3.1.4 Distibucién del Receptor pl en Tejido Cerebral Bovino.

Por medio de RT-PCR se demostr6 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 ¢l cuerpo

calloso o en la amigdala (Fig. 14). En ninguna de las muestras analizadas se detect6 la

subunidad p1A450.

Ch Ret OxF Ex 'CC° 'Hp  Nop

G3PD

Figura 14. Andlisis electroforético de los productos de RT-PCR de pl y plA51
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 pl51)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 &ptico. G3PD: gliceraldehido 3 fosfato
desihidrogenasa, que fue usada como control interno de la reaccién de RT-PCR.
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3.1.5 Expresi6n de Recepiores pl en Fusion con GFP

La inyeccién del pldsmido de expresion portando el gen quimérico pl-GFP indujo
la formacién de receptores funcionalmente idénticos al receqtor silvestre. Por ejemplo,
- los receptores pl-GFP responden a bajas concentracianes de GABA, tienen una baja tasa
de desensibilizacion, son insensibles a bicuculina y son antangonizados por TPMPA, el
antagonista especifica de receptores GABA_, (Fig. 15). Ademds, también se determiné
que la selectividad del canal del receptor quimérico por el ién cloro es igual a la del

silvestre,

Los oocitos que expresaron receptores pl-GFP funcionales fueron observados al
microscopio confocal de fluorescencia (Fig. 15). En esta figura se muestra un oocito que
expres$ 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 fluorescencia, muestran una sefal
positiva en color verde fluorescente a lo largo de la perifieria del oocito. Esto sugtere que
los receptores quiméricos conservan todas sus caracteristicas funcionales y que por tanto
los receptares fluarescentes se encuentran muy posiblemente adecuadamente integrados
en la membrana plasmdtica del oocito. Para tener pruebas més contundentes de que los
receptores pl-GEFP se encuentran en la membrana plasmatica del oocito, se necesitarian
anticuerpas especificos que detecten la proteina én situ. Sin embargo, como lo Gnico que
se inyectd fue la fusién pl-GFP, los receptores funcionales necesariamente deben ser
producto de esta fusidn, 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) Imagen 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 formé receptores que se
activan por GABA, aun a altas concentraciones. Algunos de los oocitos inyectados con plA450-
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 distribucién 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 imdgen en esta figura, la quimera se
traduce eficientemente y su producto se distribuye cerca de la periferia del oocito. La figura
muestra un solo oocito visto en cuatro diferentes planos para observar la distribucién de la
fluorescencia a lo largo de la superficie del oocito.
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Asi, si se compara la distribucion de la fluorescencia emiuda 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 apariencia diferencias en la distribucion del receptor.
En ambos casos la fluorescencia estd concentrada hacia el her;lisferio animal del oocito

cont 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 pl
silvestre. Sin embargo, algunas difenecias fueron encontradas después de varios ensayos
de expresién. Por una parte, la proporcidén de oocitos 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 oocitos
que generaron corrientes de mds de 500 nA (con luM GABA) mostraron fluorescencia a
lo largo de la membrana plasmética. En los oocitos que generaron corrientes inferiores a
500 nA no se les logré detectar fluorescencia ni ain en el hemisferio animal, donde es
mds abundante. La segunda diferencia radicd en el tiempo de aparicion de las respuestas
a GABA. Generalmente los oocitos inyectados con pl generaron corvientes 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
praducir el suficiente nimero de receptores para generar carrientes lo suficientemente
grandes para ser caractenizadas.

Finalmente, la proporcion de oocitos expresando p1A450-GFP fue entre el 50 y
60%. Todos los oocitos que fueron observados al microscopio fueron ensayados
electrofisioldgicamente y no se logré determinar corrientes a 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
Xenopus.

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 Xenopus produjo receptores 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 la figura 17 muestran dos
ejemplos en los que se puede ver claramente que las respuestas a GABA son robustas y
que el potencial de expresién del RNAm es suficiente para observar comrientes generadas
por diferentes clases de receptores. Al mismo tiempo, s¢ puede apreciar que las corrientes
no son bloqueadas totalmente por bicuculina, lo 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 nervio 6ptico
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 calloso o amigdala (bovino) nt de estriado (rata).
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Figura 17. Expresién funcional de RNA poliA* de cerebelo y corteza. A) Corrientes

generadas por un oocito 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. pequeiias, se sospechd de Ia presencia de receptores GABA, aunque en muy
bajas cantidades.

Efectivamente, utilizando RT-PCR (lo cual increment$ la resolucién de deteccidn
pero no permitié el andlisis funcional) se lograron detectar receptores del tipo GABA.
Los fragmentos generados por PCR se clonaron en vectores plasmidicos y la figura 18C
muestra algunos de los pldsmidos anatizados. 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 (0) 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 1: 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 andlisis
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-yminé la presencia de los transcritos pl—p3 en cerebelo, se
analiz6 la distribucién de los receptores en este fejido por hibridacién in situ. Después‘de
comparar las secuencias nucleotidicas de los DNAcs clonados que codifican para
receptores GABA_, se decidid utilizar la regidn donde 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 hibndacion se logrd detectar cada
uno de los tres genes en la corteza del cerebelo. La figura 19 muestra que las células de
Purkinje y las células de Golgi presentan la mayor seiial de hibridacidn. Cabe aclarar que
las sondas utilizadas como control, es decir, aquéllas que fueron sintetizadas con la

secuencia con el sentido de las subunidades, no mostaron sefial de hibridacion positiva.

49



CG
CPk

CG
CPk

CG
CPk

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 sefales
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 oligonucle6tidos 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 bavino y su identidad correspondi6 a pl y
p2 (referidos aqui como bpl y bp2) (Fig. 20). Sin embargo, el receptor bp2 presenta
a' gunas diferencias que lo hacen ligeramente diferente al humano y al murino; esto puede
deberse diferencias alélicas o a diferencias especificas de especie. Las dos DNAcs tienen
las secuencias caracteristicas bdsicas de un receptor ionotripico: cuatro dominios nicos en
aminodcidos hidrofébicos (los cuales forman los cuatro segmentos transmembranales),
una regién hacia el extremo amino terminal que forma un supuesto puente disulfuro entre
dos cisteinas y una asa intracelular 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 antagonizados por 1,2,5,6
tetrahidropiridina-4-il-metilfosfinato (TPMPA). La tasa de desensensibilizacidn es baja,
al igual que [os 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, ¢l bp2 si es capaz de formar
receptores funcionales independientemente de la presencia de cualquier otra subunidad
accesorid. Posiblemente, esta capacidad refleja la existencia de la seiial de
"oligomerizacién" en el segmento extracelular del receptor, la cual estd ausente en ¢l gen
de rata y presente en los genes p2 de humano y ratén y en pl (Cutting ef af, 1992, Greka
et al, 1998, Hackman er al, 1997a,b). Por otra parte, ambos receptores son activados
eficientemente por f}-alanina y glicina. Generalmente las respuestas generadas por bpl
fueron 10—2-0 veces mayores que las generadas por bp2. Este resultado se obtuvo atin con

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

F-A Y
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@1 bovino:

1 MREGIFLLWW GWVLATESRM HWPGREVHEM SKKGRPORUR REVHEDAHKQ VSPILRRSPD
6l ITKSPLTKSE QLLRIDDHAF SMREGFGGPA IPVGVDVQVE SLDSISEVOM DETMTLYLRH
121 YWKDERLSFP STNNLSMTFD GRLVKKIWVP DMFFVHSKRS FIHDTTTONV MLRVQPDGKV
191 LYSLRVTVTA MCNMDFSRFP LDTOQTCSLEI ESYAYTEDDL MLYWKKGNDS LKTDERISLS -
241 QFLIQEFHTT T;;.;;;ggg(;—;;l;'};;YIHET LRRHIFFFLL QTYFPATIMV MLSWVSFWID
31 RRAVPARVPL GITTVLTMST IITGVNASHP RVSYIKAVDIn;JLWVSWWF LSVLEYARVN
™2 ™3
3€l YLTTVQERKE QKLREKLPCT SGLPPPRTAM LDGNYSDGEY NDLDNYMPEN GEKPDRMMV(Q
421 LTLASERSSP QRKSQRSSYV SMRIDTHAID KYSRIIFPAA YILFNLIYWS IFS
T™d
p2 bovino:
1 MEYFTRLILF LFCLMVLVES RKPKRKRWIG QVEMPKPSHL YKKNLDVTKI RKGKPQQLLR
61 VDEHDESMRP AFGGPAIPVG VDVQVESLDS ISEVOMOFTM TLYLRHYWKD ERLAFSSASN
121 - KSMTFDGRLV KKIWVPDVFF VHSKRSFTHD TTTDNIMLRV FPDGHVLYSM RITVTAMCNM
181 DESHEPLDSQ TCSLELESYA YTDEDLMLHW KNGDESLKTD EKISLSQEFLI QKFHTTSR;;&_
241 ;;(S:;g(_;’;;';ﬂ;_;;INETLRRH IFFFLLOTYF PATLMVMLSW VSFWIDRRAV PARVSLGITT
3a1l VLTMTTIITG. VNASMPRVSY VKAVDI\.’RI}J{WlV SEVEVELSVL EYARVNYLTT VgEiKERKLR
3el EKFPCMCGML HSKTMMLDGS YSESEANS[?:BGYPHSHILTE EERZUKRIVVH LGLSGEANAA
421 RKKGLLKGQT GFRIFQNTHA IDKYSRLIFP ASYIFENLIY WSVES
T4

Figura 20. Secuencia aminoacidica predicha a pactir de la secuencia nucleotidica de
los receptores bpl y bp2 clonados de cerebelo bovino. Se muestrz la region formada

por el puente de cisteinas (C=C) y subrayados los cuatro segmentos hidrofébicos que
forman las regiones transmembranales (TM1-TM4). El DNAc¢ de bpl muestra trs
cambios aminoacidicos con respecto a la contraparte humana V5{, 72, Q335, mientra
que bp2 cambia en dos posiciones [50 G80.
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Figwra 21. Caracterizacién funcional de los receptores bpl y bp2 cionados a partir de
cerebelo bovino, A) El receptor bpl responde a GABA formando corrientes que no
desensibilizan, atin después de estar expuesto al agonista por mds de diez minutos. B) Este
Teceptor es resistente al alcaloide bicuculina (Bic), lo cual es caracteristico de os receptores
GABA(. C) bpl es bloqueado en forma reversible por TPMPA, que ¢s un antagonista especifico

de receptores GABAC (Murata et al 1996, Ragozzino et al 1996). D} B-alanins también evocs

corrientes no desensibilizantes en bpl y E) El receptor bp2 responde a GABA y f8-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 similitud 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 et al, 1997) (Fig. 22). Sin embarga, €l DNAc no forma receptores funcionales al ser
inyectado en oocitos de Xenopus, ain después de ser expuesto a altas concentraciones de GABA.
Este hecho contrasta con el receptor expresado en la retina, el cual produce receptores con las
caracteristicas tfpicas de los receptores GABA,, cuando es expresado en oocitos (Shingai ez al,

1996).



s
1 MVLIAFWIAFT TYTWITLMUD ASAVKEPHQQ CLSSPKQTRI RETRMRKDDL
61  TKVWPLKREQ LLEIEDHDFS TRPGFGGSPV PVGIDVUVES IDSISEVIMD
121  FIMTFYLRHY WKDERLSFPS' TTNXSMTFDR RLIQKIWVED IFFVHSKRSF
181  IHDTTVENIN LRVEPDGNVL FSLRITVSAM CEMDFSREFFL DTQNCSLELE

C=C
241 SYAYNEEDIM LYWKHGNKSL NTEEHISLSQ FFIEEFSAS3S GLAFYSSTGW

an INEVLRRHIF FEVLOTYEPA MIMVMLSWVS FWIDRPRAVPA RVSLGITTVL
™1 M2

361 TMSTIVTGVS ASMPQVIIVEK AVDVYMWVSS LEVFLSVIEY ARVNYLTTVE
™3

421  EWKQLNRRGK ISGMINIDRV ORMAFDGCYR DGETDVDQTS FELHSEEDSM

471 RTKFTGSPCA DSSQIKRKSL GGNVGRIILE NNHVIDTYSR IVEPVVYIIF
™4

521 NLEYWGIYV

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 el extremo extracelular amino-terminal (C=C)
¥ 108 cuatro segmentos transmembranales se muestran subrayados (TM1-TM4).

55



3.3 LAS MUTACIONES EN LOS SITIOS BLANCO DE FOSFORILACION NO
MODIFICAN LA TASA DE DESENSIBILIZACION DE pl.

3.3.1 ExpresiSn de Receptores Mutantes en Qocitos de Xenopus

El receptar pl modificado en los residucs $425, $434 y S441, generd corrientes robustas
cuando se expuso a GABA. Las caracteristicas de las comientes macroscOpicas 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 pM (Fig. 23).

GABA 10 M GABA10 Figura 23. El receptor pl mutado en los

' : aminodcidos blsaco para la protefna-
cinasa C conserva las propicdades del
receptor sitvestre. Las respuestas a GABA
de los oocitos inyectados con el receptor
mutado y ¢l silvestre tienen [as mismas
caracterfsticas: no desensibilizan y no son
antagonizadas por bicuculina.

pl - p1(s4a:4'a4.44w

La inyecci6n de los RNAcs de los receptores AT1 y p1 en oocitos induce 1a expresitn de
los respectivos receptores funcionales, los cuales inducen amplias corrientes de membrana al ser
activados por sus agonistas. La sola presencia de uno 4 otro receptor no altera significativamente
el mivel de expresion del otro. Sin embargo, cuando el receptor AT1 es activado, se inicia una
cadena de eventos que se manificstan por la apertura de canales de CI- dependientes de Ca2*,
nativos del gocito. La activacién de estos mensajeros secundarios condujo a que lags respuestas
subsecuentes del receptor pl se redujeran alrededor de un 30% (Fig. 24). Esta reduccidn fac
reversible después de varias decenas de minutos, después de lo cual, las corrientes originadas por
GABA alcanzaron los niveles obtenidos antes de la activacitu del receptor AT1.
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Al realizar estos mismos experimentos con AT y con el receptor mutado Pl sesosssnn
fos resultados fueron semejantes a los obtenidos con el silvestre. Lo cual muestra que los tres
residuos tampoco estdn involucrados en la caida de las respuestas obtenidas después de la

activacién de los regeptores AT1 (Fig. 24).

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

Para lograr la expresion de las asas intracelulares de pl y 2 en bacterias, se disediaron
oligonucledtidos que permitieron amplificar esta regién por PCR, y a la vez introdujeron
secuencias de reconocimiento para cnzimas de restriccién que facilitaron su subclonacion en la
fase de lectura apropiada en el vector de expresién pMALc-2. La figura 25A muestra los 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 ® en fusién con el gen malC del plimido pMALc2, condujo a la
praduccién de proteinas recombinantes facilmente distinguibles en geles de poliacrilamida-SDS
(Fig. 25C). Las proteinas recombinantes se aislaron por cromatografia de afinidad y luego
fueron sujetas a ensayos de fosfarilacidn in vitro. Como muestra la figura 26, [a asa del receptor
fi2 presenta una banda positiva que indica la transferencia de grupos fosfato radiomarcados. En
¢l mismo panel se puede observar que pl no ¢s eficientemente fosforilado por PKCa 6 por PKG.,
Estos resultados se repitieron luego variando la temperatura (24 a 37 9C) y el tiempo de

fostorilacion (1 hasta 24 k).
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Figura 24. La activacién del receptor AT1 inhibe las corrientes generadas tanto por el
receptor @ como por plicye pisay A- Un oocito inyectado con los RNAcs del receptor de
Angiotensina (AT1) y de pl genera corrientes mediadas por ambos receptores. Las corrientes
mostradas corresponden a una aplicacién de GABA (10uM) seguida por una de ATIII (1uM) v
diez minutos después, una segunda exposicion a GABA (10uM). Se puede observar que después
que ¢l receptor AT1 es esttimulado, 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 comricntes de GABA alcanzan nuevamente los niveles controles. El mismo-—— . -

efecto fuc encontrado cuando sc expresé el receptor d mutado en las serizas blanco parz
-protefn-cinasa (plisgs.aiaa; )- Con el simbolo (O) se indican los niveles de las respuestas de pl
¥ con (O) las originadas por el receptor mutado. Los registros electrofisolgicos mostrados
muestran las corrientes geneéradaspor GABA antes y después de la activacién del receptor AT1.
Las corrientes generadas por AT1 se distinguen por ser de carficter oscilatorio debido a 1a
apertura de canales de cloro dependientes de calcio.
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Figura 25. Construccién de pldsmidos de expresion e induccién de la expresion en E. coli.
A) Productos de PCR que correspondientes a la amplificacién de la region 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 pldsmidos cortados con BamHI1 y Pstl portando
1: asa de p1 y 2) asa de 2. C) Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de extractos totales
de E. coli que fueron inducidas para la expresién de 2: MBP, 3: MBP-pl y 4: MBP-2. El carril
I muestra un marcador de peso molecular.
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PKC

Figura 26. Ensayos de fosforilacién por PKC y PKG. Las proteinas de fusién MBP—F;I y
MBP-f2 fueron sometidas a dos reacciones de fosforilacién independiente. Una reacci6n fue
llevada a cabo por la cinasa PKC y la segunda por PKG. Después de la reaccion ésta fue resuelta
en un gel de poliacrilamida-SDS, el gel se secé y se expuso a pelicula sensible a rayos X. La
figura muestra la autorradiografia obtenida y como se puede observar, tnicamente el carril
cargado con MBP-B2 muestra transferencia de grupos fosfato radiactivos, mientras que aquellos
cargados con MBP-p1 no se encuentra sefial.

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 gintcﬁzé in vitro el RNAc quimérico pl/al (utilizando la RNA polimerasa de T7) y
se inyecté 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
producci6n 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 mas robustas, pero aun inferiores, comparadas con las

respuestas del receptor pl.

pl/al fue capiz de formet receptores homo-oligoméricas 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, la corriente membranal inducida por
GABA presenta una activacion rdpida que desensibiliza inmediatamente, seguida de una fase de
desensibilizacién lenta, contrastando dramdticamente con la cinética de los receptores pl y con
la del resto de los receptores GABA... En aplicaciones consecutivas del agonista (GABA M),
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 p1 silvestre. Por ejemplo: los receptores pl/al
son bloqueados por iones de ZnZt con la misma potencia y son modulados positivamente por
iones de lantano también en la misma forma que los receptores pl. Ademds, TPMPA, que es
bloqueador especifico de receptores GABA_ (Murata et al, 1996; Ragozzino er al, 1996) actia
igualmente sobre los receptores plfal, y €stos, al igual que el resto de los receptores GABA,
son completameate tnsensibles a bicuculina. La curva de relactdn corriente/voltaje indicé que
pl/al es permeable a cloro, semejante a lo que sucede en el receptor pl (Woodward ef al,

1992a.b, 1993a,b).

La quimera pl,, ey porta 12 region TM2 de la subunidad al que forma el canal i6aico
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 Pl

conservan las caracteristicas farmacologicas tipicas de pl: blogueo por Zn2¥, modulacién por
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Lad*, insensibilidad a bicuculina Yy bloqueo por TPMPA (Fig. 28). Countrario a lo esperado, los
niveles de desensibilizacidn son semejantes a los receptores formados por la subunidad pl

silvestre.
Generalmente, las cormrientes peneradas al activar P1iairmz €On GABA fueron alrededor

de cien veces mas pequeidias que las corrientes generadas por pl. Sin embargo, esto no impidié

una adecuada caracterizacién funcional y farmacoldgica 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 répida 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 1 (desde el segundo segmento transmembranal hasta el extremo carboxilo). D) La
relacién dosis-respuesta indica que la ECy de la quimera es semejante al receptor silvestre

(1.2uM).
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Figura 28. Caracterizacién funcional de la quimera pli,n 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 g ne
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 pli,ng no
desensibiliza al ser expuesto a GABA. C) La curva dosis/respuesta revelé una EC,, de 0.3 uM,
que asemeja mé4s 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 del receptor GABA, remueven sus
exones diferencialmente. La combinacidn de estas subunidades en el complejo pentamérico del
receptor da lugar a receptores con diferentes propiedades (Harvey et al, 1994; Korpi et al, 1994,
Liu ef al, 1998; McKinley et al, 1997; Whiting et al, 1997). Por lo tanto, no es sorprendente que

los receptores GABA compartan esta caracteristica molecular.

p1A51 es 17 amino 4cidos més pequeiio que pl. Esta delecién parece no eliminar ningin
médulo critico para la funcionalidad del receptor. Los sitios de modificacién postraduccional que
se encuentran alrededor del drea ausente (tales como aminodcidos blanco para proteina cinasas y

aminodcidos potencialmente glicosilados) se conservan intactos. El receptor es capaz de formar

receptores homo-oligoméricas 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, alin y cuapdo se emplearon diversos sistemas
plasmidicos de expresion (pSPO4T y pcDNA3J). Los sistemas de expresién empleados se han
usado con otros receptores (incluyendo pl). Todos ellos permiten la produccion de receptores

funcionales con un nivel de expresidn tal que pueden ser ficilmente estudiados por métodos
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electrofisioldgicos que son capaces de detectar respuestas muy pequeiias. Aunque su capacidad
para formar receptores funcionales no pudo ser comprobada, no se¢ puede descartar la posibilidad
de que plA450tenga alguna funcién moduladora en el complejo de receptores GABA,
inhibiendo la formacién de receptores funcioriles, o cambiando las propiedades de los
receptores en las neuronas que lo expresan. La produccién de subunidades que inhiben el
ensamblaje apropiado de un receptor no es un evento raro en los receptores GABA,. Por
¢jemplo, las subunidades a6 y 5 producen isoformas por mecanismos de "splicing™ alternativo.
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 plAS| fueron abundantes. Esto
puede tener varias explicaciones, entre ellas que los "primers” utilizados en la reaccidén no fueran
ios adecuados para distinguir esta subunidad en bovinos o que ¢l evento que da lugar a
plA450 en retina humana no se efectie en los bovinos. Para entender con mayor detalle los
mecanismos que dan lugar a esta subunidad se deberd hacer un andlisis mis detallado de la

estructura gendmica de pl.

Otras caracteristicas conservadas en p1AS1 son: su resistencia a la bicuculina, €] bloqueo
por iones de zinc, modulacién por lantana, 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-
respuesia, las cuales indican que pl1AS] tiene una EC4, menor, es decir, es més sensible a GABA,

aun cuando la saturacién es semejante para ambos receptores.

El RNAm de plAS1 se expresa en la retina, en cerebelo y nervio Gptica bovino. Al

parecer el transcrita es regulado de forma tejido-especifica, ya que en otras 4reas (hipocampo y



corteza) no se encontrd, pese a la presencia de pl. Este tipo 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 exton de 24 nt en ¢l transcrito expresado en la hipdfisis, lo que da lugar
a una subunidad mds pequeiia perc aun funcional (y23) y la cual, al ser co-cxpresada con otras
subunidades del receptor GABA,, forma receptores con propiedades distintas a aquélios
fornados con la subunidad alterna (y2L). Este mismo exdn no es removida en 18 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 ef al, 1993). Esta regulacion tejido—especiﬁcé
plantea un problema muy intercsante en los mecanismos moleculares de la expresién génica. Por
ejemplo, alin no se conoce cuales son las secuencias mucleotidicas, ni cuales los factares
celulares involucrados en la seleccién entre uno u otro exdn de un transcrite primario. Mas adn,
oiros mecanismgs de regulacion postranscripcional pueden estar involucrados €n procesos
patoldgicos, tales como la esquizofrenia. Por ejemplo, en la corteza prefrontal de cerebros de
pacientes esquizofrénicos, la proporcion relativa de los transcritos de la subunidad y2S se
encuentra reducida en comparacién a los niveles de la subunidad y2L (Huntsman et al, 1998).
Este es un tema que deberd ser abordado m4s 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 funcionales 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 regulacion

postranscripcional de los receptores GABA..

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

comentes iOnicas detectables, ain cuando fueron expuestos a altas concentraciones de GABA y
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a distintos potenciales de membrana (para tratar de incrementar algena corriente generada por
GABA). Las proteinas en fusidn p1-GFP y p1A450-GFP permiticron aclarar varias preguntas,
Primero, se demostr6 que el gen que codifica para plAd5(Q es capaz de ser traducido a proteina,
como 1o indica la potente sefial fluorescente encoatrada en los porjtos inyectados con ¢l gen
artificial plA450-GFP, Segundo, el receptor aparentemente es translocado a la membrana
plasmdtica, aunque se¢ necesitarin mayores estudios par determinar con mayor precision la
posicion del receptor. Tercero, los receptores quiméricos permitieron ver que pl es lo
suficientemente flexible para integrar una proteina completa en su extremo carboxilo (GFP, 27
KD). y que la presencia de esta proteina no altera las cormientes macroscdpicas ni la farmacologia

basica 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 diseiid para explorar la posible expresidn 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 con la expresién de
miltiples canales iSnicos y receptares del SNC) (Gundersen et al, 1982a,b, 1983 ab), en los
experimentos mostrados aqui no se logrd establecer de manera incontrovertible la presencia de
receptores GABA(. Esto ¢s debido posiblemente a los bajos niveles de transcritos que codifican
para estos receptores. Sin embargo, como lo muestran los registros electrofisioldgicos de la
figura 15, el potencial codificante de los RNAm inyectados en los oocitos, es suficieate para

observar corrientes generadas por varios neuroreceptores, incluyendo GABA,. En presencia de



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

corrientes eran tan pequeiias impidid un andlisis mds detallado.

Utitizando oligonucledtidos degeneradas en reacciones de RT-PCR, se encontraron
amplicones que codifican para receptores GABA, en cerebelo e hipocampo. No se encontraron
transcritos para receptores GABA. en la amigdala o en el cuerpo calloso. Aunque la técnica de
PCR es mids sensible para detectar transcritos que son poco abundantes, ésta no permite el
anilisis funcional del receptor, ya que se amplifica solamente una parte del DNA¢ que no
conticne toda la informacion para la expresion de un receptor funcional. Algunos de los
amplicones obtenidos por PCR se secuenciaron y se encontraron los tres receptores GABA,
(pl, p2y p3. Por primera vez estos resultados resolvieron a favor la mocion de la posible

expresion de receptores GABA_ en el cerebelo.

Una vez que se obtuvo evidencia sélida de la expresion de receptores GABA,. en varias
fireas del SNC, se clonaron los DNAcs que los codifican a partir de genotecas de cerebelo
bovino. Los resultados arrojados por el tamizaje permiticron 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 cercbelo se
inyectaron en oocitos, éstos formaron 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 desensibilizacion y resistencia a
Ia' bicuculina (Polenzani e¢ af, 1991, Cutting et af, 1991, 1992). Serd interesante abordar en el

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

por receptares homo-oligoméricos.

Los resultados obtenidos por RT-PCR sugieren 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 tpos celulares se encuentran los transcritos para cada una de las
subunidades se realizaron ensayos de hibridacion 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 relatvo al

fiujo de la informacién intemeuronal en este 6rgang. -

Una vez realizado este trabajo se report$ que la subunidad p2 se expresa en varias 4reas
del cerebro humano (Enz y Cutting, 1999), mientras que la expresién de la subunidad pl estd
restringida a la retina. Esto contrasta con los hallazgos aqui reportados, ya que tanto por RT-PCR
como por hibridacion in sifu se encontraron sefiales positivas de expresion, especialmente en el
cerebelo. Mis ain, la clonacidn de DNAcs que codifican para subunidades p a partir de
bibliotecas de cerebelo bovino y corteza de rata, refuerza las evidencias encontradas incialmente.
Es posible que la restriccidn de la expresion de pl en el cerebro humana sea un eventa 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 af, 1997). El
DNAc similar a p3, que fué obtenide de una biblioteca de DNAc de cerebro de rata, presenta
algunos cambios en su secuencia mileotidica que s¢ traducen en cuyatro sustituciones

aminoacidicas en la regidn del amino-terminal del receptor. Sin embargo, estos cambios no son
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dristicos 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 expresidn 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~prestar a discusién ¢l que esta subunidad sea
especifica del cerebro y que tal vez necesita la cooperacién de subunidades auxiliares, como es el
caso del receptor pZ de rata (Zhong er al, 1997). Para abordar estas especulaciones serdn
necesarios mis experimentos de expresién donde se combinen diferentes subunidades de py
también serd necesario tener un conocimiento més preciso de la estructura gendmica de p3, asi

como de] resto de los genes que codifican para las subunidades 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 el andlists de la secuencia aminoacidica del receptor pl
hacen suponer que es modificado par mecanismos de fosforilacién. Algunos antecedentes han
propuesto que ésteres de forbol reducen la magnitud de las respuestas del receptor pl cuando es
expresado en oocitos de Xenopus (Kusama er al, 1995). También existe evidencia de que el
receptor GABA, es eficientemente fosforilado por PKC in vitro y en células que expresan el
receptor recombinante (Leidenheimer ef af, 1992; Lin e al, 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 fosforilacidn para protein-cinasas no inducen cambios en las respuestas del

receptor pl. Por otra parte los resultados obtenidos con los ensayos de fosforilacidn én 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 regidn del receptor. Tampoco se descarta que los cambios en el receptor
mutado no se reflejen en las commientes macroscipicas 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 receptores pl mutados, deberd
bacerse un estudio biofisico mds detallado que involucre la determinacién precisa de ia

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

El efecto que tiene la activacion del receptor ATL sobre ply dgaososua 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 €l agonista del
primero actie directamente sobre el segundo. La cascada de eventos que desencadena la
activacidn de AT, afecta de manera indirecta la funcién de pl. Este efecto no es llevado a cabo
por regulacion en los sitios blanco de fosforilacion S423, 5423 y S441, como lo muestra el
resultado de los experimentos de co-expresion con el receptor mutado. Esto no hace a un lado la
posibilidad de que el receptor se2 modtficado por fosforilacidn en otro dominio o que en la retina
(que es el tejido donde se encuentra con mds abundacia el receptor pl) se exprese una clase
especial de protein—cinasa que modiﬁque especificamente al receptor. Otra opcidn es que la
activacion del receptor AT1 promueva ia modificacién de alguna proteina que funcione como
"ancla" a la membrana del receptar pl, y que esta proteina sea modificada por la activacién de
ATI1. Recientemente se encontré que la proteina asociada a microtibulos tipo 1B (MAPIB)
funciona como "unién” entre pl y el citoesqueleto en la retina de vertebrados (Hanley er af,
1999). Ademas se sabe que MAPIB es regulada por fosforilacién y la presencia de MAPIB

desfosforilada es necesaria para la unién con las proteinas del citoequeleto (Pedrotti ¢ Islam
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1996; Pedrotti er af, 1996). Esta unién 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 modulacion de la magnitud de la funcién del receptor a través de la inactivacién
de la protcina de unién MAPIB. Otra serie de experimentos deberdn ser diseizdos para

responder a estas pregusitas.

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 esti involucrado en la cinética de desensibilizacién y que algunos
residuos de este dominto estan involucrados en esta funcién (Im et al, 1995; Revah et al, 1991;,
Palma et af, 1998). Los resultados presentados aqui demuestran que el segundo segmento
transmembranal de pl, por si 5010, no es responsable de la baja desensibilizacion 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

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

La quimera pl/al mostré ser de vasta informacién funcional y farmacolégica. Primero,
la tasa de desensibilizacién se vié dramdticamente afectada y (como se concluyd de los
experimentos mostrados anteriormente) debido a que TM2 no es el responsable exclusivo de este
compartamiento, se puede especular que Jos dominios localizados entre TM2 y el codén de
terminacién son los que transfieren este fenotipo. Posiblemente no es solo una regién la que
determina la tasa de desensibilizacion y quizds ¢s necesana la cooperacién de otras regiones del
receptor. Para redondee;ir estas conclusiones, se requieren mis expenmentos que involucren ei

intercambio de diversas regiones del receptor. Segundo, la presencia del segmento extracelular
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del receptor pl 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 el bloqueo por iones de Zn2* y la potenciacidn por La>*, aunqu-, las

mismas caracteristicas son cormpartidas por los receptores GABA,,
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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 experimentas que condujeron a la clonacion de isoformas funcionales
del receptor pl, originadas por “"splicing” alternativo (Marinez-Torres et al, 1998), Este
mecanismeo 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 et al, 1997; Whiting et al, 1997), pero en
receptores GABA_ marca el primer indicio claro de una diversidad mds grande de la esperada.
Esta diversidad se v€ aumentada por el hecho de que pl es regulado ademéds en un patrén

especifico de tejido.

También se presentan evidencias de 1a expresion de receptores GABA fuera de la retina.
Estos hallazgos se hicieron siguiendo diferentes metodologias: inyeccién de RNAm a oocitos de
rand, RT-P'CR, hibridacién in situ y clonacion molecular de dos DNAcs a partir de bancos de

DNAc de cerebelo bovino 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 receplor o1 no es modificado
directamente por protein-cinasas. A la vez, se demostré que la activacion del receptor ATl
inhibe las respuestas del pl mediante un mecanismo que involucra cascadas metabdlicas
intracelulares. Aunque las vias metabdlicas involucradas adin no se han caractenizado con detalle,
este estudio hace notar que existen interaccidnes ertre neurotransmisores ¥ receptores a través de

una red de componentes intracelulares que pueden afectar la actividad de [08 neuroreceptores.

El mecanismo de desensibilizacion de pl fue abordado mediante la construccién de
algunos receptores mutantes y otros receptores quiméricos que se comstruyeron 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 [a expresion de las quimeras pl/al se
"disecaron” algunas regiones funcionales del receptor y se descartd al scgundb segmento
transmembranal del receptor, como responsable exclusivo de [a baja tasa de desensibilizacién.
Ademis, estos resultados permitieron iniciar la "diseccién® de posibles sitios
farmacologicamente importantes. Por ejemplo, la sola presencia del dominio extracelular
confiere a 10§ receptores quimera la resistencia a bicuculina y la especificidad del bloqueo por

TPMPA.

Consideraciones Kinales y Perspectivas
Los resultados aqui presentados plantean muchas preguntas que deberdn ser abordadas

utilizando técnicas de biologia molecular y estructural y electrofisiologfa. Por ejemplo, ;cuiles
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son los mecanismos de regulacidn que permiten la presencia de una forma alternativa del
receptor en diferentes dreas del SNC y no en otras?. ;En que parte estin localizados los
receptores GABA eu la corteza cerebral? y jcual es la funcidn de estos receptores en el
c‘erebelo? Por otra parte, los mecanismos de regulacidn 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. Sia duda los genes quiméricos construidos permitirin estudiar més a
fondo los mecanismos biofisicos involucrados en la cinética de los canales formados por los
receptores GABA_. Ademés. audn se desconoce en detalle 1a conductancia y tiempo de apertura
de los receptores silvestres y seria interesante 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 jnexistente y serd de mucha importancia
obtener imdgenes de cristales formados par este receptar para comprender més detalladamente su
funcidn. En particular el estudio de como la estruciera de un receptor es modificada al momento
de la activacién e inactivacién del mismo y como la estructura del canal iGnico permite
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 internalizacion e
interaccidn con otras proteinas. El estudto de [a participacion de estos receptores en patologias
del sistema nervioso también es una linea de¢ investigacién pricticamente inexplorada.
Firalmente, el papel de los receptores GABA. en la fisiologia de la retina cstd apenas
abordandose sistemmadticamente y seguramente [a combinacion de métodos electrofisioldgicos y
farmacolégicos, junto con métodos moleculars y tecnologia de animales transgénicos permitirin

grandes avances en la comprension del pape} funcional de estos receptores.
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