  baclofen  no  afecta  la  respuesta  de las  células  bipolares  en  mamíferos,  y  en  las  células 

ganglionares sólo se han observado conductancias características  de los canales  asociados a los 

receptores GABAA (Lipton, 1989; Yeh y col., 1990). Sin embargo, en la retina de Xenopus se ha 

demostrado que tanto agonistas GABAérgicos de tipo A como de tipo B, administrados en la fase 

de luz, incrementan la actividad de NAT (Cahill y col., 1991). 

Dado que en el presente estudio el efecto del GABA sobre la síntesis de melatonina fue analizado 

en retinas enteras, no es posible determinar la localización del fenómeno descripto. Sin embargo, 

tomando en cuenta que los fotorreceptores son el tipo celular más abundante en la retina de hámster 

junto con el vasto número de evidencias que demuestran que los fotorreceptores son el sitio más 

probable para la síntesis de melatonina (Iuvone y col., 1991; Wiechmann, 1996), parece posible que 

el  efecto  del  GABA  ocurra  en  este  tipo  celular.  La  presencia  de  receptores  GABAA en  los 

fotorreceptores  (Yang,  2004)  podría  constituir  una  evidencia  a  favor  de  esta  hipótesis  aunque 

formalmente no puede descartarse la participación de otros tipos celulares retinianos. 

Teniendo en cuenta el efecto estimulatorio del GABA exógeno sobre la producción de melatonina 

en la retina en condiciones de luz,  se consideró la posibilidad de que la activación del sistema 

GABAérgico  participara  en  el  aumento  de  los  niveles  de  este  metoxiindol  inducido  por  la 
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oscuridad.  Los  resultados  obtenidos  indican  que  el  efecto  estimulatorio  de  la  oscuridad  es 

disminuido en presencia de bicuculina. En concordancia con estos resultados se ha demostrado que 

la picrotoxina inhibe el incremento nocturno de la actividad de NAT en la retina de aves (Boatright 

y Iuvone, 1989a). 

Una evidencia adicional en favor del rol del GABA como mediador del estímulo inducido por la 

oscuridad se obtendría al demostrar un aumento de la actividad GABAérgica en estas condiciones. 

Dado que la determinación del contenido de un neurotransmisor es a menudo un indicador pobre de 

la  actividad  neural,  se  determinó  el  turnover de  GABA  (como  una  mejor  aproximación  a  la 

evaluación  de  la  actividad  GABAérgica)  en animales  sacrificados  a  mediodía  o  a  medianoche. 

Además, en particular en el caso del GABA, la determinación de los valores del contenido queda 

adicionalmente invalidada dado que pocos minutos después de la muerte se produce un aumento en 

este parámetro debido a la rápida inhibición de la GABA transaminasa por anoxia, sin que se altere 

la actividad de GAD (Van der Heyden y col., 1978). Por lo tanto, se evaluó la acumulación de 

GABA luego de la inhibición de su degradación (por la administración de VGB, 1 h antes del 

sacrificio) y luego de la inhibición de la GAD por administración de ácido 3-mercaptopropiónico 

2,5  min  antes  del  sacrificio.  En  estas  condiciones,  el  turnover de  GABA  retiniano  fue 

significativamente  mayor  a  medianoche  que  a  mediodía.  Asimismo,  los  niveles  de  estado-

estacionario de GABA fueron mayores a las 24.00 h que a las 12.00 h. En conjunto, estos resultados 

sugieren que el GABA podría ser parte del sistema de señales a través del cual la oscuridad activa el 

sistema biosintético de melatonina en la retina del hámster dorado. En particular,  dos líneas de 

evidencia avalan esta hipótesis: 1) la bicuculina, que no tuvo efecto per se en condiciones de luz, 

inhibió  significativamente  la  estimulación  inducida  por  la  oscuridad  sobre  el  contenido  de 

melatonina,  lo  que  apoya  la  participación  del  GABA endógeno en  este  proceso y 2)  tanto  las 

concentraciones  de  estado-estacionario  como  el  turnover de  GABA  fueron  significativamente 

mayores durante la fase de oscuridad que durante la fase de luz. Además, los efectos del GABA y 

de la oscuridad no fueron aditivos. 
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Como se mencionara en la Introducción, en la retina de diversas especies se ha postulado que el 

efecto  del  GABA podría  ser  indirecto  y mediado a  través  de  la  inhibición  de  la  liberación  de 

dopamina,  es  decir  liberando  la  maquinaria  biosintética  de  melatonina  de  la  inhibición 

dopaminérgica tónica en condiciones de luz. Sin embargo, dado que la clozapina, un antagonista 

dopaminérgico de tipo D4/D2 no revirtió el efecto inhibitorio de la bicuculina sobre el contenido de 

melatonina  en  retinas  expuestas  a  oscuridad,  parece  poco  probable  que  su  efecto  fuera  mera 

consecuencia de bloquear la supresión de la liberación de dopamina por una actividad GABAérgica 

tónica.

La complejidad de la neurotransmisión en la retina de mamíferos es comparable con la del resto del 

sistema nervioso central. Sin embargo, la dopamina y el GABA han sido los neurotransmisores más 

estudiados en relación a la respuesta a la luz (Remé y col., 1991; Kazula y col., 1993). Un amplio 

conjunto de evidencias propias y de otros autores demuestran que la dopamina retiniana transduce 

la señal de luz. Los resultados obtenidos avalan la hipótesis de que el GABA, en forma directa o 

indirecta, podría desempeñar un rol relevante en la transducción de la “señal de oscuridad” a nivel 

retiniano. 

Además de la regulación por la señal luminosa, la síntesis de melatonina en la retina de hámster es 

controlada por un reloj circadiano endógeno local (Tosini y Menaker, 1996). En este sentido se ha 

demostrado que los niveles de melatonina en retinas de hámster en cultivo oscilan a lo largo del 

ciclo de 24 h, aún en condiciones de oscuridad constante (Tosini y Menaker, 1996). Como ya se 

mencionó, el reloj “maestro” del sistema circadiano se localiza en los NSQ, estructura que controla 

la génesis de los ritmos de una gran variedad de funciones biológicas.  Existen algunos indicios 

relevantes en cuanto a cierta  similitud en la organización funcional de la retina y los NSQ. En 

particular,  mientras  que  el  GABA  es  el  principal  neurotransmisor  inhibitorio  retiniano,  se  ha 

demostrado que todas las neuronas de los NSQ contienen GABA (Moore y Speh, 1993). Asimismo, 

se han demostrado ritmos circadianos en el contenido de GABA y en la actividad de GAD en los 

NSQ (Aguilar Roblero y col., 1993). Además de la retina y los NSQ, las neuronas GABAérgicas 
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cumplen un rol relevante en otras componentes del sistema circadiano como el haz intergeniculado 

y  el  complejo  geniculado  talámico  lateral  (Takatsuji  y  Tohyama,  1989;  Moore  y  Card,  1994). 

Basado en esta distribución clave, se ha propuesto que el GABA es el principal neurotransmisor del 

sistema circadiano (Moore y Speh, 1993, Cardinali y Golombek, 1998). Los resultados obtenidos 

sugieren que el sistema GABAérgico retiniano puede mediar la acción del oscilador local sobre la 

síntesis de melatonina. De acuerdo a esta hipótesis, el reloj intrarretiniano podría regular los niveles 

de melatonina aumentando o disminuyendo la actividad GABAérgica en horarios específicos. Una 

condición necesaria (aunque no suficiente) para probar esta hipótesis sería demostrar que el sistema 

GABAérgico  oscila  significativamente  tanto  a  lo  largo  del  ciclo  de  luz-oscuridad,  como  en 

condiciones de iluminación constante. Por lo tanto, si bien el turnover de GABA y la concentración 

de estado-estacionario del neurotransmisor fue significativamente mayor  a las 24.00 h que a las 

12.00  h,  se  consideró  de  interés  analizar  con  más  detalle  el  curso  temporal  de  éstos  y  otros 

parámetros GABAérgicos retinianos. 

Los resultados obtenidos indican que el turnover de GABA varió en forma significativa en función 

del  ciclo  de 24 h,  con  valores  máximos  próximos  al  apagado  de  las  luces  (a  las  20.30 h).  El 

incremento  observado precedió  en  al  menos  4 horas  al  máximo  observado en  el  contenido  de 

melatonina  retiniana,  que  ocurre  entre  las  04.00  y  las  06.00  h  (Faillace  y  col.,  1994).  En 

concordancia  con estos  resultados,  se  demostró  que el  turnover de  GABA en corteza  cerebral, 

cerebelo,  hipotálamo  y  glándula  pineal  de  hámsteres  expuestos  al  mismo  fotoperíodo  que  el 

utilizado en este trabajo,  también varía a lo largo del ciclo de luz-oscuridad con una tendencia 

similar a valores máximos en la primera mitad de la noche (Kanterewicz y col., 1993). Dado que la 

determinación del  turnover de GABA se realizó luego del bloqueo de su degradación, su síntesis 

constituye un blanco posible para las modificaciones diarias observadas. En concordancia con ello, 

la Vmáx de la actividad de GAD en la retina de hámster fue significativamente mayor a medianoche 

que a mediodía, sin cambios en el Km. 

Es altamente probable que el aumento de la síntesis de GABA en la presinapsis durante la fase 
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nocturna trascienda al espacio sináptico, dado que también la liberación de este neurotransmisor 

inducida por alto K+ fue significativamente mayor en la fase nocturna que en la diurna. Por otra 

parte, el binding específico de GABA varió significativamente en la retina de hámster con máximos 

durante el día. Se ha descripto previamente que en el cerebro de rata el  binding de [3H]-GABA a 

receptores  de  tipo  GABAA y  de  [3H]-flunitrazepam  a  receptores  de  benzodiazepinas  varía 

significativamente en afinidad y en número total de sitios a lo largo del ciclo de luz-oscuridad con 

máximos  nocturnos  y  diurnos  respectivamente  (Acuña-Castroviejo  y  col.,  1986a;  1986b). 

Asimismo,  se  ha  descripto  un  pico  nocturno  en  el  influjo  de  [36Cl]- inducido  por  GABA  en 

sinaptoneurosomas  de cerebro de hámster  (Kanterewicz y col.,  1995).  Los resultados  obtenidos 

indican que en la retina de hámster existe una relación inversa entre el  turnover de GABA y su 

unión a receptores específicos. En este contexto, es posible plantear la existencia de mecanismos de 

subsensibilidad mediados por el propio ligando. Dado que las membranas utilizadas en todos los 

intervalos para la determinación del binding fueron lavadas exhaustivamente, es poco probable que 

los cambios observados se deban a variaciones en la ocupación del receptor por GABA endógeno. 

De  hecho,  los  cambios  diarios  observados  parecen  correlacionarse  con  una  variación  en  la 

concentración total de receptores, como lo indica la mayor Bmáx a las 12.00 h que a las 24.00 h, sin 

cambios en el Kd. 

En  conjunto,  estos  resultados  indican  que  la  actividad  del  sistema  GABAérgico,  es  decir,  el 

contenido  del  neurotransmisor,  su  turnover,  la  actividad  de  GAD,  la  liberación  y  la  unión  a 

receptores específicos en la retina del hámster varían significativamente en función de la hora del 

día.  Además,  estos  resultados  podrían  explicar  la  sensibilidad  diferencial  de  la  síntesis  de 

melatonina  al  GABA  exógeno.  En  oscuridad,  la  actividad  endógena  GABAérgica  es  mayor  y 

coherentemente  con  ello,  el  GABA  exógeno  es  inefectivo  y  la  bicuculina  tiene  efecto  per  se 

(probablemente  por  el  bloqueo  del  GABA  endógeno).  En  condiciones  de  luz,  en  cambio,  el 

turnover de GABA y su liberación disminuyen, aumenta la cantidad de receptores GABAérgicos y 

con ello se hace evidente el efecto del GABA exógeno. Además, en estas condiciones la bicuculina 
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carece de efecto  per se  aunque revierte la estimulación en la síntesis de melatonina inducida por 

GABA. 

Un  ritmo  diario  en  la  retina  puede  ser  controlado  por  un  oscilador  circadiano  endógeno,  por 

respuesta  directa  a la  luz  o por  una combinación  de ambos  mecanismos.  El  control  circadiano 

endógeno de un proceso rítmico debe ser demostrado por su persistencia en condiciones constantes. 

Para  examinar  este  aspecto,  se  analizaron  los  mismos  parámetros  GABAérgicos  en  animales 

mantenidos en condiciones de libre curso (oscuridad constante) durante 48 h y luego sacrificados a 

lo largo del ciclo de 24 h. En estas condiciones,  tanto el  turnover de GABA como su unión a 

receptores específicos variaron en forma significativa en función de la hora del día, con máximos 

relativos durante la noche subjetiva y el día subjetivo, respectivamente. La liberación de GABA 

inducida por despolarización también varió circadianamente siendo mayor durante la noche que 

durante el día subjetivo. Estos resultados indican que la actividad del sistema GABAérgico en la 

retina del hámster podría estar controlada por un reloj circadiano endógeno. Una prueba adicional a 

favor de esta hipótesis es que el turnover de GABA aumentó y su unión específica disminuyó antes 

del inicio de la fase de oscuridad. En este sentido, si bien no puede descartarse que la iluminación 

ambiental  afecte la neurotransmisión GABAérgica retiniana, el ciclo de luz-oscuridad no parece 

necesario para la generación de estos ritmos. En vista de este conjunto de resultados, es posible que 

un reloj  circadiano intraocular regule el  ritmo de biosíntesis de melatonina a través de cambios 

primarios  en  la  actividad  GABAérgica  local.  Es  altamente  probable  que  en  la  retina  ocurran 

interacciones de feedback complejas, y por lo tanto, no es sencillo obtener conclusiones definitivas 

respecto a la relación de causalidad entre los ritmos. Además, si bien se ha descripto la presencia de 

un reloj circadiano local en la retina del hámster, la posibilidad de que los ritmos retinianos del 

GABA estén controlados por el NSQ, no puede descartarse por ahora en forma concluyente. Sin 

embargo, los resultados de Tosini y Menaker (1996) en cuanto a la persistencia de un ritmo de 

melatonina  en  retinas  aisladas  avalan  la  hipótesis  de  que  los  ritmos  GABAérgicos  retinianos 

podrían responder a un oscilador endógeno local. 
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Los  resultados  hasta  aquí  discutidos  demuestran  que  el  sistema  GABAérgico  retiniano,  cuya 

actividad  responde  a  un  reloj  circadiano  endógeno (de  origen  local  o  hipotalámico)  regula  los 

niveles locales de melatonina, la que a su vez también constituye una señal retiniana rítmica. Para 

profundizar en la complejidad de esta interacción se consideró la posibilidad de que la melatonina, a 

su vez, pudiera modular la actividad GABAérgica retiniana. En este sentido, trabajos previos de 

nuestro  laboratorio  indican  que en  la  rata,  la  melatonina  aumenta  el  turnover  de GABA en la 

corteza cerebral, el hipotálamo y la glándula pineal (Rosenstein y Cardinali, 1986). Asimismo, se ha 

demostrado que este metoxiindol regula la actividad de GAD y el influjo de Cl- en el hipotálamo de 

rata (Rosenstein y col.,  1989). Estas evidencias, junto con otras obtenidas por otros autores han 

llevado a  postular  al  sistema GABAérgico  como un  target primario  de la  acción  central  de la 

melatonina (Rosenstein y Cardinali, 1990). Sobre la base de estos antecedentes y teniendo en cuenta 

la coexistencia de melatonina y GABA en la retina del hámster, así como la relevancia funcional de 

ambos  sistemas  en  la  fisiología  retiniana,  se  examinó  la  influencia  de  la  melatonina  sobre  la 

actividad  GABAérgica  en  esta  estructura.  Los  resultados  obtenidos  indican  que  la  inyección 

intravítrea de melatonina aumentó significativamente el turnover de GABA y la actividad de GAD 

en la retina de hámster.  El rango de concentración efectiva en la inducción de estos efectos es 

compatible con un mecanismo mediado por receptores específicos de melatonina. Se ha demostrado 

la presencia de receptores para melatonina en la retina de diversas especies, incluido el hámster 

dorado (Dubocovich y Takahashi, 1987; Reppert y col., 1995, Faillace y col., 1995, Rosenstein y 

Dubocovich 2001). En células amácrinas de la retina de cobayo, el receptor de melatonina de tipo 

ML1  co-localiza  con  GABA  (Fujieda  y  col.,  2000).  Por  otra  parte,  se  ha  demostrado  que  la 

melatonina puede modular la respuesta GABAérgica en células bipolares y amácrinas de carpa en 

cultivo  (Li  y  col.,  2001)  y  se  ha  sugerido  que  en  la  retina  de  Xenopus la  melatonina  podría 

incrementar el efecto inhibitorio GABAérgico a través de un receptor GABAA (Boatright y col., 

1994). El efecto de la melatonina como activador del sistema GABAérgico no se restringió a la pre-

sinapsis, ya que este metoxiindol también incrementó el influjo de cloruro inducido por GABA. 
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Aún no se conocen los mecanismos involucrados en estos efectos potenciadores de la melatonina 

sobre el sistema GABAérgico retiniano. Sin embargo, teniendo en cuenta el efecto estimulador del 

GABA sobre la síntesis retiniana de melatonina, se puede sugerir la existencia de un mecanismo de 

feedback positivo entre el sistema GABAérgico y la melatonina en la retina de hámster dorado. 

Además, teniendo en cuenta que tanto la melatonina como el GABA han sido relacionados con 

procesos retinianos característicos de la fase de oscuridad, es posible que este “diálogo fluido” entre 

ambos  sistemas  de  señales,  contribuya  a  la  adaptación  de  la  retina  (y  con  ello  al  resto  del 

organismo) a la fase nocturna.

Dada la relevancia funcional del sistema GABAérgico en la retina y en los NSQ, dos estructuras 

que aparentemente comparten la capacidad de oscilar circadianamente en forma autónoma aun en 

condiciones  aisladas,  no resultaría  completamente  sorprendente la  posibilidad  de que el  GABA 

retiniano pueda también participar en la información proveniente de la retina que llega a los NSQ. 

A través  de manipulaciones  farmacológicas  del  sistema GABAérgico a  nivel  periférico,  se han 

obtenido evidencias que sugieren que este sistema está involucrado en los mecanismos de cambio 

de fase inducidos por pulsos de luz. La administración intraperitoneal de una benzodiazepina que 

activa al receptor GABAA, disminuye los avances de fase inducidos por luz a CT 18, en tanto que 

cuando se administra en este horario sin pulso de luz, provoca un pequeño retraso de fase (Ralph y 

Menaker,  1986).  Otros  autores  han  demostrado  que  la  DHEAS,  un  esteroide  neuroactivo  que 

modula al receptor de GABAA, inhibe los adelantos de fase cuando se inyecta  15 min antes de 

administrar un pulso de luz a CT 18 (Pinto y Golombek, 1999), aunque la administración i.p. de 

VGB no provoca cambios en los adelantos de fase inducidos por luz a CT 18 (Golombek y Ralph, 

1994).  Estas  evidencias  podrían  sugerir  la  participación  del  sistema  GABAérgico  en  los 

mecanismos de cambios de fase, aunque dado que las manipulaciones farmacológicas se realizaron 

a nivel sistémico, no es posible discriminar la localización del sistema GABAérgico que participa 

en estos efectos. Sin embargo, se ha demostrado que la microinyección de agonistas del receptor 

GABAA directamente en los NSQ inhibe los avances de fase en respuesta a un flash de luz a CT 19 

125



Discusión

(Gillespie y col., 1997). 

Con el objeto de analizar si el sistema GABAérgico retiniano podría afectar la transmisión de la 

información fótica hacia los NSQ, se decidió examinar el efecto de la manipulación de este sistema 

sobre la actividad circadiana. Un antecedente directo para este estudio fue la demostración de que la 

inyección intravítrea de bicuculina disminuye significativamente la magnitud del retraso de fase 

inducido por luz (es decir cuando se aplicó el pulso a  la noche subjetiva temprana, CT 13.50), pero 

no  la  del  avance  de  fase  (cuando  el  pulso  fue  a  CT 20)  (Della  Maggiore  y  col.,  1999).  Los 

resultados obtenidos en esta Tesis demuestran que la inyección intravítrea de VGB disminuye la 

magnitud del adelanto de fase (con pulso de luz a CT 18). A la luz de las evidencias ya discutidas 

sobre  la  actividad  rítmica  circadiana,  ambos  resultados  admiten,  quizás,  una  interpretación  en 

común.  La  administración  de  bicuculina  resulta  específicamente  efectiva  cuando  los  niveles 

endógenos retinianos de GABA son relativamente altos, mientras que el efecto de la VGB lo es a la 

noche subjetiva tardía,  es decir cuando los niveles de GABA retiniano son relativamente bajos. 

Tomados  en  conjunto,  ambos  resultados  avalan  el  papel  del  GABA  retiniano  en  el  sistema 

circadiano y sugieren que la alteración del ritmo GABAérgico en la retina puede trascender a la 

fisiología circadiana. Es altamente probable que exista una íntima relación entre el oscilador ocular 

y el reloj de los NSQ, de manera de ajustar con precisión la ritmicidad circadiana con los ciclos 

ambientales. En este sentido, un ritmo originado en la retina podría actuar de manera de “preparar” 

a los ojos para las señales de luz periódicas “que esperan” los NSQ, actuando como una compuerta 

dinámica de la información luminosa disponible para los núcleos hipotalámicos. 

Diversos  aspectos  de  la  función  retiniana,  desde  la  transcripción  génica  hasta  complejas 

interacciones intercelulares son regulados por osciladores circadianos (Korenbrot y Fernald, 1989; 

Remé y col., 1991; Cahill y Besharse, 1993). Aunque se ha dedicado mucha atención al estudio de 

la regulación rítmica retiniana, el conocimiento de la localización y la naturaleza del putativo reloj 

retiniano  es  aún  incompleto.  Los  resultados  obtenidos  avalan  la  posibilidad  de  que  el  sistema 

GABAérgico retiniano, como componente del sistema generador de ritmos oculares, podría estar 
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involucrado  en  la  respuesta  a  la  luz  y  en  la  ritmicidad  circadiana,  como parte  integral  de  los 

mecanismos que subyacen a la regulación temporal de la fisiología retiniana.

Un  conjunto  de  evidencias  sólidas  señala  a  los  NEs  como  los  moduladores  endógenos  más 

conspicuos del sistema GABAérgico. Sin embargo, a pesar del papel significativo del GABA en la 

fisiología retiniana, el efecto de los NEs sobre este sistema ha sido escasamente examinado. Los 

resultados  presentados  indican  que  en  el  hámster,  los  NEs  afectan  significativamente  la 

neuroquímica retiniana y la actividad electrorretinografica. 

Los NEs son sintetizados  de novo en el sistema nervioso central (incluyendo la retina), y pueden 

alterar  la excitabilidad neuronal.  Los NEs modulan positiva o negativamente la función de una 

superfamilia de canales iónicos dependientes de ligando, particularmente los receptores GABAA. 

Como para otros moduladores alostéricos, se ha sugerido la presencia de una región específica del 

receptor a la que se unen los NEs. Dependiendo de la combinación de subunidades que conforman 

el receptor (Puia y col., 1993; Belelli  y col., 2002; Sullivan y Moenter 2003) y/o del estado de 

fosforilación (Brussaard y Koksma 2003; Lambert y col., 2003), los NEs modulan la corriente que 

fluye a través del receptor GABAA cuando el GABA se une a su receptor. En células que responden 

a NEs, la THDOC potencia la actividad del receptor de GABAA en presencia de GABA (Majewska 

y Schwartz, 1987; Reddy, 2003), mientras que la PS inhibe la actividad del receptor, disminuyendo 

el efecto del GABA (Majewska y col., 1986; Teschemacher y col., 1997). Los resultados obtenidos 

en este trabajo de Tesis indican que en la retina de hámster tanto la PS como la THDOC pueden 

modular la postsinapsis GABAérgica, dado que, como en otras estructuras, la PS disminuye y la 

THDOC aumenta el influjo de [36Cl]- inducido por GABA. Si bien es un hecho establecido que los 

NEs tienen la capacidad de modular las corrientes de cloruro a través del receptor GABAérgico, las 

concentraciones  efectivas  parecen ser altamente dependientes  del tipo de neurona.  Por ejemplo, 

mientras  que  concentraciones  bajas  (en  el  rango  nM)  de  NEs  son  eficaces  en  neuronas  de 

hipocampo, en células granulares cerebelosas y en neuronas de Purkinje (Cooper y col. 1999; Vicini 

y col., 2002; Harney y col., 2003), en el hipotálamo (Brussaard y col., 1997, Fancsik y col., 2000; 
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Koksma y col., 2003) y en la retina de hámster sólo concentraciones micromolares de NEs son 

efectivas. La sensibilidad diferencial a los NEs para desencadenar una respuesta postsináptica en los 

diferentes  tejidos  podría  explicarse  por  la  heterogeneidad  en  el  patrón  de  expresión  de  las 

subunidades o el patrón local de fosforilación del receptor GABAA. 

Además del efecto sobre la postsinapsis GABAérgica, se ha demostrado que la PS antagoniza la 

corriente de cloruro activada por glicina (Wu y col., 1990), potencia las corrientes de Ca2+ a través 

del receptor NMDA en neuronas de médula espinal (Wu y col., 1991), e incrementa el efecto pro-

convulsivante del NMDA en ratones (Maione y col., 1992). Más recientemente, se demostró que la 

PS afecta también la presinapsis glutamatérgica (Meyer y col., 2002; Mayo y col., 2003) y aumenta 

la liberación basal de dopamina en el núcleo accumbens de rata (Barrot y col., 1999). Los resultados 

presentados constituyen la primera demostración experimental de un efecto positivo de la PS y de 

un efecto negativo de la THDOC sobre la liberación de GABA inducida por alto K+. En contraste, 

Teschemacher y col. (1997) demostraron que la PS en concentraciones micromolares,  reduce la 

liberación basal de GABA en cultivos de neuronas de hipocampo. En la retina y en el hipotálamo de 

hámster,  la  PS  y  la  THDOC  no  afectaron  la  liberación  basal  de  GABA  sino  que  modularon 

significativamente la liberación del neurotransmisor inducida por despolarización. El mecanismo 

involucrado en los efectos presinápticos de la PS y la THDOC aún no ha sido establecido.  Sin 

embargo, no parece posible un mecanismo que implique la regulación sobre la expresión genética 

ya que estos efectos fueron evidentes luego de un período de incubación relativamente corto (20 

minutos), mucho menor que lo esperable para una respuesta mediada por un receptor “clásico” de 

hormonas  esteroideas.  Otros  autores  han  demostrado  que  la  PS tiene  la  capacidad  de  modular 

receptores de tipo NMDA (Mathis y col., 1994; Shibuya y col., 2003), aunque parece poco probable 

que este efecto pudiera explicar el aumento en la liberación de GABA, puesto que en la retina de 

hámster este parámetro no es afectado por NMDA (Tabla III).

Se ha descripto la presencia de autorreceptores GABAérgicos capaces de modular la liberación de 

GABA en la corteza cerebral y la médula espinal (Bonanno y Raiteri, 1993), en sustancia negra 
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(Floran y col., 1988), y en la eminencia media (Anderson y Mitchell, 1985), entre otras estructuras. 

Sin  embargo,  la  caracterización  de  los  autorreceptores  de  GABA  aún  no  es  clara.  Diferentes 

experimentos in vitro indican que el muscimol inhibe la liberación de GABA (Arbilla y col., 1979; 

Brennan y col., 1981), mientras que en otros experimentos este agonista no tuvo efecto. Además, se 

ha demostrado que el baclofen suprime la liberación de GABA (Waldmeier y col., 1988; Bonanno y 

col. 1989). En la retina de hámster, el efecto antagónico de la PS y la THDOC sugiere la presencia 

de receptores GABAA localizados en el terminal presináptico, es decir autorreceptores capaces de 

mediar el efecto de los NEs. De esta forma, la PS, como modulador negativo del receptor GABAA 

actuando a nivel de este presunto autorreceptor podría contribuir a una menor hiperpolarización del 

terminal y con ello facilitar la liberación de GABA. Por el contrario, la THDOC como modulador 

positivo,  podría  incrementar  la  hiperpolarización  del  terminal  presináptico  y  consecuentemente 

disminuir  la  liberación  del  transmisor.  En  este  sentido,  se  ha  demostrado  que  diversas 

benzodiazepinas  y  el  pentobarbital  (moduladores  alostéricos  clásicos  de  receptores  GABAA) 

potencian la inhibición inducida por muscimol de la liberación de GABA inducida por alto K+ en el 

sistema  nervioso  entérico  de  cobayos  (Taniyama  y  col.,  1988).  En  la  retina,  la  presencia  de 

receptores GABAA en  las células amácrinas, las principales células GABAérgicas en el hámster, 

podría ser el target para este mecanismo autorregulatorio. Además, dado que el muscimol reduce la 

liberación de [3H]-GABA dependiente de Ca2+ inducida por alto K+ (Taniyama y col., 1988), no es 

sorprendente que los efectos de la PS y la THDOC sobre este parámetro fueran dependientes de este 

catión. Basado en estos resultados, es tentador especular que en este sistema, los efectos de los NEs 

sobre los putativos autorreceptores y sobre los receptores postsinápticos son similares. Estos efectos 

parecen no ser completamente específicos de tejido, puesto que se observó un perfil similar también 

en el hipotálamo de hámster. 

Como ocurre con otros sistemas de neurotransmisión,  el  engrama de la señal GABAérgica está 

determinado principalmente por mecanismos presinápticos (es decir, la magnitud de la liberación 

del  transmisor)  y  por  la  respuesta  postsináptica.  Puesto  que  los  efectos  GABAérgicos  pre  y 
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postsinápticos se observaron dentro del mismo rango de concentraciones para la PS y la THDOC, 

no es sencillo predecir cuál es el target más probable. 

El ERG constituye una herramienta de reconocido valor tanto clínico como básico para evaluar la 

actividad retiniana y en este caso se utilizó para discernir cuál de los efectos de los NEs prevalece 

in vivo.  Los ERG escotópicos  se registraron luego de la  inyección i.v.  de PS o THDOC y los 

resultados se compararon con los efectos producidos por la VGB y la bicuculina. 

El ERG de los vertebrados es el resultado de una combinación de varios componentes con diversas 

polaridades, originados en distintos tipos de células retinianas. El componente principal del ERG 

adaptado a la oscuridad en respuesta a un flash de luz intensa es una onda córneo-positiva, conocida 

como onda b, que se origina por la despolarización de las células bipolares (Stockton y Slaughter, 

1989; Gurevich y Slaughter 1993; Robson y Frishman 1995) y/o las células de Müller (Rager 1979; 

Wen y Oakley 1990). 

El GABA reduce la amplitud de onda b en Xenopus (Arnarsson y Eysteinsson, 1997) y en conejos 

(Gottlob y col., 1985; 1988), aunque en gatos se demostró el efecto opuesto (Naarendorp y Sieving, 

1991;  Naarendorp  y  col.,  1993).  Por  otra  parte,  la  bicuculina  disminuye  la  onda  b  del  ERG 

registrado in vivo e in vitro en gatos (Naarendorp y col., 1993; Frumkes y col., 1995), e in vitro en 

conejos (Gottlob y col. 1985; 1987) y causa una marcada potenciación de este parámetro en copas 

de ojo de rana (Popova, 2003) y en retina de ratas (Kapousta-Bruneau, 2000). Por lo tanto, aunque 

resulta evidente que los receptores GABAA están implicados en determinar la forma de la onda b, 

parecería  que  este  efecto  es  altamente  dependiente  de  la  especie.  El  efecto  de  GABA  o  de 

compuestos relacionados no había sido previamente estudiado en el ERG de hámster. 

Como  se  mencionó  en  la  Introducción  y  se  discutirá  más  adelante,  la  VGB  es  una  droga 

antiepiléptica altamente eficaz (Prasad y col., 2001). Sin embargo, una cantidad considerable de 

trabajos demuestran que el uso crónico de VGB provoca disfunciones visuales (Eke y col., 1997) y 

una reducción significativa de la actividad electrorretinográfica (McDonagh y col., 2003, Hardus y 

col., 2003). Estos estudios examinaron sólo los efectos crónicos de la administración sistémica de 
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VGB y no hay evidencias de efectos electrorretinográficos de una dosis única de esta droga. En el 

presente  trabajo  se  demostró  que  la  administración  intravítrea  de  VGB  disminuye 

significativamente la amplitud de la onda del b del ERG escotópico. Dado que la bicuculina indujo 

una respuesta opuesta parece posible que el efecto de la VGB esté mediado por un aumento en las 

concentraciones endógenas de GABA. 

A  pesar  de  las  múltiples  evidencias  experimentales  del  efecto  del  GABA  y  de  compuestos 

relacionados sobre las funciones retinianas, no había sido previamente examinado el efecto de los 

NEs sobre el ERG de vertebrados. Los resultados de este trabajo indican que la PS disminuyó y la 

THDOC aumentó significativamente la amplitud de la onda b escotópica. Aunque la interacción de 

los NEs con otras señales retinianas no puede descartarse formalmente, es posible que los efectos de 

la PS y la THDOC sobre la respuesta electrorretinográfica se deban a la interacción de los NEs con 

el sistema GABAérgico retiniano. En particular, dado que el efecto de la PS fue similar al efecto 

inducido por la VGB mientras que el efecto de la THDOC lo fue al de la bicuculina, es posible que 

las acciones de estos NEs sobre la liberación de GABA (más que su influencia sobre el influjo del 

cloruro) puedan explicar sus efectos electrorretinográficos. 

La capacidad neuroesteroidogénica retiniana ha sido previamente demostrada en la rata (Guarnieri y 

col., 1994). Los resultados presentados en esta Tesis que demuestran la presencia del citocromo 

P450scc por imunohistoquímica y Western blot, apoyan esta característica retiniana. Sin embargo, 

mientras que en la retina de rata la CNI exhibe una inmunomarcación leve (Guarnieri y col., 1994), 

la imunohistoquímica de P450scc en retina de hámster evidenció una señal intensa en este sitio. La 

localización de esta enzima en el hámster coincide con la región retiniana en la cual se localiza 

mayoritariamente  el  GABA (Figuras  13 y 14).  Aunque el  perfil  de síntesis  de esteroides  local 

merece ser examinado con mayor detalle, estos resultados sugieren que la retina de hámster podría 

exhibir  capacidad  neuroesteroidogénica.  En  suma,  estos  resultados  indican  que  los  NEs, 

probablemente de origen local, regulan en forma significativa la actividad del sistema GABAérgico 

retiniano tanto a nivel pre- como postsináptico. El efecto evidentemente antagónico de la PS y la 
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THDOC a nivel de la pre y postsinapsis GABAérgica podía sugerir una regulación bimodal. Sin 

embargo, los efectos electrorretinográficos de los NEs sugieren que sus efectos presinápticos (es 

decir, la modulación de la liberación de GABA) podrían prevalecer sobre los efectos postsinápticos 

(es decir, la modulación del uptake de cloruro). 

Se ha postulado que los NEs podrían desempeñar un papel regulatorio fisiológico o fisiopatológico 

modulando  la  excitabilidad  neuronal,  a  través  del  principal  componente  inhibitorio  del  sistema 

nervioso  central.  Dado que  el  GABA participa  activamente  en el  procesado de  la  información 

fótica, la existencia de moduladores locales como los NEs que afecten la actividad del sistema de 

GABAérgico podían desempeñar un papel funcional significativo en la fisiología retiniana.

B. Estudio del sistema GABAérgico retiniano en condiciones patológicas

B.1. Disfunciones visuales asociadas al uso de la droga antiepiléptica vigabatrina

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que el 89% de la población estudiada de 

pacientes  argentinos tratados con VGB no detectaron al  menos un punto dentro de los 40° del 

campo visual para ambos ojos. Los defectos del campo visual en esta población fueron bilaterales, 

mientras  que  ninguno  de  los  pacientes  del  grupo  tratado  con  CBZ presentó  un  campo  visual 

anormal. Estudios previos han demostrado que la prevalencia de defectos del campo visual asociada 

al  tratamiento  con VGB es  variable,  extendiéndose  desde  menos  del  0,1%,  según lo  descripto 

inicialmente (Martinez y Noack 1997),  hasta  más  del  50%. Los resultados  del  presente  trabajo 

demuestran  una  prevalencia  claramente  mayor  que  la  descripta  en  la  mayoría  de  los  estudios 

anteriores. Por ejemplo, un estudio realizado en Inglaterra arrojó una prevalencia del 39% (Lawden 

y col.,  1999),  mientras  que  en Finlandia  se ha descripto que el  40% de un grupo de pacientes 

tratados con VGB tuvieron un campo visual anormal (Kalviainen y col., 1999). Asimismo, el 50% 

de  un  total  de  39  pacientes  tratados  con  VGB  examinados  en  la  Universidad  Johns  Hopkins 

(Baltimore, E.E.U.U.) presentó anormalidades en el campo visual (Miller y col., 1999). No resultan 

claros los motivos  de las diferencias  entre  éste  y otros estudios,  aunque no pueden descartarse 
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factores metodológicos. Para evaluar el campo visual se utilizó un campímetro de Humphrey con 

una técnica de  screening en lugar de una técnica de umbral que aunque es más detallada a nivel 

espacial,  es más lenta y provee información sobre el umbral a partir  del cual el  paciente puede 

distinguir  el  estímulo  en  cada  zona  del  campo  visual.  La  técnica  de  screening,  en  cambio, 

proporciona menos información cuantitativa que la técnica de umbral pero es más sensible para 

detectar una constricción visual. Este estudio se realizó en un ambiente mesópico, con supervisión 

automática de falsos positivos y falsos negativos, así como del punto de fijación. También con esta 

técnica  se  puede  obtener  una  evaluación  de  la  fluctuación  de  la  respuesta  a  tiempos  cortos, 

reexaminando una determinada zona del campo visual cuando resulta necesario. Otra razón por la 

que se eligió la técnica de screening de campo es que con esta ella se puede evaluar el campo visual 

hasta los 60°, en cambio la perimetría automatizada de umbral fuera del área de 30° puede ser 

difícil para el paciente, difícil de interpretar, y presenta considerables diferencias interindividuales. 

Este  aspecto  es  de  interés  particular,  sobre  todo  cuando  se  considera  que  la  disfunción  visual 

asociada al uso de VGB es esencialmente periférica. Además, dado que en este caso los estímulos 

son supraumbrales, esta estrategia permite la detección de cambios groseros del campo visual de 

manera confiable. Aunque la evaluación del campo visual se realizó hasta los 60°, el criterio para 

definir una constricción visual se basó en la localización de un punto no detectado dentro de los 40° 

centrales, que siendo una información más reproducible podría ser un buen indicador del campo 

visual en su conjunto. Estas diferencias podrían explicar la mayor prevalencia en la constricción del 

campo visual  para la  población  de pacientes  descripta  en este  trabajo.  De hecho,  al  considerar 

solamente los 30º del campo visual en nuestra población, el predominio de la constricción en la 

población de pacientes examinados es más cercano a la previamente descripta (≅ 50%). Usando una 

metodología similar, Midelfart y colaboradores (2000) describieron una frecuencia de defectos en el 

campo  visual  similar  al  descripto  en  este  trabajo (86%) en  una población  de  niños  epilépticos 

tratados con VGB.

A pesar de las diferencias entre éste y otros estudios, el patrón de la disfunción ocular parece ser 
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muy  similar.  Esta  constricción  del  campo  visual,  sobre  todo  en  el  área  nasal  retiniana,  es 

considerablemente característica puesto que no ha sido descripta en otras condiciones. 

Para  examinar  con  más  detalle  las  funciones  visuales,  se  registraron  ERGs escotópicos  en  los 

pacientes epilépticos (excepto en el paciente # 2 que no pudo asistir a la consulta). Dado que la 

determinación de la  onda a del  ERG mostró una alta  variabilidad  inter-pacientes,  el  estudio se 

centró en la determinación de la onda b, que resultó un parámetro más reproducible. Los pacientes 

tratados con VGB presentaron una reducción significativa de la onda b. El análisis realizado indicó 

que  el  86% de  los  pacientes  tratados  con VGB presentaron  una amplitud  menor  que  el  límite 

inferior del intervalo de confianza para los pacientes tratados con CBZ. La frecuencia descripta para 

la  disfunción  electrorretinográfica  en  pacientes  tratados  con  VGB  es  aún  más  variable  que  la 

descripta para la constricción del campo visual. Mientras que en un estudio se demostró que 31 

pacientes tratados con VGB tenían un ERG indistinguible de los controles (Lawden y col., 1999), 

en el estudio de Miller y colaboradores (1999), la mayoría de los pacientes tratados con esta droga 

presentaron  un  ERG  anormal.  Las  variaciones  descriptas  en  la  actividad  electrorretinográfica 

registrada  por  diferentes  grupos  puede  estar  relacionada  con  el  hecho  de  que  el  ERG es  una 

respuesta graduada, es decir que las amplitudes y otros parámetros de este estudio varían con la 

intensidad del estímulo.

En concordancia  con otros  autores,  no se  observaron cambios  en  la  amplitud  o la  latencia  del 

componente P100 de los potenciales visuales evocados en ninguno de los pacientes tratados con 

VGB, lo que permite descartar una disfunción tanto a nivel cortical como del nervio óptico. 

El  estudio  del  campo  visual  requiere  la  buena  colaboración,  la  atención,  y  cierta  capacidad 

intelectual del paciente. Aunque en sentido estricto no se observó correlación entre la constricción 

del campo visual y los cambios electrorretinográficos (Figura 45), la prevalencia de la disfunción 

visual asociada al  uso de VGB fue similar  en ambos estudios.  Estos resultados indican que en 

pacientes en los que no se puede realizar un estudio confiable del campo visual, el ERG podría ser 

una alternativa útil para detectar una alteración de las funciones visuales asociada al uso de VGB. 
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Las anormalidades del ERG asociadas al uso del VGB se han observado bajo condiciones fotópicas, 

implicando al sistema de conos (Krauss y col., 1998; Harding y col., 2000; Johnson y col., 2000). 

Sin  embargo,  los  resultados  obtenidos  en  este  trabajo  confirman  estudios  realizados  por  otros 

autores  (Daneshvar  y  col.,  1999;  Miller  y  col.,  1999). Se ha postulado que la  reducción  de la 

amplitud de la onda b del  ERG asociada  al  uso de VGB tanto en condiciones  fotópicas como 

escotópicas podría ser el resultado de la disfunción de las células de Müller (Coupland y col., 2001) 

que  desempeñan un papel  predominante en el  metabolismo de GABA y están implicadas  en la 

generación de la onda b del ERG. Ya se han mencionado algunos de los antecedentes que avalan el 

papel significativo del GABA en la actividad electrorretinográfica y aunque al presente no puede 

descartarse que los efectos observados sean consecuencia de un proceso de toxicidad provocado por 

la VGB, es altamente probable que estos cambios puedan atribuirse al aumento persistente en el 

contenido retiniano de GABA. 

Como en estudios de otros autores, ninguno de los pacientes examinados refirió síntomas visuales. 

El  déficit  binasal  del  campo  visual  asociada  al  tratamiento  con  VGB  probablemente  pase 

inadvertido para el paciente pues la pérdida de sensibilidad en el campo visual nasal de un ojo se 

puede  compensar  por  el  campo  temporal  relativamente  preservado  del  ojo  contralateral.  Sin 

embargo, de ninguna manera este hecho resta relevancia clínica a la disfunción, sobre todo si se 

tiene en cuenta la irreversibilidad de la constricción visual descripta por algunos autores (Johnson y 

col., 2000). 

La elección de una droga antiepiléptica depende en primer lugar de su eficacia en determinados 

tipos  de  epilepsia.  Sin  embargo,  es  imprescindible  tener  en  cuenta  si  los  efectos  adversos 

compensarán las ventajas de la droga elegida. En nuestro caso, cuando se informó a los pacientes 

sobre los riesgos visuales asociados al uso de esta droga, al menos 3 pacientes decidieron continuar 

con el  tratamiento dado que la VGB en esos casos resultó más efectiva que otros fármacos en 

cuanto a la sintomatología epiléptica.

Los  resultados  obtenidos  indican  que  el  campímetro  de  Humphrey  hasta  los  60º  y  la 
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electrorretinografía  son  herramientas  útiles  para  determinar  la  disfunción  visual  asociada  al 

tratamiento con VGB. Asimismo, los resultados indican que en los pacientes tratados con VGB, es 

necesario controlar regularmente sus campos visuales y/o su actividad electrorretinográfica. 

Si bien estos resultados confirman que el uso de VGB provoca una disfunción visual significativa, 

todavía no es claro si esta disfunción es consecuencia de una toxicidad inespecífica de la VGB o, 

alternativamente, es provocada por el aumento crónico en los niveles retinianos de GABA. Este 

aspecto tiene un interés particular dado que una variedad considerable de fármacos que estimulan al 

sistema  GABAérgico  (y  se  utilizan  como  ansiolíticos,  sedantes,  hipnóticos  o  antidepresivos) 

podrían  causar  alteraciones  visuales  como  efecto  secundario.  Dos  factores  principales  podrían 

contribuir  a  la  toxicidad  retiniana  de  la  VGB: por  un  lado,  se  ha  demostrado  que  en  ratas  la 

inactivación de la GABA-T es mayor en la retina que en el cerebro (Sills y col., 2001) y por otro, se 

observó desarrollo de tolerancia a la VGB en el cerebro y la médula espinal, pero no en la retina 

(Neal y Shah, 1990). En ratas albinas, pero no en ratas pigmentadas, la VGB provoca una alteración 

morfológica de la capa nuclear externa (Butler y col., 1987). Muy recientemente, se ha demostrado 

que el tratamiento de ratas con VGB durante 45 días provoca una disminución en el ERG fotópico 

así como una desorganización en la CNE, que incluye apoptosis en los conos (Duboc y col., 2004). 

En el mismo sentido, otros autores han demostrado que el tratamiento crónico de conejos con VGB 

reduce  las  funciones  visuales  asociadas  a  los  conos  (Ponjavic  y  col.,  2004).  Con el  objeto  de 

profundizar el análisis de la disfunción visual asociada a la VGB, se consideró de interés desarrollar 

un  modelo  experimental  animal,  que  pudiera  permitir  el  acceso  a  la  retina  y  con  ello  obtener 

evidencias funcionales y morfológicas sobre los mecanismos involucrados. Dado el conocimiento 

adquirido sobre el sistema GABAérgico en la retina del hámster, se decidió iniciar el desarrollo de 

un modelo experimental  en esta especie, a través de la administración crónica de VGB. Con el 

objeto de reproducir la situación en los pacientes, se realizó una administración diaria de VGB por 

vía  sistémica.  Los  resultados  presentados  indican  que el  tratamiento  con  VGB  induce  una 

disfunción  electrorretinográfica  significativa  en  el  hámster  y  por  lo  tanto  remeda  en  parte  las 
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características observadas en los pacientes. El uso de este modelo animal permitió el estudio del 

curso temporal del efecto de la administración crónica de VGB que no siempre es posible cuando se 

trata de estudios en pacientes. En este caso, la amplitud de la onda a disminuyó significativamente a 

las 3 semanas de tratamiento, mientras que los cambios en la amplitud de la onda b fueron evidentes 

recién  una  semana  más  tarde.  Asumiendo  que  en  promedio  la  vida  de  los  hámsteres  es  de 

aproximadamente 2 años, el  tiempo de aparición de la sintomatología  electrorretinográfica sería 

equivalente  a un tratamiento con VGB de aproximadamente 3 años,  período compatible  con lo 

observado  en  los  pacientes.  En  una  primera  aproximación,  estos  resultados  parecerían 

contradictorios con los mostrados en la Figura 40, en la que se demostró que una inyección única 

i.v. de VGB disminuye la amplitud de la onda b medida 1 h después de la inyección. Sin embargo, 

es relevante tener en cuenta no sólo que ambos estudios difieren en la vía de administración de la 

VGB (i.v. para el estudio del efecto agudo e i.p. en el tratamiento crónico) y con ello posiblemente 

en  las  concentraciones  de  la  droga  que  llegan  a  la  retina,  sino  también  es  posible  que  ambos 

resultados  describan  fenómenos  diferentes.  En  el  experimento  de  inyección  i.v.  de  VGB  los 

resultados reflejan las consecuencias de modificar en forma aguda y transitoria las concentraciones 

retinianas de GABA mientras que los resultados del experimento crónico deben interpretarse a la 

luz de un cambio persistente en las concentraciones de GABA tanto en la retina como en otras 

estructuras o bien a la toxicidad del uso crónico de la VGB. De hecho, una inyección de VGB tanto 

i.v. como i.p. carece de efectos significativos luego de 24 h (datos no mostrados). Por lo tanto, aún 

cuando en ambos casos esté afectado el mismo parámetro (la amplitud de la onda b escotópica) es 

posible que el mecanismo de génesis de estos cambios sea diferente. Además, dado que la onda b 

del ERG refleja la actividad de distintos  tipos celulares retinianos,  no puede descartarse  que el 

sustrato anatómico de los cambios observados en ambos estudios sea también diferente. Si bien al 

presente no se dispone de datos que permitan identificar el tipo celular retiniano y los mecanismos 

involucrados en los efectos de la administración crónica de VGB en el hámster, se planea continuar 

con esta línea experimental con el fin de elucidar las consecuencias funcionales y morfológicas del 
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aumento crónico en la concentración retiniana de GABA. 

B.2. Estudio de la actividad del sistema GABAérgico en animales con hipertensión ocular

Los resultados presentados indican que la inyección intracameral crónica de AH en ratas provoca un 

aumento significativo de la PIO con respecto al ojo inyectado con solución salina. La inyección 

semanal  indujo  una  hipertensión  ocular  sostenida  y  significativa  durante  todo  el  estudio  (10 

semanas). La concentración de AH utilizada en este trabajo (1%) es similar a la que contienen los 

preparados farmacéuticos utilizados actualmente en cirugía oftalmológica, que también provocan un 

aumento significativo de la PIO (Jurgens y col., 1997). En concordancia con estos resultados se ha 

demostrado que la inyección de condroitín sulfato en la cámara anterior de ojos de gato y conejo 

aumenta la PIO (Pei y col., 1984; Yue y col., 1984). Ambos tipos de GAGs coexisten en la matriz 

extracelular del trabeculado de distintas especies, y probablemente actúen de manera similar en el 

incremento de la presión. Dado que los GAGs podrían reducir el diámetro funcional de los espacios 

de la red trabecular, es posible que el AH inyectado actúe de forma similar al mucopolisacárido de 

origen endógeno, es decir, impidiendo el flujo normal del humor acuoso. 

Varios grupos han desarrollado modelos de hipertensión ocular en ratas, generalmente impidiendo 

el flujo de humor acuoso (Moore y col., 1993; Shareef y col., 1995; Ueda y col., 1998). Cada uno de 

estos  modelos  ofrece  ventajas  y  desventajas.  Si  bien  en  este  caso  son  necesarias  múltiples 

inyecciones de AH para lograr una hipertensión sostenida, los resultados obtenidos demuestran que 

éstas no afectan la PIO per se. En todo caso, este inconveniente afecta igualmente a otros modelos 

en los que son necesarias sucesivas inyecciones de solución hipertónica o aplicaciones de láser. Por 

el contrario, el modelo descripto en este trabajo ofrece varias ventajas: 1) es un método económico, 

fácil de realizar, y no requiere técnicas quirúrgicas complejas; 2) permite obtener una PIO alta en 

forma persistente; 3) permite obtener un curso temporal razonablemente largo como para modelar 

una patología  crónica;  y 4) a diferencia  del modelo de cauterización de las  venas epiesclerales 

(Shareef y col.,  1995), el AH no afecta el flujo sanguíneo hacia afuera del ojo. En suma, estos 
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resultados indican que la administración intracameral de AH podría constituir un nuevo modelo de 

hipertensión ocular en ratas. 

Aunque  el  aumento  de  la  PIO  constituye  el  principal  factor  de  riesgo  en  el  glaucoma,  una 

hipertensión  ocular  sostenida  no  implica  necesariamente  la  neuropatía  característica  de  esta 

enfermedad.  Por  lo  tanto,  la  continuación  lógica  de  estos  experimentos  fue  analizar  el  estado 

funcional y morfológico de las retinas de estos animales con hipertensión ocular. Los resultados 

obtenidos indican que la administración intracameral de AH induce una disminución significativa 

de la actividad electrorretinográfica. En este sentido, se observó una disminución significativa de 

las amplitudes de las ondas a y b del ERG escotópico, sin cambios en las respectivas latencias. 

Luego de 10 semanas, la disminución de las amplitudes de ambas ondas fue mayor que la observada 

a  la  6ta semana,  lo que avala  la  progresión de esta  disfunción en función de la  duración de la 

hipertensión ocular. Haciendo una extrapolación similar a la ya mencionada, se podría estimar que 

un período de 10 semanas en estos animales, es homologable a 8 años en el humano. La experiencia 

clínica indica que la duración de esta hipertensión ocular es un período compatible con el inicio de 

la manifestación de la neuropatía. 

Si bien el ERG es una herramienta universalmente reconocida como método de evaluación de la 

función retiniana,  en tanto  constituye  un reflejo  integral  de este  parámetro,  no permite  obtener 

evidencias directas sobre el sitio primario involucrado en una determinada disfunción. Para analizar 

este  aspecto  se  realizó  el  análisis  histológico  de  las  retinas  de  animales  inyectados  con AH o 

vehículo. Aunque no se observaron diferencias en la CPI, la CNI, y la CNE, sí se observó una 

pérdida  significativa  (≅ 40%)  de  células  en  la  capa  de  células  ganglionares.  Estos  resultados 

concuerdan con los obtenidos por otros grupos que usaron diferentes metodologías para inducir un 

glaucoma experimental (Grozdanic y col., 2003). En los ojos inyectados con vehículo se observó 

una  morfología  compatible  con  un  nervio  sano  e  intacto.  Los  axones  individuales  mostraron 

homogeneidad en cuanto a la forma y se observó un empaquetamiento estrecho formando las fibras 

del nervio. En los ojos hipertensos, en cambio, se observó una pérdida global de integridad, así 
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como un cambio notorio en la forma de los axones. Los resultados hasta aquí discutidos demuestran 

que la  inyección crónica intracameral  de AH provoca una hipertensión ocular  sostenida  que se 

acompaña de cambios  funcionales  e  histológicos  compatibles  con el  glaucoma humano.  Por  lo 

tanto,  este  modelo  podría  constituir  una  poderosa  herramienta  para  elucidar  el  conjunto  de 

mecanismos que asocian el aumento de la PIO con la muerte celular glaucomatosa. 

En trabajos recientes de nuestro laboratorio se han obtenido evidencias que constituyen la primera 

demostración experimental de cambios significativos en el reciclado retiniano de glutamato a las 3 

semanas de hipertensión ocular inducida por AH (Moreno y col., 2005). Por lo tanto, teniendo en 

cuenta la estrecha relación entre los sistemas glutamatérgico y GABAérgico a nivel retiniano, se 

evaluó la  actividad  de este  último a las 3 semanas  de hipertensión ocular,  momento  en que la 

alteración  de  los  parámetros  del  ciclo  de  glutamato/glutamina  es  significativa.  Los  resultados 

obtenidos  en  este  trabajo  describen  por  primera  vez  una alteración  en  el  sistema  GABAérgico 

retiniano en un modelo experimental de glaucoma. La administración intracameral de AH indujo 

una disminución en el  turnover de GABA, que coincidió con una disminución en la actividad de 

GAD. Por otro lado, aunque no se encontraron cambios en la liberación de GABA, se observó un 

aumento en el uptake del neurotransmisor. En conjunto, estos resultados podrían indicar un déficit 

de la función GABAérgica retiniana luego de períodos tempranos de hipertensión ocular. Como ya 

se mencionara en la Introducción, diversas líneas experimentales, incluidas evidencias obtenidas en 

nuestro laboratorio, sugieren que la excitotoxicidad por glutamato podría constituir un factor causal 

en la neuropatía glaucomatosa. La actividad de la retina como la del resto del sistema nervioso 

central es el resultado de un ajustado balance entre señales excitatorias e inhibitorias. Como ya se 

mencionara repetidamente, el GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio retiniano y por lo 

tanto, los resultados que demuestran una disminución tanto en la síntesis de GABA (como lo refleja 

la  disminución  del  turnover y  de  la  actividad  de  GAD),  como  en  los  niveles  sinápticos  del 

neurotransmisor (como lo sugiere el aumento en la recaptación de GABA) podría contribuir a un 

predominio de las señales excitatorias sobre la inhibitorias y consecuentemente a una desregulación 
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significativa de la neuroquímica retiniana en ojos hipertensos. Las evidencias previas obtenidas en 

nuestro laboratorio  que demuestran  un aumento  en las  concentraciones  sinápticas  de  glutamato 

junto con los resultados de este trabajo de Tesis podrían resignificar el concepto de excitoxicidad. 

En este nuevo paradigma, la toxicidad del glutamato, demostrada experimentalmente en diversos 

modelos animales, podría ser significativamente potenciada por el déficit inhibitorio descripto. Los 

cambios  en  ambos  sistemas  de  neurotransmisión  fueron  observados  en  períodos  tempranos, 

anteriores a los cambios funcionales e histológicos descriptos en este modelo experimental. Por lo 

tanto, es posible sugerir que ambos fenómenos podrían constituir eventos causales en la disfunción 

visual asociada a la hipertensión ocular. 

En  trabajos  recientes  hemos  demostrado  que  los  niveles  de  melatonina  disminuyen 

significativamente en la retina de animales tratados con AH durante 3 semanas (Moreno y col., 

2004).  Esta  evidencia,  junto  con  los  resultados  presentados  en  este  trabajo  sobre  el  efecto 

estimulatorio de este metoxiindol sobre la actividad GABAérgica (al menos en la retina de hámster) 

podría señalar  a la  caída en la  producción de melatonina en ojos hipertensos  como uno de los 

factores responsables del déficit  GABAérgico descripto. Si bien aún quedan varios aspectos por 

explorar (el curso temporal de los cambios en la actividad GABAérgica, el estado funcional de los 

receptores  de  GABA,  los  mecanismos  involucrados  en  los  efectos  descriptos,  y  sobre  todo  la 

evaluación del sistema GABAérgico en otros modelos experimentales de glaucoma, entre otros), 

estos resultados constituyen la primera demostración experimental  que vincula al GABA con la 

neuropatía glaucomatosa. 

El glaucoma es una patología  compleja  con varios factores de riesgo,  en la que probablemente 

convergen diversos mecanismos involucrados en la muerte celular. La terapéutica contemporánea 

está esencialmente destinada a disminuir la PIO. Sin embargo, en muchos casos se ha observado 

que la pérdida visual persiste luego de su restauración a valores normales. Por lo tanto, la terapia de 

nueva generación aspira a incluir  neuroprotectores que puedan ser utilizados como herramientas 

complementarias con otros medicamentos diseñados para disminuir el insulto inicial (hipotensores 
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oculares).  Los  resultados  obtenidos  podrían  contribuir  a  identificar  factores  causales, 

particularmente la disfunción del sistema GABAérgico en la neurotoxicidad glaucomatosa. Si bien 

algunos tratamientos  nóveles  para el  glaucoma todavía  en estudio,  consideran la posibilidad de 

bloquear la actividad glutamatérgica,  estos resultados podrían contribuir  al  desarrollo de nuevas 

estrategias  terapéuticas  para  el  tratamiento  del  glaucoma  de  alta  presión,  a  través  del  uso 

concomitante  de  fármacos  que  restauren  la  actividad  GABAérgica  disminuida  en  forma 

significativa, al menos en este modelo experimental. Particularmente, la demostración experimental 

obtenida  en  esta  Tesis  acerca  del  efecto  potenciador  de  la  melatonina  sobre  la  actividad 

GABAérgica retiniana, podría constituir una evidencia de consideración para el uso de melatonina 

con fines terapéuticos en el glaucoma. Paralelamente a los resultados obtenidos en el marco de esta 

Tesis, otros resultados indican que la melatonina: 1) es un potente inhibidor del sistema nitrérgico 

retiniano (Sáenz y col.,  2003), 2) es un antioxidante retiniano (Siu y col.,  1999), y 3) aumenta 

significativamente el clearence de glutamato sináptico (Sáenz y col., 2004). Dado que el aumento 

en  los  niveles  de  NO,  el  daño  oxidativo,  la  excitoxicidad  glutamatérgica  y  eventualmente  la 

disminución  de  la  actividad  GABAérgica  retiniana  podrían  constituir  factores  causales  de  la 

neuropatía glaucomatosa, este conjunto de evidencias avalan sólidamente la potencialidad del uso 

de melatonina con fines terapéuticos en el glaucoma. Una ventaja adicional para ello es que este 

compuesto probadamente carece de efectos tóxicos aun en altas concentraciones. Al presente, se 

están realizando los experimentos pertinentes para evaluar esta hipótesis.

Ahora bien, ¿cuáles son las posibles consecuencias de los hallazgos descriptos en el marco de la 

fisiopatología retiniana?

Los  organismos  vivos  estamos  “programados”  para  alcanzar  ciertas  metas:  sobrevivir  y 

reproducirnos. Nuestras funciones están destinadas a alcanzar y mantener la máxima flexibilidad 

conductual para reaccionar y actuar frente al ambiente que nos rodea, manteniéndonos preparados 

para enfrentar lo inesperado. Un principio clave de organización de las funciones adaptativas es el 
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acoplamiento de la generación de variabilidad frente a la demanda funcional. Mientras oscilan a 

través de todos sus modos operacionales, los seres vivos sanos usan su capacidad funcional para 

asegurar una alta probabilidad de solucionar los problemas que deben enfrentar. En este contexto, 

una enfermedad podría ser considerada como la consecuencia de un continuo desacople (provocado 

por diferentes razones) entre las presiones que ejerce el ambiente sobre los sistemas vivos y su 

capacidad de adaptarse a ellas. Sorprendentemente, se dispone de escasa información experimental 

sobre el tópico de la generación de variabilidad en el sistema nervioso. De hecho, la variabilidad 

biológica parece haber sido un anatema como tópico dado lo indeseable de las incertidumbres para 

los  estudios  estadísticos,  o  porque  es  intelectualmente  perturbador  para  aquellos  que  tienden 

(tendemos, en realidad) al pensamiento tipológico. 

Paradójicamente, el amplio espectro en el rango de adaptación funcional en el sistema nervioso es 

posible  gracias  a  la  actividad  de interneuronas  inhibitorias.  Las  proyecciones  inhibitorias  y  los 

circuitos  neurales  locales  inhibitorios  (mayoritariamente  GABAérgicos)  desempeñan  un  papel 

central  en  el  procesado  de  la  información  cerebral  en  general  y  retiniana  en  particular.  Es  la 

inhibición  en  todas  sus  formas  la  que  permite  al  sistema  nervioso  y  por  lo  tanto  al  resto  del 

organismo generar la variabilidad en la conducta que permite ajustar la extensión y velocidad a la 

que oscila la disponibilidad funcional hasta lograr su capacidad adaptativa. El precio para ello es 

considerablemente alto, prácticamente la mitad de la glucosa y el oxígeno que utiliza el cerebro se 

emplea en la nutrición de los elementos interneuronales inhibitorios. 

Dentro de sectores del sistema nervioso central, las influencias desincronizadoras están mediadas 

mayoritariamente por circuitos  de interneuronas  inhibitorias  interpuestos  entre  los elementos  de 

salida de la información (output) y sinápticamente activados por ellos. A su vez, estas interneuronas 

hacen extensivas sinapsis con los elementos de salida y entre ellas mismas. Los elementos de salida 

usualmente  se  comunican  a  través  de  la  liberación  de  neurotransmisores  excitatorios, 

fundamentalmente glutamato. Las neuronas de proyección entre una estructura y otra (excitatoria o 

inhibitoria) frecuentemente se distribuyen en forma laminar, apareciendo en arreglos esencialmente 

143



Discusión

paralelos  en  un  corte  de  tejido.  Esta  regularidad  relativa  en  los  arreglos  de  los  elementos  de 

proyección  neuronal  contrasta  en  forma  notable  con  la  irregularidad  de  las  interneuronas 

inhibitorias y sus terminales. La disposición de elementos GABAérgicos observada en la retina del 

hámster no escapa a esta generalidad. En este sentido, se observaron células conteniendo GABA en 

elementos distribuidos en forma irregular sobre todo cuando se compara con la estructura cristalina 

y ordenada de la retina en su conjunto.

Cuando se libera la actividad de una unidad neural se activan sus componentes (interneuronas y vías 

de  salida)  facilitando  el  procesado de  la  información  que  proviene  de  otra  unidad  neural  y  la 

comunicación de la información procesada con otras unidades o estructuras efectoras (músculos, 

glándulas, etc.). Las neuronas inhibitorias tónicamente activas conforman una barrera al pasaje de la 

información  a  través  de  la  unidad  neural  que  provoca  niveles  variables  de  actividad  y  evita 

respuestas de tipo “todo o nada”.  Esto tiene como resultado un efecto desincronizador sobre la 

salida de la información porque la conectividad y las condiciones locales en la vecindad de las 

neuronas  aun  muy  cercanas  difieren  significativamente.  Sin  embargo,  la  mayor  influencia 

desincronizadora  a  nivel  local  proviene  de  las  interneuronas  inhibitorias  fásicamente  activas  y 

distribuidas  en forma  ubicua,  que  a  través  de  sus  múltiples  ramas  participan  en  procesos  muy 

variados  de  estructuración  de  la  actividad,  tales  como  la  inhibición  pre-  y  postsináptica,  la 

desinhibición y la facilitación postsináptica. Cuando la información se procesa con más eficiencia, 

el  aumento  en  la  actividad  provocado  en  una  determinada  unidad  neural  se  acompaña  de  un 

incremento  tanto  en  la  extensión  de  la  salida  de  la  información  como  en  su  variabilidad.  La 

interposición de interneuronas inhibitorias en los circuitos neurales permite al sistema nervioso (en 

todos  los  niveles)  ser  su  propio  generador  de  variabilidad,  es  decir,  la  presencia  de  elementos 

inhibitorios provee a la unidad neural de una capacidad expansible para procesar la información en 

relación a la demanda. Dada su disposición irregular y su plasticidad estructural y metabólica, las 

unidades neurales en las cuales estos elementos inhibitorios participan poseen “creatividad” local, y 

permiten  lograr  una  solución  impredecible  para  los  problemas  a  los  cuales  están  enfrentadas 
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constantemente, así como retener la “memoria” de esas soluciones. Esta perspectiva para el análisis 

de  la  actividad  GABAérgica  originalmente  propuesta  por  E.  Roberts  (1986)  podría  proveer  un 

marco teórico apropiado para la interpretación de los resultados de esta Tesis. Dado el papel central 

del GABA en el procesado de la información no resulta sorprendente que este sistema retiniano sea 

heterogéneo (en su localización y en los mecanismos involucrados en su liberación),  sensible a 

diversas  señales  modulatorias  (como  la  melatonina  y  los  neuroesteroides),  e  incluso  pueda 

desempeñar un papel relevante en sistemas tan complejos como lo es la génesis de la actividad 

rítmica de la retina y la comunicación entre la retina y el reloj hipotalámico. También desde esta 

perspectiva es posible analizar la participación del sistema GABAérgico en situaciones patológicas 

retinianas. En este trabajo de Tesis se han obtenido evidencias que permiten sugerir que tanto un 

aumento en los niveles retinianos de GABA (resultado de la administración de VGB), como una 

disminución  en la  actividad  de este  sistema (en el  modelo  de glaucoma experimental)  podrían 

interferir seriamente con una función retiniana normal. En un sistema neural en el cual las neuronas 

inhibitorias  son  removidas,  descontroladas  o  sencillamente  son  disfuncionales,  se  pierde  la 

capacidad de procesar la información dentro de la unidad neural, dando predominio o inhibición de 

los elementos excitatorios de salida. Cuando por diversos motivos ocurre una incoordinación en un 

sitio  cerebral  crítico  se  pueden producir  reverberaciones  drásticas  en el  sistema nervioso en su 

conjunto, como se observa en las convulsiones epilépticas características del grand mal provocadas 

por lesiones corticales focales. No en vano la farmacología antiepiléptica se basa esencialmente en 

compuestos que aumentan la actividad GABAérgica mientras  que los inhibidores GABAérgicos 

pueden  provocar  convulsiones.  En  condiciones  ambientales  relativamente  simples  para  los 

individuos con esta incoordinación, el sistema nervioso puede funcionar en forma aparentemente 

normal pero a medida que la complejidad y la intensidad del ambiente aumentan, también aumenta 

la extensión del desacople entre el aumento de la actividad y el grado de asincronía de la actividad 

dentro y entre las unidades neurales,  y como consecuencia  se produce una actividad oscilatoria 

sincrónica y masiva. Quizás por esas razones, los pacientes epilépticos tratados con VGB o las ratas 

145



Discusión

glaucomatosas conservan algunas de las funciones visuales más simples, pero pierden funciones 

visuales más complejas. Es decir, la quintaesencia de la función del sistema nervioso en general y 

de la retina en particular podría depender de una función adecuada del sistema GABAérgico. Parece 

imprescindible  que  la  actividad  del  sistema  GABAérgico  se  mantenga  dentro  de  límites 

probablemente  estrictos  para  mantener  una  función  neuronal  (retiniana,  en  nuestro  caso)  no 

patológica.  

Prácticamente la tercera parte del nivel más alto de organización del cerebro humano, la corteza 

cerebral, está dedicada al procesado visual. Desde nuestros ojos emergen dos millones de fibras que 

conforman el nervio óptico, en tanto que el nervio auditivo, instrumental en el proceso de audición, 

se compone de apenas 30.000 fibras. La visión valida todos nuestros otros sentidos; cuando oímos, 

olemos,  o  tocamos  algo,  usualmente,  y  en  forma  espontánea,  tendemos  a  observarlo.  Estudios 

estadísticos  en  países  desarrollados  indican  que  perder  la  visión  constituye  uno de  los  miedos 

primarios más frecuentes. Probablemente por estas razones, la visión es el sentido más estudiado 

por los investigadores, aunque cualquier neurobiólogo podría decir, sin temor a equivocarse, que 

estamos todavía muy lejos de comprender este fenómeno en toda su magnitud. En este contexto, las 

evidencias obtenidas en el marco de esta Tesis demuestran que el sistema GABAérgico retiniano 

podría desempeñar un papel central en el complejo conjunto de mecanismos imprescindibles para 

comunicarnos armónicamente con el mundo que nos rodea.
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En este trabajo de Tesis se han obtenido las siguientes conclusiones generales:

• En  la  retina  de  hámster,  la  liberación  de  GABA involucra  mecanismos  dependientes  e 

independientes de Ca2+, que probablemente se corresponden con mecanismos vesiculares y 

de inversión del transportador.

• En la retina de hámster, el GABA se localiza en células amácrinas, amácrinas desplazadas y 

en células horizontales.

• El GABA, que aumenta la producción retiniana de melatonina a través de un receptor de 

tipo  GABAA,  podría  formar  parte  de  los  mecanismos  de  señales  de  la  oscuridad  que 

modulan la producción de este metoxiindol. 

• La actividad del sistema GABAérgico oscila significativamente en función de la hora del día 

aún en condiciones de oscuridad constante, lo que sugiere que este sistema está controlado 

por un oscilador circadiano endógeno.

• La melatonina aumenta la actividad pre- y postsináptica GABAérgica,  lo que sugiere un 

mecanismo de feedback positivo entre ambas señales.

• El  sistema  GABAérgico  retiniano  podría  estar  involucrado  en  la  transferencia  de 

información fótica a los núcleos supraquiasmáticos hipotalámicos.

• Los  neuroesteroides  modulan  significativamente  la  actividad  pre-  y  postsináptica 

GABAérgica. Asimismo, estos compuestos regulan la actividad electrorretinográfica en el 

hámster.
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• La  prevalencia  de  la  disfunción  visual  asociada  al  uso  de  vigabatrina  en  pacientes 

epilépticos podría ser mayor que la descripta por otros autores. La campimetría de screening 

con el campímetro de Humphrey y la electrorretinografía podrían ser herramientas útiles 

para evaluar esta disfunción visual.

• La  administración  crónica  de  vigabatrina  en  el  hámster  produce  una  disfunción 

electrorretinográfica que se correlaciona con la disfunción observada en los pacientes. Por lo 

tanto,  éste  podría  ser  un  modelo  experimental  para  el  estudio  de  los  mecanismos  de 

toxicidad retiniana inducidos por vigabatrina.

• En un modelo de glaucoma experimental  en ratas, la actividad del sistema GABAérgico 

disminuye significativamente.
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