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RESUMEN
Atailfo Martinez Torves Fecha de Graduacidn: Noviembre, 2000
Universidad Auténoma de Nueva Ledn
Facultad de Medicina
Titula del estudio: Estudios Funcignales en Receptores GABA

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

Area de estudio: Biologla Molecular de Neuroreceptores

Propdsito y Métedo del Estudia: El presente trabajo describe las caracteristicas moleculares y funcionales
de la familia de neuroreceptores GABAc, la cual es el producto de la expresion de al menos (res
genes diferentes (pl, p2 y p3) que codifican para los tres tipos de subunidades que pueden formar ¢l
receptor. Este estudio se aborddé empleando técnicas de biologia molecular ¥ electrofisiologia,
usando como modelo experimental-funcional al oocito de Xenopus faevis. En la primera parte se
describe la clonacion y el andlisis funcional de dos nuevas formas alternativas del receptor pl
humano (liamadas plA31 vy plA430), contrastando las diferencias entre el receptor original y las
isoformas recién clunadas. Posteriormente se presenta el andlisis de la expresién de los receptores
GABA.: en diversas direas del SNC. Esta parte se desarrollé empleando métodos de deteccion ¥
clonacion molecular, hibridacion in situ y expresién funcional en oocitos de Xenopus. Finalmente,
se¢ estudiaron los posibles mecanismos de desensibilizacidon del receptor pl, para lo cual se
siguieron dos estrategias. En la primera se estudio el papel que juegan los mecanismos de
fosforilacion en la actividad del receptor. Para ésto se mutaron in vifro codones blanco para la
enzima proteina cinasa C. En la segunda alternativa, se determiné si el dominio melecular que
forma el canal idnico del receptor estd involucrado en la baja tasa de desensibilizacién de pl,
mediante Ia construccion de genes quimera entre pl ¥y la subunidad a1 del receptor de répida
desensibilizacion GABAa.

Contribuciones y Conclusiones; Se demostrd que plAS] forma receptores funcionales cuando son
expresados en la membrana del ovocito, mientras que la isaforma plA450 no es funcional, ain y
cuando su RNA es traducide eficientemente por el oocito, El estudio de la disteibucion de los
receptores GABAc candujo a la determinacidn de la distribucidn celular en cerebelo, a la clonacidn
y al andlisis funcional de wes nuevos 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
desensibilizacién del receptor pl mostrd que los receplores mutados en los sitios de fosfonlacion
tienen las mismas propiedades que los receptores silvestres mientras que los experimentos con
DNA gquimérico demostraron que ¢l dominio que forma el canal idnico del receptor (Je. el
segundo segmento transmembranal} no es suficiente para wansferir las caracteristicas de
desensibilizacidn rapida y que para esa se requiere la cooperacidn de varios dominios distribuidos
a lo largo de la molécula del receptar.
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