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RESUMEN

Atatllo Martinez Torves Fecha de Graduacion; Noviembre, 2000
Universidad Auténoma de Nuevo Lebn

Facultad de Medicina

Titula del estudio: Estudios Funcignales en Receptores GABAc

Nimero de phginas: 93 Candidato para el grado de Doctor en Ciencias
con especialidad en Biologia Molecular ¢
Ingenieria Genética

Area de estudio: Biologla Molecular de Neurareceptares

Propdsito y Métado del Estudio: El presente trabajo describe las caracteristicas moleculares y funcionales
de la familia de neuroreceptores GABAC, la cual es el producto de la expresidn de al menas (res
genes diferentes (p1, p2 y p3) que cadifican para los tres lipos de subunidades que pueden formar ¢l
receptor. Este estudio se abordd empleando técnicas de biologia molecular y electrofisiologia,
usando comoa modelo experimental-funcional al oocito de Xenopus {aevis. En la primera parte se
describe la clonacién y el andlisis funcional de dos nuevas formas alternativas del receptor pl
humano (llamadas plAS| ¥y p14430), coatrastando las diferencias entre el receptor original y las
isoformas recién clonadas. Posteriormente se presenta el andlisis de la expresion de los receptores
GABA:: en diversas 4reas del SNC. Esta parte se desarrolld empleando métodos de deteccién ¥
clonacion molecular, hibridacién in siru y expresidn funcional en oocitos de Xenopus. Finalmente,
se estudiaron los posibles mecanismos de desensibilizacidu del receptor pl, para lo cual se
siguieron dos estrategias. En la primera se esiudio ¢l papel que juegan las mecanismos de
fosforilacion en la actividad del receptor. Para ésto se mutaron in vifro ¢odones blancg para la
enzima proteina cinasa C. En la segunda alternativa, se determiné si el dominio malecular que
forma el canal idnico del receptor estd involucrado en la baja tase de desensibilizacién de pl,
mediante la construccion de genes quimera entre pl y la subunidad al del receptor de ripida
desensibilizacién GABAx.

Contribuciones y Conclusiones: Se demostrd que plAS] forma receptores funciopales cuando son
expresados en la membrana del ovocito, mientras que la iscfooma pLlA450 no es funcicnal, ain y
cuando su RNA es traducido eficientemente por el oocito. El estudio de [a distribucién de los
receptores GABAc candujo a la determinacion de la distribucian celular en cerebelo, a la clonacién
y al andlisis funcional de tres nueves DNAcs obtenidos a partir de bances de DNAc de cerebelo
bovino (pl y p2) y cerebro de rata (p3). Finalmente, el estudio de los mecanismos de
desensibilizacion del receplor pl mostrd que los receptores mutados en los sitios de fosforilacion
tienen las mismas propiedades que los receptores silvestres mientras que los experimentos con
DNA quimérico demostraron que ¢l dominio que farma el canal idnico del receptor (ie. el
segundo segmento transmembranal} ao es suficiente para wansferir las caracteristicas de
desensibilizacion rapida y que para esa se requiere la cooperacidn de varios dominios distribuidas
a lo largo de la molécula del receptar.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DE LOS RECEPTORES DEL GABA

1.1.1  Los Receptores del GABA Inhiben e] Potencial Sindptico.

El 4dcido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio en el
sistema nervioso central de todos los vertebrados, incluyendo los humanos. El papel esencial del
GABA ca ¢l sistema nervioso ceatral es inhibir ¢l potencial sindptico excitatorio de las neuronas
{Nicholls ez al, 1993). Esta es, impedir que una neurona en un momento determinado sea capaz
de iniciar un potencial de accién (Fig. 1). Este aminodcido es sintetizado en las neuronas a partir
de la descarboxilacidn del L-glutamato y ejerce su accifén inhibitoria ac-tua.ndo sobre al menos
tres distintos tipos de neuroreceptores de membrana, los cuales son genética, funcional y
farmacol6gicamente distintos, Estos receptores se agrupan en las familias GABA,, GABA; y
GABA(Enaa y Bowery, 1997).

Las familias GABA, y GABA_. son miembros de una superfamilia génica de receptores
ionotrdpicos (es decir, receptores que en una configuracidn dada forman por sf mismos un canal
i6nico) la cual incluye receptores de otros neutransmisores, tales comao los receptores de glicina y
de acetilcolina (Xue 1998; Russek er al, 1999). Por otro lado, el receptor GABA, forma parte de
{a superfamilia de receptores metabotrdpicos. Estos receptores estdn asociados a protefnas G y

la familia abarca una gran variedad de receptores con funciones miiltiples y con distribucién y



exhiben diversidad funcional como consecuencia de ser codificados por dos genes y de la

formacion de isoformas onginadas por "splicing™ alternativo (Isomoto et al, 1998).

El GABA ejerce su funcidn inhibitoria sobre las neuronas propiciando un ambiente mis
negativo en ¢l interior celular (hiperpolarizacion), haciendo més dificil el inicio de un potencial
de accidn. Los eventos que llevan a la hiperpolarizacién de la neurona son similares cuando se
activan los receptores GABA, 0 GABA,. y difieren de los eventos generados por los receptores

GABA,,.

Cuando un receptor GABA, o0 GABA_ es activado por GABA, su estructura molecular
cambia y con eso abre un canal que es permeable principalmente al idn cloro (CI7) (Fig. 1). La
siibita enirada de este idn, con carga eléctrica negativa, hiperpolariza la neurona y en este estado,
la generacién de un potencial de accién se torma mds dificil, de ahi el efecto inhibitorio del

neurotransmisor (Nicholls er al, 1993).

Asi, la inhibicidn sindptica se puede llevar a cabo répidamente por medio de los
receptores GABA, y la inhibicién puede ser llevada a cabo lentamente, pero por largos periodos

de tiempo, cuando los receptores GABAg son activados.



NEURONA
POSTSINAPTICA

Figura 1. Modelo de la funcién inhibitoria de GABA en una sinapsis neuronal. El
neurotransmisor GABA se sintetiza a partir de la descarboxilacién del L-glutamato (que a su vez
€s un neurotransmisor excitatorio). Las moléculas de GABA son empaquetadas en vesiculas
sindpticas las cuales, con un estimulo adecuado, se fusionan a la membrana plasmética
permitiendo la salida del neurotransmisor hacia el surco sindptico. EIl GABA se une con los
receptores postsindpticos (en este caso GABA, o GABA,) los cuales modifican su estructura y

permiten la entrada de iones Cl™. Esta siibita entrada propicia la hipcrpolarizaciéri de la neurona,
con la cual se inhibe la formacién de potenciales sindpticos excitatorios y potenciales de accién.
Simultdneamente, un transportador de membrana recapta el GABA y lo reintroduce al interior de
la neurona presindptica.



1.1.2 Estructura de 1os Receptores lonotrGpicos.

Los receptores GABA, y GABA_, asl como los receptores de glicina y de acetilcalina,
comparten similitudes de estructura génica que se reflejan en la estructura de la proteina que
producen (Nicholls et al, 1993). El mod:lo de la estructura tridimensional de los receptores
GABA, y GABA_ esti basado principalmente en el modelo propuesto para el receptor nicotinico
(Miyazawa ef al, 1999; Unwin, 1995, 1996, 1998). A su vez, los modelas estructurales de
proteinas de membrana estin basados en ¢! modelo estructural de la rodopsina. Siguiendo estos
modelos, un receptor GABA, 0 GABA( estd formado por cinco subunidades embebidas en la

membrana celular y la estructura de cada subunidad consiste de:

1) un dominio amino terminal extracelular en donde se localiza el sitio de unidn al
agonista, y un par de residvos de cisteinas que forman upa asa intramolecular (la cual es
necesania para la formacién de un receptor funcional). Ademds, incluye otros sitios de
modificacién postraduccional y residuos aminoacidicos importantes para el ensamblaje del

" receptar.

2) Cuatro d_ominios formados por residuos aminoacidicos hidrofébicos, los cuales forman
regiones que estdn integradas en la membrana celular. El segundo dominio transmembranal es de
importancia primordial ya que de acuerdo a este modelo, esta regién forma la pared del canal

ionico.

3) Dos asas intracelulares. Una de ellas conecta al primer y segundo segmentos
transmembranales y la segunda al tercer y cuarto dominios transmembranales. La segunda asa
contiene senales de modificacién postraduccional y entre ¢stas se encuentran senales para la

fosforilacidn porla enzima proteina-cinasa C (Fig. 2).

4



Figura 2. Modelo estructural de una

T LY ! subunidad de receptor de la familia de
v receptores ionotrépicos. Los receptores de
'» familia de receptores ionotrépicos estdn

formados por cinco subunidades. Cada
subunidad tiene dominios evolutivamente
conservados como: el dominio amino-
Extracelular 2
/' (W ) terminal extracelular, donde se encuentra el
e A sitio de unién al agonista; cuatro dominios

transmembranales; y un asa intracelular
grande con  residuos  sujetos a
modificaciones postraduccionales.

1.2 CARACTERISTICAS DE LOS RECEPTORES GABA..

1.2.1 Los Receptores GABA_ se Expresan en la Retina de los Vertebrados.

Previo a la clonacién de los genes que codifican para los receptores GABA, las
caracteristicas de estos receptores fueron estudiadas utilizando diversas metodologias: 1) al
inyectar el RNAm extrafdo de retina en oocitos de 1a rana Xenopus laevis y caracterizando los
receptores pro;!ucidos en la membrana del oocito electrofisioldgica y funcionalmente (Polenzani
et al, 1991; Woodward et al, 1992a,b,c, 1993). Después de estos reportes, 2) se determiné en qué
regiones del SNC y en qué tipos celulares de la retina son expresados, utilizando hibridacién in
situ e inmunocitoquimica (Enz et al, 1996; Koulen et al, 1997a,b; Salceda et al, 1993), y 3)
mediante el registro electrofisiolégico directo en células de la retina, tales coino las células
horizontales del cono de la rata, las células del ganglio retinal de la tortuga, las células amacrinas
y ganglionares de la salamandra, y en las células horizontales de los bastones de rata y percha
(Dong y Werblin, 1995; Liu y Lasater, 1995; Luckasiewicz e;t al, 1994; Luckasiewicz y Wong
1997; Luckasiewicz y Shields, 1998; Nelson er al, 1999; Qian y Dowling, 1993, 1994, 1995; Yeh
et al, 1996).



Puesto que inicialmente estos receptares se descubrieron en la retina de mamiferos se les
denomind receptares GABA s CABA,, 0 GABAg (Polenzani e/ al, 1991). Sin embargo, otros
hallazgos electrofisolégicos indican que los receptores GABA. pueden estar presentes en las
células CA3 del hipocampo durante estadios tempranos del desarrollo murino (Strata y Cherubini
1994). Asi mismo, el anilisis por hibridacion de RNA en filtros ('Northen blots’) sugiere que
receptores tipo GABA,. pueden ser encontrados en cerebelo e hipocampo de mamiferos (O'Hama

et al , 1995).

1.2.2 Existen al Menos Tres Tipos de Subunidades de Receptores GABA.

Como se menciond anteriormente, hasta ahora se han clonado tres diferentes genes que
pertenecen a la familia GABA( y se les ha denominado pl, p2y p3 (Cutting et al, 1991, 1992;
Ogorusu er al, 1997, Qian er al, 1997, 1998; Shingai er af, 1996; Wang et af, 1994). Todos ellos
son expresados abundantemente en la retina y preservan las caracteristicas anteriormente
mencionadas que los distinguen como receptores GABA,. Cada uno de ellos comparte entre un
70 y un 77% de similitud ea su secuencia aminoacidica y alrededor de un 30 al 35% de similitud

con las miembros de los receptores GABA,, y receptores a glicina.

Las tres subunidades (p1, p2 y p3) del receptor GABA. son capaces de formar receptores
funcionales cuanda son expresados en sistemas heterdlogos (oocitos de Xenopus o células en
cultivo), sin requerir de ninguna subunidad accesoria (Calvo ef al, 1994; Cutting er al, 1991,
1992; Kusama ef af, 1993a,b; Ogorusu et al, 1996, Shimada er al, 1993; Wang ef al, 1994). Sin
embargo, algunos reportes indican que la subunidad p2 de rata no forma receptores homo-
oligoméricos funcionales y requiere la cooperacidén de la subunidad pl para ensamblar un
receptor funcional (Zhang et af, 1997). Esto contrasta con las caracteristicas de las subunidades

p2 de humanos y peces, las cuales forman bomo-oligémeros funcionales (Cutting et al 1992,



Qian y Dowling, 1997, 1998). Por tanto, se necesitardn estudios mds detallados para apoyar o

descartar la nocion de que la subunidad p2 de rata no es funcional.

Los genes pl y p2 han sido ubicados en la regién q21-23 del cromosoma 6 humano y
forman un agrupamiento de genes organizados en tandem (Cutting e? al, 1992). Es interesante
seialar que en esta misma regidn se localiza un locus asociado a la retinitis pigmentosa del tipo
autosomica recesiva (Ruiz-ef al, 1998); sin embargo, aiin no se define si ¢xiste una relacién entre

la enfermedad y mutaciones o alteraciones en la expresion de los receptores p.

El arreglo en tandem de los genes de las subunidades p concuerda con la evolucién del
arreglo multigénico de los genes GABA,, ya que &stos se disponen en vanios loci en paquetes de
tres & cinco genes incluyendo algunos que codifican para diferentes subunidades a, iy v, y los
cuales estdn distribuidos en varios cromosomas (Bailey et af, 1999; Glatt er af, 1997; Greger et

al, 1995; Kosterzewa ez al, 1996; Russek er al, 1994; Sinnetw et al, 1993).

Tabla 1

Algunas diferencias funcionales, estructurales y farmacolégicas entre los receptores GABA | y GABA N

GABA GABAC
Subunidades del receptor al-6,pl-4, y1-4,d e pl,—pz, 1K)
Tipo de asociacion Hetro-oligomero Homo-oligdmero‘l
Desensibilizacion Ripida Lenta o hula
Resistencia a bicuculina No Si
Distribucion en el SNC Abundante Principaltnente en retina” <

*1. La subunidad p2 de rata ticne una mutacién €n su extremo amino-terminal, lo que aparentemente impide formar
fromao-oligémeros funcionales. Sin embargo, las subunidades p2 de humano y peces si san funcionales.

#2 Recientemente se encontrd que e RNAm de p2 es expresado en bajas cantidades en el cerebro humano. En el
presente trabajo se presentaran pruebas de que otras subunidades GABA. son expresadas en el cerebelo de

mami(fero.



1.2.3 Diferencias Entre los Receptores GABA y GABA, .

Existen muy claras diferencias estructurales entre 108 receptores G/!&BAA y GABAC. pese
a que ambos son miembros de una misma familia génica y que responden al mismo
neurotransmisor. Por una parte, los receptores G}";BAc son homo-oligémeros es decir, ¢stdn
formados por cinco subunidades idénticas. Estas subunidades son ¢l preducto de la expresion de
tres genes y se les denomina pl, 2 y p3. (Amin y Weiss, 1994; Calvo er al, 1994; Calvo y
Miledi, 1995; Cutting ef al, 1991). En contraste, los receptores GABAA son hetero-oligémeros
que para ser funcionales requieren el acoplamiento de al menos dos tipas de subunidades (a y B),
siendo ademds necesario el ensamblaje de otras subunidades accesorias (y, §, » para adquinr

todas [as caracteristicas farmacolGgicas y electrofisologicas propias de los receptores GABA

presentes en las neuronas (Connolly er al, 1996; Fritschy et al, 1997 Prichett er ai, 1938).

Otra caracteristica que distingue a las dos clases de receptores radica en las diferencias
funcionales de sus mecanismos de desensibilizacion. Por ejemplo, cuando los receptores
GABAA se_activau permiten la entrada de Cl~ al interior de la célula y después de unos cuantos
segundos de activacion, el receptor inicia un declive en la amplitud de la carrieate generada, pese
a la presencia continua del agonista (Polenzani et al, 1991; Celentano y Wong 1994; Cash y
Subbarao 1988; Tia er al, 1996) (Fig. 3). Ain mds, si el agonista se aplica repetidamente las
respuestas subsecuentes disminuyen en su amplitud. En cambio, en los receptores GABAc estos
efectos no suceden asi (Polenzani et af/, 1991; Woodward ez al, 1992a,b,c 1993). La presencia del
agonista, aiin después de diez minutos o més de exposicién, hace que disminuya la respuesta en

apenas un 8-10% y aplicaciones repetidas del agonista no [levan a una disminucién de las

respuestas subsecuentes. Es decir los receptores GABAC préicticamente no s¢ desensibilizan.



{A) - GaBA 100 M

(B)
GABA 100 4M + BIC 100 uM

Figura 3, Corrientes generadas por GABA en oocitos inyectados con RNAm de retina. Las
respucstas a GABA en estos oocitos son mixtas, ya que expresan ambos tipos de receptores. A)
Corriente generada por GABA a 100 uM; la cual muestra tanto ¢l componente de GABA,, counto
el GABAC (el cual no desensibiliza) y que ademds, como s¢ muestra en B) no es bloqueado por

bicuculina, antagonista especifico de los receptores GABA, (Tomado de Polenzani ez al, 1991).

Las diferencias que existen entre las secuencias aminoacidicas de ambas clases de

receptores resultan em divergencias de sus caracterfsticas farmacoldgicas. Por ejemplo,
clisicamente los receptores GABA, s¢ distinguen porque son antagonizados por el alcaloide
bicuculina (Johnston 1972), micntras que los receptores GABA  no son afectados por este

alcaloide (Polenzani &r af, 1991). Por otra parte, las benzodiazepinas (que son moléculas

ampliamente utilizadas en Ja clfnica como antidepresivos y relajantes), tienen un efecto directo
sobre los receptores GABA |, moduldndolos de tal modo que incrementan su accién ighibitoria al

favorecer una mayor hiperpolarizacién neuronal (Costa y Guidotti, 1996). Estas benzodiazepinas
no tiencn efecto alguno sobre los receptores GABA . (Woodward er al, 1993), a excepcidn de

algunas circunstancias especiales (Gilvo y Miledi, 1998).

Por otra parte, ¢n célulag HEK293 transfectadas con plismidos de expresidn transitorios
del receptor GABA (g281) o de la subumidad pl, el agente hipnStico-sedativa 22.2-
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tricloroetanol tiene acciones opuestas sobre los receptores formados. Por un lado, incrementa las

carrientes generadas por el receptor GABA Ja2f1) mientras que a las mismas concentraciones

no modifica las corrientes de pl, aunque |o inhibe a altas (Krasowski er al, 1998).

El detergente Bio-Soft-62, el cual es un sulfonado lineal alkil bencénico también tiene

efectos opuestos sobre los receptores GABA, y pl cuando €stos son expresados en oocitos de

Xenopus. Por ejemplo, a una concentracion entre ¢l 0.0001 y el 0.01% incrementa las corrientes
generadas por los receptores GABA p(q182) ¥ CABA A (a1 B2,y2L) €ntre un 21 a un 458%. Por
otra parte, el receptor formado por pl es inhibido aproximadamente un 72% a una concentracién

del detergente del 0.001% (Machu et al, 1998), g

1.24 Formas Alternativas de los Recepiores GABA. .

El potencial codificante de Jos genes eucarifticos se incrementa mediante mecanismos
postranscripcionale; como la remocidn altena de intrones (‘splicing’ alternativo), la seleccién de
promotores, sitios de poliadenilacidn alternativos y por 1a edicidn def RNAm (Singer y Berg
1991). Los eventos de “splicing™ son particularmente complejos en el SNC y son comunes en
algunos genes de neuvroreceptores, donde la remocidon diferencial de intrones produce
subunidades que confieren propiedades diferentes al receptor (Ashiya y Grabowski, 1997, Lopez,
1998, Wang y Grabowski, 1996, Zhang et al, 1999). Particularmente, los genes de las
subunidades o5, a$, 2, B3 y y2 de los receptores GABA 4 , aumentan su potencial codificante al
re.mover intrones en forma alternativa (Huntsman er af, 1998; Joues ef @, 1996; Liu ¢¢ al, 1998;
McKinley et af, 1997; Zhang et al, 1996). Este mecanismo también ocurre en algunas genes de
receptores ionotrépicos de invertebrados (Bamber et al, 1999; Hosie y Satelle 1996). También
miembros de las familias génicas de receptores nicotinicos {Mileo et af 1995), NMD;\ {Luque er
al 1994) y glutamato (Hampson ef al 1994) producen formas alternativas a partir de un solo gen,
lo que complementa la diversidad de receplores debida a la existencia de familias multigénicas

para incrementar la complejidad del SNC.
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Estudios iniciales desarrollados por R. Miledi y A. Vézquez sugerian que en
bancos de DNAc de retina humana existirian dos isoformas menores de la subunidad pl,
las cuales aparentemente eran formadas por eventos de "splicing” alternativo. La figura 4
muestra un experimento donde se utiliz6 PCR para tamizar una biblioteca de DNAc de
retina humana en busca de secuencias semejantes a pl. Como se puede apreciar en esta
figura, la presencia de diferentes fragmentos indican que potencialmente el gen pl podria
derivar al menos tres transcritos, sin embargo la evidencia no era lo suficientemente
fuerte por carcer de la secuencia nucleotidica de éstos y de clonas derivadas de bancos de
genes. Como se mostrard mas adelante, en este trabajo se abordé la clonacién molecular,
determinacién de la secuencia nucleotidica y expresién funcional de estas supuestas

isoformas.

1.6 kb
1 kb

S kb

plAS51
plAS1

Figura 4. Deteccién por PCR de formas alternativas del receptor pl en la retina
humana. El andlisis inicial de una biblioteca de DNAc de retina mostr6 tres productos de
amplificacién de PCR. Estos tres productos fueron resueltos electroforéticamente y como
se distingue en esta fotografia corresponden a: 1) pl, 2) la nueva forma p1AS51 y 3) a una
tercera forma que se denominé p14450.



1.3 MECANISMOS DE DESENSIBILIZACION DE RECEPTORES
IONOTROPICOS

1.3.1 Papel de la Fosforilacion en la Desensibilizacién de Receptores
lonotrépicos.

Recientemente, muchos estudios sobre la regulaci6n funcional de neuroreceptores
se han enfocado sobre el papel que juegan las enzimas de modificacidn postraduccional,
tales como las cinasas (Lin ez al, 1996; McDonald y Moss 1994; Moss et al, 1992a,b;
Swape et al, 1992). Esta familia de enzimas transfiere grupos fosforilo a partir de ATP
hacia una gran diversidad de proteinas blanco. La familia de las protein-cinasas abarca
alrededor de cien diferentes proteinas com caracteristicas particulares individuales
(Pearson y Kemp 1991). Tres de estas proteinas, la proteina-cinasa C (PKC), proteina-
cinasa A (PKA) y proteinacinasa G (PKG), fosforilan neuroreceptores ionotrépicos. Por

ejemplo, la subunidad B1 del receptor GABA 4 es fosforilada en la regidn intracelular por

PKC, y esta modificacion altera [as propiedades de los receptores ensamblados formados
por §1 (Lin ef al, 1996).

Como resultado de algunos estudios en los que el RNAm de retina bovina fueron -
expresados en oocitos, se obtuvo una fuerte evidencia de que la desensibilizacién del
receptor pl puede ser medificada por el estado de fosforilacién en el que se encuentra en
el oacito. A menudo, cuando los receptores GABA, san activados 5-10 veces sucesivas,
la magnitud de las repuestas crece progresivamente. Si en el mismo oocito se activa un
receptor que este acoplado a proteinas G, como por ejemplo el receptor enddgeno a suero
(Tigyi er af, 1990), esto iniciz una serie de reacciones que involucran la activacion y
desactivacién simultinea de una gran variedad de protein-cinasas y fosfatasas. Toda esta
cascada Ae eventos madifica la magnitud de las corrientes generadas por el receptor
" GABA_ de retina y muy posiblemente involucra la modificacion de su estado de

fasforilacion.
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Ademds, existe evidencia de que algunos receptores del tipo GABA, modifican su tasa
de desensibilizacion cvando soun fosforilados (Leidenheimer er al, 1992; Lin er al, 1996; Moss ef
al, 1992ab). Con el fin de saber si los receptores GABA, formados exclusivamente de la
s"punidad p1, son modificados por proteina-cinasas, se utilizd un programa de computacidn que
permitid identificar siete residuos que llenan el consenso para ser fosforilados por la PKC y
existe la posibilidad de que estos puedan estar involucrados en la desensibilizacion del receptor.
El tema de la potencial fosforilacién del receptor pl se abrodard con mdés detalle en subsecuentes

capitulos.

1.3.2 Elementos Estructucales del Receptor y su Papel en la Desensibilizacion.

Los tres miembros de la familia de receptores GABA_. se caracterizan por presentar una
baja tasa de desensibilizacion (Polenzani er af, 1991), y esta propiedad es compartida por las
respuestas electrofisioldgicas a GABA registradas, ya sea directamente en la retina de diversas
especies de vertebrados § en oocitos de Xenopus inyectados con RNAm de retina bovina (Enz y
Cutting 1998; Johnston er al, 1996; Polenzani et al, 1991). La excepcidn a esta caracteristica son
los registros electrofisiolégicos de células bipolares de 1a retina de la carpa, en los cuales pese a
que las corrientes no son bloqueadas por bicuculina (caracteristica tipica de los receptores
GABA), éstas decaen como las de los receptores tipo GABA, (Han er al, 1997). Sin embargo,
¢l hecho de que todos los receptores GABA conservan la propiedad de no desensibilizacién a lo
{argo de la escala filogenética, asi como entre los diferentes miembros de la familia génica,
indica que esta caracteristica debe jugar un papel fisiologico muy importante para este receptor y

por ende para las funciones de la retina y del cerebro.

Algunas mutaciones puntuales del canal idnico de algunos receptores son capaces de

alterar la cinética de ’los’ receptores ionotrépicos, mediante cambios en la tasa de
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Algunas mutaciones puntuales del canal i6nico de algunos receptores son capaces
de alterar la cinética de los receptores ionotrdpicos, mediante cambios en la tasa de
desensibilizacion. Este tipo d¢ cambios fueron encontrados inicialmente en la subunidad
a7 del receptor nicotinico (Revah et al, 1991) y recientemente en la subur'dad a6 del
receptor GABA, (Im et al, 1995). En ambos casos, residuos de leucina que son
conservados filogenéticamente en este dominio fueron modificados por mutaciones fn

vitro y estos cambios alteraron [a cinética de desensibilizacion de [os receptores.

1.4 EL OOCITO DE Xenopus laevis COMO MODELO EXPERIMENTAL
PARA ESTUDIAR NEURORECEPTORES Y CANALES IONICOS.

1.4.1 Generalidades del Oocito de Xenopus laevis.

Los oocitos de Xenopus que son utilizados para la caracterizacion funcionat de
canales idnicos y neuroreceptores son células inmaduras cuyo ciclo celular estd
interrumpido en la profase meidtica 1 (Dumont 1972). El desarrollo de estos cocitos se
dividen en varios estadios (I-VI) y los que generalmente son empleados para estudios
electrofisiologicos se encuentran en los estados V y VI Estos oocitos miden
aproximadamente entre 1 y 1.5 mm de didmetro y estdn divididos en dos hemisferios: el
vegetal que es de coloracién amarillenta y ¢l animal que es oscuro y es hacia donde se

localiza el niicleo o vesicula germinal.

Los oocitos se pueden aislar ficilmente del ovario usando pinzas de punta fina.
Una vez separados, &stos se encuentran rodeados por cubiertas de células (foliculares y
epiteliales) y otras fibras de soporte (cubierta vitelina) y tejido conectivo (teca). Estas
cubiertas protegen al oocito de dafio mecfinico y aportan diversos factores para su

desarrollo (Dumont 1972, Miledi ef af, 1989).
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1.4.2 Los Qocitos de Xenopus Traducen RNAm Heterdlogo.

Cuando los oocitos son inyectados con RNAwms, proveaiente de otro tejido o tipo celular
(por ejemplo del cerbro o retina), la maquinaria traduccional del oocito reconoce a los
mensajeros ex6genos y sintetiza las proteinas codific~;las en éstos. De este modo, los RNAms
inyectados codifican para las proteinas sintetizadas en el tejido del cual se extrajo originalmente,
entre estas proteinas estardn los canales ionicos y receptores, los cuales, al ser insertados en la
membrana del oocito pueden ser ficilmente estudiados por métodos electrofisioldgicos
(Gundersen et al, 1983ab; Gundersen et al, 1984a,b.c; Sumikawa et al, 1984). De este modo,
una gran parte, © todo el arsenal de proteinas sintetizadas en un tipo celular o tejido, como por
ejemplo neuronas y areas especificas del cerebro, puede ser ‘transplantado’ al oacito y estudiado
en e¢sta célula que es fécil de manipular, accesible y bastante resistente al dafio mecédnico

comparado con neuronas independientes mantenidas en cultivo.
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1.5 JUSTIFICACION

GABA es el pnncipal neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central y el
estudio de sus receptores contribuird a entender mejor los principios normales y patoldgicos de la
transmisién sindptica que ocurre en el cerebro y en la retina. Ello dar4 una mejor panordmica de
las caracteristicas moleculares y funcionales de la transmision sindptica, la cual es la base de las

funciones del cerebro.

1.6 OBJETIVO GENERAL
Estudiar algunas de las propiedades electrofisioldgicas y farmacoldgicas de los

receptores GABA y de las isoformas de su subunidad pl.

1.7 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Aislar a partir de bancos de DNA¢ de retinas humanas los DNAcs de las supuestas
isoformas de la subunidad GABAp1 y determinar su secuencia nucleotidica.

II. Analizar las propiedades electrofisiolégicas y farmacoldgicas de las isoformas de
GABApl en el modelo de los oocitos de Xenopus laevis.

III. Determinar la distribucién de las subunidades de los receptores GABA. y de sus
isoformas en el SNC.

IV. Determinar si la fosforilacion del receptor GABAp| por la protefna-cinasa C (PKC)
estd involucrada en la baja tasa de desensibilizacidén del receptor.

V. Determinar el posible papel del segundo dominio transmembranal en el mecanismo

de na desensibilizacion.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Origen de los reactivos

Los estuches para transcripcién in vitro fueron adquiridos de Promega (Madison, WI,
EUAY); el estuche para el radiomarcaje de sondas de DNA de Gibco-BRL (Rockyille, MD, EUA);
el estuche para la sintesis de sondas biotiniladas y deteccién de hibndacianes in sitw de
Boehringer (Indianapolis, IN, EUA); el estuche para la construccién de bibliotecas de DNAc en
el bacteriéfago A-ZAP de Stratagene (La Jolla, CA, EUA); el estuche para la construccidn y
aislamiento de proteinas en fusién con el plismido pMAL-c2 de New England Biolobas
(Bethesda, MD EUA); el estuche para reacciones de RT-PCR de Boehringer; para la
determinacién de la secuencia nucleotidica por el método de Sanger se utilzd el estuche de

USB/Amersham.

Las enzimas Taq polimersa, fosfatasa alcalina, DNA polimel"asa (fragmento de Klenow)

y enzimas de restriccion fueron adquiridas de Gibeo, BRL; la enzima Pfu de Stratagene.

Los oligonucledtidos utilizados en las reacciones de PCR fueron sintetizados por la

compaiia Genosys (San Francisco, CA, EUA).

Toda el material de plastico y vidrio (tubos, pipetas, puntas para pipeta, etc. se

adquineron de la casa comercial Falcon (distribuidor en [rvine, CA).
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2.2 MATERIAL BIOLOGICO Y EQUIPQO.

Material bioldgico. Las cépas de £ coli se adquireron de las siguientes
compaiifas: DHSa (Gibco, BRLY, XL1blue (Stratagene), K802 (ATCC), TBl (New
England Biolabs).

Las ranas del género Xenopus s¢ adquirieron de Nasco (Madison, WI, EUA) y
Xenopus 1 (Dexter, MI, EUA).

Las ratas empleadas para la hibridacién in situ y para la coleccién de tejido para
aislamiento de RNA se adquirieron de Charlie River Co. (Boston, MA).

El tejido de cerebro y retinas de bovino s¢ obtuvo del rastro Shamrock Co.

(Downey, CA, EUA).

Equipo. Se utilzé la centrifugd de alta capacidad Bckman J221 (Fullerton, CA)
con el rotor TJI4. La microcentrifuga Eppendorf 5402 (Hamburgo, Alemania). Cdmaras
de electroforesis para minigeles horizontales, geles verticales en placa y para
secuenciacion de DNA de Gibco. Termociclador Perkin-Elmer 9000. Se utilizé un
microscopio confocal disefiado y construido por el Dr. [an Parker (Universidad de
California, Irvine). Equipo de trampa de voltaje de Axoclamp (New Port Beach, CA) y

una computadora PC para adquisicién de datos.

2.3 CLONACION Y ETUDIOS FUNCIONALES Y DE DISTRIBUCION DE
FORMAS ALTERNATIVAS DE LA SUBUNIDAD pl.

2.3.1 Tamizaje de Bibliotecas de DNAc de Retina.

Dos bibliotecas de DNAc de retinas humanas aduitas y fetales construidas en el
fago Agtll y en el charon BS* (Swaroop y Waissmann, 1988) fueron donadas por A.
Swaroop y J. Nathans (Johns Hopkins University). Se adquind la cepa de E coli (K802)

de ATCC (Rockville, MD, EUA), la cual se utilizd para propagar estas bibliotecas,
18



Depués de dos tamizajes donde se utilizaron métados convencionales de propagacidn ¢
hibridacién con sondas de DNA homdlogo (Sambrook ef al, 1989), y en los que no se
abtuvieron clonas positivas (muy posiblemente debido a la baja cantidad de transcritos
para estos receptores), se decidié smplear una estrategia alterma que perimitiera
ennquecer la cantidad de clonas menas abundantes mediante 1a construccién de sub-

bibliotecas, y ¢l tamizaje de éstas por PCR (Lardelli y Lendahl 1994).

2.3.2 Propagacidn de la Biblioteca de DNAc y Transformacion de Bacterias.

Se propagé E. coli K802 en placas de LB-Agar suplementado con 0.2% maltosa y
se incubé a 379C por 14-16 h. Una sola colonia de esta placa se transfirid a un matraz
con 20 m! de medio NZCYM (lg de NZ-amina, 1 g de casa-aminoacidos, 1 g de extracto
de levadura y 1 g de MgS04.7H20 en 100 ml de H40) suplemeatado con 0.2% de
maltosa, se incubé a 379C con agitacién continua (230 rpm) por 12-14 h. La absorbancia
Optica del cultivo se determing a A 600 nm y se ajustd con NZCYM suplementado con
0.2% de maltosa para obtener 20 ml de bacterias a una concentracién de 0.4 unidades

Gpticas (a una A de 600 nm).

Una vez ajustada la concentracion, se infectd ¢l inéculo de bacterias con 1 millén
de unidades formadoras de placa (ufp) de una de las bibliotecas de DNAc. Se incubd a
379C por 15 min y se dividié inmediatamente en 20 tubos (Falcon de |5 ml) cada uno
conn 1 ml del in6cuto original. Estos se incubaron a 37°C por 3 h y el crecimiento se
detuvo al agregar 3-4 gotas de cloroformo. Se ceatrifugd cada tubo a 9800 g en un rotor
de angulo fijo (TJ14) por 10 min a 4°C. Los sobrenadantes (los cuales contenian las
particulas virales) se transfirieron a tubos nuevos y se guardaron a 4°C. La eficiencia de
transformacidn de estos sobrenadantes bajd considerablemente después de 2-3 semanas,
pese a que después de este tiempo las sefiales obtenidas por PCR se mantuvieron. Esta

eficiencia fluctud originalmente entre un rango de 4 a 8 X109 ufp/pl.
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2.3.3. Tamizaje Molecular.

De cada sobrenadante se obtuvieron 2 ul que sirvieron como templado para realizar
veinte reacciones de PCR. Se realizaron dos series de reacciones utilizando cuatro diferentes
oligonucle6tidos (Fig. 5). La primer reaccién fué dirigida a amplificar la regién del amino
terminal del DNAc que codifica para pl y emplé a los oligonucleStidos 1=5"-
ATGAGATTTGGCATCTTTCTT-3' y 2= 5'GGCAGGGCC TCCGAAGCCAGG-3', mientras
que la segunda reaccién se centré en el extremo que codifica para el carboxilo terminal del
receptor empleando los oligonucleétidos 3= S5-GTGTTCCTCTCGGTGCTG3'- y 4= 5'-
GGAGAAAAT AGACCAGTATAT-3', para ambas PCRs se utiliz6 el siguiente programa: 94°C
3 min, 35 ciclos de 94°C 40 s, 50°C 40 sy 72°C 40 s.

5 3

™1 TM2 TM3 ™4

Figura 5. Posicién de los oligonucleétidos utilizados en la PCR. “Primers” 1 y 2 amplifican
un fragmento de 247 pb mientras que 3 y 4 amplifican 100 pb. La posicién de los cuatro
segmentos transmembranasles es sefialada como TM1-TM4.

2.3.4. Re-propagacién.

Los sobrenadantes que dieron sefiales positivas por PCR se utilizaron para infectar con
sx104 ufp a la cepa de E. coli K802 y sembrar las bacterias infectadas en dos placas, Se incubd
por 5-8 h 6 hasta que las placas de lisis pudieran distinguirse claramente, pero sin que alcanzaran

a fusionarse. Las placas se incubaron a 4°C por no menos de dos h. Cada placa se transfiri6 a
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filtros de rylon y fas clonas positivas se identificaron por hibridacién homéloga en amortiguador
de hibridacién (Formamida 50%, 5X SSPE, 1X solution de Denhardt, SDS @0.1%) y con lavados
en condiciones de alta exigencia (dos lavados de 15 min con SSC5X y SDS 0.5% a temperatura
ambiente, dos lavados de 1S min con SSC 1 X y SDS 0.5% a 37 C y finalmete tres lavados con
0.1X 55C ¥ 1% SDS a 659C). Como sonda se utilizé ¢l DNAc de pl sadiomarcado (con 32P),

De estos tamizajes se obtuvieron clonas correspondientes a pl, p1AS51 y p1A450.

Cada clona positiva se propagé independientemente en 50 m! de LB suplementado con
0.2% de maltosa y se extrajo ¢l DNA de cada una (Sambrook ez af, 1989). Este DNA se cornté
con EcoR1 para liberar el fragmento correspondiente al DNA(:-. Debido a que el DNAc de pl
contiene un sitio EcoRl intemo, fué necesario realizar un corte parcial. La banda de peso
molecular aproximado a 2 Kb s¢ aisld y se subclond en ¢l sitio EcoR1 del pldésmido pBSKS
(Stratagene, La Jolla, CA, EUA). Se secuenciaron cuatro clonas independientes mediante el

métoda de Sanger descrito por Sambrook et al (1989).

2.3.5 Pldsmidos de Expresidn y Sintesis de Transcritos in vitro (RNAC).

10 ng de cada clona seleccionada en pBSKS fueron lineanizados con la enzima de
restriceién Sall para la produccién de un RNAc con sentido y con Mol para la produccion del
antisentido. Los plésmidos linearizados se “limpiaron” mediante dos extracciones con fenol-
cloroformo, se precipitaron con acetato de amonio 7.5 M y etanol absoluto y se centrifugaron por
30 min, la pastilla se lavé con [ ml de etanol al 70% y finalmente se secd en un gvaporadaer

centrifugo con vacio.

Para la sintesis de RNAc (la cual se realizé con todos los componentes libres de

RNAsas), el pldsmido linearizado se resuspendid en agua y los componentes fueron agregados en
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el siguiente orden: rNTPs (concentracién final de 10 mM), DTT 100 mM, CAP (7-metil
guanosina) (0.3 mM final) y 5U de la enzima RNA polimerasa de T7 (sentido) o la RNA
polimerasa de T3 (antisentido).

,

Como una alternativa, para incrementar los niveles de expresién de los receptores, se
transfirieron los DNAcs de pl, p1AS1 y p1A450 al pldsmido pSP64T (Krieg y Melton 1984),
linearizado con Bglll, "rellenado” en los extremos con el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa de E. coli y desfosforilado con la fosfatasa alcalina de intestino de ternera. Para
producir el RNAc, el plasmido fue linearizado con Sall y el transcrito producido con la RNA
polimerasa de SP6 (Fig. 6).
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TRANSCRIPCION
Cap (7-metil-Guanosina)

s SALRIIDAD AUTONVMA DE Kloga)l (1454

Figura 6. Mapa funcional del plaésmido pSP64T-p1. El DNAc de pl fue insertado en el sitio
Bglll del pldsmido pSP64T (Krieg y Melton, 1984), de tal manera que la transcripcién estd
regulada por el promotor del fago SP6. En los extremos 5' y 3' de la regién codificante para el
receptor, se localizan las regiones no traducibles del gen de la B-globina (B-G) de Xenopus y en
el extremo distal 3' se localiza una secuencia de poliadeninas. El nucle6tido metilado (7 metil-
Guanosina) que forma el "capuchén" (Cap) del transcrito es afiadido por la RNA polimerasa
durante la reacci6n de transcripcion in vitro.




Después de 3 h de incubacion a 37°C el DNA plasmidico se eliminé con | U de DNAsa
(RQ1) (Pramega, Madison, W, EUA) por 15 min a 37°C. La solucidn se limpié con un volumen
de fenol-cloroformo y el sobrenadante, que contiene el RNAc, se precipité con acetato de
amonio y etanol, se centrifugd por 30 min y $inalmente se lavé con | ml de etanol al 70%. La
pastilla final se seco al vacio y se resuspendié en 10 pl de agua estérnil y libre de RNAsa, El
RNAc se cuantificé en el espectrofotdmetro y se ajusté a una concentracién de | pg/ul. Este

RNAC se conservd congelado a -70°C hasta su uso.

En una tercer altermativa de expresion, se subclonaron los DNAcs de
pl, p1AS1 y p1A450 en el plasmido de expresién eucaridtica pcDNA3 (Invitrogen, La Jolla, CA,
EUA). De esta manera, el promotor transcripcional de los genes tempranas del Citomegalovirus
humano estaria regulando la transcripcion de cada subunidad. Los pldsmidos recombinantes se

inyectaron en el nicleo (vesicula germinal) del oocita.

2.3.6 Aislamiento de Oocitos de Xenopus y Registro de Corrientes por la Técnica de dos
Microelectrodos y Fijacion de Voltaje.

Se adquirieron ranas hembra del género Xenopus de dos compaiiias: Nasco y Xenopus 1.
Estas se anestesiaron por hipotermia y se decapitaron con guillotina. Los ovarios se removieron

usando tijeras y se colocaron en cajas Petri con medio de Barth modificado (88 mM de NaCl , |
mM de KCl, 24 mM de NaHCO3, 0.82 mM de MgSQy, 0.33 mM Ca(NO3);, 0.42 mM de

CaCly, y 5 mM de HEPES, pH 7.4). El medio fue suplementado con el anabi®tico gentamicina a

(.1 mp/ml. Para remover las células foliculares que rodean al oocito, se trataron los foliculas con

colagenasa (0.5 mg/ml) disuelta en medio de Ringer por 40 min a temperatura ambiente.



Los oacitos se aislaron individualmente con pinzas de punta fina y se incubaron a 16°C
por 24 h. Los oocitos se inyectaron 4 presién con un microinyector usando microagujas
hameadas para eliminar cualquier contaminacién con RNAsas. Se inyectaron 50 nl de RNAc (1
ug/ul) en el polo vegetal del oocito ¢ 10 nl de plismido (I pug/ul) en el nicleo. Varios dias
después, las comentes eléctricas gencradas por la aplicacidn de GABA y otros agonistds o
antagonistas se registraron utilizando el método de los das microelectrodos y fijacién de voltaje
que se ha empleado ya para la caracterizacion de otros receplores y canales idnicos (Gundersen

et al, 1983a,b, 1984a,b, Miledi er al, 1982).

Los registros de las comientes obtenidas fueron almacenadas en una computadora. Para el
registro de las corrientes se uti(izd el programa Nicolet (disefiado y hecho por Rico Miledi), ¥

para ¢! analisis se empleé el programa comercial Micrococal Origin (Northampton, MA, EUA).

2.3.7 Construccidn de Receptores en Fusidn con la Proteina Verde Fluorescente (GFP).

La GFP exhibe una fuerte seiial fluorescente cuando es excitada a ciertas longitudes de
onda (alrededor de 480 anm). Esta propiedad la ha convertido en un marcador casi ideal en
sisternas de expresion heterdlogos, ya que permite observar su expresién en tiempo real, asf
como determinar su localizacién subcelular y, debido a que no se tiene que fijar la célula que la
expresa, permite analizar el trfico intracelular de proteinas in vivo (Chalfie ez al, 1994). Para
estudiar si el DNAc¢ de p1A450 es capaz de formar RNAm traducible a proteina y de ser anclado
en la membrana plasmdtica, se construyeron dos genesde fusién. Uno entre pl y GFP (el cual se
usé como control positivo de expresidn) y otro eatre plA450 y GFP. Se diseiié una estrategia de
clonacién que permitié la fusion en el marco de lectura adecuado, de tal manera que GFP se
fusiond al extremo carboxilo de pl o de plA450 (Fig. 7). Por tanto, el péptido lider (el cual

permite {a incorporacién de la proteina a la membrana plasmdtica) fue donado por el receptar.
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Los pldsmidas se inyectaron en ¢l piicleo del oocito y las corrientes generadas se estudiaron
usando la configuracién de fijacion de voltaje. Finalmente, los oacitos fueron estudiados bajo un

microscopio confocal de fluarescencia.

2.3.8 Tamizaje de las isoformas del receptor pl en el SNC bovino.

Se aisld6 RNA de varias dreas del sistema nervioso central (utilizando la técnica de
Chomczynski y Sacchi, 1987) incluyendo cerebelo, hipocampo, amigdala, cuerpo calloso, nervio
Optico y retina. Este RNA sirvi¢ de templado para reacciones de retrotrancripcion-PCR
(Sambrook er al, 1989), utilizando los oligonuclestidos 1 y 2 descritos anteriormente en esta

seccidn.
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Figura 7. Estrategia de construccién del pldsmido de expresién de la quimera p1-GFP. El
primer paso consistié en modificar por mutacién in vitro el DNAc de pl de tal manera que se
removié el codén de terminacién traduccional y se introdujo un sitio Norl. El plésmido que
contiene el DNAc modificado (pGEMT-pl) fue cortado con Scal y Notl para liberar el
fragmento correspondiente al DNAc de pl. Este fragmento fue clonado en el pldsmido pN-
EGFP, previamente cortado con Smal y Norl. El pldsmido resultante (p-pl/GFP) se usé para
inyectarlo en el niicleo de oocitos de Xenopus.
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2.4 CLONACION MOLECULAR, ANALISIS FUNCIONAL Y DETERMINACION DE
LA DISTRIBUCION DE RECEPTORES GABA. EN EL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL. i

, 2.4.1 Preparacion del Tejido, Aislamiento de RNA y Andlisis Funcional.

Las ratas Sprage-Dowley se decapitaron y se disecaron las siguientes dreas: corteza
cerebral, cerebelo, hipocampo, estriado y retina. Los tejidos se congelaron inmediatamente en
nitrdgeno liquido y se conservaron # -70%C hasta su uso. Para aislar RNA total se siguié la
técnica de fenol-cloroformo-guanidina (Chomczynski y Sacchi 1987) y para seleccionar el RNA

Poli-At se litilizé una columna de afinidad de celulosa oligo-dT (Sambrook ez al, 1989). El RNA

Poli-A* se concentrd a 1-2 pg/pl y se conservd a -70 OC hasta su uso.

Se obtuvieron oocitos como se describi§ anteriormente, ¥y 50-70 nl de RNAm (1-2 pg/ul)
fueron inyectados en el polo vegetal del oocito. 4-5 dias después de la inyeccin se registraron
las corrientes generadas por GABA usando la técnica de fijacién de voltaje (Miledi, 1982). Para
discriminar entre las corrientes generadas‘por el receptor GABA,, ¥ posibles receptares GABA,

se usd bicuculina 1 mM, bloqueando asi las corrientes evocadas por la activacién de GABA,.

2.4.2 Andlisis por RT-PCR.

El RNA aislado de las diferentes regiones del cerebro se usé como templado para
sintetizar ¢l DNAc, utilizando la Transcriptasa Reversa de MMLYV (Gibco, MD, EUA) y dos
oligonucledtidos degencrados con homologia a [as secuencias conservadas de los recepiores
GABA(. Los oligonucledtidos empleados fueron: 5-YTTYGTBCATTCYAAAMGVTCM3-' y
5"ACWGTGGAGAGGTARTTSACRG-3Y' (donde B=G+T+C, R=A+G, 8=G+C, M=A+C,
V=G+A+C, W=A+T, Y=C+4T). La retrotranscripcion constd de un paso a 50°C por 40 min con

el oligonucledtido B y el programa de amplificacidn fue de 94°C por | min y treinta ciclos de
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El producto de amplificacién del tamafo esperado (aproximadamente 600 pb) se resolvié en
geles de agarosa al 1%, la banda de interés se aisld por absorcién a silica y se ligé al vector
pGEM-T (Promega, Madison W1, EUA). Los productos de ligacién se utilizaron para
transformar £. coli (DH5x o XL1-blue) y se determiné la secuencia nucleotidica por el método

de Sanger (Sambrook et al 1989).

2.4.3 Hibiridacion ir sire.

Debido a que las sefiales obtenidas por RT-PCR fueron mds abundantes en cerebelo que
en cualquier otra drea (a excepcion de la retina), se decidid determinar por hibridacién in situ la
distribucién de las tres diferentes subunidades tipo p.

Se sacrificaron ratas hembra y se decapitaron inmediatamente. Se disecé el cerebelo y se
f1j6 en glutaraldehido al 4% por 24 h y se prepararon cortes horizontales de 20 pm utilizando un
cridstato, Los cortes se prehibridaron a 37°C y se hibridaron por separado con ribo-sondas
sentido y antisentido especificas de los receptores pl-p3. El buffer de hibridacion consistié en:
SSC 4X, dextran sulfato al 10%, EDTA a 2 mM, 50% formamida y 500 pug/ml de DNA de
esperma de salmén. Cada sonda se marcé con rUTP-Biotina mediante la sintesis de RNAc in
vitro, Se realizaron lavados de alta exigencia y se hizo la deteccién con anticuerpo anti-biotina
ligado a la enzima fosfatasa alcalina. El revelado se llevé a cabo ugando NBT y BCIP. Cada

corte se analizé al microscopio de luz y se fotografié.

2.4.4 Construccién y Tamizaje de Una biblioteca de DNAc de Cerebelo Bovina.

Se obtuvieron tres cerebros completos de vaca adulta y se les disecé ef cerebelo. Se aislé
el RNA total (Chomczynski y Sacchi 1987) y se seleccioné el RNAm por cromatografia de
afinidad a oligo dT (Sambrook ef al, 1989). Este RNAm se utilizé como templado para

reacciones de RT-PCR que permiticron identificar amplicones con secuencias semejantes a
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receptores GABA(. Este mismo RNAm se utiliz para construir una biblioteca de DNAc en el
fago A-ZAP (Invitrogen, La Jolla CA, EUA). La biblioteca se tamiz6 utilizando como sondas los
fragmentos previamente amplificados por PCR, de las clonas positivas se aislé el DNA y a éste
s¢ le determind su secuencia nucleotidica. Dos de estas clonas resultaron ser semejantes a los
receptores pl y p2 humanos, con algunas diferencias puntuales. Para lograr expresar estos
DNAcs en oocitos de Xenopus, la region codificante se clond en el vector pSP64T (Kreg y
Melton 1984) y con ¢l pldsmido quimérico resultante se sintetizd el RNAc que se inyect6 en el
citoplasma del oocito. Posteriormente, se¢ estudiaron las caracteristicas de los receptores

generados mediante la técnica de fijacidn de voltaje (Miledi, 1982).

2.4.5 Tamizaje de una Biblioteca de DNAc de Cerebra de Rata.

Con el fin de encontrar nuevos genes relacionados a los receptores GABA( en el sistema
nervioso, se tamizé una biblioteca de DNAc de cerebro de rata (Invitrogen La Jalla CA, EUA),
usando como sondas a los productos de amplificacion de la PCR mostrados en la figura 15 de la
seccidn de resultados, usandoe condiciones de baja exigencia durante el proceso de hibridacidn
(Sambrook er al, 1989). Las clonas positivas fueron aisladas, secuenciadas y subclonadas en las

vectores de expresion pSP6AT (Krieg y Melton 1984) y pcDNA3.

2.5 MUTACIONES EN LOS SITIOS DE FOSFORILACION DEL RECEPTOR pl
Y CO-EXPRESION CON RECEPTORES ASOCI@OS A PROTEINAS G

2.5.1 Mutaciones Dinigidas 8

El receptor pl tiene siete sitios que pueden ser potenciaimente fosforilados por proteina
cinasas y tres de ellos (Ser 425, Ser 434 y Ser 441) se encuentran en la regién de |a s¢egunda asa
intracefular. Estos tiltimos fueron elegidos para modificarse in virro porque estdn en contacto

directo con el citoplasma, que es donde se encuentran las cinasas.

29



Los codones que codifican para estos residuos fueran cambiados por codones de alanina,
utilizando oligonucledtidos sintéticos en la técnica de mutacion por PCR en dos etapas (Picard et
al, 1994). La prmera reaccion de PCR se realizé con el primer A=5'-
CTCCTTCATCCACGACAC-3' en combinacién con uno de los tres oligonucledtidos
mutagénicos SER425=5"-GACCCTGGCCGCAGAGAGGA-3; SER434=5'-ACAGAGGAA
AGCTCAGAGAAGC-3" y SER#41=5"-CAGCTATGTGGCCATGAGAATC-3', utilizando un
programa de amplificacidn con 25 ciclos de 94°C por 30 s, 55°C por 3¢ s y 72°C por 1 min. Los
productos amplificados (que portaban los fragmentos mutados) se resolvieron en geles de
agarosa al 1% y se aisl6 la banda del peso molecular adecuado. Una vez aislados, cada fragmento
se utilizé como “megaprimer” en reacciones de amplificacién “asimétrica™ utilzando 1§ ciclos de
94 9C por 40 s y 729C por 2 min. Finalmente, para extender la cadena de DNA hasta el extremo
terminal de la regién codificante de pl se afiadidé a la reaccion de PCR el “primes” B=5"-
TACAGTTATTTCTGTAGT-3" y se utiliz6 el siguiente programa: 94°C 30 s, 55°C 305 729C |
min por 25 ciclos. Las reacciones de PCR se fraccionaron en geles de agarosa al 1% y los
productos de alrededor de | Kb se aislaron y se digirieron con las enzimas Bglll y Sacl. El
fragmento Bglll-Sacl se introdujo en el plismido pAV11[ (Calvo et al, 1994), el cual porta el
DNAc del receptor pl silvesire, con lo cual se introdujo cada mutacion en construcciones
independientes, Finalmente, para construir el triple mutante, se combinaron los fragmentos
mutados en la primera reaccién en una sola reaccién de re-amplificacién, lo que did lugar a

combinaciones de dobles y triples mutaciones.

Los cambios 6 mutaciones introducidas fueron corroborados determinando la secuencia
de los genes mutados (Sambrook ef af, 1989). El triple mutante (plisosacun)) 5¢ €xpresd en
oocitas de Xenopus y sus propiedades se estudiaron por la técnica de los dos microelectrodos y

fijacion de voltaje (Miledi 1982).
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2.5.2 Co-expresion de Receptores de Angiotensina (AT1) y pl

Los pldsmidos portando los DNAcs de los receptores AT 1 @ pl se lineanizaron con Sall.
Los RNAcs de AT y pl se sintetizaron ir vitro utilizando 1a RNA polimerasa de T7 y se co-
inyectaron en oocitos de rana. Las corrientes generadas por la activacion de los receptores se
determinaron mediante fijacién de voltaje. g1 fue activado primero, hasta que alcanz6 un mivel
estable en sus respuestas. AT1 se activd luego con 0.1M ATIII y el efecto de esta activacién
sobre las corrientes generadas por el receptor pl se midié a los 5, 10, 20, 30 y 40 min. Este

estudio s realiz6 también con el receptor mutante p Loy caurs,

2.5.3 Expresion de la Segunda Asa [atracelular de pl en E. coli y Fosforilaci6n in vitro

La figura 8 muestra esquemdlicamente la estrategia de clonacidn seguida para la
construccion de un pldsmido de expresidn bacteriana. Se amplificé mediante PCR la regidn que
codifica para la segunda asa intracelular del receptor pl y el amplicdn se corté con las enzimas
de restriccion BamH1 y Pst] y se introdujo en el vector de expresion pMALc2 (cortado con
BamH1 y Pstl). La secuencia nucleotidica de la construccién final se corroboré utilizando el
método de secuenciacidn de Sanger (Sambrook ez af, 1989). pMALc2-pl se introdujo en la cepa
TBI de E. coli y la inducccién de la expresion se llevd a cabo en matraces con medio LB
suplementado con 0.1 mM IPTG, afadido en la fase temprana del crecimiento (0.4 DO
determinada en un espectrofotémetro a una A de 600 nm). Las bacterias fueron colectadas por
centrifugacion 3 h después de la induccién y la proteina recombinante se aislé por cromatografTa
de afinidad utilizando una resina de amilc;sa (LaVaille 1987). La proteina purificada se visualizé
en geles de poliacrilamida-SDS al 10% tefiidos con azul de Coomassie (Sambrook ef al, 1987).
El mismo proceso se siguid para la proteina control de fosforilacién, que fue la segunda asa

intracelular de la subunidad @2 del receptor GABA, bovino.
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Figura 8. Estrategia para la expresién de la proteina fusion MBP-pl. La regi6n que codifica
para la segunda asa intracelular del receptor pl se amplificé por PCR, lo cual permitié la
introduccién de un sitio BamH|1 en el extremo 5', de un sitio Psrl en el extremo 3' y de un codén
de terminacién. Los sitios de restriccién permitieron la clonaci6n en la fase de lectura apropiada
del fragmento codificando para la segunda asa intracelular (BamH|1-Pstl) en el vector pMALc.
De este modo se cre6 el pldsmido que permiti6 la expresién de una proteina fusién (MBP-p1/22
asa) codificada por un gen fusion bajo el control transcripcional del promotor TAC.
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MBP-pl y MBP-p2 se fosforilaron utilizando ATP radiomarcado en el fosfato gama en
dos reacciones independientes, una con PKCa (proteina—cinasa C, subunidad @) y en otra PKG
(prtjtefna-cinasa C dependiente de GTP). Para determinar si la proteina fue eficientemente
fosforilada, se tomé una quinta parte de la reaccidn de fosforilacidn y se resolvié en un gel de
poliacrilamida-SDS al 10%. El gel se secéd y se expuso a pelicula sensible a rayos X. Este
método fue inicialmente descrito por McDonald y Moss (1994).

26 DETERMINACION DEL PAPEL DEL SEGUNDO SEGMENTO
TRANSMEMBRANAL DE p1 EN LA DESENSIBILIZACION DEL RECEPTOR

2.6.1 Construccién de genes quiméricos por PCR y ligacién intermolecular.

La subunidad ol del receptor GABA, se aisld de un banco de DNAcs de corteza
humana, empleando como sonda un fragmento del DNAc de la subunidad @l bovina
radiomarcado. Al DNAc de hGABA, d se le determind la secuencia nucleotidica para

corroborar su identidad, la cual correspondié a aquella reportada previamente por Schofield e a!

(1989).

Para la construccin de los genes quiméricos se utilizd la DNA polimerasa termoestable
de alta fidelidad Pfu (Stratagene, La Jolla, CA, EUA) para amplificar por PCR la regién de pl
que abarca desde el codén de iniciacidn hasta el final de la primer asa intracelular (figura 9). En
una segunda reaccion se amplificd el segmento de la subunidad @l desde el inicio del segundo
segmento transmembranal hasta el codon de terminacion. Los fragmentos amplificados fueron
ligados entre si y clonados en los vectores de expresién pBSKS y pcDNA3J. A la quimera asi

construida se Je denominé pl/al.
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Para terminar el "transplante” del segundo segmento transmembranal, se amplificaron por
PCR dos regiones (utilizando como templado pl/al). En la primera reaccién se amplificé desde
el codén de inicio de la traduccién de pl hasta el fin del segundo segmento transmembranal de
al, y en la segunda reacci6n desde el inicio de la primera asa extracelular de pl hasta el cod6n

de terminacién de su traduccién. La nueva quimera, a la cual se le denominé plmae, fue

_clonada en pBSKS y en pcDNA3. Cada una de las construcciones finales fue microinyectada en

oocitos y las corrientes generadas por GABA fueron estudiadas por la técnica de los dos

microelectrodos y fijacién de voltaje.

GABA,,
—» * —

<IM2 "
v

GABA 5

PCR

Expresion

Figura 9. Estrategia para la construccién de genes quimera. Dos reacciones de PCR
independientes amplificaron 1) la regién corriente arriba de pl y 2) la regién 3” de la subunidad
al de GABA,. Los fragmentos amplificado fueron ligados y subclonados en un vector de
expresion.
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CAPITULO 3

RESULTADOS '

3.1. CLONACION MOLECULAR Y EXPRESION FUNCIONAL DE FORMAS
ALTERNATIVAS DEL RECEPTOR pl
3.1.1 Tres isoformas del Receptor p1 se Expresan en la Retina Humana.
De un total de cuatro bancos de DNAc de retina (dos bancos de retina de adulto y dos fetales) se
aistaron tres diferentes tipos de clomas que codifican para un receptor pl Fig. 10) y no se
encontraron diferencias entre las secuencias de los DNAcs obtenidos de retina adulta o fetal. Los

tres tipas de clonas corresponden a:

1. pl. En este receptor, a diferencia del DNAc reportado originalmente por Cutting et af,
(1991) el DNAc encontrado presenta un codon extra (AGT=Ser) ea la paosicién 32.
Las cuatro clonas obtenidas presentaron la misma modificacién. Este codén extra

apareniemente no altera las propiedades funcionales del receptor.

2. plASL. El cual carece de S1 nt, que eliminan 17 amtnodcidos en la region amino
terminal del receptor que codifica para la regidn extracelular del mismo. Tanto la
secuencia lider, que permite que el receptor sea anclado a la membrana, como los

segmentos transmembranales, s¢ conservan intactos en esta isoforma.
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3. plA450. El cual presenta una delecién en la misma regiébn que plAS1, pero se
extiende 450 nt hacia el carboxilo terminal. Esta delecién elimina claramente residuos
criticos para el funcionamiento y ensamblaje adecuado de un receptor funcional.

A
50 100 150 200 250 300 350 400 _ 450
| | ] l 1 £°° | |
RESIDUO # T 1 T 1 T i 1 ) -1
T™I1 TM2 TM3 ™4
pl I | I .
35P 51
35 —P 185

il | B

W_CHUVIATESRM HWPGREVHEM SKKGSRPORQ RREVHEDAHK

FREGIFLLWW GWVLATESRM HWPGREVHEM SKKGSVSPIL RRSPIDTKSP

HMREGIFIINW GWVLATESRM HWPBREVHEM SKKGSRVTVT AMCNMDESRF

PEPTIDO LIDER SITIO ACEPTOR

Figura 10. Tres isoformas del receptor pl se expresan en retina humana. A) Algunos
fragmentos del extremo amino-terminal del receptor pl se remueven por "splicing” alternativo,
de manera que se forman transcritos con deleciones de 51 (17 residuos en p1A51) y 450 nt (150
residuos en p1A450). Ambos transcritos tienen un marco de lectura completo. p1AS1 no pierde
dominios criticos para la formacién de un receptor funcional, mientras que pl1A450 pierde
residuos necesarios para la formacién de receptores funcionales. B) Supuesta secuencia
aminoacidica del extremo amino-terminal de las isoformas de la subunidad pl, mostrando la
regi6n del péptido lider y el sitio de aceptor del "splicing" alternativo.



3.1.2 Expresidn de plAS| y pl A450 en Ouocitos de Xenopus.

Depués de inyectar oocitos de varios donadores con varias preparaciones de RNAc de
p14450, no se logrd detectar ninguna corniente generada por GABA. Cuando el RNAc de
p1A450 se co-inyectd con el de pl, la expresidn de receptores funcionales de pl se redujo
aproximadamente a la mitad, probablemente debido a que plA450 se ensambla con pl farmando
receptores que no son funcionales 0 con diferente cinética (resultados no mostrados). Para tratar
de incrementar la expresion de plA450, el DNAc se introdujo en el plismido de expresion
pSP6AT, el cual porta las regiones no traducibles localizadas carriente arriba y corriente abajo
del gen de la B-globina de Xenopus. Previamente se ha demostrado que estas regiones
incrementan la estabilidad de algunos RNAc y permiten una traduccién mds eficiente de los
RNAc que codifican para receptores de seratonina (Ni er af, 1997). Pese a €llo, otra vez no se
logrd generar cormentes inducidas por GABA, ain a altas concentraciones. Como tercera opeién
para lograr expresar este receptor, el DNAc de plA450 fue clonado en el plasmido pcDNA3. En
éste, el DNAc de plA450 quedd bajo el control del promotor transcripcional de los genes
tempranos del Citomegalavirus (CMV) humano y con el extremo 3' no traducible de! gen de
hormona del crecimiento bovino. El plismido fue microinyectado directamente en el nicleo del
oocita. Después de varios intentos se concluyd que esta tercera opcion tampaco resultd en la

producion de un receptor pl1A450 funcional.

Eu. contraste, los oocitos inyectados con el DNAc de plAS] si formaron receptores
funcionales, tanto aquellos inyectados con RNAc, como los que fueron inyectados
intranuclearmente con DNA, (Fig. 11). Los receptores expresados por plASL, como el receptor
pl silvestre, no son bloqueados por el alcaloide bicuculina y no se desensibilizan ni atin después
de ser expuestos por largo tiempo a GABA. Las comientes inducidas por bajas (0.1-0.2 uM) o

altas (I mM) concentraciones del agonista fueron bastante estables. Hay que hacer notar que en
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algunas ocasiones fas corrientes generadas decaycron apreciablemente después de expouerse 8
GABA (1mM), gin embargo el cambio en fa conductancia se mantuvo constante mientms que ¢
potencial de equilibrio generado por iz accién de GABA cambié durante el tiempo en el que el
©ocito estuva expuesto al agonista (Fig. 11B). De aguf se deduce que la aparente cafda en la
respuesta e5 debida principalmente a cambios en el gradiente de iones Cl™ através de la
anembrana, gcasionado por [a apertura simultinea de un gran nimero de canales, y no debdido a
una desensibilizacitn real de los receptores, Este hecho debe tenerse en mente cuando se diga
que una célula (¢ f retina) tiene receptores del tipo GABA_ que se desensibilizan.

GABA 02 uM

U L

Figura 11, Exspresion funcional de p1AS1 en oocitos de Xenopus. El RNAc de plAS1 fue
inyectado em oocitos de Xengpus. 48-72 h después, los oocitos generaron corricntes bastante
robustas al ser expuestos a GABA. A) Las cormieates de plAS1 no desensibilizan adn después de
varios minutos de exposicién &l agonists (GABA 0.2 mM). B) El mismo oocito se expuso a una
soncentracién de GABA mdés alta (ImM) y las corrientes asf generadas aparentan desensibilizar.
jin embargo, la conductancia (indicada por * y medida al estimular el oocito con pulsos de -
J0mV por 1 s¢g se mantuvo relativamente constante.
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3.1.3 Caracterizacién Farmacol6gica del Receptor p1AS1.

Con el fin de conocer las propiedades del receptor plAS1 se probaroa varios agonistas y
antagonistas que son conocidos por sus acciones sobre los receptores pl y GABA,. Primero se
prob6 el efecto de los iones de Za2*, los crjles inhiben las respuestss a GABA en diversas
preparaciones (Calvo et al, 1994; Chang et al, 1995; Dong y Werblin 1995, Wang et al, 1995).
Los iones de Zn%* bloquean al receptor pl de manera dosis dependicute y con una inhibicién
media (ICy) de 9.2 pM (Calvo ez al, 1994). El receptor plA51, activado por 5 uM de GABA,
tedujosucorticntegeilemdaaun:i()%delaoﬁginalcuandoseexptlsoalpMdean"'(Fxg. 12).
Esta inhibicién fue reversible después de lavar el oocito por 3 min para eliminar el catién.

: GABA SuM
- GABASHM : Za* 1uM

Figura 12. Blogueo de p1AS1 por jones de zinc. Al igual que para los receptores pl, las
corrientes generadas por la isoforma plAS1 (expresada en )Ja membrana de oocitos) son
bloqueadas por iones de zinc de una manera dosis-dependiente.

Ademis, se sabe que los lantdnidos tienen efectos moduladores sobre los receptores
GABA, Y pl (Calvo er al, 1994; Im er al, 1992, Narahashi et al, 1994). Asi mismo, en la
isoforma p1AS1 ¢l L& produjo un aumento répido y reversible de las comientes generadas por
GABA. Este efecto fue mayor cuando se increments la concentracién de La™. Su potencia fue
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independiente del voltaje al que se fij6 el oocito y fue menos aparente cuando ¢l receptor fue
activado por altas concentraciones de GABA.

Los aminodcidos glicina y B-alanina son capaces de activar receptores GABA, y pl
(Calvo et al, 1995; Wu et al, 1992). Con el fin de determinar si la delecién en p151 afecta la
capacidad de pl para ser activado por estos meurotransmisores, se realizaron una seric de
experimentos. Al probarse la accién de estas moléculas sobre el receptor expresado en oocitos, se
encontré que la glicina genera corrientes con una ECy, de 1.2 mM y que B-alanina tuvo un efecto
semejante aunque més potente (ECy, de 165 uM) (Fig. 13).

GABA p1251

. —-'.

Glicina

B-alanina

GABA s0sec. -

Figura 13. Corrientes generadas por GABA, glicina y f-alanina en oocitos inyectados con el
plismido de expresién de plAS1. Estos registros muestran las corrientes generadas por GABA

(3uM), f-alanina (3mM) y glicina (30mM). Como se puede observar las cormentes son robustas
y no-desensibilizantes.
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3.1.4 Distibucién del Receptor pl en Tejido Cerebral Bovino.

Por medio de RT-PCR se demostré que tanto pl como pl 51 se expresan en
varias dreas del sistema nervioso central bovino. Utilizando oligonucleétidos especificos
que permiten reconocer los productos amplificados de ambas isoformas se demostré que
pl y plAS] se expresan en retina y cerebelo. Ademds, pl fué hallado en hipocampo,
corteza y nervio 6ptico. Ninguno de los dos transcritos estuvieron presentes en el cuerpo
calloso o en la amigdala (Fig. 14). En ninguna de las muestras analizadas se detecté la

subunidad p1A450.

Cb Ret CxF Est CC Hip Nop

G3PD

Figura 14. Anélisis electroforético de los productos de RT-PCR de pl y plAS1
obtenidos de diversas dreas del cerebro. Utilizando oligonucleétidos especificos en
reacciones de RT-PCR, se lograron distinguir dos de las isoformas de pl (pl y p151) en
varias dreas del sistema nervioso central bovino: M: marcador de peso molecular, Am:
amigdala, Cb:cerebelo, Ret: retina, CxF: corteza frontal, Est: estriado, CC: cuerpo
calloso, Hip: hipocampo, Nop: nervio O6ptico. G3PD: gliceraldehido 3 fosfato
desihidrogenasa, que fue usada como control interno de la reaccién de RT-PCR.
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3.1.5 Expresién de Receptores pl en Fusion con GFP
La inyeccidn del pldsmido de expresién portando el gen quiménco pl-GFP indujo
la formacién de receptores funcionalmente idénticas al receqtor silvestre. Por ejemplo,
- los receptores pl-GFP responden a bajas concentracianes de GABA, tienen una baja tasa
de desensibilizacidn, son insensibles a bicuculina y son antangonizados por TPMPA, el
antagonista especifico de receptores GABA, (Fig. 15). Ademds, también se determind
que la selectividad del canal del receptor quimérico por el ién cloro es igual a la det

silvestre.

Los oacitos que expresaron receptores pl1-GFP funcionales fueron abservados al
microscopio confocal de fluarescencia (Fig. 15). En esta figura se muestra un oocito que
expresd receptores pl-GFP y que generd respuestas no desensibilzantes cuando fue
expuesto a GABA Fig. 15 A,B). Estos oocitos, al ser excitados a una longitud de onda de
488 nm y al ser observados al microscopio confocal de flyorescencia, muestran una sefial
positiva en color verde fluorescente a lo largo de la perifieria del oocito. Esto sugiere que
los receptores quiméricos conservan todas sus caracteristicas funcionales y que por tanto
los receptares fluorescentes se encuentran muy posiblemente adecuadamente integrados
en la membrana plasmitica del oocito. Para tener pruebas més contundentes de que los
receptores pl-GFP se encuentran en la membrana plasmadtica del oocito, se necesitarian
anticuerpas especificos que detecten la proteina in situ. Sin embargo, como le Gnico que
se inyectd fue la fusién pl-GFP, los receptores funcionales necesariamente deben ser
producto de esta fusién, a menos que de alguna manera se pierda GFP, lo cual no es muy

probable.
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Figura 15. Caracterizacién funcional del receptor pl-GFP. A) pl-GFP expresa receptores
funcionales que responden a GABA y no desensibilizan. B) las corrientes de pl-GFP son
bloqueadas por TPMPA, que es un antagonista especifico de receptores GABA.. C) La relacién
corriente/voltaje revelé que el potencial de equlibrio de este receptor ocurre alrededor de -30
mV, el cual corresponde al potencial de equilibrio del i6n cloro y que es semejante al encontrado
en los receptores pl silvestres. D) Imégen al microscopio confocal de fluorescencia de un oocito
expresando receptores funcionales y que muestra fluorescencia principalmente a lo largo de la
periferia del oocito.
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Sin embargo, plA450-GFP, al igual que plA450 silvestre, no formo receptores que se
activan por GABA, aun a altas concentraciones. Algunos de los oocitos inyectados con pl A450-
GFP fueron observados al microscopio confocal de fluorescencia (Fig. 16). Estos oocitos
presentaron una senal fluorescente a lo largo de la membrana celular, semejante a la exhibida por
los oocitos que expresan receptores pl-GFP funcionales. Es decir, que pese a la eficiente
traduccion y a la distribucion aparentemente adecuada del receptor (al menos muy cerca de la

membrana celular) éste no es capaz de generar corrientes iénicas.

Figura 16. Expresion del receptor p1A450-GFP. Los oocitos inyectados con el DNAc de la
quimera plA450-GFP no respondieron a GABA. Estos mismos oocitos fueron vistos al
microscopio confocal de fluorescencia y, como muestra la imédgen en esta figura, la quimera se
traduce eficientemente y su producto se distribuye cerca de la perifena del oocito. La figura
muestra un solo oocito visto en cuatro diferentes planos para observar la distribucion de la

fluorescencia a lo largo de la superficie del oocito



Asi, si se compara la distribucion de la fluorescencia emitida por los oocitos
inyectados con pl-GFP con aquella emitida por los oocitos inyectados con pl A450-GFP
se puede observar que no exite en apaniencia diferencias en la distribucioa del receptor.
En ambos casos la fluorescencia estd concentrada hacia el her;nisfclio animal del oocito

con muy baja o nula fluorescencia presente hacia el hemisferio vegetal.

Como se muestra en la figura L5 las respuestas generadas por el oocito inyectado
con pl-GFP al ser expuesto a GABA san pricticamente similares a las generadas por pi
silvestre. Sin embargo, algunas difenecias fueron encontradas después de varigs ensayos
de expresidn. Por una parte, la proporcion de cocitos expresando receptores funcionales
fue siempre inferior al nimero de oocitos expresando pl. Se obtuvieron generalmente
entre un 30 y un 50% de oacitos expresando propiamente pl-GFP, y todos los gocitos
que generaron corrientes de mds de 500 nA (con luM GABA) mostraron fluorescencia a
lo largo de la membrana plasmadtica, En los oocitos que generaron corrientes inferiores a
500 oA no se les logrd detectar fluorescencia ni aldn en el hemisferio animal, donde es
mds abundante. La segunda diferencia radicd en el tiempo de aparici6n de las respuestas
82 GABA. Generalmente los 0ocitos inyectados con pl generaron comvientes robustas a las
48 después de haber sido inyectados en el nicleo con el pldsmido de expresién. pl -GFP
generd corrientes hasta 72 h post-inyeccion, esto es, tardé al menos un dia mas en
producir el suficiente ndmero de receptores para generar carrientes lo suficientemente
grandes para ser caracterizadas.

Finalmente, la proporcion de oocitos expresando pl1A450-GFP fue entre el 50 y
60%. Todos los oocitos que fueron observados al microscopio fueron ensayados
electrofisiologicamente y no se logré determinar corrieates 3 GABA ni a otros agonistas

como la glicina y la B-alanina.
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3.2 LOS RECEPTORES GABA_ SE EXPRESAN EN EL SNC Y FORMAN
HOMO-OLIGOMEROS FUNCIONALES AL EXPRESARSE EN OOCITOS DE
Xenropus.

3.2.1 Expresion Funcional de Receptores del SNC en Oocitos y Ensayos de PCR.

El RNAm aislado de varias dreas del sistema nervioso central de rata y bovino
inyectado en oocitos de Xemopus produjo receptares funcionales que respondicron a
GABA. Estos receptores mostraron una fase de desensibilizacién ripida y fueron
bloqueados por el alcaloide bicuculina, estas caracteristicas corresponden a un receptor
del tipo GABA,. Los registros electrofisioldgicos mostrados en Ja figura 17 muestran dos
ejemplos en los que se puede ver claramente que las respuestas a GABA son robustas y
que el potencial de expresion del RNAm es suficiente para observar comentes generadas
por diferentes clases de receptores. Al mismo tiempo, s¢ puede apreciar que las corrientes
no son bloqueadas totalmente por bicuculina, fo que sugiere que los receptores GABA se

encuentren en estos tejidos, pero a niveles de expresion considerablemente bajos.

Ademds de los registros mostrados en la figura 17 también se obtuvieron
respuestas a GABA en los oocitos inyectados con RNAm de hipocampo y nervig dptico
aislado de bovinos y de corteza cerebral e hipocampo de rata. Ambas respuestas fueron
generadas por recepotres tipo GABA,, sin embargo la magnitud de éstas fue bastante
pequeiia. No se obtuvieron respuestas a GABA en los oocitos inyectados con RNAm de

cuerpo callose ¢ amigdala (bovino) ni de estriado (rata).
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Figura 17. Expresién funcional de RNA poliAt de cerebelo y corteza. A) Corrientes

generadas por un 0ocito inyectado con RNA poliAt de corteza cerebral al ser expuesto a
los neurotransmisores GABA, kainato y NMDA, donde se observan respuestas robustas
para cada uno de ellos. B) Respuestas generadas por GABA en un oocito inyectado con
RNA poliA™ de cerebelo. Las respuestas en ambos casos corresponden a un receptor tipo
GABA,, sin embargo, debido a que aln en la presencia de bicuculina se registran
corrientes. pequefias, se sospechd de Ia presencia de receptores GABA,, aunque en muy
bajas cantidades.

Efectivamente, utilizando RT-PCR (lo cual increment6 Ja resolucién de deteccion
pero no permitié el andlisis funcional) se lograron detectar receptores del tipo GABA..
Los fragmentos generados por PCR se clonaron en vectores plasmidicos y [a figura 18C
muestra algunos de los plismidos analizados. A diez de las clonas positivas se les
determind su secuencia nucleotidica, las cuales permitieron ver que en el cergbelo se

expresan pl (3 positivas), p2 (6) y p3 (1).
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Figura 18. Tamizaje de genes similares a GABA.. A) Gel de agarosa mostrando el
RNA total aislado de I: retina, 2: corteza cerebral, 3: hipocampo, 4: estriado, 5: cerebelo.
B) Productos de RT-PCR de aproximadamente 600 pb, obtenidos a partir de los RNAs
mostrados en el panel A. Se puede observar que la sefial en retina es més fuerte que en
cualquiera de las otras dreas cerebrales. C) Los DNAcs sintetizados a partir de cerebelo,
fueron ligados al vector pGEM-T y en esta fotografia se muestra el anédlisis
electroforético de 16 clonas (derivadas a partir de la ligacién) después de ser cortadas con
EcoR1, con M se indica el carril corresponiente al marcador de peso molecular.



3.2.2 Los Receptores GABA_. se Expresan en las Células de Purkinje y de Golgi
del Cerebelo de Rata.

Una vez que se det-rminé la presencia de los transcritos pl-p3 en cerebelo, se
analizé la distribucion de los receptares en este tejido por hibridacion in situ. Después'de
comparar las secuencias nucleotidicas de los DNAcs clonados que codifican para
receptores GABA, se decidié utilizar la regidn dande la secuencia fuera mas diferente.
Esta corresponde al extremo amino terminal que codifica para la secuencia lider del

receptor y parte del extremo amino-terminal.

Se utilizaron seis cerebelos de rata y en tres experimentos independientes se
emplearon ‘'sondas para cada una de las subunidades. Cada sonda fue sintetizada por
duplicado. Utilizando condiciones de alta exigencia de hibridacidn se logré detectar cada
uno de los tres genes en [a corteza del cerebelo. La figura 19 muestra que las células de
Purkinje y las células de Golgi presentan la mayor sefial de hibnidacidn. Cabe aclarar que
las sondas utilizadas como confrol, es decir, aquéllas que fueron sintetizadas con la

secuencia con el sentido de las subunidades, no mostaron sefial de hibridacion positiva.
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Figura 19. Determinacién de la expresién de los receptores p1-p3 por hibridacién in
situ en cortes de cerebelo de rata. Para determinar la distribucién de las subunidades del
receptor GABA, directamente en el tejido, se utilizaron sondas especificas para cada
subunidad y la hibridacién se llevé a cabo con altas condiciones de astringencia para
eliminar cualquier posibilidad de hibridacién cruzada. Se puede observar que las sefiales
de hibridacion son més fuertes en las c€lulas de Purkinje (CPk) y en algunas células de
Golgi (CG).

3.2.3 Dos Receptores GABA son Expresados en el Cerebelo Bovino
Mediante el uso de oligonucleStidos degenerados en reacciones de PCR, se

lograron amplificar segmentos de DNAc con similitud a los receptores pl y p2 humanos.
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Dos de los DNAcs que codifican para estos receptores fueron clonados después de
tamizar una biblioteca de DNAcs de cerebelo bovino y su identidad correspondié a pl y
p2 (referidos aqui como bpl y bp2) (Fig. 20). Sin embargo, el receptor bp2 presenta
' gunas diferencias que lo hacen ligeramente diferente al humano y al murino; esto puede
deberse diferencias alélicas o a diferencias especificas de especie. Los dos DNAcs tienen
las secuencias caracteristicas bdsicas de un receptor ionotrdpica: cuatro dominios ricos en
aminodcidos hidrofébicos (los cuales forman los cuatro segmentos transmembranales),
una regidn hacia el extremo amino terminal que forma un supuesto puente disulfuro entre
dos cistefnas y uma asa intracefular grande entre el tercero y cuarto segmento

transmembranal (Fig 20).

Ambos DNAcs producen receptores que generan corrientes a GABA cuando son
inyectados independientemente en oocitos de rana (Fig. 21} y los dos receptores son
resistentes a la bicuculina y son especificamente antagonizades por 12,56
tetrahidropiridina-4-il-metilfosfinato (TPMPA). La tasa de desensensibilizacidn es baja,
al igual que fos receptores pl y p2 humanos. Sin embargo, a diferencia del receptor p2 de
rata (Zhang et al, 1997) que no forma receptores por si solo, el bp2 si es capaz de formar
receptores funcionales independientemente de la presencia de cualquier otra subunidad
accesoria. Posiblemente, esta capacidad refleja la existencia de la sefial de
"oligomerizacién" en el segmento extracelular del receptor, la cual estd ausente en el gen
de rata y presente en los genes p2 de humano y ratén y en pl (Cutting et af, 1992, Greka
et al, 1998, Hackman et al, 1997a,b). Por otra parte, ambos receptores son activados
eficientemente por P-alanina y glicina. Generalmente las respuestas generadas por bpl
fueron lO-fO veces mayores que las generadas por bp2. Este resultado se obtuvo aiin con

diferentes preparaciones de RNAc e inyectando oocitos provenientes de varias ranas.

oy
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o1 bovino:

1 MREGLELLWW GWVLATESRM HWPGREVHEM SKKGRPQRUR REVHEDAHKQ VSPILRRSPD
6l ITKSPLTKSE QLLRIDDHAF SMRPGFGGPA IPVGVDVQVE SLDSISEVOM DFTMTLYLRH
1Z1 YWKDERLSFP STNNLSMTFD GRLVKKIWVP DMFFVHSKRS FIHODTTTDNV MLRVQPDGKV
181 LYSLRVTVTA MCNMDFSRFP LDTQTCSLEI ESYAYTEDRL MLYWKKGNDS LKXTDERISLS °
241  QFLIQEFHTT T;I:;;';ggg(;-;‘:’t;él—d'lﬂﬂ‘ LRRHIFFFLL QTYFPATIMV MLSWVSFWID
301 RRAVPARVPL GITTVLTMST IITGVNASMP RVSYIKAVDIn;tWVSWFVF LSVLEYARVN
36l YLTTVQERKE QKEKLPCT SGLFPPPRTAM LDGNYSDGEVY NDL'JI:;NGYHPEN GEKPDRMMVQ
421 LTLASERSSP QR¥SQRSSYV SMRIDTHAID KYSRIIFPAA YILFNLIYWS IFS

T™d
P2 bovino:
1 MEYETRLILF LFCLMVLVES RKPKRKRWTG QVEMPKPSHL YKKNLDVTKI RKGKEQQLLR
61 VDEHDESMRP AFGGPAIPVG VDVQVESLDS ISEVDMOFTM TLYLRHYWKD ERLAFSSASN
12] . KSMTFDGRLV KKIWVPDVFF VHSKRSFTHD TTTDNIMLRV FPDGHVLYSM RITVTAMCNM
18l DESHEPLDSQ TCSLELESYA YTDEDLMLHW KNGDESLKTD EKISLSQFLI QKFHTTSR;—
241 ;;ggga;l—!;-;;INﬂLRRH IFFELLOTYF PATLMVMLSW VSEWIDRRAV PARVSLGITT
301  VLTMTTIITG VNASMPRVSY VKAVDI:?.&V SFVFVELSVL EYAAVNYLTT Vg;KERKLR
36l EKEFCMCGNL HSKTMMLDGS YSESEANSL'RAGGYPRSHILTE EERQUKIVVH LGLSGEANAA
421 RKKGLLKGQT GFRIFQNTHA IDKYSRLIEP ASYIFENLIY WSVES

™

Figura 20. Secuencia aminoacidica predicha a partir de la secuencia nucleotidica de
los receptores bpl y bp2 clonados de cerebelo bovino. Se muestra la region formada
por el puente de cisteinas (C=C) y subrayados ios cuatro segmentos hidrofébicos que
forman las regiones transmembranales (TM1-TM4). El DNAc de bpl muestra trs
cambios aminoacidicos con respecto a la contraparte humana V50, 72, Q335, mientra
que bp2 cambia en dos posiciones [50 G80.
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Figura 21. Caracterizacién funcional de los receptores bpl y bp2 cionados a partir de
cerebelo bovino, A) El receptor bpl responde a3 GABA formando corrientes que no
desensibilizan, ain después de estar expuesto al agonista por mds de diez minutos. B) Este
receptor es resistente al alcaloide bicuculina (Bic), lo cual es caracteristico de fos receptores
GABA(. C) bpl es bloqueado en forma reversible por TPMPA, que es un antagonista especifico
de receptores GABAC (Murata et al 996, Ragozzino et al 1996). D} B-alanina también evocs
cordientes mo desensibilizantes ca bpl y E) El receptor bp2 responde a GABA y f-alanina,
aunque las corrientes generadas son menores a las de bpl.
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3.24 Un Receptor Similar a p3 se Expresa en Cerebro de Rata Pero no Expresa
Receptores Funcionales en Oocitos.

Después de tamizar una biblioteca de DNAc de cerebro de rata se encontraron varias
clonas con sinilitud aucleotidica a receptores GABA(. Una de estas clonas, comparte una alto
porcentaje de similitud nucleotidica (>99%) con el receptor p3 expresado en retina de rata
(Ogurusu e al, 1997) (Fig. 22). Sin embargo, el DNAc no forma receptores funcionales al ser
inyectado en oocitos de Xenapus, aiin después de ser expuesto a altas concentraciones de GABA.
Este hecho contrasta con el receptor expresado en la retina, ¢l cual produce receptores con las
caracteristicas tfpicas de los receptares GABA,, cuando es expresada en oocitas (Shingai et al,

1996).
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Figura 22. Secuencia aminoacfdica del receptor rp3. El receptor rp3 fue clonado a partir de una
biblioteca de DNAc de cerebro de rata. Aqui se muestra la secuencia aminoacldica predicha &
partir del DNAc clonado. El puente de cistefnas en €l extremo extracelular amino-terminal (C=C)
¥ los cuatro segmentos transmembranales se muestran subrayados (TM1-TM4).
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33 LAS MUTACIONES EN LOS SITIOS BLANCO DE FOSFORILACION NO
MODIFICAN LA TASA DE DESENSIBILIZACION DE pl.

3.3.1 Expresi6n de Receptores Mutantes en Qocitos de Xenopus
El receptor pl modificado en los residucs S425, $434 y S441, generd corrientes robustas
cuando se expuso a GABA. Las caracteristicas de las comientes macroscipicas del receptor

silvestre (tasa de desensibilizacién de 9.7%) se conservan igual en ¢l receptor mutado (10.1%)
después de I min de ser expuestos a GABA 10 uM (Fig. 23).

Figura 23. El receptor pl mutado en los
aminoficidos blaaco para la proteina-
cinasa C conserva las propicdades del
receptor silvestre. Las respuestas a GABA
de los oocitos inyectados con ¢l receptor
mutado y el silvestre tienen las mismas
caracteristicas: no desensibilizan y no son
antagonizadas por bicuculina.

GABA 10pM GASA 10 .M

pl i Plasium

La inyecci6n de los RNAcs de los receptores AT1 y gl en oocitos induce 1a expresién de
los respectivos receptores funcionales, los cuales inducen amplias corrientes de membrana al ser
activados por sus agonistas. La sola presencia de uno G otro receptor no altera significativaments
el mivel de expresién del otro. Sin embargo, cuando el receptor AT1 es activado, se inicia una
cadena de eventos que s¢ manificstan por la apertura de canales de (I~ dependicates de CaZ*,
nativos del oocito. La activacién de estos mensajeros secundarios condujo a que las respuestas
subsecuentes del receptor pl se redujeran alrededor de ua 30% (Fig. 24). Esta reduccién fue
reversible después de varias decenas de minutos, después de lo cual, las corricates originadas por
GABA glcanzaron los niveles obtenidos antes de la activacidu del receptor AT1.
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Al realizar estos mismos experimentos con ATI y con el receptor mutado Plisosossag
Jos resultados fueron semejantes a los obtenidos con el silvestre. Lo cual muestra que los tres
residuos tampoca estdn involucrados en la caida de las respuestas obtenidas después de la

activacién de los regeptores AT | (Fig. 24).

3.3.2 La Segunda Asa Intracelular de pl no es Fosforilada irn vitre por PKC o PKG.

Para lograr la expresion d¢ las asas intracelulares de pl y 2 en bacterias, se disefiaron
oligonucledtidos que permitieron amplificar esta regién por PCR, y a la vez introdujeron
secuencias de reconocimiento para cnzimas de restriccién que facilitaron su subclonacién en la
fase de lectura apropiada en el vector de expresién pMALc-2. La figura 25A muestra fas ensayos
de PCR donde se lograron amplificar las asas intracelulares de las dos subunidades, y la figura
25B muestra dos de los pldsmidos recombinantes que portan ¢l fragmento amplificado. La
expresién de pl o de 2 en fusién con el gen malC del pldmide pMALc2, condujo a la
produccion de proteinas recombinantes facilmente distinguibtes en geles de poliacrilamida-SDS
(Fig. 25C). Las proteinas recombinantes se aislaron por cromatografia de afinidad y luego
fueron sujetas a ensayos de fosfarilacidn én vitro. Como muestra la figura 26, [a asa del receptor
2 presenta una banda positiva que indica la transferencia de grupos fosfato radiomarcados. En
el mismo panel se puede observar que pl no es eficientemente fosforilado par PKCa 6 por PKG.
Estos resultados se repitieron luego variando la temperatura (24 a 37 OC) y el tiempo de

fosforilacion (1 hasta 24 h).

a7



oA foell ATH 0 was N < 100
mc
N\ 3w
46
_ 28 e
. 5%
s FE T
e 3 T
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min}

Figura 24. La activacion del receptor AT1 inhibe las corrientes generadas tanto por el
receptor @ como por Plises nesay A- Un oocito inyectado con los RNAcs del receptor de
Angiotensina (AT1) y de pl genera corrientes mediadas por ambos receptores. Las commientes
mostradas corresponden a una aplicacién de GABA (10uM) seguida por una de ATII (1uM) y
diez minutos después, una segunda exposicién a GABA (10uM). Se puede observar que después
que ¢l receptor AT1 es estimulado, las respuestas subsecuentes del receptor pl disminuyen hasta
un 70% del nivel alcanzado previo a la aplicacién de ATII. B. Depués de ca. 40 min la
. magnitud de las cormricotes de GABA alcanzan nuevameste los niveles controles. Bl mismo--— . -
efecto fue encontrado cuando sc expresé el receptor d mutado en las serinas blanco para
.protefn-cinasa (plisascuaa; )- Con el simbolo (O) se indican los niveles de las respuestas de pl
Y con (O} las originadas por el receptor mutado. Los registros electrofisoldgicos mostrados
muestran las corrientes genéradaspor GABA antes y después de la activacitn del receptor AT1.
Las corrientes generadas por AT1 se distinguen por ser de cardcter oscilatorio debido & la
apertura de canales de cloro dependientes de calcio.
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Figura 25. Construccién de plasmidos de expresion e induccién de la expresion en E. coli.
A) Productos de PCR que correspondientes a la amplificacién de la regién de la segunda asa
intracelular de p1 (carril 1) y B2 (carril 2). El carril 3 muestra el marcador de peso molecular y el
4 un control negativo de amplificacién. B) Dos plésmidos cortados con BamH|1 y Pstl portando
1: asa de pl y 2) asa de B2. C) Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de extractos totales
de E. coli que fueron inducidas para la cxprésién de 2: MBP, 3: MBP-pl y 4: MBP-§2. El carril
| muestra un marcador de peso molecular.



PKC

Figura 26. Ensayos de fosforilacién por PKC y PKG. Las proteinas de fusién MBP-pl y
MBP-f2 fueron sometidas a dos reacciones de fosforilacién independiente. Una reaccién fue
llevada a cabo por la cinasa PKC y la segunda por PKG. Después de la reaccién €sta fue resuelta
en un gel de poliacrilamida-SDS, el gel se sec6 y se expuso a pelicula sensible a rayos X. La
figura muestra la autorradiografia obtenida y como se puede observar, Gnicamente el carril
cargado con MBP-B2 muestra transferencia de grupos fosfato radiactivos, mientras que aquellos
cargados con MBP-p1 no se encuentra seiial.

34 DETERMINACION DEL PAPEL DEL SEGUNDO SEGMENTO
TRANSMEMBRANAL DE p1 EN LA DESENSIBILIZACION DEL RECEPTOR

3.4.1 Expresion de los Receptores Quiméricos en Oocitos de Xenopus.

Cada uno de los genes quiméricos construidos se¢ secuenciaron por el método de Sanger
(Sambrook er al, 1989) para asegurarse de la integridad de la fase de lectura del gen y de las
modificaciones introducidas. Tomando como templados los pldsmidos con las construcciones
correctas se s;inlctizé in vitro el RNAc quimérico p1/al (utilizando la RNA polimerasa de T7) y
se inyectd en los oocitos. Los niveles de expresién detectados fueron muy bajos. Esto puede
deberse a varios factores entre los que se sospeché de la inhabilidad del gen quimérico para
formar receptores funcionales homo-oligoméricos. Con el fin de incrementar los niveles de
produccién de receptores funcionales pl/al, el gen quimérico correspondiente se introdujo en el

vector de expresion pcDNA3 y esta construccién se inyectd directamente en el niicleo del oocito.



De este modo, se lograron respuestas mis robustas, pera aun inferiores, comparadas con las

respuestas del receptor pl.

pl/al fue capiz de formey receptores homo-oligoméricos funcionales que presentaron
una cinética de desensibilizacion muy semejante a la del receptor GABA,. La figura 27 muestra
la caracterizacién funcional de esta quimera. Por una parte, |a corriente membranal inducida por
GABA presenta una activacion rdpida que desensibiliza inmediatamente, seguida de una fase de
desensibilizacidn lenta, contrastando dramdticamente con la cinética de los receptores pl y con
la del resto de los receptores GABA,. Eun aplicaciones consecutivas del agonista (GABA IpM),
pl/al desensibiliza de tal modo que después de la segunda aplicacién algunos receptores
permanecen inactivos. Las principales caracteristicas farmacoldgicas del receptor coinciden casi
por completo con las conferidas por la subunidad pl silvestre. Por ejemplo: los receptores pl/al
son bloqueadas por iones de Zn?t con la misma potencia y son modulados positivamente por
iones de lantano también en la misma forma que los veceptores pl. Ademis, TPMPA, que es
bloqueador especifico de receptores GABA. (Murata ef al, 1996; Ragozzino et al, 1996) actia
igualmente sabre los receptores pl/al, y &stos, al igual que el resto de los receptores GABA,
son completameate insensibles a bicuculina. La curva de relacién corriente/voltaje indicé que
pl/al es permeable a cloro, semejante a lo que sucede en el receptor pl (Woodward er al,

1992a b, 1993a,b).

La quimera pl,nuy porta 2 region TM2 de la subunidad a.l que forma e! canal idaico
del receptor. Pese a que el receptor GABA,, desensibiliza rdpidamente y a que se especula que la
tasa de desensibilizacion es dictada esencialmente por el segundo segmento transmembranal, los
tesultados obtenidos con esta construccién muestran que los receptores expresados por pliaing

conservan las caracteristicas farmacoldgicas tipicas de pl: bloqueo por Zn2*, modulacién por

61



3+ . g vqe v N
La’*, insensibilidad a bicuculina y bloqueo por TPMPA (Fig. 28). Contrario a lo esperado, los

niveles de desensibilizacion son semejantes a los receptores formados par la subunidad gl

silvestre.

Generalmente, 1as corrientes peneradas al activar 01iairmz €on GABA fueron alrededor
de cien veces mas pequedas que las corrientes generadas por pl. Sin embargo, esto no impidié

una adecuada caractenzacion funcional y farmacolGgica del receptor expresado
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Figura 27. Caracterizacién funcional de la quimera p1/al. A) Respuesta tipica de la quimera
Pl/al, la cual presenta una fase de desensibilizacién rdpida que contrasta con las corrientes
mantenidas de los receptores GABA.. B) Relaci6n corriente-voltaje, la cual muestra un potencial
de equilibrio de ca. -20 mV. Para este experimento se aplicé GABA a 1 uM. C) Diagrama de la
Estructura de p1/al para mostrar el 4rea compuesta por pl (hasta la primera asa intracelular) y la
subunidad i1 (desde el segundo segmento transmembranal hasta el extremo carboxilo). D) La
(’ehCién dosis-respuesta indica que la ECy, de la quimera es semejante al receptor silvestre
L2uMm).
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Figura 28. Caracterizacién funcional de la quimera pl,,m, Esta quimera se produjo
mediante la sustitucién del segundo segmento transmembranal de p1 por el correspondiente de la
subunidad al del receptor GABA,. A) Modelo de la estructura de una subunidad de pl . ney
ilustrando la posicién del segundo segmento transmembranal que es ocupado por la regién
equivalente de la subunidad al del receptor GABA,. Se muestra una comparacién entre las
secuencias aminoacidicas de las regiones TM2 de pl y al. B) El receptor pling no
desensibiliza al ser expuesto a GABA. C) La curva dosis/respuesta revel6 una ECy, de 0.3 pM,
que asemeja més a la del receptor plAS1. D) El antagonista especifico de receptores GABA,,
'TPMPA, inhibe las corrientes generadas por GABA.
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 EXISTEN TRES ISOFORMAS DEL RECEPTOR pl HUMANO

Algunos genes que codifican para las subunidades det receptor GABA, remucven sus
exones diferencialmente. La combinacidn de estas subunidades en ¢! complejo pentamérico del
receptor da lugar a receptores con diferentes propiedades (Harvey et al, 1994; Korpi ef al, 1994;
Liu et al, 1998; McKinley et at, 1997; Whiting ef al, 1997). Por lo tanto, no es sorprendente que

los receptores GABA compartan esta caracteristica molecular.

plA51 es 17 amino dcidos mds pequeiio que pl. Esta delecién parece no eliminar ningiin
médulo critico para la fuacionalidad del receptor. Los sitios de modificacidn postraduccional que
se encuentran alrededor del 4rea ausente (tales como aminodcidos blanco para proteina cinasas y
aminodcidos potencialmente glicosilados) se conservan intactos. El receptor es capaz de formar

receptores homo-oligoméricos que funcionan como los receptores pl.

p1A450 (la segunda isoforma clonada) presenta una delecion de 450 nt. Este receptor no
formé receptores funcionales en oocitos, aldn y cuando se emplearon diversos sistemas
plasmidicos de expresién (pSPGAT y pcDNA3). Los sistemas de expresién empleados se han

usado con otros receptores (incluyendo pl). Todos ellos permiten la produccién de receptores

funcionales con un nivel de expresién tal que pueden ser ficilmente estudiades por métados
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electrofisiol Ogicos que son capaces de detectar respuestas muy pequefias. Aunque su capacidad
para formar receptores funcionales no pudo ser comprobada, no se puede descartar la posibilidad
de que plA450 tenga alguna funcién moduladora en ¢l complejo de receptores GABA(
inhibiendo la formacién de receptores funciorjles, o cambiando las propiedades de los
receptores en las neuronas que lo expresan. La produccién de subunidades que inhiben el
cosamblaje apropiado de um receptor no es un evento raro en los receptores GABA,. Por
¢jemplo, las subunidades a6 y §5 producen isoformas por mecanismos de "splicing” altermativo.
Estas isoformas, al co-expresarse con otras subunidades del receptor GABA, inhiben la
formacidn de un receptor funcional. (Liu er af, 1998; Whiting et al, 1997). Por otra parte, los
esfuerzos para detectar p1A450 por RT-PCR en diversas dreas del SNC bovino, mostraron que
esta subunidad no se expresa en aquellas en las cuales pl y plASI fueron abundantes. Esto
puede tener varias explicaciones, entre ellas que los "primers" utilizados en la reaccién no fueran
los adecuados para distinguir esta subunidad en bovinos o que el evento que da lugar a
plA450 en retina humana no se efectie en los bovinos. Para entender con mayor detalle los
mecanismas que dan lugar a esta subunidad se deberd hacer un andlisis més detallado de la

estructura gendmica de pl.

QOtras caracteristicas conservadas en pIAS1 son: su resistencia a la bicuculina, el bloqueo
por iones de zinc, modulacién por lantang, activacién por fi-alanina y glicina y su baja tasa de
desensibilizacién. Hasta ahora solo se ha encontrado una ligera diferencia en las curvas dasis-
respuesta, Jas cuales indican que p1AS] tiene una ECy menor, es decir, es mds sensible a GABA,

aun cuando la saturacién es semejante para ambos receptores.

El RNAm de plAS1 sc expresa en la retina, en cerebelo y nervio Gptice bavino. Al

parecer el transcrita es regulado de forma tejido-especifica, ya que en otras dreas (hipocampa y
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carteza) no se encontrd, pese 8 la presencia de pl. Este t6po de regulacidn del "splicing™ se ha
¢encontrado también en la subunidad y2 del receptor GABA, (Ashiya et al, 1995). En esta
subunidad se remueve un ex6n de 24 nt en ¢} transcrito expresado en la hipdfisis, lo que da lupar
a una subunidad mds pequeiia pero aun funcional {¥23) y la cual, al ser co-expresada con otras
subunidades del receptor GABA,, forma receptores con propiedades distintas a aquélios
fornados con la subunidad alterna (y2L). Este mismo exén no es removida en 13 subunidad
expresada en el cerebelo, médula espinal y tallo, lo que da lugar a la subunidad y2L, la cual es
mas grande y también es funcional (Ashiya e al, 1993). Esta regulacion tejido-especifica
plantea un problema muy intercsante en los mecanismos moleculares de la expresién génica. Por
ejemplo, ain no se conoce cuales son las secuencias nucleotidicas, mi cuales los factores
celulares involucrados en la seleccién entre uno u otro exdn de un transcrite primario. Mas adn,
olros mecanismas de regulacion postranscripcional pueden estar involucrados €n procesos
patoldgicos, tales como la esquizofrenia. Por ejempio, en la corteza prefrontal de cerebros de
pacientes esquizofréntcos, la proporcién relativa de los transcrtos de la subunidad y2S se
encuentra reducida en comparacion a los niveles de la subunidad y2L (Huntsman et al, 1998).
Este es un tema que deberd ser abordado mds a fondo para definir con mayor precision los
mecanismos moleculares involucrados en la regulacidn de la expresidn génica neuronal.

La distribucion diferencial de los transcritos alternativos de pl bovino asi como sus
diferencias func‘*ionales sugieren que esta familia de receptores es mds compleja de lo que
inicialmente se pensaba y abre nuevas perspectivas en el estudio de la fisiologia y regulacidn

postranscripcional de los receptores GABA..

Come se menciond antenormente, los oocitos inyectados con plA450 no generaron

courmentes ionicas detectables, ain cuando fueron expuestos a altas concentraciones de GABA y

67



a distintos potenciales de membrana (para tratar de incrementar alguna corriente generada por
GABA). Las proteinas en fusidn p1-GFP y p14450-GFP permiticron aclarar varias preguntas,
Pnmero, se demostré que el gen que codifica para plAdS( es capaz de ser traducido a proteina,
como lo indica la potente seial fluorescente encontrada en los 0orjtos inyectados con ¢l gen
artificial plA450-GFP. Segundo, el receptor aparentemente es translocado a la membrana
plasmitica, aunque se necesitardin mayores estudios para determinar con mayor precision la
posicidn del receptor. Tercero, los receptores quiméricos permitieron ver que pl es lo
suficientemente flexible para integrac una pfoteina compicta en su extremo carboxilo (GFP, 27
KD). y que la presencia de esta proteina no altera las cormientes macroscOpicas ni la farmacologia

bdsica del receptor.

4.2 Los Receptores GABA( se Expresan en el Sistema Nervioso Central

Se utilizaron varias estrategias para demostrar que los receptores GABA( no solamente
se expresan en la retina, donde se descubrieron originalmente (Polenzani et al, 1991), sino que se

encuentran también, aun cuando a bajos niveles, en varias dreas del cerebro.

La primera serie de experimentos se diseid para explorar la posible expresién directa de
receptores funcionales en oocitos de Xenopus inyectados con RNAm extraido de varias dreas del
SNC. Aunque el sistema es bastante sensible (como se ha demostrado can la expresidn de
miltiples canales idnicos y receptares del SNC) (Gundersen et al, 1982a,b, 1983 a,b), en los
experimentos mostrados aqui no se logrd establecer de manera incontrovertible la presencia de
receptores GABA(. Esto es debida posiblemente a los bajos niveles de transcritos que codifican
para estos receptores. Sin embargo, como lo muestran {0s registros electrofisioldgicos de la
figura 15, ¢l potencial codificante de los RNAm inyectados en los oocitos, es suficiente para

observar cormrientes generadas por varios neuroreceptores, incluyenda GABA,. En presencia de



altas concentraciones de bicuculina, se registraron pegeilas corrientes inducidas por GABA. Muy
posiblemente estas corrientes fueron generadas por receptores GABA., pero el hecha de que las

corrientes eran tan pequeiias impidié ua andlisis mds detallado.

Utitizando oligonuclestidos degenerados en reacciones de RT-PCR, se encontraron
amplicones que codifican para receptores GABA, en cerebela e hipocampo. No se encontraron
transcritos para receptores GABA,. en la amigdala o en el cuerpo calloso. Aunque la técnica de
PCR es mds sensible para detectar transcritos que son poco abundantes, ésta no permite el
andlisis funcional del receptor, ya que se amplifica solamente una parte del DNA¢ que no
contiene toda la informacion para la expresion de un receptor funcional. Algunos de los
amplicones obtenidos por PCR se secuenciaron y se encentraron los tres receptores GABA,
(pl, p2Zy p3. Por primera vez estos resultados resolvieron a favor la mocidn de la posible

expresidn de receptores GABA( en el cerebelo.

Una vez que se obtuvo evidencia sélida de la expresién de receptores GABA. en varias
freas del SNC, se clonaron los DNAcs que los codifican a partir de genotecas de cerebelo |
bovino. Los resultados arrojados por el tamizaje permitieron comprobar que la presencia de
GABA,. fuera de la retina, no es un evento exclusivo de especie, ya que nuestros resultados
muestran que tanto en rata coma en bovinos estos receptores son expresados en varias dreas
cerebrales, especialmente en el cerebelo. Cuando los DNAcs ¢lonados a partir de cerebelo se
inyectaron en oocitos, éstos formason receptores funcionales que respondieron a GABA. Las
caracteristicas electrofisiolégicas y farmacoldgicas de bpl y bp2 coinciden con las del resto de
los receptores GABA,, previamente estudiados: bajos niveles de desensibilizacidn y resistencia a
Ia' bicuculina (Polenzaai et al, 1991, Cutting et af, 1991, 1992). Serd interesante abordar en el

futuro la paosibilidad de que bpl y bp2 se ensamblen para formar receptores constituidos por
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ambas subunidades y de que estos receptores exhiban propiedades diferentes a aquellas formadas

por receptores homo-cligoméricos.

Los resultados obtenidos por RT-PCR sugicren que los receptores GABA se ¢xpresan
fuera de la reting y se encuentran con mayor abundancia en el cerebelo. Con el fin de determinar
en que dreas y en que tipos celulares se encuentram los transcritos para cada una de las
subunidades se realizaron ensayos de hibridacién in sifu. De esta manera se determind que
pl, p2y p3 se encuentran en las células de Purkinje y de Golgi. La presencia de receptores
GABA( en los circuitos neuronales del cerebelo presenta un problema interesante relauvo al

flujo de la informacién intemneuronal en este 6rgang, -

Una vez realizado este trabajo se reporté que la subunidad p2 se expresa en varias 4reas
del cerebro humano (Enz y Cutting, 1999), mientras que la expresién de la subunidad p1 estd
restringida & la retina. Esto contrasta con los hallazgos aqui reportados, ya que tanto por RT-PCR
como por hibridacion in situ se encontraron sefiales positivas de expresion, especialmente en el
cerebelo. M4s aiin, la clonacidn de DNAcs que codifican para subumnidades p a partir de
bibliotecas de cerebelo bovino y corteza de rata, refuerza las evidencias encontradas incialmente.
Es posible que la restriccion de Ia expresion de pl en el cerebro humano sea un evento propio de

nuestra especie.

La subunidad p3 de retina de rata inyectada en oocitos de rana expresa receptores que
generan corrientes no desensibilizantes y resistentes a bicuculina (Ogorusu et al, 1997). El
DNAc similar a p3, que fué obtenido de una biblioteca de DNAc de cerebro de rata, presenta
algunos cambios en su secuencia nucleotidica que se¢ traducen en cuatro sustituciones

aminoacidicas en la region del amino-terminal del receptor. Sin embargo, estos cambios no son
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dristicas pues los aminodcidos sustituidos tienen grupos funcionales similares. No obstante, el
DNAc de p3 de cerebro no formé receptores funcionales, como se demostré mediante el uso de
tres sistemas de expresion ya descritos anteriormente. En base a estos resultados, se puede
especular que las sustituciones aminoacidicas encontradas son la causa de la falta de formacion
de receptores funcionales. También se puéde"ptes'mr a discusién ¢l que esta subunidad sea
especifica del cerebro y que tal vez necesita la cooperacién de subunidades auxiliares, coma es el
caso del receptor p2 de rata (Zhong er al, 1997). Para abordar estas especulaciones serdn
necesarios mds experimentos de expresién donde se cambinen diferentes subunidades de p y
lambién serd necesario tener un conocimiento mds preciso de la estructura gendmica de o3, asi

como del resto de los genes que codifican para las subuntdades del receptor.

4.3 CAMBIOS EN LOS SITIOS DE FOSFORILACION EN LOS SITIOS DE
FOSFORILACION DEL RECEPTOR pl NO AFECTAN SU TASA DE
DESENSIBILIZACION

La evidencia experimental y ¢l andlisis de la secuencia aminoacidica del receptor pl
hacen suponer que es modificado por mecanismos de fosforilacion. Algunos antecedentes han
propuesto que ésteres de forbol reducen la magnitud de las respuestas del receptar pl cuando es
expresado en oocitos de Xenopus (Kusama ef al, 1995). También existe evidencia de que &l
receptor GABA, es eficientemente fosft)l_'ilado por PKC in vitro y en células que expresan el
receptor recombinante (Leidenheimer et af, 1992; Lin e af, 1996) y de que algunas de las

secuencias blanco para esta enzima se conservan en pl.

Los resultados de experimentos realizados en oocitos mostraron que las mutaciones en
los sitios blanco de fosforilacién para protein-cinasas no inducen cambios en las respuestas del

receptor ¢l. Por otra parte los resultados abtenidos con los ensayas de fosforilacidén in vitro de
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receptores recombinantes, no mostraron evidencia de que el receptor pl sea fosforilado por
PKCa o por PKG. Estos resultados no descartan que el receptor sea fosforilado por estas
enzimas en alguna otra region del receptor. Tampoco se descarta que los cambios en el receptor
mutado no se reflejen en las cormientes macrascopicas obtenidas y que las modificaciones puedan
ser detectadas a nivel del comportamiento de la cinética del canal o de otras caracteristicas del
receptor. Para determinar si estos tipos de cambios ocurren en los receptares pl mutados, deberd
bacerse un estudio biofisico mis detallado que invalucre la determinacién precisa de la

conductancia y tiempo de apertura del canal del receptor silvestre, asi como del mutado.

El efecto que tene la activacidn del receptor ATIL sobre ply @dsoscasna tiene
repercusiones interesantes para la fisiologfa de ambos receptores. Se especula que la activacién
de un receptor puede modificar la actividad de un segundo receptor, sin que el agonista del
primero actie directamente sobre el segundo. La cascada de eventos que desencadena la
activacidn de ATI, afecta de manera indirecta la funcién de pl. Este efecto no es llevado a cabo
por regulacion en los sitios blanco de fosforilacidn S425, 5423 y S441, como lo muestra ¢l
resultado de los experimentos de co-expresién con el receptor mutado. Esto no hace a un lado la
posibilidad de que el receptor sea modificado por fosforilacidn en otro dominio o que en la retina
(que es el tejido donde se encuentra con més abundacia el receptor pl) se exprese una clase
especial de proteln—cinasa que modiﬁque especificamente al receptor. Otra opcién es que la
activacion del receptor AT1 promueva la modificacién de alguna proteina que funcione como
"ancla” a la membrana del receptor pl, y que esta proteina sea modificada por la activacién de
ATI1. Recientemente se encontrd que la proteina asociada a microtibulgs tipo 1B (MAPIB)
funciona como "umién” entre pl y el citoesqueleto en la retina de vertebrados (Hanley er al,
1999). Ademds se sabe que MAPIB es regulada por fosforilacién y la presencia de MAP1B

desfosforilada es necesaria para la unidn con las proteinas del citoequeleto (Pedrotti e [slam
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1996; Pedrotti er a/, 1996). Esta unidn podria ser madificada cuando el receptor AT ¢s activado,
debido a la variedad de cascadas metabdlicas que este receptor activa, y es posible que alguna de
éstas permita la modulacién de la magnitud de la funcién del receptor a través de la inactivacién
de la protcina de unibn MAPIB. Owa serie¢ de experimentos deberdn ser disefados para

responder a estas pregunitas.

4.4 EL SEGUNDO SEGMENTO TRANSMEMBRANAL pl NO DETERMINA LA
BAJA TASA DE DESENSIBILIZACION DEL RECEPTOR

Algunos estudios indican que el segundo dominio transmembranal de la familia de
receptores ionotropicos estd involucrado en la cinética dc desensibilizacién y que algunos
residuos de este dominio estan involucrados en esta funcién (Im er al, 1995; Revah er al, 1991;,
Palma er al, 1998). Los resultados presentados aqui demuestran que el segundo segmento
transmembranal de pl, por si 30lg, no es responsable de la baja desensibilizacién del receptor.
Esto se deduce de los experimentos en los que el segundo segmento transmembranal de pl es

sustituido por el de un receptor de desensibilizacién ripida (subunidad ol de GABA,) y esta

modificacién por si sola, no fué suficiente para alterar la cinética del receptor.

La quimera pl/c1 mastr$ ser de vasta informacién funcional y farmacolégica. Primero,
la tasa de desensibilizacion se vié draméticamente afectada y (como se concluyé de los
experimentos mostrados anteriormente) debido a que TM2 no es el responsable exclusivo de este
comportamiento, se puede especular que los dominios localizados entre TM2 y el codén de
terminacién son los que transfieren este fenotipo. Posiblemente no es solo una regién [a que
determina la tasa de desensibilizacion y quizéds es necesaria la cooperacién de otras regiones del
receptor. Para redonde#r estas conclusiones, se requieren mas expenmentos que involucren ei

intercambio de diversas regiones del receptor. Segundo, la presencia del segmento extracelular
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del receptor gl fué suficiente para que el receptor quimérico conservara la resistencia a
bicuculina y para ser bloqueado por TPMPA. Esto permite especular que los sitios localizados en
la regién extracelular del receptor transfieren estas caracteristicas a la quimera. Ademds,
también se conservan ¢l bloqueo por jones de Zn2+ ¥ la potenciacién por La3t, aunqu-, las

mismas caracteristicas son compartidas por los receptores GABA,,.

74



CAPITULO S

CONCLUSIONES

Al iniciar este estudio se¢ conocia muy poco sobre la estructura, funcién y farmacologia
de los receptores GABA.. Después de la clonacién de varios miembros de esta familia, se ha
obtenido informacién mds precisa sobre las caracteristicas funcionales de las subunidades que

forman estos receptores.

Aqui se describen experimentos que condujeron a la clonacion de isoformas funcionales
del receptor pl, originadas por "splicing” alternativo (Marinez-Torres ef al, 1998). Este
mecanismo no es raro en los genes de la familia de receptores GABA, (Harvey er al, 1994;
Korpi er al, 1994; Liu et al, 1998; McKinley er al, 1997; Whiting er al, 1997), pero en
receptores GABA_ marca el primer indicio claro de una diversidad mds grande de la esperada.
Esta diversidad se vé aumentada por el hecho de que p} es regulado ademds en un patrén

especifico de tejido.

También se presentan evidencias de la expresion de recepiores GABA fuera de la retina.
Estos hallazgos se hicieron siguiendo diferentes metodologias: inyeccién de RNAm a oocitos de
rang, RT-PCR, hibridacién in situ y clonacion molecular de dos DNAcs a partir de bancos de

DNAc de cerebelo bavino y uno de cerebro de rata. La presencia de estos receptores y de una de

~
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sus formas alternativas en ¢l SNC, formula nuevas preguntas sobre el papél que pueden jugar en

la fisiologia del cerebro y particularmente del cerebelo de mamiferos.

Como resultado de otra serie de estudios se encontré que el recepior @l no es modificado
directamente por protein-cinasas. A la vez, se demostrd que la activacidn del receptor AT
inhibe las respuestas del pl mediante un mecanismo que involucra cascadas metabdlicas
intracelulares. Aunque fas vias metabélicas involucradas ain no se han caracterizado con detalle,
este estudio hace notar que existen interacciones entre neurotransmisores y receptores & través de

una red de componentes intracelulares que pueden afectar la actividad de [os neuroreceptores.

El mecanismo de desensibilizacion de pl fue abordado mediante la construccién de
algenos receptores mutantes y ofros receptores quiméricos que se¢ construyeron in vifro. Estos
estudios descartaron que las serinas que son blancos potenciales de fosforilacién y que estin
localizadas en la segunda asa intracelular de pl, jueguen un papel critico en la baja tasa de
desensibilizacidn del receptor. Por otra parte, gracias a la expresién de las quimeras pl/al se
"disecaron” algunas regiones funcionales del receptor y se descartd al scgundb segmento
transmembranal del recepior, como responsable exclusivo de [2 baja tasa de desensibilizacién.
Ademds, estos resultados permitieron iniciar la  “diseccién" de posibles sitios
farmacoldgicamente importantes. Por ejemplo, la sola presencia del dominio extracelular
confiere a 10s receptores quimera la resistencia a bicuculina y la especificidad del bloqueo por

TPMPA.

Consideraciones Finales y Perspectivas
Los resultados aqui presentados plantean muchas preguntas que deberdn ser abardadas

etilizando técnicas de biologia molecular y estructural y electrofisiologfa. Por ejemplo, ;cudles
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son los mecanismos de regulacidn que permiten la presencia de una forma slternatuva dcl
receptor en diferentes dreas del SNC y no en otras?. ;En que parte estin localizados los
receptores GABA. en la corteza cercbral? y ;cual es la funcion de ¢stos receptores en el
c.embelo? Por otra parte, los mecanismos de tegulacién transcripcional de cada uno de los genes
de las subunidades que forman el receptor GABA. son desconocidos y su estudio tal vez permita
encontrar secuencias nucleotidicas y factores transcripcionales que sean exclusivos o©
enriquecidos en la retina. Sin duda los genes quiméricos construidos permitirdn estudiar més a
fondo los mecanismos biofisicos involucrados en la cinética de los canales formados por los
receptores GABAL Aciemés, aun se desconoce en detalle la conductancia y tiempo de apertura
de los receptores silvestres y seria tateresante saber como se modifican estas propiedades cuando
se transfieren médulos de otros receptores (como el GABA,). Ademds, el estudio de la estructura
tridimensional de estos receptores es pricticamente inexistente y serd de mucha importancia
obterier imdgenes de cristales formados por este neceptar para comprender més detalladamente su
funcidn. En pacticular €l estudio de cémo la estructura de un receptor es modificada al momento
de la activacidn e inactivacién del mismo y cdmo la estructura del canal idnico peamite
selectivamente la entrada de un solo tipo de ion. Los genes en fusién con la Proteina Verde
Fluorescente permitieron observar el comportamiento del receptor expresado en la membrana del
oocito y seguramente un estudio detallado ayudard a definir los procesos involucrados en la
sintesis, maduracién y trafico intracelular del receptor ademds de su posible internalizacidon e
interaccién con otras proteinas. El estudio de [a participacion de estos receptores en patologias
del sistema nervioso también es una linea de¢ investigacién préicticamente inexplorada.
Firalmente, el papel de los receptores GABA( en la fisiologia de la retina estd apenas
abordandose sistemmadticamente y seguramente la combinacién de métodos electrofisioldgicos y
farmacolégicos, junto con métodos moleculars y tecnologia de animales transgénicos permitirdn

grandes avances en la comprensién del papel funcional de estos receptores.
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