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RESUMEN  
Las sinapsis inhibitorias del sistema nervioso central están mediadas principalmente 

por los receptores GABAA asociados a un canal activado por Cl-, los cuales presentan 

variados sitios modulatorios. La regulación dinámica de su composición, distribución y 

expresión tiene consecuencias funcionales relevantes en la excitabilidad neuronal bajo 

condiciones fisiológicas y fisiopatológicas. Un evento estresante produce cambios 

neuronales que dependen de neurotransmisores y hormonas, los cuales activan diversos 

mecanismos de señalización intracelular y extracelular. Se conoce que adrenalina periférica y 

noradrenalina central liberadas durante un estrés agudo, a nivel cerebral, activan diferentes 

subtipos de receptores adrenérgicos. Por lo tanto, esta liberación de noradrenalina central 

podría modular diferencialmente la inserción de receptores GABAA a la membrana 

postsináptica, dependiendo de la vía noradrenérgica activada. En el presente trabajo de Tesis 

se estudiaron los efectos de diferentes dosis de noradrenalina inyectadas 

intracerebroventricular sobre el comportamiento de pollos neonatos expuestos a un Campo 

Abierto. Se observó que las dosis de noradrenalina más bajas (entre 0,025 y 0,10 µg) y las 

más altas (5,00 y 10,00 µg) indujeron una disminución sobre la latencia para comenzar a 

ambular en la prueba indicando una respuesta ansiogénica. Por lo tanto, el sistema 

noradrenérgico estaría participando en la inducción de la ansiedad quizás a través de la 

activación de vías noradrenérgicas que incrementan el “arousal” o estado de vigilia ante el 

ambiente nuevo. La administración intraperitoneal de 15 nmol/kg de yohimbina, antagonista 

selectivo α2-adrenérgico, bloqueó el incremento inducido por noradrenalina en la latencia 

para ambular solamente a una dosis de 5,00 µg, mientras que la administración sistémica de 

250 nmol/kg de propranolol, antagonista competitivo no selectivo β-adrenérgico, anuló este 

incremento sólo en la dosis de 0,025 µg de noradrenalina, hasta valores comparables con el 

grupo de aves administrado con solución fisiológica. Además, se observó que dosis de 2,50; 

5,00 y 10,00 µg de noradrenalina incrementaron el reclutamiento de receptores GABAA 

sensibles a flunitrazepam en sinaptosomas provenientes de cerebro anterior de pollos 

neonatos. Asimismo, la yohimbina coadministrada con noradrenalina bloqueó el incremento 

inducido por el estrés agudo de la prueba y las dosis altas de noradrenalina sobre los valores 

de densidad máxima de receptores GABAA a valores alcanzados con noradrenalina sola, es 

decir que el reclutamiento de  receptores GABAA estaría siendo modulado a través de la 
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activación de receptores α2-adrenérgicos. Sin embargo, la administración de propranolol no 

modificó los valores de densidad máxima en aves estresadas respecto de los obtenidos con 

noradrenalina sola, es decir que a las dosis más bajas de noradrenalina no intervendrían los 

subtipos de receptores β-adrenérgicos sobre el reclutamiento de receptores GABAA. Estudios 

de inmunohistoquímica revelaron que dosis de 0,025 y 5,00 µg de noradrenalina 

incrementaron la expresión de la subunidad α1 de receptores GABAA en Nidopallium, 

mientras que en Medial Striatum sólo se observó un aumento a la dosis de 5,00 µg respecto 

de aves inyectadas con solución fisiológica. Estas áreas están involucradas fuertemente en la 

respuesta emocional al estrés, por lo tanto, el incremento en la expresión de la subunidad α1 

de receptores GABAA en estas zonas podría estar asociado al efecto ansiogénico inducido 

por la administración central de noradrenalina y la exposición a un Campo Abierto. Por otro 

lado, se investigó el efecto de diferentes dosis de insulina administrada centralmente sobre el 

comportamiento de pollos expuestos a un Campo Abierto y sobre el reclutamiento de 

receptores GABAA. Sólo la dosis de 2,5 mUI/µl indujo un aumento significativo en la 

latencia de ambulación, mientras que diferentes dosis de insulina ensayadas incrementaron el 

reclutamiento de receptores GABAA en aves no estresadas, quizás al estimular la 

fosforilacion de los receptores y/o de sus proteínas y en consecuencia al incrementar el 

tráfico y la posterior inserción del receptor a la membrana. En conclusión, la noradrenalina 

central tendría un importante rol en la respuesta emocional y neuroquímica orquestando 

diversas actividades en el cerebro de pollos neonatos al modular dinámicamente la fuerza 

sináptica inhibitoria GABAérgica dependiendo del subtipo de receptor adrenérgico activado 

y de la localización de los receptores GABAA involucrados. 
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SUMMARY  

Inhibitory synapses in the central nervous system are primarily mediated by GABAA 

receptors activated by Cl-channels, which possess various modulatory sites. The dynamic 

regulation of its composition, distribution and expression has important functional 

consequences on neuronal excitability under physiological and pathophysiological 

conditions. A stressful event induces neuronal changes being dependent of neurotransmitters 

and hormones, which activate various signalling intra- and extra-cellular mechanisms. It is 

known that peripheral adrenaline and central noradrenaline released during acute stress, at 

cerebral level, activate different noradrenergic receptor subtypes. Therefore, the central 

noradrenaline release could differentially modulate the recruitment of GABAA receptors to 

postsynaptic membrane, depending of the noradrenergic via activated. In this thesis, we 

studied the effects of different doses of noradrenaline injected intracerebroventricularly on 

the behavior of neonatal chicks exposed to an Open Field. It was observed that the lowest 

doses of noradrenaline (0.025 and 0.10 µg) and the highest ones (5.00 and 10.00 µg) induced 

a decrease of the latency to begin to ambulate indicating an anxiogenic-like response. 

Therefore, the noradrenergic system may be participating in the induction of anxiety perhaps 

through activation of noradrenergic pathways that increase the "arousal" or waking state to 

novelty. Intraperitoneal administration of 15 nmol/kg of yohimbine, selective α2-adrenergic 

antagonist, blocked the noradrenaline-induced increase on the latency to ambulate only at a 

dose of 5.00 µg, whereas systemic administration of 250 nmol/kg propranolol, competitive 

non-selective antagonist β-adrenergic, suppressed the increase only at 0.025 µg of 

noradrenaline until values comparable to saline group. Furthermore, it was observed that 

doses of 2.50, 5.00 and 10.00 µg of noradrenaline increased flunitrazepam-sensitive GABAA 

receptor recruitment in forebrain synaptosomes from neonatal chicks. Also, yohimbine co-

administered with noradrenaline blocked the rise induced by acute stress and by the higher 

doses of noradrenaline on the maximum binding until values with noradrenaline alone, 

therefore GABAA receptor recruitment would be modulated by activation of α2-adrenergic 

receptors. However, the administration of propranolol did not change the maximum density 

values in stressed birds respect to noradrenaline alone, therefore at the lowest doses of 

noradrenaline would not participate subtypes of β-adrenergic receptors on the recruitment of 

GABAA. Immunohistochemical studies revealed that doses of 0.025 and 5.00 µg of 
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noradrenaline increased the expression of subunit α1 of GABAA receptor in Nidopallium, 

while in Medial Striatum a single dose of 5.00 µg increased this expression compared to 

saline group. These areas are strongly involved in the emotional response to stress, therefore, 

the increased expression of the α1 subunit of GABAA receptors may be associated with the 

anxiogenic-like effect induced by central noradrenaline and exposure to an Open Field. On 

the other hand, we investigated the effect of different doses of insulin administered centrally 

on the behavior of chicks exposed to an Open Field and on the recruitment of GABAA 

receptors. It was observed that only dose of 2.5 mIU/ µl induced a significant increase in 

latency of ambulation, whilst different doses of insulin increased GABAA receptor 

recruitment in unstressed birds, perhaps by stimulating receptor phosphorylation and/or their 

proteins and, consequently by increasing traffic and subsequent insertion of the membrane 

receptor. In conclusion, the central noradrenaline would play an important role in the 

emotional response and neurochemistry orchestrating several activities in neonatal chick 

brain to dynamically modulate GABAergic inhibitory synaptic strength depending of 

adrenoreceptor subtype activated and of localization of GABAA receptors involved. 
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1-INTRODUCCION  

 

El principal sistema de neurotransmisión inhibitorio en el Sistema Nervioso 

Central (SNC) de vertebrados e invertebrados es el sistema GABAérgico y su actividad 

esta mediada por el ácido-aminobutírico (GABA). El GABA es uno de los 

neutrotransmisores más abundantes en el cerebro, está encargado de regular la 

excitabilidad neuronal y por lo tanto está implicado en númerosos procesos fisiológicos 

como patológicos. Las interneuronas GABAérgicas están ampliamente distribuidas en 

todo el cerebro, se localizan en corteza, hipocampo, hipotálamo, cerebelo, estructuras 

límbicas y su función está asociada a distintitos subtipos de receptores. Desde la década 

del ’50, se estudia el importante rol de las sinapsis GABAérgicas en el desarrollo de 

diversas patologías. Se conoce que un déficit en la expresión funcional de los receptores 

GABAérgicos, principalmente los receptores GABAA, están asociados con epilepsia, 

desórdenes de ansiedad, déficit cognitivo, esquizofrenia, depresión y otras alteraciones 

psiquiátricas (Jacob y col, 2008).  

El GABA es sintetizado a partir del aminoácido glutamato y esta reacción es 

catalizada por la enzima glutamato decarboxilasa (GAD), así es introducido en vesículas y 

acumulado en las neuronas presinápticas. El GABA que no interacciona con los receptores 

postsinápticos puede seguir dos caminos: i) ser recaptado por la neurona presináptica o por 

células gliales ó ii ) ser catabolizado por la enzima glutamato transaminasa (GAT) a 

succinato (Ganong y col, 2010). En la figura 1, se observa un esquema de este mecanismo 

de transmisión inhibitoria mediada por el sistema GABAérgico. 
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 Figura 1- Síntesis y recaptación del neurotransmisor GABA. El GABA es un producto del 
metabolismo del Glutamato, el cual es almacenado en vesículas (VGAT), es liberado tras la 
despolarización sináptica, luego se une a receptores postsinápticos y presinápticos, para finalmente 
ser inactivado por diferentes mecanismos. Por un lado es recaptado por proteínas transportadoras, 
para ser metabolizado por enzimas específicas (GAT) en las células gliales o unirse a receptores de 
la membrana presináptica, y ser internalizado nuevamente en la neurona. Fuente: Owens y 
Kriegstein (2002). 

 

 El GABA una vez liberado al espacio sináptico puede interactuar con los 

receptores GABAA, GABAB y/o GABAC. Los receptores GABAA (RGABAA) son 

receptores ionotrópicos pertenecientes a la superfamilia de receptores con actividad 

asociada a un canal activado por ligando (Schofield y col, 1987), que también incluye al 

receptor nicotínico de acetilcolina, al receptor de glicina sensible a estricnina y al receptor 

de serotonina tipo 3 (5-hidroxi-triptamina3) (Kaila, 1994; Mehta y Ticku, 1999; Arias y 

col, 2002). Los RGABAA forman un canal aniónico permeable al Cl-, cuya apertura es 

inducida por la unión del ligando GABA al receptor, provocando la consecuente 

hiperpolarización de la membrana postsináptica y de esta manera impidiendo la 

transmisión del impulso nervioso. Este neurotransmisor también puede unirse a los 

RGABAB (receptores metabotrópicos) asociados a proteína G, aumentando la 

permebilidad al K+ y transmitiendo la señal a través de segundos mensajeros. Estos 

receptores están localizados en la membrana pre y postsináptica, son estructuras 

oligoméricas formadas por las subunidades GABAB1a o GABAB1b y una subunidad 

GABAB2 (Bettler y Tiao, 2006). El avance de técnicas genéticas y moleculares, 

permitieron detectar la existencia de una familia auxiliar del RGABAB y definir que los 
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mismos  estarían compuestos por complejos de las subunidades GABAB1 y GABAB2, los 

cuales estarían fuertemente unidos a subunidades auxiliares, formando tetrámeros. Las 

subunidades auxiliares forman parte de la subfamilia de KTCD (potassium channel 

tetramerization domain-containing), y estas cambian significativamente las propiedades 

de los RGABAB. Por lo tanto, la composición de los distintos subtipos de RGABAB serian 

los responsables de la farmacocinética y farmacodinamia de este receptor (SchweNewman 

Keulsy col, 2010). 

Los RGABAC pertenecen a la familia de receptores con actividad asociada a un 

canal activado por ligando, formado por pentámeros de las subunidades ρ1-3, pueden ser 

homoméricos, heteroméricos o pseudo-heteroméricos y la combinación de las cinco 

subunidades forman un canal de Cl-. Están localizados en SNC y en órganos periféricos. 

Cuando estos receptores se activan pueden producir la inhibición neuronal a nivel 

presináptico (despolarización) o postsináptico (hiperpolarización) (Perfilova y Tiurenkov, 

2011).  

  En resumen, podemos señalar que el GABA cuando se une a sus diferentes 

subtipos de receptores produce que el impulso nervioso no se transmita por distintos 

mecanismos con una consecuencia funcional similar, debida al aumento de la  diferencia 

de potencial entre el lado interno y externo de la neurona, por lo tanto, la excitabilidad de 

la neurona a otros estímulos se encuentra disminuida (Ganong y col, 2010).  

 

1.1-Receptor GABAA 

 

              Los RGABAA están compuestos por 5 proteínas integrales de membrana y la 

heterogeneidad de este receptor estaría asociada con la combinación de las distintas 

subunidades ensambladas formando un canal de Cl-, cuya apertura es inducida por el 

ligando natural GABA (Fig.2). Se han identificados 19 genes que codifican para las 16 

subunidades (1-6, 1-3, 1-3,  , ,  , , ρ1-3) que conforman los distintos subtipos de 

RGABAA (Simon y col, 2004; Olsen y Sieghart, 2009). Estudios inmunohistoquímicos y 

de hibridización in situ mostraron que la combinación más frecuente del RGABAA en el 

cerebro es la compuesta por las subunidades ,  y  con una estequiometria de 2:2:1. 

Además, se observo que la subunidad  puede ser sustituida por otras subunidades , ,  y 
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 según su localización (Pirker y col, 2000). Por lo tanto, hasta ahora se conoce que los 

receptores nativos pueden estar conformados por la composición , ,  o por la 

combinación , ,  ubicados en sitios sinápticos y extrasinápticos, respectivamente 

(Sieghart y Sperk, 2002).       

 

 

Figura 2- Estructura del RGABAA. Este modelo del receptor GABAA está compuesto por  cinco 
subunidades, dos subunidades, dos , y una  siendo esta combinación la más abundante en el 
cerebro. Además, se observa que en la interfase entre las subunidades, y  está el sitio de unión al 
GABA, mientras que en la interfase entre  , y  el sitio de unión a las  benzodiacepinas. 
Asimismo, se pueden unir al receptor númerosos fármacos con acción agonista como el muscimol, 
y diferentes tipos de antagonistas como la picrotoxina, bicuculina o flumazenil. También se 
pueden unir neuroesteroides, barbitúricos, anestésicos, entre otros. Fuente: Makkar y col. (2010). 

 

 

Las  subunidades del RGABAA están compuesta por una larga región extracelular 

aminoterminal, seguida por 4 dominios transmembrana hidrofóbicos llamados TM1, TM2, 

TM3, TM4, que finaliza en un dominio carboxiloterminal extracelular. Se conoce que en 

los dominios intracelulares entre TM3 y TM4 se encuentra el dominio intracelular el cual 

sufre modificaciones posttranscripcionales, además posee sitios de fosforilación por 

diversas quinasas además de sitios de interacción con numerosas proteínas citosólicas 

implicadas en la regulación y tráfico del receptor hacia la membrana (Vithlani y col, 

2011). Estos sitios están esquematizados en la figura 3. 
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Figura 3. A) Estructura de las subunidades del RGABAA: se puede observar la región extracelular 

aminoterminal, seguida por los dominios transmembrana TM1-TM4 que poseen una estructura -

helice, y luego por la región carboxiloterminal extracelular. Cada subunidad del receptor contiene 

un dominio intracelular (ICD) que se encuentra entre TM3 y TM4, que media un gran número de 

interacciones proteína-proteína y sufre modificaciones post-transcripcionales. B) Vista transversal 

del ensamblaje de las subunidades del RGABAA formando el canal iónico permeable al Cl- . 

Fuente: Vithlani y col. 2011. 

 

 

 El sitio de unión al GABA estaría ubicado en la interfase de las subunidades  y , 

cuando el ligando se une produce la apertura del canal con un influjo de Cl- hacia el 

interior neuronal, causando la hiperpolarización de la membrana y marcando el final de la 

transmisión nerviosa. Los RGABAA además del sitio de reconocimiento al GABA poseen 

sitios para la unión numerosos ligandos alostéricos, como esteroides, barbitúricos y 

benzodiacepinas (BZD) entre otros (Mohler, 2006). La actividad de los RGABAA puede 

ser modulada por agonistas de GABA como el muscimol que aumenta la actividad del 

canal o puede ser bloqueada por antagonistas como bicuculina o picrotoxina (Macdonald y 

Olsen, 1994; Sieghart, 1995).  El muscimol es un agonista del RGABAA, cuyo sitio de 

unión se encuentra en la interfase de las subunidades  y  (Mehta y Ticku, 1999) y como 

consecuencia de esta unión habría un aumento de la inhibición neuronal (Johnston, 1996). 

El sitio de unión de las benzodiacepinas se localiza en la porción extracelular N-terminal 

del receptor en la interfase entre las subunidades   y ,  siendo la subunidad γ 
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fundamental para producir receptores con sensibilidad a la modulación por 

benzodiacepinas (Benson y col, 1998). 

Los barbitúricos y neuroesteroides se unen en otros sitios en el receptor, y estos 

serían capaces de potenciar el efecto producido por el GABA sobre el canal de Cl- (Mehta 

y Ticku, 1999). La unión de BZD a su sitio en el receptor involucra un aumento de la 

frecuencia de la apertura del canal de Cl- sin mostrar alteraciones en el tiempo de apertura, 

mientras que los barbitúricos producen un mayor tiempo de apertura del canal (Mc Donald 

y col, 1989; Steinbach y col, 2001). Por lo tanto, ambos moduladores aumentarían la 

fuerza sináptica de la neurotransmisión GABAérgica. Se conoce que los efectos del 

diazepam (agonista del sitio BZD) ocurren sobre receptores con diferente conformación, 

se reportó que los efectos sedativos y anticonvulsivantes estarían relacionados con los 

receptores con la conformación 1, , 2 (Rudolph y col, 1999; Mc Kernan y col, 2000), 

mientras que los efectos ansiolíticos serian mediados principalmente por receptores 

compuestos por 2, , 2 (Löw y col, 2000). Los antagonistas del RGABAA, como la 

bicuculina, competiría con la unión del GABA al receptor, mientras que la picrotoxina 

tendría su sitio de unión sobre el canal de Cl- produciendo el cierre del mismo y de esta 

manera por diferentes mecanismos ambos producirían la disminución de la transmisión 

inhibitoria (Johnston, 1996) (Fig. 2). 

      

 

Desde el comienzo de las investigaciones científicas el RGABAA estuvo asociado 

con inhibiciones rápidas o fásicas del SNC mediante la interacción con receptores 

postsinápticos, sin embargo se conoce que el RGABAA también es capaz de participar en 

inhibiciones sinápticas lentas o tónicas mediadas por subtipos de receptores localizados 

fuera o cerca del botón sináptico (Mody y Pearce, 2004; Farrant y Nusser, 2005). Esta 

ampliamente descripto que el RGABAA posee una compleja heterogeneidad, la cual estaría 

dada por la combinación de las distintas subunidades que dan origen a los diferentes 

subtipos de receptor con diferente abundancia y localización en el cerebro. Con diferentes 

técnicas de inmunomarcación se determinó que los receptores localizados en sitios 

sinápticos están compuestos principalmente por subunidades con la combinación 1/3,  2/3, 

2 (Chang y col, 1996; Fisher y col, 1997). Además, ha sido descripto que los receptores 

compuestos por subunidad α2 están fuertemente expresados en zonas axonales, y aquellos 

que contienen la subunidad α1 están ubicados en la zona somadendritica de la sinapsis 
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(Lüscher y Keller, 2004). En referencia a la subunidad , se conoce que el subtipo 1 es el 

menos expresado, mientras que 2 y 3 están fuertemente expresados aunque 2 sería la 

más abundante y estaría extensamente distribuida (Sur y col, 2001). En cerebelo la 

subunidad 2 está asociada a conformaciones del receptor en zonas postsinápticas, 

mientras que las subunidad  se encontró casi exclusivamente en zonas extrasinápticas 

siendo abundante en dendritas y somas extrasinápticos, pero no se detectó expresión de 

esta subunidad en localizaciones sinápticas (Nusser, 1998). Ha sido reportado que los 

receptores que contienen la subunidad  producen una corriente inhibitoria tónica, ya que 

son sensibles a muy bajas concentraciones de GABA en el orden nanomolar y mantienen 

abierto el canal de Cl- más tiempo (Saxena y Macdonald, 1994). Por lo tanto, se postula 

que la inhibición tónica producida por los receptores extrasinápticos estaría mediada por 

RGABAA con la composición 4-6, ,   con distinta distribución (Brickley y col, 1999).  Se 

reportó que los receptores ubicados en sitios extrasinápticos son insensibles a BZD (Olsen 

y Sieghart, 2009) y que las subunidades 4 y 6 se ensamblan formando complejos con las 

subunidades , por lo tanto los receptores con la composición 4, 3  y 6, 3   se localizan 

exclusivamente en sitios extrasinápticos y median la inhibición tónica en cerebelo y 

tálamo (Nusser, 1998). La subunidad 5 del RGABAA pudo identificarse en zonas 

sinápticas y extrasinápticas, contribuyendo tanto a la inhibición fásica como tónica 

(Bruning y col, 2002; Caraiscos y col, 2004; Serwanski y col, 2006). Sin embargo, se 

considera que los receptores extrasinápticos compuestos por las subunidades  5 y   son los 

principales receptores que median las sinapsis inhibitorias tónicas (Jacob y col, 2008). 

Fig.4. 
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Figura 4- Composición de los RGABAA según su localización en la sinapsis: los RGABAA 

compuestos por las subunidades 1-3, 2 2 están localizados principalmente en sitios sinápticos,y 
median las inhibiciones rápidas o fásicas. Mientras que los compuestos por 4-6 3  se encuentran 
localizados extensamente en zonas extrasinápticas, y están involucrados en las inhibiciones lentas 
o tónicas. Fuente: Jacob y col. (2008)   

 

 

1.2- Tráfico  del RGABAA 

 

La síntesis, el ensamblaje y la posterior inserción de RGABAA sobre la membrana 

postsináptica es un proceso cuidadosamente regulado, en el cual intervienen numerosas  

proteínas de diversa naturaleza y función. Este proceso es altamente dinámico, involucra 

la exocitosis y endocitosis del receptor y este ciclo continuo es el que regula la fuerza de la 

inhibición neuronal (Vithrani y col, 2011). Comprende dos fases bien diferenciadas i) la 

exocitosis del receptor y su inserción en la membrana plasmática y ii)  la endocitosis del 

receptor desde la membrana hacia el interior celular y su degradación. 

 

 

 

1.2.1- Exocitosis del RGABAA 
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Los procesos de síntesis y el ensamblaje de las diferentes subunidades del receptor 

se producen dentro del retículo endoplasmático y a pesar de que existen numerosas 

combinaciones teóricas de subtipos de receptor que pueden ser sintetizados, solo un 

número limitado de receptores maduros puede expresarse en la membrana postsináptica. 

Combinaciones incorrectas del receptor que pueden estar formadas por homómeros o 

heterómeros conformados por dos subunidades son retenidas y luego degradadas por 

proteosomas (Kittler y col, 2002; Vithrani y col, 2011). Por lo tanto, en el retículo 

endoplasmático se produce un minucioso control del ensamblaje que involucra 

principalmente chaperonas y calnexina, que sufren un proceso de poliubiquitinación para 

después ser degradadas (Connolly y col, 1996). Existen proteínas capaces de inhibir este 

proceso denominadas protein like ubiquination (PLIC), en especial la PLIC-1 estaría 

asociada a estabilizar las conformaciones correctamente sintetizadas y ensambladas del 

receptor, por ejemplo las subunidades  y , aumentando el tiempo de vida media en el 

retículo endoplasmático así como facilitando la acumulación del RGABAA  en la sinapsis 

(Bedford y col, 2001; Vithrani y col, 2011). Luego de sufrir este proceso de selección 

altamente especifico, las subunidades correctamente sintetizadas y ensambladas pasan al 

complejo de Golgi donde se unen a un complejo de proteínas específicas asociadas con la 

subunidad  de los RGABAA llamadas GABARAP (GABA receptor-associated protein) 

con la capacidad de unirse a otras estructuras presentes en el citoesqueleto como los 

microtúbulos y a un factor muy importante en este proceso que es el NSF 

(Nethylmaleimide-sensitive factor). Dentro del Golgi se forma un complejo receptor-

GABARAP-NSF que facilita su posterior inserción en la membrana plasmática. Existen 

evidencias de que el complejo de proteínas GABARAP estaría fuertemente relacionado 

con la subunidad 2 , ya que estudios realizados en cultivos neuronales mostraron que una 

sobreexpresión de las GABARAP, producía un aumento de inhibición neuronal con 

isoformas del receptor que involucran la subunidad 2 (Leil y col, 2004). Además se 

publicó que las GABARAP estarían asociadas con la inserción de los RGABAA en la 

membrana plasmática y con el tiempo que estos se mantienen expuestos en la superficie 

(Mardsen y col, 2007). Conjuntamente suceden otras reacciones dentro del Golgi, como 

por ejemplo la unión de la subunidad  con NSF y BIG-2 (brefeldina inhibited GDP-GTP 

factor) que modula el tráfico del receptor, posteriormente la enzima GODZ (Golgi specific 

DHHC zinc finger domain protein) es una palmitoiltransferasa que regula la 

palmitoilación de las subunidades , siendo este un paso critico en la inserción del receptor 
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a la membrana plasmática. Finalmente el receptor interactúa con otras proteínas relevantes 

para su tráfico y correcta inserción en la superficie, estas son las PRIP (phospholipase C 

catalytically inactive), que modulan los RGABAA funcionales regulando su fosforilación. 

Se ha demostrado que la fosforilación es un proceso altamente dinámico que puede 

modular los RGABAA funcionales, siendo la subunidad  el sustrato para la PKC (protein 

kinasa C) y PKA (protein kinasa A) dependiente de AMP cicilico (Kittler, 2003). Las 

PRIP-1 regulan el tráfico  del receptor conjuntamente con las GABARAP, hay evidencias 

de que una de las funciones de las PRIP sería asegurarse que solo los receptores de 

conformación  , ,  sean correctamente insertados en la membrana. Además, se ha 

observado que las PRIP-1 se pueden unir al dominio intracelular del receptor sirviendo 

como una proteína adaptadora de una fosfatasa (PP-1) implicada en la modulación fosfo-

dependiente de la expresión de los RGABAA funcionales (Teruma y col, 2004). La 

defosforilación de los RGABAA es determinada por la PP-1 y esta fosfatasa es inactivada 

cuando se une a PRIP-1 (Yoshimura, 2001). Se reportó que otra isoforma de PRIP (PRIP-

2) también se puede unir a GABARAP y la PP-1, sugiriendo que el rol principal de las 

diferentes isoformas de PRIP seria  modular la expresión de RGABAA funcionales (Uji, 

2002) Fig.5. 
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Figura 5- Esquema de la síntesis, ensamblaje y posterior inserción del  RGABAA maduro en la 
membrana plasmática. Se muestra como las subunidades del RGABAA son sintetizadas y 
ensambladas en el retículo endoplásmico. Este es un proceso regulado cuidadosamente. Luego las 
diferentes subunidades del receptor pueden ser moduladas por ubiquitilacion y finalmente son 
degradación por los proteasomas. Las subunidades del  RGABAA ubiquitiladas pueden ser 
moduladas por las PLIC 1, las cuales facilitan la acumulación de los receptores en la sinapsis 
previniendo la degradación de los RGABAA ubiquitilados. Posteriormente salen del aparato de 
Golgi los receptores correctamente ensamblados, para luego ser expuestos en la membrana 
plasmática. Proteínas asociadas al RGABAA facilitan su salida del Golgi y su tráfico hasta la 
membrana. Entre las más importantes, se encuentran la GABARAP que puede asiciarse a la 
subunidad 2,  el NSF y la BIG-2 (localizados en el Golgi) que se asocian a la subunidad del 
receptor y regulan su tráfico.  Las subunidades  sufren el proceso de palmitoilación, por medio de 
una palmitoiltransferasa (GODZ), el cual es un factor determinante para la posterior inserción del 
receptor en la membrana plasmática. Otras protienas que están involucradas en la fosforilación del 
receptor son las PRIP y PKA, mientras que las PP-1 estan asociadas a la defosforilación, como se 
explica anteriormente. Fuente: Jacob y col. (2008). 
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1.2.2- Endocitosis del  RGABAA  .  

El mecanismo de internalización del GABA unido a RGABA A involucra una  

endocitosis clatrina-dependiente. Existe un grupo de receptores acumulados en sitios 

específicos de la membrana plasmática que son reconocidos y luego invaginados en una 

vesícula cubierta por clatrina. En este proceso intervienen otras moléculas que son 

importantes para la endocitosis del receptor, entre ellas la dinamina (componente del 

citoesqueleto) y el complejo proteico AP2 (clatrin-adaptor-protein), por lo tanto las 

interacciones entre estos componentes resulta finalmente en la formación de las vesículas 

formadas por clatrina y proteínas que recubren al receptor. Se conoce que los dominios 

intracelulares de las subunidades (1-3 y ) interaccionan con el complejo AP2, hay 

evidencias que las subunidades 2 poseen sitios señalizados por un motivo leucina-leucina 

que son reconocidos por la AP2 y son muy importantes para la endocitosis mediada por 

clatrina (Hass y Macdonald, 1999; Herring, 2003). Además, se pudo identificar un motivo 

atípico en AP2 que puede unirse a los dominios intracelulares de  la subunidad  del 

RGABAA, que contienen los principales sitios fosforilables por PKA y PKC (Kittler y col, 

2005). Se identifico un péptido de un motivo de AP2 que es capaz de unirse con alta 

afinidad a la subnidad 3 del RGABAA  solo cuando éste es defosforilado (Kittler y col, 

2005). En conjunto estos resultados sugieren que la fosforilación de las subunidades del 

RGABAA unidas a diferentes sitios de la AP2 podrian regular la estabilidad del receptor 

en la superficie, asi como la fuerza de la inhibición sináptica. Asimismo, estos resultados 

podrían describir el mecanismo por el cual el neurotransmisor y/o los factores de 

crecimiento regulan la actividad de las kinasas y fosfatasas, influenciando en la eficacia de 

la transmisión sináptica inhibitoria regulada por la fosforilación del RGABAA y su 

endocitosis. (Yan y col, 1997; Kittler y col, 2003; Cheng y col, 2006). 

Una vez internalizado el receptor, las vesículas pierden la cubierta de clatrina y se 

fusionan para formar un endosoma temprano, los receptores endocitados pueden seguir 

dos caminos, i) ser rápidamente reciclados ó ii)  ser degradados vía lisosomal. En este 

proceso está involucrada la proteína HAP-1 (Huntinting associated protein) la cual puede 

interactuar con subunidades  del RGABAA y promover su reciclo hacia la membrana al 

inhibir su degradación. Existen estudios realizados en ratas mostraron que una supresión 

selectiva hipotalámica de las HAP-1 estaban relacionadas con un disminución en el apetito 

de estos animales, tal vez inducidos por una menor densidad de RGABAAexpuestos en 

membrana (Sieghart, 2006). Otra proteína relacionada con el proceso de endocitosis es la 
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Gefirina. Existen numerosas  evidencias de que la gefirina interactúa con moléculas del 

citoesqueleto como la actina y tubulina, y de forma indirecta con proteínas motoras como 

la dineína (Ernst y col, 2005). Se ha localizado a la gefirina en neuronas de hipocampo y 

corticales, observándose una alta concentración de esta proteína en sitios postsinápticos 

(Vithrani y col, 2011). Estudios moleculares permitieron establecer la ubicación subcelular 

de la gefirina, sugiriendo que la gefirina puede anclar los RGABAA en la membrana 

plasmática, actuaría de manera directa anclando e inmovilizando los receptores por medio 

de un entrecruzamiento con tubulina y actina (Rudolph y Mohler, 2004), pero también 

podría actuar de manera indirecta uniéndose a otras proteínas motoras del citoesqueleto, 

como la dineína y microfilamentos (Ernst y col, 2005). En 2008, se demostró por primera 

vez en experimentos in vitro que la gefirina puede unirse directamente en los dominios 

intracelulares de la subunidad 2 del RGABAA, bajo estas mismas condiciones 

experimentales se observó una unión muy débil a las subunidades 3 y 2, sugiriendo que 

la subunidad   tendría un rol muy importante en la acumulación sináptica de los RGABAA 

por su habilidad para unirse directamente con gefirina (Tretter y col, 2008) Fig 6.  
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Figura 6- Mecanismo de endocitosis de RGABAA dependiente de clatrina. Los receptores se 
acumulan en estructuras especializadas de la membrana cubiertas de clatrina, las cuales se 
invaginan y luego forman las vesículas cubiertas de clatrina (CCV), este proceso es dependiente de 
dinamina. La proteina adaptadora de clatrina (AP2) es critica en este paso, ya que interviene en la 
unión de las proteínas de la membrana plasmática y la clatrina. Posteriormente las vesículas se 
fusionan con endosomas tempranos. Por lo tanto, los receptores internalizados sufren un reciclo 
rápido ó son el blanco para la degradación lisosomal. El proceso endocitico de los RGABAA esta 
regulado por las HAP-1.Fuente: Vithlani y col. (2011). 

 

1.3-Fosforilación del RGABAA 

 

   Las proteínas implicadas en el proceso de fosforilación son fundamentales para la 

señalización celular. La reacción de fosforilación comprende la transferencia de un grupo 

fosfato desde ATP a un residuo serina, treonina o tirosina catalizados por  proteínas 

kinasas, mientras que el proceso de defosforilación es catalizado por fosfatasas. Estudios 
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electrofisiológicos en cultivos neuronales, donde se activa el canal por aplicación de 

GABA sugieren que el RGABAA tiene una conformación activa y otra inactiva, las cuales 

estarían fosforilada y defosforilada respectivamente (Mehta y Ticku, 1999). La activación 

de las proteínas kinasas implicadas en la fosforilacion del RGABAA podrian generar un 

mecanismo de señalización intracelular que afectaria directamente el tráfico  y la función 

de estos receptores (Moss y Smart, 1996; Brandon y col. 2002; Kittler y Moss, 2003). Se 

conoce que el tiempo que permanece expresado el RGABAA en la membrana 

postsináptica depende de la fosforilación del receptor y de proteínas asociadas a éste 

(Kittler y Moss, 2003). La fosforilación del receptor también esta asociada a diversos 

procesos que alteran la conductancia o cinética del canal iónico, la farmacocinética del 

receptor a distintos fármacos, asi como el tráfico de éste hacia la membrana plasmática 

(Vithlani y Moss, 2009). Por ejemplo, se ha observado que la fosforilación del RGABAA 

en las subunidades  y 2 afectan la apertura del canal de Cl- alterando las corrientes 

iónicas y este efecto fue inducido por PKC, PKA y tirosina kinasa (Moss y col, 1995; 

Moss  y Smart, 1996; Brandon y col, 2000).  

Se ha observado una gran variedad de efectos inducidos por la PKC en el receptor 

GABAérgico provocadas por diferencias de temperatura, de sistema experimental, entre 

otros factores. Estudios in vitro mostraron que la PKC está relacionada con la expresión 

del receptor en membrana, y que las subunidades  y 2 en la forma no fosforilada eran 

encontradas junto con la AP2 (Conolly y col, 1999; Filippova y col, 2000). Sin embargo, 

los efectos más relevantes de la PKC estarían relacionados directamente con la 

fosforilación de la subunidad  e indirectamente con la subunidad 2 (Kittler y Moss, 

2003; Moss y col, 1995). Además, la PKC puede intervenir en la modulación positiva de 

neuroesteroides sobre el RGABAA (Brandon y col, 2002). Se mostró que la PKA puede 

fosforilar directamente al  RGABAA y modular su actividad (Ives y col, 2002; Brandon y 

col, 2003). Se conoce que la regulación de las sinapsis inhibitorias ocurre por un 

mecanismo de fosforilacion de los RGABAA mediado por PKA, que depende del tipo 

celular y de las subunidades que componen los receptores en la membrana postsináptica 

(Nusser y col, 1999). Se identificó que la fosforilacion selectiva de las subunidades 1 y 

3 del receptor por la PKA regulan de manera diferencial la función de los RGABAA 

(Brandon y col, 2003).  

La proteína kinasa dependiente de calcio–calmodulina (CAMK-II), es una quinasa 

que responde al aumento intracelular de Ca2+ (Soderling y col, 2002; Hudmon y  
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Schulman, 2002; FiNewman Keulsy Meyer, 2002). Se conoce que la fosforilacion de la 

CaMK II depende de la composicion de las subunidades del RGABAA, asi como su 

localización en sitios sinápticos o extrasinápticos (Houston y col, 2009). Estudios de 

inmunofluorescencia en cerebelo mostraron que las sinapsis inhibitorias podrían ser 

mediadas por los receptores con subunidades 2 ó 3. En el gyrus dentado la localización 

de las subunidades 2 seria preferentemente en sitios extrasinápticos, mientras que los 

receptores que contiene las subunidades 3 en zonas sinápticas (Herd y col, 2008). 

Estudios in vitro mostraron que la CaMK II puede fosforilar residuos de serina y de 

treonina de la subunidad 2, implicados en procesos neuronales (Houston y Smart, 2006). 

Por lo tanto, la fosforilación del RGABAA involucra la actividad de diversas 

proteínas kinasas que desencadenarían mecanismos intracelulares que afectan de una 

manera directa y rápida, tanto el  tráfico como la función de los receptores expuestos en la 

membrana plasmática, localizados en sitios sinápticos o extrasinápticos.  

 

1.4-  Concepto de estrés 

 

  La palabra estrés proviene del latin stringere que significa tensión, presión. En la 

década del ´30 Hans Selye fue uno de los primeros médicos fisiólogos en estudiar los 

efectos producidos por el estrés en pacientes internados. En los ´50 Selye publica sus 

primeros estudios y define al estrés en términos de respuesta: "El estrés es una respuesta 

no específica del organismo ante cualquier demanda que se le imponga", se refiere a la 

demanda como el estimulo estresor, y la respuesta que elabora el organismo puede ser 

psicológica o fisiológica (Selye, 1956). Actualmente, el estrés puede ser definido como un 

fenómeno complejo que comprende una respuesta especifica, que depende de un evento en 

particular, de la percepción del organismo de un estresor y de la habilidad para mantener 

la homeostasis (Goldstein, 2001). Por lo tanto, el concepto de estrés implica la respuesta 

comportamental o fisiológica ante cualquier estímulo, sea físico, psicológico, externo o 

interno, para mantener un estado de equilibrio del organismo consigo mismo y con el 

ambiente. Según esta respuesta se clasifica al estrés de dos formas: eustrés o distrés. El 

termino eustrés se usa para representar aquellos estímulos que producen una respuesta 

positiva o beneficiosa en el individuo, como por ejemplo el éxito laboral, o la alegría del 

nacimiento de un hijo, un trabajo agradable, etc. El individuo es motivado y puede 
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manifestarlo en su comportamiento, con mayor eficiencia y rendimiento en el trabajo, 

mayor iniciativa, mostrando bienestar y equilibrio psicoemocional derivado de 

experiencias agradables. Por otro lado, tenemos el distrés que hace referencia a un estado 

de angustia, pena o aflicción, que es desencadenado por estímulos desagradables que 

provoca un desequilibrio fisiológico y psicológico del individuo, que incluye cambios en 

los estados de ánimo, disminución de la actividad del individuo, aparición de 

enfermedades psicosomáticas o envejecimiento acelerado, entre otros (Lazarus y Folkman, 

1984). La psicología define al estrés como un proceso adaptativo, que es imprescindible 

para la supervivencia de los seres humanos, y considera que el estrés no es una emoción 

sino un generador de emociones (Bensabat, 1987). Entonces, en términos psicológicos el 

estrés es una relación entre la persona y su ambiente, donde el individuo percibe una 

amenaza potencial o real y elabora una respuesta para enfrentarse a ellas según sus propios 

recursos para tratar de mantener su bienestar (Lazarus y Folkman, 1984). Por lo tanto, la 

valoración del estrés como positivo o negativo va a depender de cada individuo y de sus 

estrategias para mantener el equilibrio del organismo. Sin embargo, sabemos que el 

ambiente está en constante cambio y que los individuos deben tener una reinterpretación 

del nuevo contexto para elaborar una respuesta y manifestar un comportamiento (Olga y 

Terry, 1997). Sterling y Eyer proponen usar la palabra “Alostasis” para referirse a aquellos 

procesos activos donde el organismo interacciona con su ambiente y produce cambios 

fisiológicos notables para mantener la homeostasis. Sin embargo, si el estresor persiste los 

disturbios generados a nivel fisiológico o psicológico pueden tener una respuesta más 

drástica generando diversas patologías (Sterling y Eyer ,1988). De acuerdo a esto se 

introdujo otro término como es la “carga alostática”, que se refiere a cambios 

psicológicos, fisiológicos o comportamentales originados por un estresor y la respuesta 

(adaptativa o ineficiente) del organismo (McEwen, 1998). Debido a que cada individuo 

posee diferentes estrategias de afrontamiento frente a un estresor, Charney introduce el 

término “resilencia” y hace referencia a la capacidad de recuperación del organismo a 

nivel psicológico y fisiológico después de un evento estresante, y su relación con el 

desarrollo y tratamiento de psicopatologías (Charney, 2004). Las estrategias de 

afrontamiento depende de cada individuo, su predisposición genética, su historia de vida, 

su temperamento, cuidados maternos, y otros factores que a su vez disparan una respuesta 

neuroendócrina y comportamental con variaciones individuales (Mormède y col, 2000). 
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Por lo tanto, segun los conceptos anteriormente expuestos podemos expresar que el 

estrés involucra tres componentes el psíquico, el social y el biológico. Un estresor es 

capaz de desencadenar una serie de eventos muy complejos a nivel psicológico, fisiológico 

y comportamental con el fin de elaborar una respuesta adaptativa y mantener el equilibrio 

del organismo. Los individuos perciben de diferente manera las situaciones estresantes, 

usan habilidades y recursos particulares a fin de controlar esas situaciones potencialmente 

estresantes. 

 

 
1.4.1- El estrés en relación al sistema nervioso 

 

Cuando un animal es enfrentado a un estimulo estresante (ya sea una exposición 

aguda o crónica) se elaboran diversas respuestas adaptativas que involucran cambios a 

nivel sináptico, desde la liberación de neurotransmisores hasta las modificando en las 

conexiones neuronales. Un evento estresante induce la activación del sistema 

neuroendócrino y autónomo de forma coordinada, que reacciona frente al estimulo de 

manera específica, con el fin de mantener la homeostasis del organismo, aumentar el 

optimo funcionamiento y asegurar la supervivencia del mismo (McEwen, 2008). 

Numerosas  evidencias indican que un estrés agudo involucra la activación del eje 

hipotálamo-hipófiso-adrenal y del sistema noradrenérgico, junto con la participación de  

neurotransmisores y numerosas redes neuronales. Si bien el cerebro es el principal órgano 

encargado de evaluar un estimulo estresor y elaborar diferentes respuestas psicológicas, 

fisiológicas y comportamentales con el fin de mantener la homeostasis, cuando se produce 

una demanda excesiva el organismo falla en producir una respuesta adaptativa y se genera 

un daño (McEwen, 2008). Este autor asevera que “el estrés comienza en el cerebro y 

afecta al cerebro, como al resto del organismo”. La respuesta efectora está mediada por la 

activación de vías neuronales en el SNC, tanto de estructuras límbicas como corticales, las 

cuales son las encargadas de evaluar emocional y cognitivamente al estrés modulando los 

mecanismos efectores (Millan, 2003).  

Cuando el organismo reacciona ante un estresor se activa el sistema nervioso 

autónomo, se produce un aumento en la liberación de ACTH (hormona 
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adrenocorticotrófica) estimulándose el sistema neuroendócrino, liberando catecolaminas 

(noradrenalina y adrenalina) y cortisol siendo consideradas las principales hormonas del 

estrés. Asimismo, se conoce que los glucorticoides, a nivel periférico, son capaces de 

alterar los niveles de glucosa plasmática, mientras que la noradrenalina y adrenalina 

estarían implicadas en las alteraciones observadas en la presión y frecuencia cardiaca 

(Ganong y col, 2010). El cuerpo responde a un evento estresante liberando hormonas, en 

general se observa un aumento en la liberación de noradrenalina y adrenalina que 

producen cambios fisiológicos como un aumento del ritmo cardiaco y de la presión 

arterial, así como alteraciones gastrointestinales e inmunológicas (McEwen y col, 1995). 

Asimismo, la noradrenalina y adrenalina estimulan el sitema nervioso y ejercen efectos 

metabólicos que incluyen glucogenólisis hepática y muscular, movilización de ácidos 

grasos, y estimulación de la tasa metabólica. Tanto la noradrenalina, como la adrenalina 

aumentan la fuerza y frecuencia cardíaca. La noradrenalina produce vasoconstricción en 

casi todos los órganos, mientras que la adrenalina provoca vasodialtacion de los vasos de 

sanguíneos del musculo esquelético y en el hígado, aumentan el estado de vigilia, 

provocando ansiedad y temor (Ganong y col, 2010). A nivel central, se conoce que el 

estrés activa el locus coeruleus lo que produce un aumento de liberación de noradrenalina. 

El locus coeruleus puede ser activado por estresores intrínsecos, como hipoglucemia, 

disminución del volumen y la presión sanguínea, alteración en la termorregulación 

corporal, y por estresores extrínsecos como amenazas o factores ambientales (Charney, 

1999). El estres agudo puede activar el locus coeruleus y el eje hipotálamo-hipofisario-

adrenal, facilitando la elaboración de la respuesta al estresor que comienza en amígdala. 

Luego la amígdala inhibe la corteza prefrontal y estimula la secreción de CRH (hormona 

liberadora de corticotrofina), resultando en un incremento en la actividad del locus 

coeruleus y el eje hipotálamo hipofisario. Por lo tanto, la retroalimentación entre corteza 

prefrontal, amígdala, hipotálamo y sistema noradrenérgico constituyen los elementos 

principales para elaborar una respuesta al estresor (Gold y col, 2002). Un estrés agudo 

afecta los niveles de cortisol, noradrenalina y adrenalina actuando a nivel de SNC, los 

glucocorticoides pueden aumentar la actividad en amígdala y en hipocampo, mediante el 

aumento de la liberación de CRH (Makino y col, 1994), mientras que la adrenalina 

estimula aferencias vagales produciendo un aumento de noradrenalina a nivel central por 

un incremento de actividad en amígdala y estos eventos estarían relacionados con la 

formación de memoria emocional  (Mc Gaugh y col, 2002). 
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Los términos “alostasis” y “ carga alostática” se refieren a cambios fisiológicos del 

organismo, y también a cambios comportamentales (Fig 7). Ha sido reportado que los 

individuos que sufren estrés crónico tienen alteraciones en el comportamiento como por 

ejemplo, interrupción del sueño, disminución de la ingesta de alimentos, aumento del 

consumo de alcohol, disminución de interacción social etc. Por otro lado, se conoce que 

los glucocorticoides y las catecolaminas son los principales mediadores químicos que se 

alteran frente a un evento estresante. Sin embargo, el sistema nervioso parasimpático 

también es activado para regular estas respuestas fisiológicas (Thayer y Lane, 2000). Se ha 

descripto que el incremento en la liberación de hormonas ayuda a elaborar una respuesta 

eficiente, pero no existe una relación lineal entre la liberación de los mediadores químicos 

y las fuentes de estrés que la producen, ya que para elaborar una respuesta compensatoria 

se activan numerosas vías neuronales que involucran la actividad de mediadores químicos 

excitatorios e inhibitorios. Asimismo, se reportó que una sobrecarga alostática produce la 

disminución del sistema parasimpático, provocando un aumento del cortisol, insulina y 

glucosa plasmáticas, que pueden causar deprivación del sueño y aumento de ingesta de 

alimentos calóricos (Dallman y col, 2003; McEwen, 2006).  El cortisol es el encargado de 

regular la energía del organismo, existen reportes donde se relaciona al cortisol con un 

estrés sicológico, y el incremento de esta hormona produce un aumento del estado de 

alerta y vigilancia, promueve la formación de la memoria, así como puede afectar de 

manera negativa otros sistemas, como el reproductor y el inmunológico (Gold y col, 

2002). Además, se produce la activación del sistema parasimpático e inmunológico que 

interactúan con las hormonas del estrés para regular la respuesta fisiológica. Se ha 

reportado que los glucocorticoides y la activación del sistema parasimpáticos inhiben la 

producción de citoquinas pro-inflamatorias mientras que las catecolaminas las 

incrementan (Sapolsky y col, 2000; Thayer y Lane 2000).  

A nivel de SNC ocurren importantes cambios en áreas como hipocampo, corteza 

prefrontal y amígdala que pueden involucrar un recambio de neuronas o la remodelación 

de dendritas (McEwen, 1999). El estrés produce remodelaciones neuronales promoviendo 

el aprendizaje y la memoria de eventos específicos. El  hipocampo es una región muy 

sensible a estos cambios y tiene un rol muy importante en los procesos cognitivos, cuando 

se produce un estrés agudo se puede observar un aumento en las ramificaciones que 

conectan la corteza entorrinal, el girus dentado y la región CA3, resultando en un 

incremento de la amplificación de las redes neuronales implicadas en procesos 
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excitatorios, y en menor proporción en las redes de sinapsis inhibitorias (McEwen, 1999). 

También se reportaron cambios estructurales de las neuronas en gyrus dentado, donde se 

observaron reemplazo de astrocitos por neuronas granulares (Seri y col, 2001). Existen 

diversas hormonas y neuroquímicos involucrados en la neurogenesis y supervivencia 

neuronal en esta area, que incluye estradiol, IGF-1 (insuline growth factor- 1), y 

glucocorticoides (Kempermann y Gage, 1999; McEwen, 2010) asi como también el 

ejercicio físico (van Pragan y col, 1999). Otro de los cambios estructurales y funcionales 

identificados en cerebro en respuesta a un evento estresante, es la plasticidad neuronal 

(McEwen, 2010). Estudios moleculares y de inmunomarcacion realizados en animales con 

estrés agudo mostraron que hubo un incremento de espinas dendriticas sin cambios en el 

largo neuronal en Amígdala, (Mitra y col, 2005) mientras un estrés crónico causa un 

aumento del largo y de la densidad de espinas (Vyas y col, 2002). Bajo repetidas sesiones 

de inmovilización los animales presentaron un acortamiento de estas neuronas en corteza 

prefrontal, como una respuesta adaptativa (Vyas y col, 2002; Mc Ewen, 2010). Por lo 

tanto, cambios estructurales en diferentes regiones cerebrales son consideradas como un 

mecanismo de adaptación que incrementan la plasticidad neuronal y protegen al cerebro 

de los efectos deletéreos inducidos por el estrés (Mc Ewen, 2010). Se ha reportado que el 

estrés agudo produce cambios epigeneticos reversibles, detectados como una rápida 

disminución de histonas que componen la heterocromatina facultativa, y al mismo tiempo 

un incremento en histonas que conforman la heterocromatina constitutiva que se 

mantienen alrededor de 24 horas (Hunter y col, 2009). Es decir, que el estrés produciría 

cambios detectados a nivel genómico generando cambios estructurales de corta duración. 

Ha sido reportado que experiencias estresantes en edad temprana pueden ocasionar efectos 

en la capacidad de respuesta a fururos estresores, dependiendo de la regulación 

neuroendócrina, autonómica y metabólica afectando el comportamiento en la edad adulta 

(Anda y col, 2010). 

Por lo tanto, un estresor induce cambios fisiológicos que son mediados por eje 

hipotálamo-hipofiso-adrenal con la consecuente liberación de hormonas que ocasionan 

cambios a nivel de SNC. En cerebro se producen cambios en la estructura y función de las 

neuronas que dependen de hormonas, factores neurotróficos y neurotransmisores que 

activan mecanismos de señalización intra y extracelulares.  
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 Figura 7- Rol central del cerebro en respuesta a un estresor. En este esquema se puede observar 
como el cerebro percibe el evento de estrés, luego elabora una respuesta comportamental, 
influenciada por las experiencias individuales de cada organismo.  La alostasis y la carga 
alostatica, intervienen regulando la respuesta. Fuente: McEwen, 2007. 

 

 

1.4.2 -Estrés agudo y RGABAA 

El estrés induce una respuesta fisiológica mediadad por el eje hipotálamo-hipofiso-

adrenal y el GABA tiene un importante rol en la regulación de este eje. Se mostró que las 

neuronas implicadas en la liberación de CRH (Corticotropin-releasing hormone), reciben 

una fuerte inervación GABAérgica (Decave y van den Pol; 1990,1992; Herman y col, 

2004; Cullinam y col, 2008). Los RGABAA con diferentes composición de subunidades 

han sido identificados en zonas del núcleo paraventricular (PVN), que proyecta eferencias 

al eje hipotálamo-hipófiso-adrenal (Fritschy y Mohler, 1995). Se reportó que eventos de 

estrés producen cambios en la composición de subunidades del RGABAA que son región 

espeficificos. En PVN se identificó una disminución en las subunidades 1 y 2, sin 

cambios en las subunidades 1 , 3, 1 ó 3 (Verkuyl y col, 2004). Mientras que en 

hipocampo se observó un aumento de 1 y 2 (Cullinam y Wolfe, 2000), y una 

disminución de la expresión de 2 (Maguire y Mody, 2007). Ha sido reportado que el 

estrés produce cambios significativos en las inhibiciones mediadas por el sistema 

GABAérgico, observándose que las alteraciones de los niveles hormonales y de 
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neuroestaeroides provocarían cambios en  la expresión y composición del RGABAA 

(Mody y Maguire, 2012).  

Estudios de radioligando mostraron que un estrés agudo genera cambios rápidos y 

significativos en la densidad de los RGABAA expuestos en membrana. Se  encontraron 

discrepancias entre los reportes debidos a diferencias de protocolos experimentales, así 

como el paradigma de estrés usado en cada caso. Estudios tempranos en roedores 

sometidos a natación forzada y aislamiento mostraron que no había cambios significativos 

en la densidad de receptores sensibles a flunitrazepam (Braedstrup y col, 1979, Park y col, 

1993). Sin embargo, una descarga eléctrica en la pata indujo un aumento en la densidad de 

receptores sensibles a flunitrazepam en regiones corticales de cerebro anterior (Braedstrup 

y col, 1979). Además, se conoce que estos cambios son específicos de una región cerebral, 

experimentos en ratas mostraron que un estrés por natación puede ocasionar aumentos en 

la densidad de RGABAA sensibles a flunitrazepam en corteza (Soubrie y col, 1980; Rago 

y col, 1989, Motohashi y col, 1993) sin observarse cambios significativos en hipocampo o 

cerebelo (Motohashi y col, 1993). Estudios realizados en nuestro laboratorio mostraron un 

incremento consistente en la densidad del RGABAA flunitrazepam sensibles de 

sinaptosomas provenientes de cerebro anterior de pollos empleando diferentes paradigmas 

de estrés.  Se registraron aumentos en estos sitios del RGABAA en respuesta al estrés que 

acompaña un esquema de evitación pasiva de una sola prueba (Martijena y col, 1986), a un 

esquema de impronta (Salvatierra y col, 1994), a un esquema de discriminación de 

alimento (Salvatierra y col, 1997), y luego de una exposición a un ambiente nuevo 

(novelty) (Salvatierra y Arce, 2001) y por inmersión parcial en agua  (Cid y col, 2008).  De 

acuerdo a estos resultados se propuso que el reclutamiento rapido del RGABAA después 

de un evento de estrés agudo podría involucrar mecanismos de tráfico del receptor, sin 

implicar la biosíntesis o la degradación. Se observó que  el reclutamiento del receptor por 

estrés fue anulado por la presencia de colchicina y fosfatasa alcalina en el lumen 

sinaptosomal y el agregado in vitro de citocalasinas incrementó la densidad del receptor 

tanto en aves estresadas como no estresadas, lo cual sugiere que la depolimerización de 

microfilamentos debido a citocalasinas podría inducir la fusión a membrana postsináptica 

de un tercer “pool” de RGABAA, localizado en citoplasma bajo una forma vesiculada 

(Benavidez y Arce, 2002). 
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1.4.3- Sistema noradrenérgico en relación al estrés 

 

El sistema noradrenérgico es uno de los principales circuitos nerviosos que actúan 

de manera sincronizada con las hormonas liberadas por el eje hipotálamo-hipofisario-

adrenal en respuesta a un estresor agudo (Morilak y col, 2005). La noradrenalina (NA) 

liberada puede causar diversos efectos en el cerebro según la activación de diferentes 

subtipos de receptores noradrenérgicos. Usando técnicas moleculares pudieron clasificarse 

9 subtipos de receptores adrenérgicos (α1 A, B, D, α2 A, B, C,  y β1, 2,3), los cuales poseen 7 

dominios transmembrana y están acoplados a proteína G, además cada subtipo de receptor 

tiene características farmacológicas propias (Gibbs y Summers, 2000). Estos receptores 

están ampliamente distribuidos en el sistema nervioso y tienen múltiples roles fisiológicos, 

estando implicados en la respuesta cardiovascular, las aferencias sensoriales, la regulación 

de la temperatura corporal, entre otras (Morilak y col, 1987). Hay numerosas  evidencias 

que indican que se produce una fuerte liberación de noradrenalina seguida a un evento 

estresante (Morilak y col, 1987; Page y col, 1992). Experimentos realizados en ratas 

inmovilizadas mostraron un aumento fásico de la liberación de NA entre los 5-30 minutos, 

seguidos por una fase de recuperación y observándose la misma tendencia para la hormona 

ACTH (Morilak y col, 2005). En pollos sometidos a un Campo Abierto se observó que el 

CRH aumenta la corticosterona plasmática, mientras que la noradrenalina la disminuye 

(Zhang y col, 2003). 

La NA en cerebro anterior de pollos y en mamíferos se encuentra en las terminales 

nerviosas de los cuerpos celulares localizados en locus coeruleus y su liberación esta 

relacionada con eventos de arousal, atención y estrés (Berridge y Waterhouse, 2003). En 

ratas se observó que un estrés agudo puede inducir una disminución en la actividad 

exploratoria en un laberinto en cruz elevado (Cechi y col, 2003). Experimentos de 

microdiálisis mostraron que un estrés agudo activa la liberación de NA en varias regiones 

del cerebro de ratas y que esta liberación induce una serie de respuestas comportamentales 

similares a la ansiedad, como una exploración reducida en un laberinto en cruz (Mosaavi, 

2007). Faure y col. (1983) describieron que pollos sometidos a un Campo Abierto tienen 

una inhibición de patrones comportamentales inducidos por el miedo a la misma prueba, 

caracterizado por una etapa de congelamiento, corrida de pánico, y posteriormente vuelos 

cortos como intento de escape.  Estudios farmacológicos realizados en pollos mostraron 

que una inyección intracerebroventricular de NA y la exposición a un Campo Abierto 
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produce efectos dosis dependiente, observándose una disminución de la actividad 

locomotora y las vocalizaciones de distres, así como la inducción de un comportamiento 

similar al sueño (sleep-like behavior) (sentado con los ojos cerrados) a altas dosis de NA 

(Zhang y col, 2003).  

Ha sido reportado que la formación de la memoria se relaciona con un subtipo 

específico de receptor noradrenérgico. Experimentos en pollos recién nacidos mostraron 

que la NA promueve la memoria a largo plazo, cuando se estimulan los receptores β2, 3  se 

observa la consolidación de la memoria, mientras que cuando actúan los α1 habría una 

inhibición de la memoria usando una prueba de evitación pasiva (Gibbs y Summers, 

2000).  Asimismo se conoce que la NA liberada centralmente puede unirse a receptores 

α2- y β-adrenergicos produciendo diversos efectos fisiológicos y comportamentales (Gibbs 

y col, 2010). Se reportó que bajas dosis de NA promueven la memoria vía β-adrenérgica, 

mientras que altas dosis producen un desmejoramiento de la formación de la memoria 

actuando la vía α2- adrenérgica en pollos neonatos (Gibbs, 2003). Por lo tanto, la 

activación de diferentes tipos de receptores adrenérgicos conlleva a tener diferentes clases 

de efectos en la misma célula o en el mismo sistema estudiado y hasta se pueden observar 

efectos opuestos.  

Por otro lado, se conoce que la yohimbina es un antagonista α2- adrenérgico que 

administrada de forma sistémica puede producir efectos a nivel central y bloquear cambios 

fisiológicos o comportamentales inducidos por la noradrenalina. Con respecto al 

comportamiento en pollos se conoce que la yohimbina bloquea la estimulación del apetito 

en pollos inducida por NA (Tachibana y col, 2009). Además, se conoce que  promueve la 

consolidación de la memoria según la región y el subtipo de receptor α2- adrenérgico que 

se active (Gibbs y col, 2010). Ha sido reportado que la administración sistémica de 

yohimbina en ratas puede provocar cambios fisiológicos, como por ejemplo aumentar los 

niveles de corticosterona y ACTH plasmáticos. Además, puede atenuar los efectos 

inducidos por diazepam (Stràc y col, 2012). Por otro lado, el propranolol es un antagonista 

β-adrenérgico no selectivo, que posee la capacidad de unirse con igual afinidad a los 

receptores β1, como a los β2. Ha sido reportado que puede pasar la barrera hemato-

encefalica con facilidad (Brunton y Parker; 2006). El propranolol actua centralmente y se 

ha descipto que es capaz de disminuir el miedo y la ansiedad. Se observó que el 

propranolol puede reducir la ansiedad en ratas expuestas a un Campo Abierto, de una 

forma dosis dependiente (Angrini y col, 1998) asi como reducir el miedo en un contexto 
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condicionado (Davis y col, 1979). Estudios en memoria y aprendizaje mostraron que los 

receptores β-adrenérgicos son un importante sustrato neuronal para la consolidación de la 

memoria (McGaugh, 2004). Experimentos en ratas mostraron que si se bloquea la via β-

adrenérgica en amigadala se inhibe la consolidación de la memoria y la reconsolidación 

(Debiec y Ledoux, 2004; Roozendaal y col, 2008), mientras que un agonista β-adrenérgico 

puede aumentar la consolidación de manera dosis dependiente (Roozendaal y col, 2006, 

2008). Además, se reportó que inyecciones sistémicas de propranolol produjo una 

disminución significativa de los disparos espontáneos en neuronas prelimbicas 

(Rodriguez-Romanguera y col, 2009). En pollos neonatos la administración 

intracereventruclar de NA y la administración sistémica de propranolol mostraron que 

según las dosis de NA, pueden activarse los receptores β2- ó β3-adrenergicos y ambos 

estarian implicados en la consolidación de la memoria (Gibbs, 2000). Por lo tanto, la 

noradrenalina actuaria activando diferentes subpoblaciones de receptores, lo cual 

originaria diferentes respuestas según la via activada. 

 Se conoce que el sistema GABAérgico y noradrenérgico trabajan de manera 

coordinada para regular la excitabilidad neuronal producida por un evento estresante. 

Existen evidencias que bajas dosis de noradrenalina suprimen los potenciales inhibitorios 

espontáneos y miniatura por activación de receptores α2- adrenérgicos, mientras que sólo 

suprimen los potenciales inhibitorios miniatura si se activan los β-adrenoreceptores, lo que 

sugiere que la inhibición del RGABAA es modulada por el sistema noradrenérgico 

dependiendo de la concentración de noradrenalina y de los subtipos de receptores 

noradrenérgicos activados (Nai y col, 2009). También se observó que los RGABAA 

podrían aumentar la activación de ambos subtipos de adrenoreceptores y de esta forma la 

fuerza de la inhibición neuronal estaría dada por una modulación dinámica entre el sistema 

noradrenérgico y los RGABAA (Ciranna y col, 2004). 

 

 

1.4.5 - Insulina central y estrés  

 

La presencia de receptores de insulina en el cerebro sugiere que este órgano es 

blanco para insulina. La acción central de insulina es la regulación de la homeostasis de la 

glucosa, la energía corporal y la ingesta de alimentos. Ha sido descripto la insulina actua 
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uniéndose a sus receptores IR (insuline receptor), los cuales se encuentran ampliamente 

distribuidos en el cerebro. Por lo tanto, la insulina puede ejercer funciones 

neuroreguladoras, neuromoduladoras y neurotróficas (Gerozissis, 2004). La insulina 

central está relacionada con procesos cognitivos, así como mecanismos que involucran la 

plasticidad sináptica y la supervivencia neuronal (Recio-Pinto, 1986; Kremerskothen y 

col, 2002). Se propuso que la insulina central podría estimular la síntesis de proteínas 

neuronales, produciendo un incremento en el crecimiento neuronal, regeneración de fibras 

de mielina y también estaría involucrado en los procesos de desarrollo neuronal 

(Schulingkamp y col, 2000; Dickson y col, 2003; Sugimoto y col, 2003).  

Las acciones centrales de insulina-IR pueden regular el comportamiento y las 

funciones cognitivas en animales (Zhao y Alkon, 2001). Ensayos en ratas mostraron que la 

insulina central puede regular la ingesta de alimentos, asi como el peso corporal, el 

metabolismo y la reproducción (Zhao y Alkon, 2001). Se reportó que la insulina en SNC 

estaría asociada con procesos cognitivos y con la edad. En cerebro de pacientes con 

Alzheimer, se vio que había una menor concentración de insulina central, asi como menor 

densidad en los IR, comparado con pacientes de mediana edad, lo que sugiere que una 

disminución de insulina-IR esta asociada a desmejoramiento de la memoria. (Craft y col, 

1998). Se ha reportado que la administración de insulina promueve el aprendizaje y la 

formación de la memoria en ratas (Freude y col, 2005; Benedict y col, 2004). Se conoce 

que diversos paradigmas de estrés pueden aumentar las concentraciones de glucosa e 

insulina plasmáticas. En ratas se observó un incremento de glucosa e insulina plasmáticas 

después de una inmersión parcial en agua (Boer y col, 1999), mientras que ruidos agudos 

provocaron una disminución de ambas (Armario y col, 1984). Tambien se publicó que un 

estrés por inmovilización puede producir un aumento de insulina, que retorna a valores 

basales rápidamente (Yamada y col, 1993). Recientemente se publicó que un estrés agudo 

eleva las concentraciones de insulina y glucosa plasmática, mientras que un estrés crónico 

no produjo cambios en las mismas (Rostamkhani y col, 2012). Ha sido publicado que 

microinyecciones de insulina en hipocampo a bajas dosis no tienen efecto en el déficit de 

memoria producido por el estrés, mientras que altas dosis de insulina protegen al animal 

del efecto deletéreo producido por un evento estresante, sugiriendo que la insulina juega 

un rol neuroprotectivo frente al estrés (Moosavi, 2007). 

La insulina central puede activar diversos mecanismos de señalización intracelular, 

que involucra PI-3Kinasa-fosfositido dependiente, asi como la proteina quinasa B-Akt 



“Mecanismos intracelulares y extracelulares que regulan el reclutamiento del Receptor GABAA”       
 

 28

(Bevan y col, 2001). Se conoce que la insulina estaría involucrada en la translocacion 

rápida del RGABAA y su posterior inserción en la membrana postsináptica, mediante el 

incremento de la fosforilación de residuos tirosina en la subunidad β2 del receptor y este 

mecanismo seria regulado por la PI3-kinasa (Fosfoinositol 3-kinasa) y la Akt (serin-

treonin-kinasa) (Wang y col, 2003; Xu y col, 2006). Este modelo también involucra la 

formación de un complejo ternario Akt-PRIP-subunidad β2 del RGABAA que en conjunto 

actuarían para aumentar la inserción del RGABAA en la membrana plasmática estimulados 

por la unión de la insulina a su receptor. Este proceso seria fuertemente influenciado por la 

presencia de PRIP, ya que en ausencia de esta proteína no se observaron cambios en la 

fosforilación del receptor, así como no hubo un aumento del número de RGABAA 

expuestos en la membrana (Fujii y col, 2010).  Se conoce que la insulina podría aumentar 

la internalización de los RGABAA produciendo alteraciones de la inhibición neuronal y 

promoviendo la plasticidad sináptica (Zhao y col, 2004). Un posible mecanismo de 

neuroprotección podría involucrar la fosforilación de la PI3K/Akt por el IGF-1 y de esta 

manera inactivar el mecanismo de caspasas que producen muerte neuronal (Leninger y 

col, 2004). Existen evidencias que la insulina aumenta el número de RGABAA expuestos 

en la membrana plasmática, y este efecto podría estar mediado por la fosforilación de la 

PI3K (una kinasa involucrada en ambos sistemas) (Vetiska y col, 2007; Wan y col, 1999). 

Ha sido reportado que la insulina ejerce un efecto rápido sobre los RGABAA que 

potencian las sinapsis inhibitorias. Se observó que el efecto de  insulina dependería de las 

concentraciones de GABA en el espacio sináptico y de las subunidades que conforman el 

RGABAA (Williams, 2008).  
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Figura 8. Representación esquemática del aumento del RGABAA inducido por la unión de 
Insulina a su receptor.  A) La insulina estimula la activación de la PI-3K, consecuentemente se 
produce la fosforilación de la Akt y la formación del complejo Akt-PRIP - subunidad β2 del 
RGABAA, lo cual facilita la inserción del receptor en la membrana postsináptica. B) La ausencia 
de PRIP produjo una falla en la unión de la Akt con la subunidad β2 del RGABAA, por lo tanto no 
se expuso el receptor en le membrana. Fuente: Fujii y col, 2010.  

 

 

 

1.5- Localización de RGABAA y receptores noradrenérgicos en Sistema Nervioso 
Central. 

 

Basados en estudios de inmunomarcación, inmunoprecipitación y con el avance de 

técnicas de biología molecular, como estudios en ratones (knockout) deficientes en una 

proteína o ensayos de recombinantes del RGABAA se pudieron estudiar las diferentes 

combinaciones del receptor y su distribución en cerebro de mamíferos y aves. Se pudo 

identificar que la subunidad 2 es la más expresada en muchas regiones cerebrales, 

constituyendo aproximadamente un 80% de los RGABAA, mientras que las subunidades 
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1 y 3 tienen un patrón de expresión mucho más reducido (Within y col, 2000; Ernst y 

col, 2005). Asimismo se conoce que la subunidad 1 tiene un fuerte y extenso patrón de 

expresión altamente conservado en cerebro de rata y de aves (Pirker y col, 2000; Aller y 

col, 2003). Estudios de inmunohistoquímica revelaron que en neocorteza se encuentra 

expresada extensa e intensamente la subunidad 1, mientras que las subunidades  2-3 se 

localizan en forma más discreta. Sin embargo, en hipocampo se vio que las subunidades 2 

y 5 son más abundantes que las otras isoformas, observándose cambios en la intensidad de 

expresión en estados perinatales y adultos (Yu y col, 2006).  Estudios de 

inmunohistoquímica realizados en cerebro de pollo describen que la subunidad α1 está más 

expresada en zonas del telencéfalo, tálamo y cerebelo, mientras que la presencia de la 

subunidad γ2 es más fuertemente expresada en tectum óptico y parte posterior del cerebro. 

Además, se informó que el patrón de expresión para la subunidad 1 varía según las 

diferentes áreas analizadas, por ejemplo en Nidopallium (N) se pudo observar esta 

subunidad en el soma neuronal y en dendritas con una intensidad de expresión moderada, 

mientras que en Medial Striatum (MSt) la subunidad 1 mostró una tinción muy intensa 

pero difusa donde no se puede reconocer el soma de cada célula. Por otro lado, la 

subunidad 2 mostró un patrón similar, pero con diferente intensidad de marca en estas 

áreas (Aller y col, 2003). Conjuntamente se reportó que en N y en MSt habría una 

importante concordancia entre la alta intensidad de expresión de los sitios de unión a BZD 

y de la subunidad 1 (Aller y col, 2003). Estas estructuras telencefálicas como N y MSt 

expresan de forma específica y diferencial las distintas subunidades del RGABAA 

mostrando que los sitios de unión a BZD serian muy abundantes en cerebro de aves. En 

referencia a la subunidad, se reportó que el subtipo 1 es el menos expresado, mientras 

que el 2  tiene una distribución extensa y abundante, y la 3 estaría confinada a ciertas 

áreas con fuerte intensidad de marca (Olsen y Sieghart, 2008). También ha sido descripto 

que la subunidad  del RGABAA  se encontraría más densamente expresada en estadios 

perinatales que en cerebros adultos (Zhang y col, 1991). Estudios de inmunoprecipitación 

sugieren que la subunidad  se expresaría en una sola isoforma por receptor y solo se 

encontraría en RGABAA funcionales (Withing y col, 2000).  

Además, ha sido descripto que las neuronas GABAérgicas colocalizan con 

neuronas noradrenérgicas. Se observó la distribución de los distintos tipos de 2-

adrenoreceptores en cerebro de pollos, mostrando que habría una distribución homogénea 

de estos receptores en estructuras telencefálicas, sin embrago en cerebelo y tectum óptico 
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habría un predominio de la subunidad 2C  y en bulbo la 2A (Diez-Alarcia y col, 2009). 

También se reportó que en diferentes zonas hipotalámicas se localizarían 2-

adrenoreceptores en axones de neuronas GABAérgicas, y en conjunto con datos 

electrofisiológicos mostrarían la modulación noradrenérgica sobre la transmisión 

GABAérgica en condiciones fisiológicas como de estrés agudo (Bali y col, 2005; Shin y 

col, 2007). 
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2- HIPÓTESIS 

  

1) Los cambios fisiológicos, bioquímicos y farmacológicos observados en 

pollos después de un evento estresante podrían deberse a :  

 a)  la noradrenalina aumenta significativamente en Sistema Nervioso 

Central en respuesta a un estrés agudo;  

b)  existe una interacción entre el sistema GABAérgico y el sistema  

noradrenérgico  

c)  el incremento observado sobre la densidad de RGABA A en 

sinaptosomas inducido por un estrés agudo estaría modulado por el 

sistema noradrenérgico. 

 

 

2) El sistema noradrenérgico modularía de forma dual el reclutamiento de 

RGABAA en membrana de sinaptosomas a través de distintos subtipos 

de receptores noradrenérgicos, que actuarían de manera selectiva de 

acuerdo a la concentración de noradrenalina en el espacio sináptico. 

 

 

3) La insulina administrada centralmente provocaría un aumento de la 

densidad de RGABAA en las sinapsis, este incremento estaría asociado a 

que la insulina adicionada por vía sistémica acrecienta la densidad del 

receptor en la superficie de las neuronas y por un mecanismo similar al 

estrés. 
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3-OBJETIVOS 

 

3.1- OBJETIVOS GENERALES 

 

Profundizar y mejorar el conocimiento sobre las bases neurobiológicas, bioquímicas y 

fisiológicas del miedo y el estrés agudo en aves en relación con el reclutamiento del 

RGABAA. Avanzar en la comprensión de los mecanismos modulatorios noradrenérgicos, 

la interacción con insulina y su posible sinergismo sobre la densidad de RGABAA en 

sinaptosomas de cerebro anterior de pollo.  

 

 

3.2- OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

1- Examinar la acción farmacológica de diferentes dosis de noradrenalina inyectadas 

intracerebroventricular sobre el comportamiento de pollos neonatos en un Campo Abierto. 

 

 

2- Investigar la participación de los subtipos α- y β-adrenoreceptores en el 

comportamiento de  ansiedad  mediante la administración de antagonistas selectivos.  

                  a)              efectuar un análisis comportamental de la acción farmacológica de 

las diferentes dosis de noradrenalina coadministradas con 

bloqueantes de la vía α- o β-adrenérgica medidas en un Campo 

Abierto.   
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3-  Examinar la acción farmacológica de antagonistas selectivos α y β-adrenérgicos sobre 

el reclutamiento del RGABAA mediante: 

 

a) Ensayo de radioligando de RGABAA-flunitrazepam sensible en 

sinaptosomas de cerebro anterior de pollos. 

b) la expresión  de las subunidades (α1 y  β2-3) del RGABAA en 

cortes de tejido de cerebro anterior de pollo mediante  

inmunohistoquímica en pollos neonatos tratados con 

noradrenalina y sometidos a un estresor agudo. 

 

4- Evaluar el efecto de distintas dosis de insulina inyectadas (icv) sobre: 

a)               el comportamiento de ansiedad de pollos neonatos sometidos a un  

Campo   Abierto. 

 b)               la densidad de RGABAA reclutados en sinaptosomas mediante la 

unión del [3H]-flunitrazepam a los sitios de reconocimiento a 

RGABAA-flunitrazepam sensible, luego de un estrés agudo. 
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4- MATERIALES Y MÉTODOS  

 

4.1) Animales  

          Se utilizaron pollos Cobb (Gallus gallus domesticus) de ambos sexos de 4-6 

días de edad. Los pollos recién nacidos, obtenidos en la granja de cría INDACOR S.A 

(provincia de Córdoba) fueron criados en un bioterio climatizado a una temperatura de 31 

± 2ºC y humedad constante. La habitación de cría posee una superficie de 6 m2 y esta 

aislada de ruidos. Los pollos recién nacidos fueron mantenidos en grupos de 20 en cajas de 

cria de madera (90x40x60 cm) pintadas de blanco con un comedero y un bebedero por 

caja. Los animales estuvieron expuestos a ciclos regulares naturales de luz/oscuridad, con 

libre disponibilidad de alimento balanceado para pollos BB (Cargill, parrillero BB, 20% 

minimo de proteína cruda 12,34 mJ/kg) y agua. Los pollos fueron criados socialmente y 

permanecieron en estas condiciones hasta el día de experimentación. Los cambios de 

comida y las tareas de mantenimiento se realizaron a las 10:00 hs. Todos los experimentos 

se hicieron entre las 10:00 y 14:00 hs.  

Los pollos que se usaron para investigar la posible modulación de insulina y 

noradrenalina sobre el  reclutamiento de los  RGABAA en relación al estrés tenían entre 4 

y 6 días de edad.  

 

4.2) Drogas 

En  primer lugar se realizaron las inyecciones intracerebroventricular de 

Noradrenalina (Laboratorios Fada Pharma). La misma fue disuelta en una solución 0,1% 

de Azul de Evans en solución fisiológica (0,85% NaCl) y fue inyectada en dosis de 0,025; 

0,05; 0,10; 0,50; 1,00;  2,50; 5,00  y 10,00 µg. Para los estudios con insulina se usaron 

distintas dosis de insulina humana semisintetica (Betalin H-U 100, Laboratorios Beta 

S.A.), que fue disuelta en una solución 0,1% de Azul de Evans en solución fisiológica 

(0,85% NaCl). Las dosis ensayadas fueron de 0,0125; 0,0625; 0,33; 0,66; 1,00 y  2,50  

mUI/µl. 

Para los estudios de subtipos de receptores adrenérgicos se utilizaron las siguientes 

drogas: Fentolamina (REGITINA) de Sigma (St. Louis, MO) antagonista α-adrenérgico no 
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selectivo, Yohimbina de Sigma (St. Louis, MO) antagonista α2-adrenérgico selectivo, y 

como un  antagonista β-adrenérgico no selectivo Hidrocloruro de DL-Propranolol  de 

Sigma (St. Louis, MO). Todas estas drogas fueron disueltas en una solución fisiológica 

(0,85% NaCl) e inyectadas intraperitonealmente para realizar los ensayos 

neurofarmacológicos. 

 La glucosa plasmática se determinó con un kit comercial de glucosa oxidasa 

(Wiener Lab, Argentina).  

 El [3H]-flunitrazepam ([3H]-FNZ) (85 Ci/mmol) fue adquirido en  New England 

Nuclear (Boston, MA, USA). 

 

4.3) Procedimientos experimentales 

  

4.3.1) Inyecciones  intracerebroventriculares: 

Las inyecciones intracerebroventriculares se realizaron en el tercer ventrículo 

según Carvajal y col, (2009) a fin de lograr una mayor difusión a todas regiones del 

cerebro. Fueron realizadas sin el uso de un posicionador estereotáxico (head holder) 

debido que el uso del mismo esta descripto como un estresor que disminuye la velocidad 

de inyección y aumenta el tiempo de manipulación de cada pollo (Sandi y Rose, 1994). 

Por lo tanto, los pollos fueron fijados manualmente e inyectados con una jeringa Hamilton, 

de agujas 26 ga, con un volumen final de 10 µl. La profundidad de la inyección fue de 3 

mm alcanzada en la aguja mediante un tope plástico. El procedimiento de inyección de 

cada pollo tomó, aproximadamente, 40-60 seg. La aguja fue dejada en el interior durante 

un periodo de 5 seg con el objeto de evitar posibles reflujos de la solución, como así 

también posibles hemorragias por la perforación del epitelio y las meníngeas. 

La Figura 9 muestra el sitio de inyección, establecido según el atlas estereotáxico 

Kuenzel y Masson (1988). El 90% de las inyecciones fueron realizadas en el lugar 

correcto.  El 10% restante fue descartado de los ensayos por posición incorrecta o 

hemorragia profusa de la zona.  
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Figura 9. Corte sagital de cerebro de pollo de 4-6 días de edad. La línea azul representa la 
trayectoria de la aguja empleada para las inyecciones, la línea roja muestra la sección de corte de la 
Fig. 3b. Tomada y adaptada de Kuenzel y Masson (1988). 

 

 A los 4-6 días de edad, los pollos pueden ser inyectados logrando una gran 

difusión de la droga con un mínimo daño, ya que existen grandes espacios extracelulares a 

nivel cerebral (Gibbs y Summers, 2002).  

A continuación se muestra una imagen del sitio de inyección en pollos de 4-6 días 

de edad. 
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Figura 10- Sitio de inyección en la cabeza de un pollo de 4-6 días de edad. EL punto de ingreso 
de la aguja (P), se encuentra cerca de la sutura de los huesos craneales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         a      b     c 

Figura 11 (a, b y c) muestra una serie de cortes transversales de una cabeza de pollo. El 90% de 

los pollos inyectados correctamente, mostraron una difusión homogénea por todos los ventrículos. 
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4.3.2) Inyecciones intraperitoneales  

Se eligió la ruta sistémica para administrar los antagonistas con el propósito de 

reducir daños en la región cerebral involucrada, disminuir el tiempo de manipulación de 

los animales y aumentar la velocidad de inyección. Debido a que la barrera hemato-

encefalica esta pobremente desarrollada en pollos de esta edad, las drogas antagonistas 

pudieron pasar libremente desde la circulación periférica hacia el cerebro. Las inyecciones 

intraperitoneales (ip), se realizaron introduciendo una aguja intradérmica con un ángulo de 

30º, ligeramente a la izquierda de la línea media del ombligo, a medio camino de la sínfisis 

pubiana y el apéndice xifoides del esternón. El tope de la penetración se hizo cuando  la 

solución  inyectada comenzó a fluir libremente en la cavidad abdominal (Zúñiga, 2001). 

Los antagonistas fueron administrados en un volumen final de 0,2 ml con una aguja de 8 

mm de largo y 0,3 mm de calibre y una jeringa de 1ml. El tiempo de inyección de los 

antagonistas que se utilizaron para poner a punto este protocolo fue de 15 minutos, según 

la bibliografía (Gibbs y Summers, 2002). 

 

4.4) Técnicas neurofarmacológicas 

4.4.1) Curvas dosis-respuesta 

A los fines de investigar la acción de estas drogas sobre el comportamiento de 

pollos sometidos a un estresor agudo agudo, fue de suma importancia determinar una dosis 

óptima de trabajo. Se realizó una curva dosis-respuesta para noradrenalina y para los 

antagonistas empleados para los estudios faramco-comportamentales asi como los ensayos 

neuroquímicos.  

Se puso a punto en nuestro laboratorio un protocolo de coadministración de NA y 

distintos bloqueantes noradrenérgicos, con el objetivo de realizar los ensayos fármaco-

comportamentales. Se utilizaron pollos de 4-6 días de edad, criados en el bioterio bajo las 

condiciones que se detallaron anteriormente. Primero se inyectó un volumen de 0,2 ml de 

Yohimbina, Fentolamina ó Propranolol por vía (ip). Los tiempos usados para realizar el 

bloqueo de cada vía fue de 15 minutos, retornando los pollos inyectados a la caja de cría. 

Posteriormente, se administró un volumen de 10 ul por via (icv) de solución fisiológica o 

de las diferentes dosis de NA, e inmediatamente después se sometieron los animales a una 

Prueba de Campo Abierto, durante 10 minutos.  
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4.4.1.1- Curva dosis-respuesta de Noradrenalina 

Se administraron icv 8 dosis de NA descriptas en 4.2 para estudiar el efecto de un 

amplio rango de concentraciones en pollos sometidos a un estresor agudo. Las dosis que 

mostraron diferencias significativas comparadas con el control inyectado con solución 

fisiológica fueron usadas para realizar los análisis fármaco-comportamentales y para el 

ensayo de radioligando e inmunohistoquímica. 

                  

4.4.1.2) Curva dosis-respuesta de antagonistas noradrenérgicos  

Para iniciar los estudios de antagonismo noradrenérgico se realizaron las curvas 

dosis-respuesta de cada uno de los antagonistas α y β-adrenérgico con la finalidad de 

determinar las dosis no tuvieran acción per se. Los análisis de datos se realizaron teniendo 

en cuenta la Latencia de ambulación medida en segundos.  

La curva dosis-respuesta  para Fentolamina se realizó con las siguientes dosis: 

(0,000; 62,5; 125; 250; 5.300; 10.600; 32.800; 65.600 nmol/kg de peso corporal) en 

solución fisiológica. En este caso la dosis máxima fue (65.600 nmol/kg), determinada por 

el aumento significativo de la latencia de ambulación, comparados con los pollos 

inyectados con solución fisiológica.  De acuerdo a esta curva se optó por  una dosis de 

(250 nmol/kg de peso corporal) para antagonizar la acción farmacologica de 

noradrenalina.  

También se usó un antagonista  α2-adrenérgico selectivo, Yohimbina. Siguiendo el 

mismo protocolo de administración de drogas que el descripto anteriormente, se realizó la 

correspondiente curva dosis-respuesta para determinar la dosis de trabajo. Las dosis de 

Yohimbina ensayadas fueron (0,0052; 15,00; 78,00; 156,00; 1.092 nmol/kg). Se eligio una 

dosis de 15 nmol/kg, para los ensayos fármaco-comportamentales. 

           

La curva dosis-respuesta de Propranolol se realizó con las siguientes dosis (0,00; 

62,50; 125,00; 250,00; 5000; 10000 nmol/kg de peso corporal). Las dosis de  (5000 y 

10000 nmol/kg de peso corporal) el antagonista β-adrenérgico ejercieron un efecto per se, 
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en las latencias de ambulación en pollos de 4-6 días expuestos a un Campo Abierto. Por lo 

tanto, se escogió una dosis de trabajo de (250 nmol/kg de peso corporal).  

               

4.5) Campo Abierto 

Fue desempeñada de acuerdo a la metodología descripta por Gallup y Suárez 

(1980) y Salvatierra y Arce (2001). Pollos de 4-6 días de edad fueron retirados de la caja 

comunitaria y transportados a una sala de experimentación.  Se analizaron grupos de 10-12 

pollos por día y la observación del comportamiento se hizo en forma directa. Los pollos 

fueron colocados individualmente en el centro de una caja de paredes de acrilico blancas 

de 60 cm de lado x 35 cm de altura, con el piso subdividido en cuadrados de 12 x 12 cm e 

iluminada de manera uniforme, por una lámpara de 100 W. Cada sesión tuvo una duración 

de 10 minutos. El Campo Abierto fue limpiado con una solución de etanol 70% entre 

sesiones. El lugar de la inyección fue confirmado histológicamente. Aquellas aves que no 

fueron inyectadas correctamente fueron descartadas. 

 Los siguientes parámetros fueron cuantificados: Latencia para empezar a ambular 

(se consideró que un pollo había finalizado la latencia para ambular cuando el  mismo 

daba dos pasos en la misma dirección), Ambulación (número de cuadrados cruzados), 

latencia para defecar (tiempo que tarda en realizar una deposición), número de 

defecaciones, y número de escapes (vuelos cortos que realiza el animal, generalmente en 

las esquinas de la caja).  

Las inyecciones de NA e Insulina se realizaron como se explica en 4.3.1, mientras 

que los diferentes antagonistas usados se administraron por vía intraperitoneal, de acuerdo 

a lo descripto en 4.3.2. Aquellos animales que fueron usados para los ensayos fármaco-

comportamentales retornaron a la caja de cría durante 15 minutos, para realizar el bloqueo 

especifico de cada vía, y posteriormente expuestos a una prueba de Campo Abierto por 10 

minutos. Para los ensayos de radioligando se utilizaron dos grupos de animales, no 

estresados y estresados. Los pollitos de ambos grupos fueron inyectados con solución 

fisiológica, con diferentes dosis de NA o tratados con los diferentes antagonistas 

noradrenérgicos según 4.3.1.y 4.3.2. Inmediartamente después, el grupo de aves “no 

estresadas” fueron retornadas a su caja de cría durante 10 minutos mientras que el grupo 

“estresados” fueron expuestos individualmente a un Campo Abierto durante el mismo 
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tiempo. Posteriormente, los pollos de cada grupo fueron decapitados y se procedió a la 

preparación de los sinaptosomas de cada cerebro anterior como se describe 

posteriormente. 

 

4.6) Procedimiento de decapitación 

 

Al final de cada experimento, los pollos se sacaron de las cajas de experimentación 

e inmediatamente se mataron por decapitación con una tijera. El procedimiento de 

decapitación se realizó en 10 s para evitar un estrés adicional. Luego, los cerebros se 

extrajeron y rápidamente se disecaron en hielo los hemisferios. Los hemisferios cerebrales 

son estructuras telencefálicas que son neuroquímicamente y funcionalmente comparables a 

la neocorteza de mamíferos, claustrum, y amigdala palial además de otras áreas paliales 

como el hipocampo (Reiner y col, 2004). 

 

4.7) Preparación de sinaptosomas 

 

Todos los procedimientos se llevaron a cabo a 4oC de acuerdo Sábato y col. (1986) 

modificado por Martijena y col (1992). La fracción de sinaptosomas se obtuvo 

homogeneizando el tejido proveniente de cada cerebro anterior en 20 volúmenes de 

sacarosa 0,32 M usando un homogenizador de vidrio con émbolo de teflón (Potter-

Elvehjem) 15 golpes de émbolo. Luego se realizó una centrifugación diferencial para 

obtener la fracción deseada. Procediendo de la siguiente forma, primero se centrifugó  a 

1.000 x g durante 11 min, se recolectó el sobrenadante y se centrifugó nuevamente a 

10.000 x g durante 20 minutos. El sedimento se resuspendió en buffer Tris-HCl 50 mM 

pH 7,4 con una concentración final de proteínas de 0,30 mg/ml (Los preparados de 

membrana se congelaron y fueron usados a los  días de preparación). 

 

 

4.8) Determinación de la densidad del RGABAA al sitio de benzodiazepinas 

 

           La  fijación específica de [3H]-Flunitrazepam ([3H]FNZ) (85 Ci/mmol, New 

England Nuclear) al sitio de benzodiazepinas del RGABA A se determinó por filtración. La 
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fijación se realizó a 4ºC en presencia de [3H]FNZ a concentraciones finales de 0.5, 1, 2, 4, 

6, 8,10 y 12 nM. Cada ensayo se realizó por triplicado, usando alícuotas de 0,20 ml de 

fracción sinaptosomal. La fijación inespecífica se midió en presencia de diazepam 

(Hoffman La Roche) en una concentración final de 10 µM para desplazar el ligando 

marcado del receptor. La incubación se realizó durante 60 minutos protegido de la luz y 

luego fueron rápidamente filtrados a través de filtros de vidrio Whatman GF/B en un 

filtrador automático multimuestra Brandel M-24R y lavados tres veces con 4 ml de una 

solución de Tris-HCl 50 mM (frío). Los filtros fueron secados a temperatura ambiente y 

posteriormente colocados en tubos de polietileno en 2,5 ml de una mezcla de centelleo 

conteniendo tres partes de tolueno por una parte de Tritón X-100 y 0,3% P/V de p-

difeniloxazol (PPO). La actividad específica se contó en un contador de centelleo líquido 

LKB-1214-RACK BETA con una eficiencia de aproximadamente 60% para Tritio. La 

fijación específica consistió en restar la fijación inespecífica de la fijación total. 

Posteriormente se calculó la fijación máxima (Fmáx) y la constante de disociación (Kd) 

por medio de un ajuste no lineal de la curva de saturación. Cálculos posteriores de fijación 

se estandarizaron utilizando la cantidad de proteínas por muestra obtenida por medio de la 

técnica de Lowry y col. (1951) expresando la Fmáx en fmoles de [3H]-FNZ unido/mg de 

proteínas. 
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Figura 12- Curva de saturación tipica, a 4ºC, de la fijación del [3H]-FNZ al RGABA A 

en sinaptosomas de cerebro anterior de pollos no estresados. En rojo: unión específica, en 

negro: unión inespecífica (n=3). 
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4.9)  Determinación de la glucosa plasmática 

 

Los pollos testeados fueron decapitados, y la sangre yugular se recolectó en tubos 

cónicos con anticoagulante etilendiaminotetracético (EDTA). Luego las muestras de 

sangre se centrifugaron (1000 x g durante 20 min a  4º C), se recogió el plasma y la 

glucosa plasmática se cuantificó usando un  kit comercial de glucosa oxidasa según 

indicaciones del fabricante (Wiener Lab, Argentina). La técnica utilizada para cuantificar 

Glucosa es un procedimiento enzimático a punto final y se basa en la reacción indicadora 

de peróxido de hidrógeno que une 4-aminoantipirina a un compuesto fenólico (Método de 

Trinder). La glucosa se oxida por acción de la glucosa oxidasa para dar ácido glucónico y 

peróxido de hidrógeno. Luego, el peróxido de hidrógeno reacciona en presencia de 

peroxidasa con HBA y con 4-aminoantipiridina (4-AAP) para dar lugar a un tinte de 

quinonimina rojo. La intensidad del color formado es proporcional a la concentración de 

glucosa y se mide fotométricamente entre 460 y 560 nm.  

 

El método glucosa – oxidasa (método GOD-POD) está basado en las siguientes 

reacciones.  

 

1. Glucosa oxidasa 

Glucosa + O2 + H2O ——————————> Ácido glucónico + H2O2 

2. Peroxidasa 

H2O2 + HBA + 4-AAP ————————> Tinte de quinonimina + H2O 

 

Figura 13- La glucosa oxidasa oxida a la D-glucosa originando ácido D-glucónico y H2O2  

 

4.10) Cuantificación de proteínas 

Se usó la técnica de Lowry (1951) para cuantificar proteínas. Esta técnica se basa 

en las siguientes reacciones: en la primera etapa los iones Cu2+, en medio alcalino, se 

unen a las proteínas formando complejos con los átomos de nitrógeno de los enlaces 
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peptídicos. Estos complejos Cu++-proteína (color azul claro) provocan el desdoblamiento 

de la estructura tridimensional de la proteína, exponiéndose los residuos fenólicos de 

tirosina.  En la segunda etapa se produce la reducción (en medio básico) del reactivo de 

Folin-Ciocalteau, por los grupos fenólicos de residuos de tirosina, presentes en la mayoría 

de las proteínas, actuando el cobre como catalizador. El principal constituyente del 

reactivo de Folin-Ciocalteau es el ácido fosfomolibdotúngstico (color amarillo), que es 

reducido por los grupos fenólicos formando un complejo de color azul intenso que es 

medido espectrofotométricamente a 750 nm. La intensidad del color desarrollado es 

directamente proporcional a la concentración de proteínas, según la ley de Lambert-Beer. 

Se tomaron 0,2 ml de las muestras (sinaptosomas crudos), 0,2 ml de testigo de Albumina 

sérica bovina (SIGMA) y 0,2 ml de buffer Tris-HCl (blanco de reactivos), que fueron 

incubados con 2,00 ml de EDTA-Cu++ por 30-60 minutos. Posteriormente se agregó el 

reactivo de Folin-Ciocalteu (ANEDRA) diluido a la mitad con agua destilada, y se lo 

incubó por 1 hora a temperatura ambiente. Las muestras se realizaron por triplicado. 

Posteriormente, la absorbancia del color azul desarrollado se midió a 750 nm en un 

espectrofotómetro. El testigo fue preparado en buffer Tris-HCl 50 mM. 

 

4.11)  Inmunohistoquimica 

Se usaron pollos de 4-6 días de edad, que fueron administrados icv con NA e 

inmediatamente expuestos a un Campo Abierto como se describió anteriormente. Se 

eligieron las dosis de NA (0,025; 0,10; 0,50; 5,00 y 10,00 µg) en las cuales previamente se 

observó un aumento de la densidad de RGABAA mediante el ensayo de radioligando y en 

dosis en las cuales no se vieron efectos significativos. Una vez extraídos, los cerebros 

fueron mantenidos en la solución fijadora de 4% paraformaldehído-sulfito de sodio-bórax-

acido bórico a pH 7,4 durante 5 días y luego sumergidos en sacarosa al 30% P/V durante 

48 hs. o hasta que bajaran al fondo del frasco. Se realizaron cortes coronales seriados de 

rostral a caudal de cerebro anterior de pollo de 36 µm de espesor con un crióstato, 

tomando como referencia desde la lámina 56 hasta la 59 del atlas de Kuenzel y Mason 

(1988), que incluyen las areas Nidopallium y Medial Striatum (Fig.18). Los cortes fueron 

recolectados y mantenidos en una solucion crioprotectora (30% etilenglicol y 25% 

glicerina en PBS 0,1M) a -20ºC. Los cortes flotantes fueron lavados con PBS, y se 

bloqueó la peroxidasa endógena con una solución de H2O2 3% en PBS 0,1M con 10% de 
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Metanol por 20 min a temperatura ambiente. Para el bloqueo de las uniones inespecíficas 

se usó leche descremada 5% en PBS durante 90 min a temperatura ambiente (bajo 

condiciones no permeabilizantes a fin de observar los receptores expuestos en la 

membrana). Posteriormente, se incubó con anticuerpo monoclonal primario, antisubunidad 

α1 y β2-3 del RGABAA (Chemicom-Millipore) en una concentración final de 1:50 y 1:2000 

respectivamente, durante 24hs a 4ºC en la solución de incubado BSA 1% en PBS 0,1M. Se 

incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado específico anti-mouse (Sigma, St 

Louis) en dilución de 1:200 durante 2 hs en agitador a temperatura ambiente. A 

continuación se lavaron e incubaron los cortes con Streptavidina - Peroxidasa (Sigma, St 

Louis) en una dilución de 1:200 durante 2 hs a temperatura ambiente. La actividad 

peroxidasa fue puesta de manifiesto con 3,3´diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St Louis), 

sulfato de níquel y amonio en buffer acetato (0,1 M; pH 6) a temperatura ambiente. Luego 

del revelado, los cortes fueron montados en portaobjetos gelatinizados, aclarados con 

Xileno y cubiertos con cubreobjetos para su observación al microscopio.  Las imagenes 

fueron capturadas con un microscopio Eclipse TE-U2000-cámara D-100, Nikon, Tokyo, 

Japon, y tratadas  con el programa Image J (NIH). Los resultados obtenidos se expresan 

como: Densidad Optica (Modificado de Anastasia y col, 2009). 
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Figura 14- Corte coronal de cerebro anterior de pollo. Los círculos rojos representan las areas 

analizadas por microscopia de campo claro, para la determinación del número de células y D.O. 

Tomado y adaptado de Kuenzel y Mason (1988). Abreviaturas: N (Neoestriatum), LPO (Lobulus 

paraolfatorius). Nueva nomenclatura: Nidopallium (N) y Medial Striatum (MSt), respectivamente 

(Reiner y col, 2004). 

 

4.12 - Análisis Estadísticos 

 Los datos comportamentales obtenidos fueron analizados mediante un test no 

paramétrico Kruskal-Wallis seguido de una prueba a posteriori de Dunn (comparaciones 

multiples). Cuando los criterios de homogeneidad de varianzas y normalidada se 

alcanzaron, los datos fueron analizados por un ANOVA de una o dos vías, según el caso, 

seguido de una comparación de medías individuales de Newman-Keuls. El criterio de 

significancia empleado en todos los casos fue p < 0,05. 
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 5- RESULTADOS 

5.1- Efecto de diferentes dosis de noradrenalina inyectada icv en el comportamiento en 

un Campo Abierto. 

A los fines de analizar la acción farmacológica de diferentes dosis de noradrenalina 

sobre el comportamiento de pollos neonatos sometidos a un estrés agudo, pollos de 4-6 

días de edad se inyectaron icv con 8 dosis de NA (0,025; 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 2,50; 5,00 

y 10,00 ug) y fueron expuestos a un Campo Abierto durante 10 minutos. 

Los resultados comportamentales fueron analizados con una prueba no parametrica 

de Kruskal-Wallis que reveló un efecto significativo entre los diferentes grupos de las aves 

inyectadas (H=77,24, p < 0.001). Una prueba a posteriori de Dunn mostró que la latencia 

de ambulación de las dosis de más bajas (0,025; 0,050; 0,10 µg) y más elevadas (5,00 y 

10,00 µg) de NA fueron significativamente diferentes al grupo inyectado con solución 

fisiologica (p <0,05). En la fig. 15 se observa que las diferentes dosis de noradrenalina 

inducen un efecto dosis dependiente en forma de U en el comportamiento de aves 

estresadas. 
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Figura 15- Efecto de la inyección icv de diferentes dosis de noradrenalina en la latencia para 

iniciar la ambulación en pollos de 4-6 días de edad en un Campo Abierto. Las barras representan 

la mediana ± rango. n = 14-25. *p < 0,05 significativamente diferente del grupo inyectado con 

solución fisiológica (Dunn).  
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Se analizaron otros parámetros comportamentales en aves estresadas, como número 

de ambulaciones, latencia de defecación, número de defecaciones y número de escapes. Una 

prueba de Kruskall-Wallis mostró un efecto significativo del número de ambulaciones 

H=34,13 (p < 0,001), latencia de defecación H=33,24 (p < 0,05)  número de defecaciones 

H=17,84 (p < 0,05) y escapes H=27,07 (p < 0,05). Una prueba a posteriori de Dunn reveló 

que las dosis de NA (5,00 y 10,00 µg) tienen una disminución significativa en el número de 

cuadrados ambulados comparados con el grupo que fue inyectado con solución fisiológica, 

indicando que las concentraciones mas elevadas tienen un efecto más pronunciado en la 

actividad locomotora de pollos sometidos a un Campo Abierto. También, se observó una 

disminución significativa en el número de escapes entre el grupo inyectado con solución 

fisiológica y las dosis de NA (0,025; 0,05; 0,10; 5,00; 10,00 µg). Además, mostró un 

descenso significativo en el número de defecaciones en la dosis de 10,00 µg comparado con 

las aves inyectadas con solución fisiológica. 
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 Tabla 1. Parámetros comportamentales de pollos de 4-6 días sometidos a un Campo 

Abierto e inyectados con diferentes dosis de noradrenalina. 

 

 

Noradrenalina 
icv (µg) 

 

Número de 

ambulaciones 

 

Latencia de   

defecación 

 

Número de 

defecaciones 

 

Número de de 

escapes 

0,00 (solución 

fisiológica) 

27 ± 10-80 74 ± 12-310 1 ± 1-2 1.5 ± 0-7 

0,025 18 ± 3-47 90 ± 43-600 1 ± 1-1.5 0 ± 0-0* 

0,05 8 ± 0-67 142 ± 28-600 1± 1-1 0 ± 0-0* 

0,10 15 ± 12-56 415 ± 118-600* 2 ± 1-2 0 ± 0-0* 

0,25 5 ± 3-16 278 ± 200-310 1± 1-1.5 0 ± 0-0.5 

0,50 25 ± 8-60 518 ± 141-600* 1 ± 1-2 1.0 ± 0- 6 

2,50 18 ± 3-52 171 ± 3-600 1 ± 1-1 3.0 ± 0-8 

5,00 2 ± 0-12* 44 ± 3-72 1 ± 1-1.5 0 ± 0-0* 

10,00 0 ± 0-1* 565 ± 95-600* 0 ± 0-1* 0 ± 0-0* 

 

Cada valor muestra la mediana ± rango. n=10-20 pollos/grupo. (*p < 0.05) significativamente 
diferente del mismo grupo inyectado con solución fisiológica. 

 

Los resultados fármaco-comportamentales muestran que las dosis mencionadas de 

NA inducen un efecto inhibidor del comportamiento de forma dosis dependiente en pollos 

neonatos sometidos a un estrés agudo.  
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5.2- Antagonismo de receptores adrenérgicos 

De acuerdo a los resultados obtenidos en aves inyectadas con noradrenalina y 

sometidas a un estrés agudo, se propusieron nuevos experimentos fármaco-

comportamentales para analizar si las diferencias encontradas a distintas concentraciones 

fueron debidas a una posible modulación dual de distintos subtipos de adrenoreceptores. 

 

5.2.1- Efecto de diferentes dosis de fentolamina inyectada (ip) en el comportamiento en 

un Campo Abierto 

La prueba de Kruskal-Wallis reveló un efecto significativo (H= 15,20; p < 0,01) 

entre el grupo salino y los grupos inyectados con diferentes dosis de fentolamina. Una 

prueba a posteriori de Dunn mostró que las dosis de 32.800 nmol/kg y 65.6000 nmol/kg 

tuvieron un aumento significativo (p < 0,05) en el tiempo para comenzar a ambular del 

grupo de aves inyectadas con el antagonista α1-2 adrenergico con respecto al grupo 

inyectado con solución fisiológica, en  las dosis bajas de fentolamina no se observaron 

cambios significativos. Por lo tanto, se eligió 250 nmol/kg como dosis de trabajo. Fig.16 
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 Figura 16- Efecto de la inyección ip de diferentes dosis de fentolamina en la latencia para 
iniciar la ambulación en un Campo Abierto de pollos de 4- 6 días de edad. Las barras representan 
la mediana ± rango. n = 5-8. *p < 0,05 significativamente diferente del solución fisiológica (Dunn). 

 



“Mecanismos intracelulares y extracelulares que regulan el reclutamiento del Receptor GABAA”       
 

 52

5.2.2- Efecto de 250 nmol/kg de fentolamina (antagonista α-adrenérgico no selectivo) 

administrada sistémicamente sobre el comportamiento de aves estresadas y las distintas 

dosis de noradrenalina inyectadas intracerebroventricularmente . 

 

   Una prueba de Kruskal-Wallis reveló un efecto significativo (H= 75,49; p < 0,001) 

de las inyecciones del antagonista fentolamina en la latencia de ambulación de pollos 

neonatos expuestos a un Campo Abierto con diferentes dosis de noradrenalina. La prueba 

a posteriori de Dunn mostró que hubo un aumento de la latencia para comenzar a ambular 

en pollos inyectados con fentolamina y las dosis  5,00 y 10,00 ug de NA (p < 0,05). Sin 

embargo, no se observaron diferencias significativas en las latencias de ambulación entre 

los grupos de pollos inyectados con diferentes dosis de NA (Fig.15) y los grupos que 

recibieron la coadministración de fentolamina y distintas dosis de NA (Fig. 17).  
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  La Tabla 2 muestra el efecto de fentolamina inyectada ip sobre el comportamiento 

de pollos de 4-6 días de edad expuestos a una prueba de Campo Abierto y diferentes dosis 

de noradrenalina inyectadas icv. Una prueba de Kruskal-Wallis mostró un efecto 

significativo en el número de ambulaciones (H = 41,44, p < 0,01) donde se observó una 

Figura 17- Efectos de 250 nmol/kg de fentolamina (ip) sobre la latencia para iniciar la 
ambulación en un Campo Abierto de pollos de 4- 6 días de edad y las distintas dosis de NA 
(icv). Las barras representan la mediana± rango. n =  5-8. *p < 0,05 significativamente diferente del 
grupo inyectado con solucion fisiologica (Dunn). 
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disminución significativa de los cuadrados ambulados entre el grupo de pollos inyectados 

con fentolamina y con las dosis de 5,00 y 10,00 ug de NA con respecto al grupo de aves 

inyectadas con solución fisiológica. Sin embargo, no se registraron diferencias 

significativas en la latencia de defecación (H = 13,29, p < 0,05),  ni en el número de 

defecaciones (H =26,14, p < 0,05) y tampoco en el número de escapes (H = 42,84, p < 0,01) 

entre los grupos de aves que fueron inyectados con fentolamina y distintas dosis de NA y el 

grupo inyectado con solución fisiológica.  

 

Tabla 2. Parámetros comportamentales de pollos de 4-6 días inyectados con 250 

nmol/kg de fentolamina y diferentes dosis de noradrenalina expuestos a un Campo Abierto  

 

Tabla 2. Cada valor de los datos comportamentales representa la mediana ± rango. n = 5-8 pollos 
/grupo. *p < 0.05 respecto del mismo grupo inyectado con solución fisiológica. 

 

 

 

Fentolamina (250 
nmol/kg)  + Dosis 
de noradrenalina 

(µg) 

 

Número de 

ambulaciones 

 

Latencia de 

defecación 

 

Número de 

defecaciones 

 

Número de escapes 

0,000 100 ± 73-150 65 ± 15-90 1 ± 1-1 5 ± 0-7 

0,025 6 ± 0-27 284 ± 100-543 1 ± 0.5-1 1 ± 0-2 

0,050 17 ± 3-61 70 ± 15-110 1 ± 0,5-1 0 ± 0-1 

2,50 17 ± 1-47 350 ± 195-600 0.5 ± 0 -1 1 ± 0-3 

5,00 0 ± 0-4* 25 ± 20-330 1 ± 1-1 0 ± 0-1 

10,00 0 ± 0-0* 258 ± 156-600 0.5 ± 0-1 0 ± 0-1 
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Estos resultados muestran que la administración de fentolamina, antagonista no 

selectivo (α1-2 adrenérgico) no revierte el efecto ansiogénico producido por NA en el rango 

de concentraciones ensayadas.  

 

5.2.3- Efectos de diferentes dosis de yohimbina (antagonista α2-adrenérgico) 

administrada sistémicamente en pollos neonatos expuestos a un Campo Abierto 

 

       Una prueba de Kruskal-Wallis reveló un efecto significativo H= 40,15 (p < 0,0001) 

sobre la latencia de ambulación en los pollos de 4-6 días inyectados con diferentes dosis de 

yohimbina. La prueba a posteriori de Dunn mostró que los grupos de aves inyectados con 

156 y 1.092 nmol/kg del antagonista α2-adrenérgico tuvieron un aumento significativo de la 

latencia para comenzar a ambular con respecto al grupo inyectado con solución fisiológica 

(p < 0,05). Por lo tanto, se usó una dosis intermedia (15 nmol/kg) para realizar el 

tratamiento con noradrenalina (Fig.18). 
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Figura 18-  Efecto de la inyección sistémica de diferentes dosis de yohimbina y la latencia 
para iniciar la ambulación en un Campo Abierto de pollos de 4- 6 días de edad. Las barras 
representan la mediana ± rango. n =12-15 pollos por grupo. *p < 0,05 significativamente 
diferente del grupo inyectado con solucion fisiologica (Dunn). 

 

 



“Mecanismos intracelulares y extracelulares que regulan el reclutamiento del Receptor GABAA”       
 

 55

5.2.4- Efecto de 15 nmol/kg  de yohimbina (antagonista α2-adrenérgico selectivo) 

administrada sistémicamente sobre el comportamiento de aves estresadas y las distintas 

dosis de noradrenalina inyectadas intracerebroventricularmente . 

 

Una prueba de Kruskal-Wallis mostró un efecto significativo H=136,90 (p < 0,001) 

sobre la latencia de ambulación entre los grupos inyectados con el antagonista yohimbina 

y diferentes dosis de NA. La prueba a posteriori de Dunn reveló que hubo un aumento 

significativo en la latencia de ambulación en el grupo de pollos que fueron inyectados con 

yohimbina y 10,00 µg de NA con respecto al grupo de pollos inyectados con solución 

fisiológica (Fig. 19). Además, se registró una disminución significativa de 600 a 31 

segundos sólo en el grupo de aves inyectadas con yohimbina y 5,00 µg de NA con 

respecto al grupo de aves inyectadas con distintas dosis de noradrenalina (p < 0,05) Fig. 

15. 
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          La siguiente tabla muestra el efecto de yohimbina inyectada ip sobre el 

comportamiento de pollos de 4-6 días de edad expuestos a un Campo Abierto y diferentes  

Figura 19- Efecto de una inyección (ip) de 15 nmol/kg de yohimbina y diferentes dosis de 
noradrenalina inyectada (icv) sobre la latencia para iniciar la ambulación en un Campo 
Abierto en pollos de 4-6-días. Las barras representan la mediana ± rango. n = 12-20 pollos por 
grupo. *p < 0,05 significativamente diferente del grupo inyectado con solucion fisiologica (Dunn). 
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dosis de noradrenalina inyectadas icv. Una prueba de Kruskal-Wallis mostró un efecto 

significativo en el número de ambulaciones H = 75,29 (p < 0,01), en la latencia de 

defecación H= 91,50 (p < 0,01) y en el número de defecaciones H =31,30 (p< 0,05). Una 

prueba a posteriori de Dunn reveló una anulación del número de ambulaciones y del 

número de defecaciones en el grupo de aves inyectadas con yohimbina y 10,00 µg de NA 

con respecto al grupo inyectado con solución fisiológica (p < 0,05). Sin embargo,  no se 

registraron diferencias significativas en el número de escapes H = 57,04 (p< 0,05) entre los 

pollos inyectados con yohimbina y diferentes dosis de NA con respecto al  grupo que fue 

inyectado con solución fisiologica.  

 

Tabla 3. Parámetros comportamentales de pollos de 4-6 días inyectados con 15 nmol/kg de 

yohimbina y diferentes dosis de noradrenalina expuestos a un Campo Abierto.  

 

Cada valor de los datos comportamentales representa la mediana ± rango. n = 5-8 pollos / grupo. *p 
< 0.05 respecto del mismo grupo inyectado con solución fisiológica. 

 

Yohimbina (15 
nmol/kg)+Dosis 
de noradrenalina 

( µg ) 

 

Número de 

ambulaciones 

 

Latencia de 

defecación 

 

Número de 

defecaciones 

 

Número de 

escapes 

0,000 70 ± 15-175 48 ± 5-184 1 ± 1-2 3 ± 0-6 

0,025 75 ±  3-22 41 ± 2-360 1 ± 1-2 0 ± 0-1 

0,050 16 ± 10-175 14 ± 2-325 1 ± 0-1.5 0 ± 0-1 

0,10 12 ± 3-64 34 ± 6-195 1 ± 0-1 0 ± 0-2 

0,50 67 ±  28-90 174 ± 72-508 1 ± 0-1 0 ± 0-2 

2,50 6 ± 0-69 600 ± 160-600* 1 ±  1-2 0 ± 0-1 

5,00 45 ± 13-170 147 ± 50-600 1 ± 1-1 0± 0-3 

10,00 0 ± 0-0* 600 ± 80-600* 0 ± 0-1* 0 ± 0-1 
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Estos resultados muestran que la inyección de yohimbina revirtió el efecto 

ansiogénico inducido por noradrenalina hasta valores del grupo inyectado con solución 

fisiológica, sólo cuando es coadministrada con 5,00 µg de noradrenalina.  

 

5.2.5- Efecto de diferentes dosis de propranolol (antagonista β1-2-adrenérgico no 

selectivo) administrado sistémicamente en pollos neonatos expuestos a un Campo Abierto 

 

Una prueba de Kruskal-Wallis mostró un efecto significativo H =30,44 (p < 0,001) 

sobre la latencia de ambulación en los pollos de 4-6 días inyectados con diferentes dosis del 

antagonista propranolol. La prueba a posteriori de Dunn reveló un incremento significativo 

sobre la latencia de ambulación entre los grupos de aves inyectados con 5.000 nmol/kg y 

10.000 nmol/kg de propranolol con respecto al grupo de aves inyectados con solución 

fisiológica (p < 0,05). De acuerdo a estos resultados se determinó que la dosis de trabajo es 

de 250 nmol/kg para realizar el tratamiento con noradrenalina (Fig.20). 
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Figura 20- Efectos de diferentes dosis de propranolol inyectadas (ip) sobre la latencia para 
iniciar la ambulación en un Campo Abierto de pollos de 4- 6 días de edad. Las barras 

representan la mediana ± rango  (25-75%). n =  6-9 pollos por grupo. *p < 0.05 respecto del 
mismo grupo inyectado con solución fisiológica (Dunn). 
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5.2.6- Efecto de 250 nmol/kg de propranolol (antagonista β1-2-adrenérgico no selectivo) 

administrado sistémicamente sobre el comportamiento de aves estresadas y las distintas 

dosis de noradrenalina inyectadas intracerebroventricularmente . 

Una prueba de Kruskal Wallis reveló un efecto significativo H =29,33 (p < 0,001) 

sobre la latencia de ambulación en los grupos de pollos inyectados con una dosis fija del 

antagonista propranolol y diferentes dosis de noradrenalina. Una prueba a posteriori de 

Dunn mostró un aumento significativo sobre la latencia para comenzar a ambular entre los 

grupos de pollos coinyectados con propranolol y las dosis de 5,00 y 10,00 µg de NA con 

respecto al grupo inyectado con solución fisiológica (p < 0,05)(Fig.21). Además, se observó 

que hubo una disminución significativa desde 540 segundos a 44 segundos en el grupo de 

pollos inyectados con propranolol y 0,025 µg de NA con respecto al grupo de pollos que fue 

inyectado con esta misma dosis de NA (p < 0,05) (Fig.15). 
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Una prueba de Kruskal-Wallis mostró un efecto significativo en el número de 

ambulaciones H = 84.39 (p < 0,01), en la latencia de defecación H = 89,97, (p < 0,01), en el 

número de defecaciones H = 53,12 (p < 0,05) y en el número de escapes H = 71,66 (p < 

0,05). Una prueba a posteriori de Dunn reveló una disminución significativa sobre el 

Figura 21- Efecto de 250 nmol/kg de propranolol inyectada (ip) y las diferentes dosis de 
noradrenalina administradas (icv) sobre la latencia para iniciar la ambulación en un Campo 
Abierto  de pollos de 4- 6 días de edad. Las barras representan la mediana ± rango. n =  6-16 pollos por 

grupo. *p < 0.05 respecto del mismo grupo inyectado con solución fisiológica (Dunn). 
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número de ambulaciones y el número de defecaciones entre los grupos de aves inyectadas 

con una dosis fija de propranolol y las dosis de 5,00 y 10,00 µg de noradrenalina con 

respecto al grupo inyectado con solución fisiológica (p <0,05). Además, reveló un 

incremento significativo sobre la latencia para comenzar a defecar en los grupos de pollos 

inyectados con propranolol y las dosis de 0,50; 2,50; 5,00 y 10,00 µg de noradrenalina con 

respecto al grupo inyectado con solución fisiológica (p <0,05). También mostró una 

disminución significativa sobre el número de escapes  entre los grupos que recibieron 

propranolol y las dosis de 0,025; 5,00 y 10,00 µg/µl de noradrenalina comparados con el 

grupo inyectado con solución fisiológica (p <0,05) (Tabla 5). 

Tabla 5. Parámetros comportamentales de pollos de 4-6 días inyectados con 250 nmol/kg de 

propranolol y diferentes dosis de noradrenalina expuestos a un Campo Abierto.  

 

Cada valor de los datos comportamentales representa la mediana ± rango .n = 9-14 pollos /grupo.  
*p < 0,05 respecto del mismo grupo inyectado con solución fisiológica. 

 

Propranolol 
(250 nmol/kg)+ 

Dosis de 
noradrenalina ( 

µg) 

 

Número de 

ambulaciones 

 

Latencia de 

defecación 

 

Número de 

defecaciones 

 

Número de 

escapes 

0,000 53 ± 12-160 27 ± 3-189 1 ± 1-1 3 ± 0-7 

0,025 60 ±  2-183 33 ± 2-237 1 ± 1-2 0 ± 0-0* 

0,050 56 ± 23-207 69 ± 6-260 1 ± 1-2 0 ± 0-1 

0,10 80 ± 6-210 250 ± 130-600 1 ± 1-2 0 ± 0-2 

0,50 38 ±  6-44 440 ± 336-600* 1 ± 0.5-1.5 0 ± 0-2 

2,50 15 ± 0-26 530 ± 500-600* 1 ±  0-1 0 ± 0-1 

5,00 0 ± 0-2* 600 ± 253-600* 0 ± 0-1* 0± 0-0* 

10,00 0 ± 0-0* 550 ± 130-600* 0 ± 0-1* 0 ± 0-0* 
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Estos resultados muestran que la inyección de propranolol (antagonista no 

selectivo β-adrenérgico) revierte el efecto inducido por la noradrenalina sobre el 

comportameniento de pollos nenonatos sometidos a un estrés agudo hasta valores del 

control salino, sólo cuando los animales son coinyectados con propranolol y 0,025 µg de 

NA.  

 

5.2.7- Efecto de diferentes dosis de insulina inyectada icv en el comportamiento de 

pollos neonatos expuestos a un Campo Abierto 

Una prueba de Kruskal Wallis mostró un efecto significativo H=16,54 (p < 0,01) 

sobre la latencia de ambulación en los pollos inyectados con diferentes dosis de insulina. 

Una prueba a posteriori de Dunn registró un aumento significativo desde  hasta  en el 

grupo de aves inyectadas con 2,500 mUI/µl con respecto al grupo inyectado con solución 

fisiológica (Fig.22). 
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Figura 22- Efecto de la inyección icv de diferentes dosis de insulina en la latencia para iniciar 
la ambulación en pollos de 4-6 días de edad en un Campo Abierto. Las barras representan la 
mediana ± rango. n = 5-9 pollos/grupo. #p < 0,05 significativamente diferente del control (solución 
fisiológica)  

 

 

Una prueba de Kruskal Wallis no mostró efectos significativos sobre la latencia de 

defecación H= 1,03 (p > 0,05), ni sobre el numero de defecaciones H= 1,58 (p > 0,05), ni 
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en el numero de ambulaciones H= 3,60 (p > 0,05) y tampoco en el numero de escapes H= 

7,13 (p > 0,05) de pollos nenonatos administrados centralmente con diferentes dosis de 

insulina en un Campo Abierto (Tabla 6). 

 

Tabla 6 .Efecto de las diferentes dosis de insulina en los parámetros comportamentales de 

pollos neonatos sometidos de un Campo Abierto. 

 

 

 

Cada valor de los datos comportamentales representa la mediana ± rango. n = 5-9 pollo/grupo.  

 

 

5.3- Ensayos de radioligando 

Con el propósito de investigar la modulación noradrenérgica sobre el reclutamiento 

del RGABAA en la superficie de sinaptosomas inducido por un estresor agudo, se procedió 

a inyectar las mismas dosis de noradrenalina utilizadas en los ensayos fármaco-

 

Dosis de insulina 
(mUI/ul) 

 

Número de 

ambulaciones 

 

Latencia de 

defecación 

 

Número de 

defecaciones 

 

Número de 

escapes 

0,00 (solución 

fisiológica) 

53 ± 13-70 46 ± 8-68 1 ± 1-2  3± 1-12 

0,0125 51 ± 18-70 24 ± 5-65 1 ± 1-2 1 ± 0-2 

0,0625 47 ± 8-128 39 ± 6-77 1 ± 1-2 4 ± 2-11 

0,33 42 ± 12-65 45 ± 10-75 1 ± 1-2 2 ± 0-5 

1,00 56 ± 32-110 55 ± 5-72 1 ± 1-2 1 ± 0-5 

2,50 21 ± 12-53 19 ± 5-88 1 ± 1-2 2 ± 0-4 
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comportamentales, y se determinó la fijación de [3H]-FNZ a los RGABAA mediante un 

ensayo de radioligando a 4ºC en sinaptosomas provenientes de cerebro anterior de pollo. 

 

5.3.1- Efectos de diferentes dosis de noradrenalina sobre la densidad de RGABAA de 

sinaptosomas de cerebro anterior de pollos estresados y no estresados  

 

Un ANOVA de dos vías reveló un efecto significativo del estrés (F (1,99) = 68,44, p 

< 0,001) y de las diferentes dosis de noradrenalina inyectadas (F (8,99) = 5,28, p < 0,001), 

pero no mostró una interacción significativa entre los tratamientos (F (8,99) = 2,15, p = 

0,04). Una prueba a posteriori Newman Keuls mostró que el estrés indujo un incremento 

del 42% en la Fmáx desde 847 fmol/mg de proteína a 1201 fmol/mg de proteína entre los 

grupos de aves inyectados con solución fisiológica en la condición de no estresados y 

estresados respectivamente (p < 0,05). Además reveló que bajo condiciones de estrés agudo 

hubo un aumento significativo de la Fmax desde 1201 fmol/mg de proteína hasta 1469 

fmol/mg de proteína entre el grupo de pollos inyectado con 2,50 µg de NA con respecto al 

grupo inyectado con solución fisiológica (22% p< 0,01), también se observó un incremento 

desde 1.201 fmol/mg de proteína en el grupo tratado con solución fisiológica hasta 1589 

fmol/mg de proteína en los pollos inyectados con una dosis de 5,00 µg de NA (32% p< 

0,001) y un aumento desde 1201 fmol/mg de proteína en el grupo tratado con solución 

fisiológica hasta 1704 fmol/mg de proteína en el grupo de pollos inyectado con 10,00 µg de 

noradrenalina (41% p< 0,001). No se observaron diferencias significativas en las Fmax de 

los animales no estresados que recibieron la administración de solución fisiológica y las 

distintas concentraciones de noradrenalina.  
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Tabla 7: Efectos de diferentes dosis de noradrenalina sobre el reclutamiento de RGABAA en 

sinaptosomas de cerebro anterior de pollos no estresados y estresados. 

 

 Fmáx (fmoles [3H]-FNZ/mg proteínas) 

 

Noradrenalina (µg) 

 

No estresados 

 

Estresados 

0,00 (solución 

fisiológica) 

847 ± 39 1201 ± 59* 

0,025 900 ± 74 1189 ± 63 

0,05 862 ± 75 1250 ± 78 

0,10 854 ± 47 1130 ± 115 

0,50 1050 ± 24 1296 ± 205 

1,00 1117 ± 43 1102 ± 127 

2,50 932 ± 96 1469 ± 132# 

5,00 1049 ± 115 1589 ± 113+ 

10,00 1025 ± 88 1704 ± 75 + 

 

Cada valor de Fmáx representa la media aritmética ± SEM de los valores obtenidos por regresión 
no lineal de los datos experimentales de la curva de saturación. n = 12-20 pollos/grupo. *p < 0,05 
respecto del no estresado inyectado con solución fisiológica. #p < 0,01 y +p < 0,001 respecto del 
mismo grupo estresado inyectado con solución fisiológica.  
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Un ANOVA de dos vías no mostró efectos significativos de la condición de estrés 

(F (1,101) = 3,85, p = 0,06) ni de las diferentes concentraciones de noradrenalina 

(F(8,101) = 0,47, p = 0,87), ni tampoco en la interaccion de estrés y las dosis de 

noradrenalina en los valores de Kd (F(8,101) = 0,52 , p = 0,83) (Tabla 8). 

 

Tabla 8: Efectos de diferentes dosis de noradrenalina en los valores de la constante de 

disociación de afinidad de los RGABAA-flunitrazepam-sensibles en sinaptosomas 

provenientes de pollos estresados y no estresados 

 

 

Noradrenalina (µg) 

Kd (nM) 

 No-estresados Estresados 

0,00 (solución fisiológica) 2,56 ± 0,23 3,54 ± 0,38 

0,025 3,02 ± 0,34 3,31 ± 0,40 

0,05 2,82 ± 0,31 3,11 ± 0,32 

0,10 2,73 ± 0,28 2,85 ± 0,16 

0,50 3,10 ± 0,26 2,96 ± 0,28 

1,00 2,66 ± 0,35 2,73 ± 0,37 

2,50 2,34 ± 0,22 3,10 ± 0,31 

5,00 2,47 ± 0,32 2,93 ± 0,45 

10,00 2,60 ± 0,29 3,01 ± 0,46 

 

 Cada valor de Kd representa la media ± SEM de los valores obtenidos a partir de una regresión no 

lineal de los datos experimentales de una curva de saturación. n = 12-20 pollos/grupo. 
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 A los fines de demostrar la participación de diferentes subtipos de receptores 

noradrenergicos sobre la modulación de la densidad de RGABAA se estudió el efecto 

producido por  los antagonistas nordrenergicos yohimbina y propranolol coadministrados 

con diferentes dosis de noradrenalina como se mencionó en el punto  4.4.1.2. 

 

5.3.2- Efectos de yohimbina en la densidad del RGABAA flunitrazepam-sensible en 

sinaptosomas de pollos no estresados y estresados 

 

Un ANOVA de dos vías reveló un efecto significativo en el tratamiento con 

yohimbina y diferentes dosis de noradrenalina (F (4,26) = 9,31, p< 0,001) y también en la 

interacción de ambas variables (F (4,26) = 3,46, p< 0,05). Sin embargo, no se observó un 

efecto significativo del estrés (F (1,32) = 1,87, p = 0,180) en los grupos de pollos inyectados 

con una dosis fija de yohimbina (antagonista α2-adrenérgico) y diferentes dosis de 

noradrenalina. Un análisis a posteriori de Newman Keuls mostró que hubo un incremento 

desde 984 fmol/mg de proteínas hasta 1392 fmol/mg de proteínas (p < 0,01) entre las Fmax 

de los sinaptosomas de cerebro anterior de pollos inyectados con yohimbina y salina 

comparados con el grupo de aves inyectado con yohimbina y 0,05 ug de noradrenalina en la 

condición de no estresados. Además, se registró un aumento significativo en las Fmax desde 

865 fmol/mg de proteínas hasta 1369 fmol/mg de proteínas (p < 0,05) en los sinaptosomas 

provenientes de los grupos de aves inyectadas con yohimbina y salina con respecto al grupo 

que recibió la coadministración de yohimbina y 0,05 ug de noradrenalina en la condición de 

estrés (Tabla 9). 
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Tabla 9: Efectos de la coadministración de Yohimbina y diferentes dosis de Noradrenalina 

sobre la densidad de RGABAA de sinaptosomas de cerebro anterior de pollo estresados y 

no estresados  

 

 

Cada valor de Fmáx representa la media aritmética ± SEM de los valores obtenidos por regresión 
no lineal de los datos experimentales de la curva de saturación. n = 6 pollos/grupo. #p < 0,05 y *p 
< 0,01 significativamente diferente del mismo grupo inyectado con solución fisiológica (Newman 
Keuls).  

 

 

 

 

 

  Fmáx (fmoles [3H]-FNZ/mg proteínas) 

 

Yohimbina 

(nmol / kg)  

 

 

Noradrenalina 

 ( µg) 

 

No estresados 

 

Estresados 

15  0,00 (solución 

fisiológica) 

984 ± 147 865± 75 

15 0,025 1170 ± 96 1187 ± 74 

15 0,05 1392 ± 94* 1369 ± 85# 

15 5,00 838 ± 24 1166 ± 113 

15 10,00 831 ± 91 887 ± 73 
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Un ANOVA de dos vías mostró una interacción significativa de la administración 

de yohimbina y las diferentes dosis de noradrenalina sobre el reclutamiento del RGABAA 

(F (4,40) = 9,99, p < 0,001) en la condición de estresados. Un análisis a posteriori de 

Newman Keuls reveló un incremento significativo (p < 0,01) desde 865 fmol/mg de 

proteínas a 1369 fmol/mg de proteínas entre los grupos de aves inyectados con yohimbina 

y solución fisiológica con respecto al grupo inyectado con yohimbina y 0,05 µg de NA 

(Fig.23). También se observó una disminución significativa en la Fmáx del 27% (p < 0,02) 

y del 52% (p < 0,001) a las dosis de 5,00 y 10,00 µg de NA, respectivamente, respecto al 

grupo inyectado con solución fisiológica y la misma dosis de NA en la condición de 

estresados (Tabla 7 y Fig.23). 
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Figura 23-Efecto de 15 nmol/kg  de yohimbina administrado sistémicamente y las distintas 
dosis de noradrenalina inyectada (icv) en la densidad del RGABAA en sinaptosomas de 
cerebro anterior de pollos en la condición de estrés. Las barras representan la media ± SEM. n = 

6 pollos /grupo. *p < 0,01 significativamente diferente del grupo inyectado con yohimbina y 
solución fisiológica. (Newman Keuls). 

 

 

Un ANOVA de dos vías en los valores de Kd no mostró efectos significativos del 

estrés (F (1,32)= 0,18, p= 0,80), de la coadministración de yohimbina y distintas dosis de 
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noradrenalina (F (5,32)= 0,64, p= 0,68), ni de la interacción del estrés y el tratamiento (F 

(5,32)= 1,80, p= 0,14) (Tabla 10). 

 

Tabla 10: Efectos de yohimbina y diferentes dosis de noradrenalina en los valores de la 

constante de disociación de afinidad de los RGABAA-Flunitrazepam-sensibles 

provenientes de sinaptosomas de pollos estresados y no estresados 

 

 

 Yohimbina (nmol/kg) 

 

Noradrenalina (µg) 

Kd (nM) 

         No   estresados Estresados 

15 0,00 (solución fisiológica) 2,50 ± 0,42 3,11 ± 0,63 

15 0,025 3,04 ± 0,32 2,80 ± 0,09 

15 0,05 2,93 ± 0,23 3,83 ± 0,72 

15 5,00 3,32 ± 0,26 2,47 ± 0,51 

15 10,00 3,17 ± 0,26 2,35 ± 0,23 

 

Cada valor de Kd representa la media ± SEM de los valores obtenidos a partir de una regresión no 

lineal de los datos experimentales de una curva de saturación. n = 6 pollos/grupo. 

  

 

 

5.3.3- Efectos de  propranolol en la densidad del RGABAA-flunitrazepam-sensible en 

sinaptosomas de pollos no estresados y estresados 
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Un ANOVA de dos vías de los valores en la densidad máxima del 3[H]-FNZ al  

RGABAA no mostró un efecto significativo del estrés F(1,24)= 0,044, p = 0,83, de la 

coadministración de propranolol y noradrenalina F(4,24)= 1,23, p =0,31, ni en la interacción 

entre ambas variables F (4,31) = 1,67, p = 0,18 (Tabla 11). 

.   

Tabla 11: Efectos de la coadministración de Propranolol y Noradrenalina sobre la densidad 

de RGABAA de sinaptosomas de cerebro anterior de pollo estresados y no estresados  

 

 

Cada valor de Fmáx representa la media aritmética ± SEM de los valores obtenidos por regresión 
no lineal de los datos experimentales de la curva de saturación. n = 5-8 pollos/grupo.  

 

 

 

Un ANOVA de dos vías no mostró una interacción significativa de la administración 

de propranolol y las diferentes dosis de noradrenalina sobre el reclutamiento del RGABAA 

(F (3,34) = 0,50, p = 0,68) en la condición de estresados. No se registraron diferencias 

  Fmáx (fmoles [3H]-FNZ/mg proteínas) 

 

Propranolol 

(nmol/kg)  

 

 

Noradrenalina  

(µg) 

 

No estresados 

 

Estresados 

250  0,00 (salina) 1388 ± 95 1486 ± 169 

250 0,025 1554 ± 99 1287 ± 235 

250 0,05 1604 ± 51 1477± 203 

250 10,00 1602 ± 230 1760 ± 156 
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significativas entre los grupos de pollos estresados administrados con NA y aquellos que 

recibieron la coadministración de propranolol y NA (Tabla 7 y Fig 24).  
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Figura 24-Efecto de 250 nmol/kg de propranolol administrado sistémicamente y las distintas 
dosis de noradrenalina inyectada icv sobre la densidad del RGABAA en pollos estresados. Las 
barras representan la media ± SEM. n = 6.  

 

 

 

Un ANOVA de dos vías de los valores de Kd no mostró diferencias significativas 

del estrés F (1,32)= 1,33, p = 0,26, ni del tratamiento de propranolol y noradrenalina F 

(4,32)= 1,59, p =0,20, ni en la interacción entre ambas variables, F (4,32)= 1,41, p =0,25 

(Tabla 12). 
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Tabla 12: Efectos de propranolol y diferentes dosis de noradrenalina en los valores de la 

constante de disociación de afinidad de los RGABAA-flunitrazepam-sensibles en 

sinaptosomas de pollos estresados y no estresados 

 

 

 Propranolol (nmol/kg) 

 

Noradrenalina (µg) 

Kd (nM) 

  No   estresados Estresados 

250 0,00 (salina) 3,35 ± 0,60 3,27 ± 0,45 

250 0,025 4,07 ± 0,47 2,92 ± 0,40 

250 0,05 3,85 ± 0,36 3,20 ± 0,30 

250 10,00 3,95 ± 0,49 3,37 ± 0,61 

 

Cada valor de Kd representa la media ± SEM de los valores obtenidos a partir de una regresión no 

lineal de los datos experimentales de una curva de saturación. n = 5-8 pollos/grupo. 

 

 

5.4- Insulina 

 

5.4.1- Efectos de diferentes dosis de insulina sobre la densidad de RGABAA de 

sinaptosomas de cerebro anterior de pollo estresados y no estresados 

 

Un ANOVA de dos vías de diferentes dosis de insulina sobre la densidad de 

RGABAA mostró un efecto significativo del estrés agudo (F1,23 = 4,07, p < 0,05), de la 

administración de insulina (F5,23 = 4,40, p < 0,005) y una interacción significativa entre 

ambas variables (F5,23 = 2,96,  p < 0,033). Una prueba a posteriori Newman Keuls reveló 

un incremento significativo (41 %; p < 0,024) en la Fmáx a partir de 746 fmol/mg de 
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proteína a 1054 fmol/mg de proteína entre los grupos inyectados con solución fisiológica 

en la condición de estresado y no estresado. Por otro lado, la prueba de Newman-Keuls 

mostró, en la condición estresado, que la insulina incrementó la Fmax de 746 fmoles/mg 

de proteína a 994 fmoles/mg de proteína (33%, p< 0,01) para la dosis de 1,00 mUI/µl, a 

1144 fmoles/mg de proteína (53%, p < 0,001) para 2,50 mUI/µl. Sin embargo, la insulina 

no indujo un aumento en la Fmax en la condición estresado, sugiriendo que el aumento en 

la densidad del RGABAA en los sinaptosomas provenientes de pollos no estresados ocurre 

por un mecanismo similar al estrés (Tabla 13). 

 

Tabla 13: Efectos de la administración central de diferentes dosis de insulina sobre la 

densidad de RGABAA de sinaptosomas de cerebro anterior de pollo estresados y no 

estresados  

 Fmáx (fmoles [3H]-FNZ/mg proteínas) 

 

Insulina (mUI/µl) 

 

No estresados 

 

Estresados 

0,00 (solución 

fisiológica) 

681 ± 66 1172 ± 112 * 

0,0625 1340 ± 19# 1276 ± 22 

0,330 942 ± 37 1308 ± 35 

1,000 1130 ± 116# 1300 ± 114 

2,500 1291 ± 135+ 1355 ± 135 

 

Los datos  representan la media aritmética ± SEM de cada valor de Fmáx. n = 4-6 pollos/grupo. *p 
< 0,02, #p < 0,01 y +p< 0,001 significativamente diferente del grupo solución fisiológica no 
estresado 
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Tabla 14: Efectos de diferentes dosis de insulina en los valores de (Kd) constante de 

disociación de los RGABAA-Flunitrazepam-sensibles en sinaptosomas de pollos 

estresados y no estresados 

 

 

Insulina (mUI/µl) 

Kd (nM) 

 No   estresados Estresados 

0,00 (solución fisiológica) 2,36 ± 0,31 1,98 ± 0,21 

0,0625 2,06 ± 0,54 1,92 ± 0,38 

0,330 1,81 ± 0,22 2,35 ± 0,24 

1,000 1,90 ± 0,36 2,10 ± 0,45 

2,500 1,82 ± 0,26 2,27 ± 0,23 

 

        Los datos representan la media aritmética ± SEM de cada valor de Kd. n = 4-6 pollos/grupo. 

 

Un ANOVA de dos vías de los valores de Kd no mostró un efecto significativo del 

estrés, F (1,28)= 0,47, p = 0,50, ni del tratamiento con insulina,  F (4,28)= 0,12, p =0,97, 

ni una interacción entre ambas variables, F (4,28)= 0,85, p = 0,60 (Tabla 14). 

Tampoco se encontraron diferencias significativas en los niveles de glucosa 

plasmática de pollos luego de la administración de diferentes dosis de insulina (F (6,42) = 

1,75; p = 0,56) en las condiciones estresados y no estresados (F (1,42) = 0,33; p = 0,56,) ni 

una interaccion entre ambas variables (F (6,42) = 1,49; p = 0,20). Por lo que las dosis 

administradas de insulina fueron euglucemiantes (Tabla 15). 
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Tabla 15: Efectos de inyecciones de insulina en los niveles de glucosa plasmática 

(mg/dl) en pollos estresados y no estresados. 

 

Insulina (mUI/µl)        No estresados         Estresados 

0,00 244 ± 24 249 ± 20 

0,0125  247 ± 12 238 ± 16 

0,062  252 ± 13 283 ± 27 

0,330  286 ± 26 293± 32 

0,660  266 ± 12 234 ± 19 

1,00  325 ± 30 250 ± 25 

2,50  265 ± 20 290 ± 31 

 

Cada valor representa la media ± S.E.M. (n= 4-6 pollos/grupo). 

 

 

5.5- Inmunohistoquimica  

 

Un ANOVA de una via no mostró efectos significativos del estrés sobre la 

expresión de la subunidad α1 del RGABAA (F (1,14)= 1,65; p=0,21), ni tampoco sobre la 

expresión de la subunidad β2-3 del receptor (F (1,14)= 0,29; p=0,59).  
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Tabla 16- Efectos del estres sobre la expresión de la subunidad α1 y β 2-3 del RGABA 

estresados y no estresados.  

 

 

Solución 

fisiológica  

(Controles) 

 

Subunidad α1 del 

RGABAA 

 

 

Subunidad β2-3 

del RGABAA 

 

 

n 

Sin estrés  60,80± 9,1 80,20± 8,0 8 

 Con estrés  68,12± 10,2 82,50± 5,5 8 

 

         Cada valor de Densidad Optica representa la media ± SEM. n = 8 pollos/grupo. 

 

5.5.1-Interacción inducida la noradrenalina sobre la expresión de la subunidad α1 del 

RGABAA en Nidopallium y Medial Striatum en pollos estresados. 

 

Un ANOVA de una vía mostró un efecto significativo F (5,18)= 6,43 (p < 0,001) 

sobre la subunidad α1 del RGABAA y las diferentes dosis de noradrenalina en pollos bajo 

la condición de estrés. La prueba a posteriori Newman Keuls mostró un aumento 

significativo de la Densidad Óptica desde 58,08 a 72,34 (p < 0,01) en el grupo tratado con 

0,025 µg de NA y de 58,08 a 72,00 (p < 0,01) en el grupo que fue inyectado con 5,00 µg 

de NA con respecto al grupo de aves inyectado con solución fisiológica en Nidopalllium. 

En Medial Striatum reveló un incremento significativo desde 59,00 hasta 73,40 (p < 0,05) 

de la Densidad Óptica en el grupo inyectado con 5,00 µg de NA con respecto al grupo 

inyectado con solución fisiológica en la condición de estrés. 
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5.5.2-Interacción inducida por la noradrenalina sobre la expresión de la subunidad β2-3  

del RGABAA en Nidopallium y Medial Striatum en pollos estresados. 

 

Un ANOVA de una vía no mostró un efecto significativo de las dosis de 

noradrenalina en la expresión de la subunidad β2-3 del RGABAA en pollos estresados, F 

(5,18)= 1,62 (p=0,13). 

Figura 25- Relación de D.O en pollos neonatos sometidos a un Campo Abierto e inyectados 
con diferentes dosis de NA. Las barras representan la media aritmética ± S.E.M. n = 4. #p < 
0,05 y *p < 0,01 significativamente diferente del grupo inyectado con solución fisiologica 

(Newman Keuls). 
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Micrografías  

 

   

a)                                                                b) 

Micrografía de cortes de cerebro de Medial Striatum de pollos estresados: a) inyectados 
con salina, b) inyectados con 0,50 µg de noradrenalina donde se observa un aumento de 
densidad óptica de la subunidad α1 del RGABAA en el área cerebral analizada.  

 

Figura 26- Relación de D.O  en pollos neonatos sometidos a un Campo Abierto e 
inyectados con diferentes dosis de NA. Las barras representan la media aritmética ± S.E.M. n 
= 4.  
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a)                                                           b) 

Micrografía de un corte de tejido de Nidopallium de pollos  estresados: a) inyectados con 
salina, b) inyectados con 0,50 µg de noradrenalina, en esta área se observa un aumento 
significativo de densidad óptica de la subunidad α1 del RGABAA . 
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6- DISCUSIÓN 

 

La prueba de Campo Abierto es una herramienta preferentemente usada para 

describir emocionalidad, exploración y marcado territorial en roedores. Sin embargo, en 

pollos, involucra un fuerte componente inductor de miedo y/o ansiedad. Esta situación 

experimental está determinada principalmente por dos factores: i) el ambiente nuevo 

(novelty) y ii)  el aislamiento (Faure y col, 1983). Ambos factores son los principales 

motivadores del miedo e inductores del estrés, reflejado por la inhibición de la actividad 

natural. Gray (1987) define al “novelty” como una de las condiciones experimentales más 

potentes que conducen a una respuesta emocional negativa. Ha sido descripto que, la 

exposición inicial a un Campo Abierto en aves, induce en una primera fase un 

congelamiento o “freezing” (ausencia completa de movimiento y vocalizaciones) ó 

inmovilidad (únicamente ausencia de movimiento), y representa la mayor intensidad del 

miedo en la prueba (Faure y col, 1983). Durante el período de congelamiento el pollito 

también puede exhibir un comportamiento similar al sueño (sleep-like behavior) que se 

caracteriza por la posición sentado con los ojos cerrados. Este comportamiento jugaría un 

rol fundamental en respuesta al estrés (Zhang y col, 2003). En una segunda fase, este 

comportamiento va siendo reemplazado por un comportamiento más activo evidenciado 

como una mayor actividad exploratoria, mayor número de defecaciones y escapes, y un 

aumento en las vocalizaciones de distrés lo que refleja un periodo de reinstalación social 

(Gallup y Suarez, 1980). De acuerdo a las características descriptas anteriormente, esta 

prueba fue utilizada en el presente trabajo de Tesis como un estresor agudo para los 

estudios fármaco-comportamentales.  

 

El ensayo de radioligando de la unión del flunitrazepam a su sitio en el RGABAA 

brinda información específica de los cambios rápidos que ocurren en el sistema 

GABAérgico en respuesta a un estresor agudo. La densidad del receptor central de 

benzodiacepinas se usó como una medida de la densidad del RGABAA expuestos en la 

membrana de sinaptosomas. Los sinaptosomas son artefactos creados por rotura y 

autosellado de la zona sináptica entre dos terminales nerviosas y contiene una pequeña 

porción del soma neuronal, el citoesqueleto, las organelas y las vesículas sinápticas con los 

neurotransmisores y receptores para la recaptación en la zona presináptica (De Robertis y 
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col, 1961; Whatley y Harris, 1996). Son metabólicamente activos, ya que retienen 

numerosas propiedades de las terminales nerviosas, razón por la cual son muy usados para 

estudios in vitro del sistema nervioso central (Weinberger y Cohen, 1982; Nicholls, 1989). 

La estabilidad y la actividad de los RGABAA en la sinapsis podrían estar dinámicamente 

moduladas por mecanismos intracelulares como extracelulares (Lüscher y Keller, 2004). 

En el presente trabajo de Tesis, se estudiaron los efectos de la administración in vivo de 

insulina, noradrenalina y/o antagonistas noradrenérgicos, propranolol y yohimbina, sobre 

el reclutamiento del RGABAA-flunitrazepam-sensible inducido por un estresor agudo en 

cerebro anterior de pollos de 4-6 días de edad.  

 

El efecto de diferentes dosis de NA inyectadas icv en el comportamiento en un 

Campo Abierto se observan en la Fig. 15. Dosis bajas de NA (0,025; 0,050 y 0,10 µg) 

indujeron un incremento significativo en la latencia para comenzar a ambular, al igual que 

las dosis altas ensayadas (5,00 y 10,00 µg). Estos resultados muestran una respuesta 

ansiogénica, inducida por las diferentes dosis de NA administradas exógenamente en 

pollos sometidos a un estresor agudo. Esta latencia aumentada sugeriría que la 

administración central de NA estaría induciendo un incremento en la ansiedad de las aves 

ante el ambiente nuevo de la prueba. Dosis ansiolíticas de diazepam indujeron una 

disminución de la latencia para comenzar a ambular en un Campo Abierto demostrando el 

efecto ansiogénico de la prueba (Salvatierra y Arce, 2001). De acuerdo con esto, Gallup y 

Suarez (1980) describieron al congelamiento como un índice de ansiedad caracterizado 

por la ausencia de movimiento para abandonar el centro del Campo Abierto. Por lo tanto, 

el sistema noradrenérgico estaría participando en la inducción de la ansiedad quizás a 

través de la activación de vías noradrenérgicas que incrementan el “arousal” o estado de 

vigilia o atención ante un ambiente nuevo. A este respecto Kety (1972) definió el arousal 

como una emoción básica, un estado generalizado asociado al reconocimiento y 

exploración de estímulos nuevos y significativos. Incluso no sólo abarcaría una amplia 

gama de comportamientos de vigilia, y atención sino también la vigilancia para el miedo y 

el estrés (Gibbs y Summers, 2002). Se conoce que NA estaría participando en desórdenes 

relacionados con el miedo y la ansiedad (Sullivan y col, 1999). La Tabla 1 muestra que al 

incremento en la latencia para comenzar a ambular se correlaciona con una disminución 

significativa en el número de ambulaciones registradas en el grupo de aves inyectadas con 

las dosis más elevadas de NA. Ha sido descripto que NA a altas concentraciones inhibe la 
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actividad locomotora cuando es administrada de forma exógena en pollos neonatos 

(Denbow y col, 1981 y Zhang y col, 2003) y en ratas (Harro y col, 1995).  

La concentración de NA cerebral en respuesta a la estimulación producida por un 

choque eléctrico en las patas (Galvez y col, 1996) ha sido correlacionada con el 

incremento de adrenalina periférica (Gold y van Buskirk, 1978). Diversos experimentos 

demostrarían el mejoramiento de la formación de la memoria luego de un evento 

estresante por adrenalina administrada periféricamente (Liang y col, 1990; Liang y col, 

1995) o NA administrada centralmente mediado por la participación de diferentes 

adrenoreceptores (Hatfield y McGaugh, 1999). La curva dosis-respuesta en U observada 

en la Fig. 15 muestra un efecto dual de las diferentes dosis de NA ensayada sobre la 

latencia de ambulación sugiriendo que podrían estar activándose distintos subtipos de 

receptores adrenérgicos. De este modo, la acción de NA causando un incremento en la 

respuesta de miedo/ansiedad en un Campo Abierto podría estar mediada por la activación 

de diferentes subtipos de adrenoreceptores, los cuales por diferentes mecanismos podrían 

estar modulando el comportamiento de aves estresadas. En primates, se observó una 

relación de curva en U invertida entre los disparos de neuronas noradrenérgicas y la 

vigilancia en una tarea de discriminación visual, mostrando una atención más pobre a 

bajas y altas concentraciones de NA administrada (Aston-Jones y col, 1994). Ha sido 

descripto que durante la formación de la memoria luego de una prueba evitación pasiva, en 

pollos neonatos, la administración central de NA indujo un efecto dual dosis dependiente 

que estaría siendo mediado por receptores α–adrenérgicos y β-adrenérgicos (Gibbs y 

Summers, 2002). Estos autores describieron que la activación de α2- y β-adrenoreceptores 

aumentarían la consolidación de la memoria mientras que los α1-adrenoreceptores tendrían 

un efecto inhibitorio (Gibbs y Summers, 2002; 2003). En ratas, se observó que β-

adrenoreceptores estarían siendo activados durante la consolidación de una memoria 

emocional (Cahill y McGaugh, 1996; McGaugh 2004; Tully y Bolshakov, 2010). Por lo 

tanto, la inhibición de la actividad natural en el Campo Abierto involucraría la acción de 

NA al regular la habilidad de la estimulación fármaco-selectiva de los receptores 

adrenérgicos y/o modular la transmisión sináptica inhibitoria a través de estas diferentes 

subpoblaciones de adrenoreceptores. 

La administración sistémica de una dosis de 250 nmol/kg del antagonista α-

adrenérgico no selectivo, fentolamina no revirtió el efecto ansiogénico inducido de las 

distintas dosis de NA ensayadas en pollos neonatos sometidos a un estresor agudo (Fig. 17). 
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Esto podría deberse a que tanto α1- como α2-adrenoreceptores estarían mediando efectos 

opuestos en las respuestas comportamentales ante un estresor agudo. Durante una prueba 

que evalúa memoria espacial fueron descriptas acciones opuestas entre α1- y α2-

adrenoreceptores sugiriendo una función central diferente de ambas subpoblaciones de 

receptores adrenérgicos (Arnsten 1998, 2000). Además, estudios electrofisiológicos 

mostraron efectos opuestos en la frecuencia de corrientes inhibitorias postsinápticas que 

sugieren una modulación diferencial de NA en neuronas GABAérgicas de hipotálamo de 

rata de acuerdo al subtipo α1- o α2-adrenoreceptores involucrados (Han y col., 2002). Es 

probable que en pollos inyectados con fentolamina el patrón de respuesta observada sea 

determinado por el balance de ambos subtipos de α-adrenoreceptores.  

Cuando la respuesta comportamental se antagoniza con el bloqueante selectivo α2-

adrenérgico, yohimbina, sólo a una dosis de 5,00 µg de NA, se bloqueó el incremento 

inducido por NA en la latencia para ambular hasta valores comparables con el grupo 

inyectado con solución fisiológica. También se observó la desaparición del comportamiento 

similar al sueño observado durante el período de congelamiento. Esto sugiere que habría un 

bloqueo de la respuesta comportamental inducida por el estresor y la noradrenalina 

administrada exógenamente. Ha sido demostrado que ratones knockout para α2-

adrenoreceptores mostraron un comportamiento de ansiedad en un laberinto en cruz elevado 

(Lähdesmäki y col, 2002). Asimismo, en ratas, ha sido reportado que esta subpoblación de 

adrenoreceptores estarían induciendo una respuesta ansiogénica ante un estresor agudo 

(Morilak y col, 2005). La inactivación de los receptores α2-adrenérgicos por la 

administración sistémica de yohimbina posterior a una prueba de evitación pasiva, indujo 

un mejoramiento en la consolidación de esta memoria aversiva, y estos efectos fueron 

dependientes de la distribución relativa de estos adrenoreceptores en cerebro de aves (Gibbs 

y col, 2010). Por lo tanto, es posible que el subtipo de α2-adrenoreceptores participe en la 

acción de la modulación noradrenérgica sobre el comportamiento ante un Campo Abierto. 

Por otro lado, ha sido descripto que en neuronas hipotalámicas secretoras de CRH 

(corticotropin-releasing hormone), la activación de α1--adrenoceptores disminuyó la 

liberación de esta hormona mientras que la activación de los subtipos α2-adrenoceptores, la 

estimuló (Han y col, 2002). Dado que la liberación de esta hormona constituye un primer 

factor que inicia la activación del eje hipotálamo-hipófiso-adrenal en respuesta directa a un 

estresor (Ehlers y col, 1983; Plotsky y col, 1989), es probable que sea el subtipo α2-

adrenoreceptores los involucrados en la respuesta de ansiedad aumentada durante la 
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exposición a un Campo Abierto. Estos resultados sugieren que la NA a través de la 

activación del subtipo α2 de receptores adrenérgicos estimularía el comportamiento 

ansiogénico inducido por un aumento en la liberación de CRH regulando el eje hipotálamo-

hipófiso-adrenal. Sin embargo, poco se conoce sobre la activación de la vía α2-adrenérgica 

en relación al estrés agudo. Así, estos resultados sugieren que los α2-adrenoreceptores 

podrían jugar un rol protectivo en contra de desórdenes como la ansiedad. Siendo en aves la 

primera vez que se describe una participación de estos receptores en la modulación del 

sistema noradrenérgico sobre la respuesta a un estresor agudo.  

Ha sido demostrado la participación del subtipo de receptor β-adrenérgico en la 

formación de memorias aversivas en cerebro anterior de pollos a concentraciones de bajas 

de NA exógena (Gibbs y col, 2000). La Fig.21 muestra que una dosis de 250 nmol/kg de 

propranolol, antagonista competitivo no selectivo β-adrenérgico, bloqueó completamente el 

incremento de la latencia de ambulación en el grupo de aves inyectadas con la dosis de 

0,025 µg de NA, hasta valores comparables con el grupo de aves administrado con solución 

fisiológica. Estos resultados sugieren que la inyección de propranolol revierte los efectos 

sobre el comportamiento inducidos por las dosis mas bajas de NA. La activación de estos 

adrenoreceptores ha sido reportado, en ratas, al bloquear el incremento de NA central 

mediante la administración de propranolol durante un estado de miedo (Rodriguez-

Romaguera y col, 2009) o posterior a un estresor agudo (Cecchi y col, 2002). En pollos, se 

ha observado que bajas dosis de NA exógena requiere la señalización adrenérgica que 

estimula los β-adrenoreceptores promoviendo la consolidación de la memoria en áreas 

cerebrales como el Medial Striatum (Gibbs y Summers, 2005). Estos resultados indican que 

NA estaría ejerciendo una acción ansiogénica observada como un aumento en la latencia 

para comenzar a ambular en un Campo Abierto mediante la activación de diferentes 

subtipos de adrenoreceptores según la concentración de neurotransmisor en el espacio 

intersináptico.  

Numerosas evidencias experimentales muestran una liberación de NA central luego 

de un estímulo estresante agudo como inmovilización, exposición al frío, choque eléctrico 

en las patas, exposición al ruido así también como estresores fisiológicos como hipotensión 

o hipoglucemia (Abercrombie y Jacobs, 1987; Cecchi y col, 2002a; Morilak y col, 1987a,b; 

Pacak y col, 1995; Svensson, 1987; Valentino y col, 1993, Galvez y col, 1996). La 

participación de diferentes subtipos de adrenoreceptores sería responsable de la selectividad 

de la acción de la NA durante un estrés agudo. Se conoce que la liberación de corticosterona 



“Mecanismos intracelulares y extracelulares que regulan el reclutamiento del Receptor GABAA”       
 

 84

posterior a un estrés mejora la consolidación de la memoria en pollos (de Vaus y col, 1980; 

Gibbs y Ng, 1986) y esta acción parece estar relacionada con la acción de NA sobre los 

diferentes adrenoreceptores (Gibbs y Summers, 2002). Es posible que la liberación de 

glucocorticoides durante un estrés agudo aumente la liberación de NA central y esta a través 

de los distintos adrenoreceptores module a los diferentes sistemas de neurotransmisión. A 

este respecto se conoce que la exposición aguda a un Campo Abierto induce un incremento 

en los niveles de corticosterona plasmática y en la densidad de RGABAA de sinaptosomas 

de cerebro anterior de pollos (Salvatierra y col, 2009). Por lo tanto, es posible que NA 

central module la fuerza de inhibición GABAérgica dependiendo del subtipo de receptor 

activado.  

La Tabla 7 muestra un incremento del reclutamiento de RGABAA de un 42% en la 

Fmax entre pollos estresados y no estresados del grupo de aves inyectadas con solución 

fisiológica. Resultados similares fueron descriptos luego de paradigmas de estrés agudo en 

aves (Martijena y col, 1992, Marín y col, 1997, Salvatierra y Arce, 2001, 2008, Cid y col, 

2008, 2013). Además, la administración central de dosis de 2,50; 5,00 y 10,00 µg 

incrementó la densidad máxima de RGABAA respecto de los valores obtenidos en pollos 

no estresados. Estos resultados demuestran que la administración central de NA modula el 

reclutamiento de RGABAA en sinaptosomas de cerebro anterior de pollos neonatos. Cid y 

col (2008) demostraron que una inyección sistémica de adrenalina incrementó la densidad 

de RGABAA, en cerebro anterior de pollo de una forma aditiva al inducido por un estrés 

agudo, posiblemente a través de una liberación de NA central ya que adrenalina no pasa la 

barrera hematoencefálica. Por lo tanto, es posible que NA liberada posterior a un estrés 

agudo induzca un incremento en el reclutamiento de RGABAA al modular la fuerza 

sináptica inhibitoria. La Tabla 9 muestra que la yohimbina sistémica coadministrada con 

dosis altas de NA disminuye los valores de Fmáx, en aves estresadas, a valores alcanzados 

con NA sola (Tabla 7), es decir que el reclutamiento de RGABAA estaría siendo modulado 

a través de la activación de receptores α2-adrenérgicos. Se reportó que se requiere de la 

activación de los α2-adrenoreceptores, así como de una intacta función presináptica 

noradrenérgica, para el correcto funcionamiento de los RGABAA (Stràc, 2012). Sin 

embargo, el propranolol no modificó los valores de Fmáx en aves estresadas respecto de 

los obtenidos con NA sola, es decir que a las dosis más elevadas de NA no intervendrían 

los subtipos de receptores β-adrenérgicos en el reclutamiento de RGABAA (Tabla 11 y 

Tabla 7). Ha sido reportado que la inhibición mediada por estos receptores puede ser 
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diferencialmente modulada por α2- y  β-adrenoreceptores (Ciranna y col, 2004, Nai y col, 

2009). Las diversas funciones del GABA en el SNC son coordinadas no sólo por la 

heterogeneidad de los RGABAA sino también por los mecanismos de tráfico y agrupación 

de los mismos a la superficie celular en sitios extrasinápticos o postsinápticos 

especializados dependiendo de la composición de sus subunidades δ y γ respectivamente 

(Vithlani y col, 2010). Poco se conoce acerca de la funcionalidad de estos tipos de 

receptores, sin embargo un aumento en la expresión de las subunidades extrasinápticas α5 

y δ estuvieron asociadas a desórdenes neurológicos (Hines y col, 2011). Es posible que los 

efectos ansiogénicos observados en aves sometidas a un Campo Abierto e inyectadas con 

bajas concentraciones de NA involucren la modulación de receptores β-adrenérgicos sobre 

RGABAA extrasinápticos.  

Experimentos neuroquímicos y de inmunomarcación consideran que la 

composición α1, β2-3, γ2 del RGABAA es la más abundante en el cerebro (Fernandez-López 

y col, 1997, Pirker y col. 2000). Se ha descripto que una mutación puntual en la subunidad 

α1, puede disminuir la sensibilidad de los sitios de benzodiacepinas en el RGABAA sin 

modificar la afinidad, causando pérdida del efecto sedativo, anestésico y 

anticonvulsivante, sugiriendo que estos efectos son mediados principalmente por 

receptores que contengan intacta la funcionalidad de esta subunidad (Rudolf y col, 1999). 

La Fig. 25 muestra una mayor expresión de la subunidad α1 en Nidopallium y en Medial 

Striatum. Ambas zonas están involucradas fuertemente en la respuesta emocional al estrés 

(Gibbs y col, 2010). En Nidopallium se observó una diferencia significativa en la 

Densidad Optica en las dosis de 0,025 y 5,00 µg de NA mientras que en Medial Striatum 

se observó una diferencia significativa sólo en la dosis de NA de 5,00 µg comparadas con 

los controles salinos en la condición de estrés. Estas dos zonas telencefálicas muestran una 

importante expresión de neuronas GABAérgicas (Aller y col, 2003) y se colocalizan con 

neuronas noradrenérgicas que expresan de manera uniforme el subtipo α2-adrenérgico 

(Diez-Alercia y col, 2009). Además, ha sido publicado que la NA produciría cambios 

significativos en las corrientes postsinápticas inhibitorias GABAérgicas según la acción de 

los α-adrenoreceptores ubicados en el soma o en terminales axónicas (Shin y col, 2007). 

Por lo tanto, el incremento en la expresión de la subunidad α1 de RGABAA en estas zonas 

podría estar asociado al efecto ansiogénico inducido por la administración central de NA y 

la exposición a un Campo Abierto. Por otro lado, la expresión de la subunidad β2-3 del 

RGABAA mostró un patrón homogéneo en las áreas telencefálicas estudiadas proveniente 
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de cortes de cerebro anterior de pollos estresados e inyectados con diferentes dosis de NA. 

Estos resultados son similares con publicaciones previas donde se observó que la 

subunidad β2-3 del RGABAA tuvo un intenso patrón de tinción distribuido extensamente en 

el cerebro (Pirker y col, 2000; Sur y col, 2001). 

La Fig. 22 muestra que la administración icv de una dosis de 2,5 mUI/µl de 

insulina, no hipoglucemiante, indujo un aumento significativo de la latencia para 

comenzar a ambular respecto del grupo de aves inyectadas con solución fisiológica. Estos 

resultados muestran por primera vez que insulina administrada centralmente modifica el 

comportamiento de miedo/ansiedad en una prueba de Campo Abierto. Un estrés por 

inmovilización, en ratas, indujo un efecto desmejorador en la formación de la memoria la 

cual fue revertida por la administración icv de una dosis de 6 mUI de insulina indicando 

un efecto neuroprotector de la hormona (Moosavi, 2007). La administración central de 

diferentes dosis de insulina incrementó significativamente la densidad de RGABAA en 

sinaptosomas de pollos no estresados, sin registrarse cambios significativos en 

sinaptosomas de pollos estresados (Tabla 13). Estos resultados están de acuerdo a los 

reportados previamente donde se observó que insulina sistémica aumentó 

significativamente la densidad máxima de RGABAA en sinaptosomas provenientes de 

cerebro anterior de pollos no estresados (Cid y col, 2008). De esta forma el incremento en 

el reclutamiento de RGABAA inducido por la administración de insulina central en aves 

no estresadas tendría un efecto neuroprotectivo sobre el estrés agudo. Estudios realizados 

en cultivos neuronales mostraron que la adición de insulina al medio inhibía la 

disminución de RGABAA a la membrana sináptica inducida por una deprivación de 

oxígeno sugiriendo un mecanismo de inserción aumentado del receptor en la membrana 

postsináptica (Mielke y Wang, 2005). También se observó en células que expresan la 

isoforma α1β2-3γ2 que la adición de insulina produce una acción directa, rápida y reversible 

sobre las corrientes sinápticas generadas por GABA en sus receptores (Williams, 2008). 

Los resultados obtenidos sugieren que el incremento del reclutamiento de RGABAA en la 

membrana sináptica no es adicional al inducido por el estrés y estos efectos podrían estar 

involucrando un mecanismo similar. Por lo tanto, es posible que el estrés y la insulina 

estimulen la fosforilación de RGABAA y de sus proteínas asociadas, y consecuentemente 

incrementen la velocidad del transporte vesicular, la fusión de las vesículas con la 

membrana plasmática y la final inserción del receptor en la superficie de la membrana 

(Cid y col, 2008) y que este efecto observado pueda constituir un fenómeno 
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neuroprotectivo en el cerebro de aves expuestas a un evento estresante al aumentar la 

fuerza de la transmisión sináptica inhibitoria quizás dependiente de la fosforilación de 

RGABAA (Benavidez y Arce, 2002; Vetiska y col, 2007) al estimular la activación de la 

PI-3K, lo cual produce la formación de un complejo ternario Akt-PRIP-subunidad β2 del 

RGABAA que induce el incremento de la reinserción de RGABAA en la superficie 

neuronal (Fujii y col, 2010).  

 

Consideraciones finales 

La combinación de curvas dosis-respuesta de NA con el uso de antagonistas 

específicos reveló que la modulación noradrenérgica sobre el comportamiento de pollos 

neonatos sometidos a un estresor agudo estaría mediada por β-adrenoreceptores a una baja 

concentración de NA, mientras que a una dosis alta se activarían los α2- adrenoreceptores. 

Los resultados sobre el reclutamiento de RGABAA mostraron que las dosis más altas 

ensayadas de NA indujeron un incremento en la densidad de receptores en sinaptosomas de 

cerebro anterior de aves expuestas a un Campo Abierto y este efecto estaría mediado por la 

activación de α2-adrenoreceptores sobre RGABAA localizados postsinápticamente. Mientras 

que los β-adrenoreceptores estarían modulando no sólo la respuesta ansiogénica inducida 

por el Campo Abierto y las bajas dosis de NA sino también la densidad máxima de 

RGABAA posiblemente ubicados es sitios extrasinápticos. En resumen, la NA central 

tendría un importante rol en la respuesta emocional y neuroquímica orquestando diversas 

actividades en el cerebro de pollos neonatos al modular dinámicamente la fuerza sináptica 

inhibitoria GABAérgica dependiendo del subtipo de receptor noradrenérgico activado y de 

la localización de los RGABAA involucrados. 
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Proyecciones futuras 

 

- Determinar en ambos hemisferios cerebrales los sitios de fosforilación del RGABAA y/o 

de proteínas asociadas que participan en el proceso de reclutamiento inducido por el estrés 

en subpoblaciones seleccionadas por su diferente perfil de ansiedad.  

 

- Evaluar la actividad del RGABAA en microsacos provenientes de ambos hemisferios 

cerebrales de subpoblaciones de aves seleccionadas de acuerdo a su grado de ansiedad 

mediante la técnica de influjo de cloruro.  

 

- Caracterizar los RGABAA en cultivo primario de neuronas corticales de pollos  mediante 

estudios cinéticos a los sitios de unión a benzodiacepinas (3H-FNZ) y determinar la 

funcionalidad de RGABAA mediante el estudio de la captación de 36Cl durante el influjo 

de cloruro. 

 

- Examinar la acción farmacológica de insulina y noradrenalina administrada centralmente 

sobre la expresión y densidad de RGABAA en subpoblaciones seleccionadas de acuerdo a 

su grado de ansiedad. 
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