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RESUMEN

La formacion del sistema nervioso es un proceso complejo de diferenciacion
y organizacion celular, que depende por una parte de la informacion genética
y por otra parte de factores epigenéticos. Es posible que uno de estos
factores sea la activacion de los receptores a glicina durante el desarrollo,

tema central del presente trabajo.

La presencia de genes activos que codifican para los receptores a glicina
(rGli) se explord durante la ontogenia de! sistema nervioso central de la rata,
identificando los transcritos que codifican para las distintas subunidades del
rGli. asi como los receptores formados en el sistema de ovocitos de Xenopus
Jeavis. También se estudid el efecto de la estricnina (el principal antagonista
de los receptores a glicina) en embriones completos durante la neurulacion

en la rata.

Con los resultados obtenidos se evidenci6é por primera vez: 1) La presencia
de transcritos que codifican para la subunidad {8 del receptor a glicina desde
el dia embrionario 8 (E8) y la presencia de los transcritos que codifican para
tas subunidades o1, a3 y p del receptor a glicina en las vesiculas cerebrales
E13. 2) Las propiedades electrofisiolégicas de los receptores a glicina (rGli)
formados al inyectar a ovocitos de Xenopus leavis RNAm de cerebro
anterior, cerebro medio y .tallo cerebral de rata E18. 3) La expresion
diferencial de los transcritos que codifican para las subunidades o« en tres
regiones del sistema nervioso E18 de rata. 4) Un efecto teratogeno de la

estricnina en embriones completos de rata durante la neurulacion.



SUMMARY

Many complex processes of cellular differentiation and organization occur
during the formation of the nervous system. These processes depend on
genetic information as well as on factors that modify gene expression. One
such factor might be signaling mechanisms triggered by neurotransmitters

acting on their receptors during development.

The aim of the present study was to investigate the expression of the genes
that codify for Gly receptors during development. With the results it was
evidenced for the first time: 1) The presence of the Gly receptor B subunit
transcript, before the nervous system is formed. The a1, a3 and § transcripts
in cerebral vesicles E13, and a differential « subunit transcription in three
regions at E18. 2) The electrophysiological properties of Gly receptors formed
in Xenopus leavis oocytes injected with mRNA from E18 forebrain, midbrain
and brain stem. 3) A teratogenic effect of strychnine on complete rat embryos,

during the period of neuruiation.



I. INTRODUCCION

I.1 LOS RECEPTORES A GLICINA:

Las membranas plasmaticas de las células se encuentran constituidas entre
otros componentes por proteinas que pueden ser integrales o periféricas. Los
receptores a neurotransmisores son proteinas integrales de las membranas
celulares que pueden ser activados por voltaje o por ligando. Entre los

receptores activados por ligando que forman canales idnicos, se encuentran

los rGli constituidos por cinco subunidades de dos tipos: o (1-4, 48 kDa) y B

(58 kDa), con estequiometria asf2 (Fig. 1) (Betz y cols. 1994).

Los rGli se localizan principalmente en neuronas de la meduia espinal, retina,

‘sistema auditivo y talio cerebral (Kotak y cols., '1898) y forman canales

ionicos que al ser activados, permiten el paso de iones cloro. Se ha reportado
que la presencia de la subunidad B confiere al canal iénico baja
conductancia, en relaciébn con los receptores formados por «1-3.

(Grenningloh y cols., 1990; Betz y cols., 1994).
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Fig. 1 Estructura del receptor a glicina. El rGli es un pentamero de
proteinas integrales de la membrana plasmatica, constituidas por
subunidades « y B (A). La subunidad o estad constituida por 4 segmentos
transmembranales, en ellas la regién amino y carboxilo terminal se orientan
hacia el lado extracelular.

El aminoacido glicina (Gli) que activa a los rGli se sintetiza por dos vias. La
primera a partir de su precursor (serina), en el metabolismo de los folatos y la
segunda a partir del metabolismo de los carbohidratos. En ambos casos

interviene el 4 metiltetrahidrofolato como aceptor de metilos (Lehningher,

1979).

El aminoacido Gli y el dcido yaminobutirico (GABA) son neurofransmisores
inhibitorios en todos los vertebrados adultos (Betz y cols., 1899; Bormann,
2000). Sin embargo, en céluiés inmaduras dichos neurotransmisores
desempenan una funcién excitatoria (Flint y cols., 1998; Chen y cols., 1996).

Este (ltimo efecto se ha asociado con una alta concentracién de cloro

A



intracelular en las células inmaduras, por lo cual el CI” sale cuando se activan
los rGli originando la despolarizacién de la membrana. Una vez
despolarizada la membrana se abren canales de calcio, lo que genera un
incremento intracelular de calcio, que a su vez puede participar en la
modulacion de la expresion genética (lto y Cherubini, 1991, Kandler y Friauf,
1895, Obrietan y Van den Pol, 1995; Lo y cols., 1998). Con estos
descubrimientos se incrementé la importancia del rGli durante el desarrollo,
la cual debe ser precisada para conocer los mecanismos de su participacién

en la formacion del sistema nervioso.

Los rGli son activados por algunos ofros aminoacidos como f-alanina,
taurina, L-alanina, L-serina y prolina (Schmeiden y cols., 1992; Hussy y cols.
1997, Akagi y Miledi, 1988; Akagi y cols. 1989), sin embargo la respuesta a
estos ultimos aminoacidos es menos potente. Entre las sustancias que tienen

efecto antagdnico en los rGli estan la estricnina y el esteroide amidina RU

5135 con afinidades en el rango nM.

Los transcritos que codifican para el rGli han sido evidenciados en tejido
embrionario de rata con la técnica de hibridacion in situ y se ha sugerido que
la subunidad a2, se expresa durante el desarrollo del sistema nervioso y en
el tejido adulto es reemplazada por la a1 (Sato y cols., 1992). En otros
estudios durante el desarrollo se encontraron los transcritos para la

subunidad a2 en cerebro medio en E14 y 3 a partir de E19. (Malosio y cols.,

1991).
En tejido adulto los RNAmM para la subunidad o1 son abundantes en la

meédula espinal y en algunas areas del cerebro, como por ejemplo en los

coliculos (superior e inferior). Los transcritos de la subunidad o2 se

12



encuentran en diferentes regiones, como la corteza cerebral y el hipocampo.
La subunidad a3 se expresa a bajos niveles en el hipocampo, mientras que
los transcritos para la subunidad B se encuentran ampliamente distribuidos

en la médula espinal y el cerebro (Malosio y cols., 1991).

En estudios para explorar la presencia de transcritos para los rGli en médula
espinal de rata neonatal y adulta, utilizando el sistema de ovocitos de
Xenopus leavis, se reportd la presencia de dos tipos de mensajeros que
codifican para rGli, uno mas abundantes en la médula espinal de rata aduita
y otro en el mismo tejido de rata neonatal. Los resultados electrofisioclégicos
indican que las dos fracciones inducen conductancias similares, pero
diferencia en el tiempo que el canal permanece abierto. (Morales y Miledi,
1991; Morales y cols., 1994). Estudios realizados en la corteza cerebral de
rata durante el desarrollo muestran que la mayor expresion de rGli fue en
recién nacido (PNO) y después fue disminuyendo, mientras que la expresion

de RNAm del receptor de GABA aumentaba (Carpenter y cols., 1988).

1.2 EXPRESION GENICA DE LOS RECEPTORES A GLICINA:

Los receptores a glicina se forman en las células por la expresion génica, la
cua! consiste en la transcripciéon de genes y su traduccién a proteinas. La
activacion de los genes eucaridticos depende de una gran variedad de
factores, entre los que se pueden mencionar el tipo de célula, su estado de

diferenciacion, la edad y sefiales extracelulares.

La expresién de los genes se puede controlar en diferentes etapas del
proceso como: 1) La transcripcién, 2) la maduracién del RNA, 3) la traduccion
de RNA y 4) la activaciéon o inactivacién de las proteinas formadas. Los rGli

activados y/o sus neurotransmisores pueden participar durante la
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transcripcion, activando genes tempranos que posteriormente actian como
factores de transcripcion. El inicio de la transcripcion en células eucaricticas
requiere de la presencia de cuatro elementos basicos: a) Un promotor que
incluye el sitio de inicio, b) la enzima RNA polimerasa responsable de la
transcripcion, ¢) factores de transcripcion y d) un conjunto de secuencias de
DNA reguladoras que pueden encontrarse a distancia del promotor y ejercen
su funcién cuando proteinas reguladoras se unen a dichas secuencias de
DNA (Alberts y cols. 1998).

El proceso de regulacidon de la transcripcion se lleva a cabo cuando la RNA
polimerasa, se une al promotor por efecto de factores de transcripcién. Este
complejo (RNA polimerasa-DNA) generalmente no es capaz de iniciar el
paso de DNA a RNA, hasta que es activado por proteinas reguladoras. Una
vez activo el complejo de inicio, la RNA polimerasa y los factores de

transcripcion, se liberan y da inicio el proceso.

Cuando se activan los receptores a neurotransmisores pueden inducir la
expresion de genes tempranos, que una vez traducidos, vuelven a entrar al
nucleo y llevan a cabo la funcidn de factores de transcripcion (S;ekely y
cols., 1987, Morgan y Curran, 1991). La induccién de genes tempranos por
receptores a neurotransmisores, también se ha estudiado con la aplicacién
de agonistas y antagonistas en madres gestantes, por ejemplo en dosis de 2
a 8 mg/kg de clorhidrato de 2,5 dimetoxi-4iodoanfetamina (agonista para el
receptor 5HT,c), causa una amplia expresidon y localizacion de fos en el
encéfalo. Un antagonista de 5 HTy, la ritanserina aplicada a una dosis de
0.4 mg/kg atentia el incremento de la expresion de fos producida por el

agonista antes mencionado (Hughes y Dragunow, 1995).

14



.3 QUE FUNCION DESEMPENAN LOS RECEPTORES A
NEUROTRANSMISORES ANTES DE LA FORMACION DE LA SINAPSIS?

En las neuronas maduras la funcién principal de los receptores a
neurctransmisores es la comunicacion celular a través de la sinapsis. En
células inmaduras las funciones de dichos receptores es desconocida, es
posible que participen en la migracién celular, en fa regulacion de la sintesis
de macromoléculas, como factores de crecimiento, en la comunicacion
intercelular y en la transmision de la informacién posicional durante la
gastrulacion {Buznikov y cols., 1996). Una caracteristica peculiar en etapas
tempranas del desarrollo es la localizacion de dichos receptores, tanto en el

interior de la celula como en su superficie (Valinsky y Loonis, 1984).

Es sabido que la densidad, localizacién y composicion de diferentes
receptores cambia durante el desarrollo. Por ejemplo en el musculo
esquelético de fetos de mamiferos, se encuentran receptores nicotinicos en
. toda su superficie (Diamond y Miledi, 1959). Durante el desarrolio posterior,
este receptor disminuye en [as regiones fuera de la pltaca neuromuscular
(Diamond y Miledi, 1962). También hay cambios en las subunidades que
forman los diferentes receptores, como el de acetilcolina que cambia la
subunidad y por €, en el rGli a2 por a1 y en los receptores a GABA o2/a3p2y
1 cambian por ai1p2y1/y2 (Takahashi y cols., 1992; Laurie y cols., 1992;
Bouzat, y cols., 1994). La funcién que estos cambios desempefian durante el

desarrollo es poco conocida.

La funcion de los rGli durante el desarrollo temprano no ha sido estudiada,
los trabajos previos de receptores a neurotransmisores han sido reportados
principalmente en el sistema serotoninérgico (Wallace y Lauder, 1983), por
ejemplo se ha propuesto que los sistemas serotoninergico y colinérgico son

15



necesarios para la interaccién de gametos durante la fertilizacion. También
se han localizado sitios de unién a serotonina durante el cierre del tubo
neural en ratas, ratones, pollos, Helisoma sp y Xenopus leavis, asi como en
moluscos (Lauder y cols.,, 1981, Messenger y Warner, 1989; Goldberg y
Kater, 1989; Whitaker-Azmitia, 1993, Khozhai y cols., 1995, Borella y cols.,
1997), lo que sugiere la participacién de esta amina en la division celular, por

su unidn a varios subtipos de receptores (Lauder, 1990).

.4 DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO:

De acuerdo a lo planteado en la seccion anterior y lo encontrado en nuestro
laboratorio acerca de la presencia de transcritos para los rGii durante el
desarrolio temprano (Garcia-Alcocer y cols., 1999), se hace necesario
implementar una linea de investigacion para explorar la presencia de los
receptores antes de la formacién de la sinapsis y la posible participacion de
estas moléculas en la formacion del sistema nervioso, para lo cual se

revisaran los aspectos basicos de dicho desarrollo.

El sistema nervioso de los mamiferos inicia su formacién cuando en el
embriéon se origina el disco bilaminar, constituido por un lado del epiblasto,
que formara el ectodermo y mesodermo, y por el otro del hipoblasto, a partir

del cual se desarrollara el endodermo embrionario, Fig. 2.
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Fig. 2 Fases iniciales del desarrollo. A partir del embrioblasto se origina el
disco bilaminar, constituido por una parte, del epiblasto a partir del cuai se
formara la placa neural (Adaptado de Langman y Sadler, 1996).

En el dia embrionario 9 (E9) de la rata se forma en el disco bilaminar, una
banda de ceélulas del epiblasto conocida como linea primitiva. Dicha linea se
engrosa en el extremo cefalico, para formar el nddulo primitivo de Hensen,
del que migran algunas células para dar origen a la notocorda (otra linea de

células subepiblastica). La notocorda induce la formacion de la placa neural

(Keith, 1979).

17



En ES.5 (decimoctavo dia en los humanos), la placa se invagina en un eje
central para formar un surco, cuyos extremos forman pliegues neurales a
cada lado. En E10 (final de la tercera semana en los humanos), los pliegues
comienzan a unirse, iniciandose la formacién del tubo neural. Al fusionarse
los pliegues, algunas células no se incorporan y forman las crestas

neurales, Fig. 3.
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C SULCULS LIEATANS

Fig. 3 Periodo de neurulacion: A) Placa neural, B) surco neural, notese la
formacion de los somitas y C) la cresta neural se origina por migracién de
células desde el surco neural (Modificado de Netter, 1994).
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El mesodermo intraembrionario se divide para formar somitas. Los somitas y
la notocorda entre otros factores inducen el cierre del tubo neural, que
transitoriamente esta abierto en los dos extremos (Hamburger y Hamilton,
1951; Yoshio, 1998; Kandel y cols., 1991). A medida que el tubo neural toma
forma, se desarrollan 3 capas (ependimaria, palio y marginal), a partir de las
cuales se forman las distintas zonas del sistema nervioso central, constituido

por celulas gliales y neuronales (Netter, 1994).

Debido a la proliferacion celular y a la migracion, el neuroporo anterior inicia
su cierre aproximadamente a los 10.5 dias en la rata (24 dias en el humano)
y el posterior o caudal un dia mas tarde. Cuando se cierra el tubo, la
actividad mitética celular en ei neuroporo anterior forma el encéfalo y en el

resto del tubo se origina la médula espinal.

En la futura region encefalica aparecen 3 prominencias primarias: El
prosencéfalo, el mesencéfalo y el romboencéfalo. Posteriormente el
prosencefalo se divide en diencéfalo y telencéfalo. Del mesencéfalo deriva el
cerebro medio. De las estructuras del romboencéfalo se origina el tronco
celular. En adelante llamaremos tallo cerebral a las estructuras derivadas del

romboencéfalo (Netter, 1994) sin el cerebelo.
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il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

De acuerdo a los antecedentes mencionados:

1) Hay transcritos para los receptores a glicina en embriones de rata
E14.

2) El desarrollo del sistema nervioso es modulado por receptores a
neurotransmisores.

3) El RNAm de corteza cerebral de rata forma receptores funcionales a
glicina en el sistema de ovocitos de Xenopus leavis.

4) La aplicacion de agonistas y antagonistas para receptores a
neurotransmisores, originan cambios fenotipicos durante el desarrollo

temprano.

Se plantearon las siguientes hipotesis:

ll. HIPOTESIS:

1) Los RNAmM que codifican para las subunidades de los rGli estan
presentes en embriones de rata desde antes del inicio de la formacion
del sistema nervioso.

2) Los transcritos que codifican para los rGli en diferentes regiones del
sistema nervioso embrionario, se traducen y forman rGli funcionales
en el sistema de ovocitos de Xenopus feavis.

3) La rata es un modelo animal para el estudio del efecto de
sustancias quimicas en la formacion del sistema nervioso.
4) El antagonista de los receptores a glicina (estricnina) induce

cambios fenotipicos en la formacién del sistema nervioso.
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en el sistema de ovocitos de Xenopus leavis.

3) La rata es un modelo animal para el estudio del efecto de
sustancias quimicas en la formacién del sistema nervioso.
4) El antagonista de los receptores a glicina (estricnina) induce

cambios fenotipicos en la formacién del sistema nervioso.
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IV. OBJETIVOS GENERALES:

1) Explorar la presencia de transcritos que codifican para los rGli,

provenientes de tejido neural en el desarrollo de la rata.

2) Caracterizar las propiedades electrofisioldgicas de los rGli formados a
partir de transcritos de tejido embrionario en el sistema de ovocitos de

Xenopus leavis.

3) Establecer un modelo animal (rata) para el estudio del efecto del
antagonista de rGli (estricnina) en la formacion del sistema nervioso

en embriones completos.
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IV.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Identificar los RNAm que codifican para las subunidad del rGli, en

embriones de rata a edades embrionarias E8, E13, E18 y PND.

2) Estudiar la expresion de receptores funcionales en el sistema de ovocitos
de Xenopus leavis, inyectados con RNAm de embriones de rata E8, E13,
E18 y PNO.

3) Explorar las propiedades electrofisiolégicas de los rGli, formados en
ovocitos de Xenopus leavis por la inyeccion de RNAm de CA, CM y TC E18.
Las propiedades propuestas son: a) La afinidad del agonista (Gli) por el
receptor, b) Los iones que permean por Ios'canales. ¢) La desensibilizacion

de los receptores formados, d) La afinidad de los receptores por la estricnina.

4) Comparar la expresion funcional de rGli en ovocitos, inyectados con
RNAm proveniente de una misma regién (tallo cerebral) y de diferentes
edades (E18 y PNQO).

3) Establecer un modelo animal (rata) para el estudio del efecto teratégeno
de sustancias quimicas en la formacién temprana de! sistema nervioso.
Validarlo con acido retinoico (que es un teratdgeno conocido) y explorar el

efecto de la estricnina en la formacion del sistema nervioso de embriones de

rata.

6) Comparar los rendimientos de RNAy; obtenido por los métodos de
extraccion: fenol cloroformo y fenol-guanidio tiocianato en el tejido neural
durante la ontogenia de la rata y su expresion en el sistema de ovocitos de
Xenopus leavis, inyectados con RNAm de tallo cerebral de rata PNO {(Anexo

).
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V. METODOLOGIA:

V.1 METODOS BIOLOGICOS:

Se usaron ratas Sprague Dawley nuliparas de 12 semanas de edad,
mantenidas con agua y alimento ad fibitum, periodos de luz/obscuridad de 12

hr y una temperatura de 22 + 2°C,

Para poder comparar los resultados con la literatura reportada. Los animales
se cruzaron a razon de dos hembras por macho en dos grupos:

1) Para embriones E8, E11 y E13, las ratas se cruzaron por 2 hr y un dia
después de la aparicion del tapon vaginal se denominé dia uno de la
gestacién.

2) Para embriones E18, se cruzaron durante 12 hrde 7 PM a 7 AM, y se
contd el dia uno de la gestacion a la aparicion del tapon vaginal. En
caso dg duda en la gestacién, se practicd un lavado vaginal en busca

de espermatozoides al microscopio de luz.

Las ratas gestantes fueron sometidas a anestesia con pentobarbital sodico a
una dosis de 40 mg/Kg por via intraperitoneal y se les practico operacion
cesarea. Los embriones fueron disecados para la observacion de sus
caracteristicas morfologicas y la cuantificacién de proteinas totales. Los
productos utilizados para estudios electrofisiolégicos se congelaron de

tnmediato en nitrégeno liquido.

La diseccion de embriones se llevo a cabo bajo microscopio estereoscopico
de la siguiente manera: Las ratas con 8 y 11 dias de gestacién fueron
sometidas a operacion cesarea y se disecd el conceptus. A las ratas
gestantes de 13 dias, les fueron disecados los embriones y posteriormente
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las vesiculas cerebrales. En E15 se separd el encéfalo total. Para E18 y
postnatal 0 (PNO), se procedid de la misma manera que en E13, solo que se
separd el CA, el CM y el TC (Fig. 4). Las ratas adultas utilizadas tuvieron un
peso entre 200 a 250 g, y se les extrajeron las regiones especificadas, que

fueron congeladas en nitrégeno liquido de inmediato.

ks
C. MEDIO {5

TALLO CEREBRAL

Fig. 4. Encéfalo de embridn de rata E18. A los embriones E18 disecados,
se les separo el cerebro anterior, el cerebro medio y el tallo cerebral.
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V. 2 METODOS MOLECULARES:

V.2.1 EXTRACCION DE RNA:

V.2.1.1 EXTRACCION DE RNA TOTAL POR EL METODO DE FENOL-
CLOROFORMO:
El método de extraccion por fenol-cloroformo (FC) se basa en la lisis celular

con un detergente en solucion, la separacion de RNA y DNA por extracciones

seriadas con cloroformo y la precipitacion del RNA con NaCl.

Se colocd el vastago del homogenizador en agua liore de RNAsa (La
preparacion del agua es agregar 0.1% (v/v} de dietilpirocarbonato (DEPEC),

agitar una noche y se esterilizar durante 30 min a temperatura ambiente.

A un tubo libre de RNAsas de 50 ml se le agregaron 10 m! de medio de
homogenizacion (Tris-HCI 200 mM pH 9.0/ NaCI50 mM/ EDTA10 mM/ SDS
0.5% (wiv)), al que se le adiciond 0.01 g de heparina y 10 ml de fenol
presaturado con medio de homogenizacion (este ultimo se preparé al disolver
100 g de fenal, previamente calentado a 55°C, en 11 ml de amortiguador de
homogenizacion, justo antes de usar, se le agregé 0.11 g de 8-

hidroxiquinoleina).

Se peso 1 gr de la muestra {congelada en nitrogeno liquido, cuidando que no
se descongelara), y se homogenizd 2 6 3 min a velocidad de 3000 g, en un

homogenizador Ultra-Turrax T25.

El homogenado se centrifugé a 11,000 rpm durante 10 min, a 15°C. Al
sobrenadante se le adicionaron 10 mt de cloroformo y se agité vigorosamente
5 min a temperatura ambiente. Este proceso se repitié hasta que la banda de

interfase fue casi imperceptible. La fase acuosa, se transfirio a otro tubo y se
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volvid a centrifugar.

Se elimind el sobrenadante evitando el material blanco de la interfase, se
colectd en un tubo limpio conteniendo 10 ml de fenol-cloroformo 1:1 (v/v). La
muestra fue agitada por 5 min a temperatura ambiente y se volvié a
centrifugar como antes. Se repitid el paso anterior hasta que la interfase

blanca desaparecié (generalmente 2 6 3 extracciones).

La capa acuosa superior se colectd en un tubo limpio, con 10 ml de
cloroformo, fue agitado y se volvié a centrifugar. El sobrenadante fue
colectado y se determiné el volumen. Se transfirié a otro tubo de 50 ml y se
guardd en hielo. Se adicionaron 50 pl de NaCl 4 M por cada mi colectado
(para llevar a una concentracion final de 0.2 M) y se agregaron 2.5
volimenes de etanol absoluto a 4°C. Se guardo a —20°C por 2 hr 6 a —-80°C
por 30 min (En este paso puede dejarse precipitando indefinidamente a -
20°C).

La muestra se centrifugé a 11,000 rpm por 30 min a 4°C, para colectar el
RNA y el DNA. La mayor cantidad del sobrenadante se elimind. Se
disolvieron el RNA y el DNA en 5 ml de HEPES 20 mM, a pH 7.5 NaOH. Con
la solucién en hielo, lentamente se le agregaron 0.9 g de NaCl para llevar la
solucién a 3 M y se mantuvo a —-15°C toda la noche. En este paso el RNA

precipita y la mayoria del DNA se mantiene en solucion.
Se centrifugd como antes y el precipitado fue lavado con 10 ml de acetato de

sodio 3M, pH 6 a -4°C. Este paso se repite 3 veces y se elimind el

sobrenadante.
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El paquete fue lavado 3 veces con etanol al 75% frio (-20°C). Se centrifugé a

10,000 rpm durante 30 min.

El precipitado se sec6 al vacio y fue disuelto en 400 ml de amortiguador
HEPES 20 mM, ajustado a pH 7.5 con NaOH. La concentracion de RNA se
determiné en el espectrofotometro a una A de 260 nm. Una densidad optica

de 1 a 260 nm corresponde a 40 mg/ml de RNA.

En la corteza cerebral de rata adulta se recuper6 aproximadamente 1 mg del
RNA. La solucién de RNA se guardé a -70°C en alicuotas de 5 pl de una
solucion de 1 pg/ul. Una relacion de la DO 260/280, alrededor de 2 es la

Optima (Sumikawa y cols. 1989).

V.2.1.2 EXTRACCION DE RNA POR EL METODO DE FENOL-GUANIDIO

TIOCIANATO:
El tiocianato de guanidina, es uno de los mas efectivos agentes caotropicos.

El protocolo de este método se basa en la lisis celular con un detergente yen

la separacion del RNA por diferencia en la densidad.

Método:
A 100 mg de tejido se le agregd: 1 ml de una solucidn de tiocianato de

guanidina 4M, citrato de sodio 25 mM pH 7, Sarcosyl al 0.5%, (p/v) (a esta
solucion se le conoce como D). Se adicionaron 360 pl de una solucién de B-

mercaptoetanol 14.3 M por cada 50 mi de solucién D.

Se homogenizé por 3 min a 3000 g en un homogenizador Ultra-Turrax T25 a
3000g y fueron adicionadas las siguientes soluciones, agitando manualmente
cada vez: 0.1 vol de acetato de sodio 2 M pH 4, 1 volumen de fenol saturado
en agua y 0.2 vol de una solucion de cloroformo-alcohol isoamilico (49:1
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(viv)). Se incubd en bafio de hielo por 15 min (el fenol se prepara al poner
partes iguales de fenol, previamente fundido a 55°C y agua con DEPC, se
agité con una barra magnética a velocidad media por una hora y se dejé

reposar toda la noche, para separar las fases).

La muestra se centrifugo a 10,000 rpm 20 min, a 4°C, el sobrenadante se
recuperd y se precipité con 1 volumen de isopropanol durante 1 hora a
-20°C.

La muestra se centrifugd nuevamente. El sobrenadante se descartd y el
paquete fue resuspendido con 0.8 ml de solucién D. En los casos que no se
logré la resuspension, se incubd a 65°C hasta lograrla. A la mezcla se
adiciond 1 volumen (0.8 mi) de isopropanol y se guardé a —20°C por 1 hr o
toda la noche, después de lo cuai se centrifugd a 10,000 rpm durante 30 min

y el sobrenadante fue descartado.

El precipitado obtenido se lavd con 500 pl de etanol al 75%. Se agité y
centrifugé durante 10 min, a 10,000 rpm, a una temperatura de 4°C. Se
decanté el sobrenadante y el precipitado se secd (de preferencia al vacio),
las muestras fueron resuspendidas con agua libre de RNAasa (preparada al
1% en DEPC, agitada toda la noche y esterilizada) y fueron cuantificadas en

espectrofotometro a 260 nm y 280 nm. La relacidn entre las dos lecturas fue

~2 (Chomczynsky y Sacchi, 1987).

V.2.3 PURIFICACION DEL RNAm:

Se llevé a cabo por cromatografia de afinidad en columnas de oligo (dT)
celulosa, en donde se espera sean unidos los extremos de poli(A) que
contiene el RNAm. ElI RNA aislado del tejido es calentado para exponer los
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extremos poliadenilados de los RNAm que potencialmente se unen al oligo
{dT). Los RNAr unidos inespecificamente son lavados con alta concentracion
de sales (KC! 0.5 M en HEPES 5 mM), el RNAm es eluido, con HEPES 5
mM.

Se disolvid 0.2 g de polvo de oligo (dT) celulosa en agua estéril y se
resuspendié hasta evitar particulas grandes (en cuyo caso fueron
eliminadas). Se colocé el oligo (dT) en una columna de vidrio (Bio-Rad) con
10 ml de agua. Se adicionaron 10 m! de 0.1 N NaOH y una vez que paso por
la columna, se agregaron 10 mi de agua libre de RNAsa. La preparacién del
oligo (dT) fue terminada a! agregar 10 ml de 0.5 M KCI/5 mM HEPES-NaOH
pH 7.5.

A la muestra de RNA, se le adicioné un volumen igual de KCI 1 M. Se calentd
durante 5 min a 65°C (bafio maria), para obtener una concentracién final de
0.5 M de KCI. La solucién de RNA se aplicd lentamente a la columna. El RNA

no unido se colecto y fue reaplicado por 2 veces mas.

La columna se lavé con 0.5 M KCI, 5 mM HEPES-NaOH pH 7.5, hasta que la
densidad optica fue de cero (regularmente 4 ml para 1 mg de RNA). La
velocidad de flujo puede incrementar, si los reactivos se llevan a 37°C.

El RNAm se eluy6 con 3 ml de HEPES 5 mM-NaOH tibio (30-40°C) y se
colecté en un tubo libre de RNAsas de 15 ml. El volumen de elucién
recomendado es para 1 mg de RNA total, si se tienen cantidades distintas se
debera ajustar el volumen, procurando que sea el minimo para asegurar una

buena recuperacion.
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A la solucidon de RNAm se agregé 50 pl/ml de NaCl 4 M, para obtener una
concentracion final 0.2 M y el RNAm fue precipitado con 2.5 volimenes de

etanol absoluto a —20°C toda la noche.

El RNAm se colectd por centrifugacion a 4°C durante 30 min a 10,000 rpm.
El sobrenadante se descarté y el paquete se lavd, agregando 3 ml de etanol
al 75% frio (-20°C), se centrifugé por 30 min a 4°C, se elimind el
sobrenadante y se repitid 2 veces mas. Las muestras obtenidas se
cuantificaron en espectrofotometro a una A de 260 y 280 nm y se guardd en

pequenas alicuotas (en agua DEPC) a -80°C.

V.2.4 TRANSCRIPTASA REVERSA DE LA REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA (RT-PCR):

Las bases del procedimiento estan dadas primero, por la desnaturalizaciéon
del RNAm por calentamiento, la cual en presencia de fa transcriptasa
reversa, un exceso de dNTPs vy oligonucledtidos que hibridan
especificamente a la secuencia blanco, se obtiene un cDNA que

posteriormente se amplifica.

El RNAm (Poli (A)") fue convertido a la primera cadena de cDNA de acuerdo
al método (Titan One Tube RT-PCR system, de Roche), se usaron
oligonucledtidos especificos. Para a1l 3 GGAAGCGGCGACATCACAAS',

5TGGACATCCTCTCTCCGGACT, para a2
3'CAAGAGTTCAGGTTCCAGGGS y S5'TCCCACAAACTTCTCTTGATAGS,
para ad 3'GCACTGGAGAAGTTTACCGY y
SAATCTTGCTGATGAATTGAATGTCZ', para B

ICTGTTCATATCAAGCACTTGCS y §GGGATGACAGGCTTGGCAG3'. En

cada reaccion se agregé 1 ug de RNAm y el templado fue sometido a 94°C
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por 2 min, posteriormente a 10 ciclos de: Desnaturalizacion a 94°C por 30 s,
hibridacién a 50°C por 30 s y elongacion a 68°C 1 min, seguido de 25 ciclos
de desnaturalizacién a 94°C por 30 s, hibridacién 50°C por 30 s, elongacién a
68°C 3 min y finalmente 1 ciclo de elongacién durante 7 min a 68°C. Como
control positivo se utilizé gliceradehido 3 fosfato deshidrogenasa y agua
como control negativo. Los productos de las reacciones amplificadas se

observaron en un gel de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio.

V.3 ELECTROFISIOLOGIA:

Ranas Xenopus leavis como modelo para el estudio de receptores:

Los ovocitos de Xenopus feavis, son una herramienta utilizada inicialmente
por el Dr. Ricardo Miledi y ahora por muchos laboratorios en el mundo, para
la clonacién de receptores, para ello se inyectaron con RNAm que se tradujo
y la proteina se incorporé a la membrana. Las corrientes inducidas en los
ovocitos, constituyeron un ensayo altamente sensible y selectivo para la

expresion de receptores, lo.que permitié explorar sus proptedades.

Existen diferentes métodos para el estudio de los receptores incorporados a
la membrana, como el canal unitario y la fijacion de voltaje de los ovocitos
con 2 electrodos, ésta Ultima es la técnica mas simple. La sensibilidad de la
expresion del ovocito y el sistema de registro es alta, por lo que es posible
detectar la traduccion de unas pocas copias de un mensaje particular. Por
ejemplo, el limite de resolucion con wuna fijacion de voltaje es
aproximadamente 1 nA, por lo que es posible detectar tan pocos receptores

abiertos como 1000 moléculas, si el paso de corriente a través de ellas es un

picoamperio 0 mas.
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El ovario de una rana femenina adulta contiene miles de ovocitos, en

diferentes estadios de desarrollo, desde muy tempranos y transparentes

hasta los mas grandes (V1) que miden 1.5 mm de diametro Fig. 5.

Fig. 5 Rana Xenpus leavis y ovocitos. A) Rana aduita Xenopus leavis, B)
Ovocitos en estadio de desarrollo Vi, nétese el polo animai (obscuro) y el
polo vegetal {(paja), en el que se inyecta el RNAm.
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V.3.1 Preparacion de ovocitos de Xenopus leavis, para microinyeccioén:

Las ranas hembras Xenopus leavis, se obtuvieron de proveedores
comerciales (Xenopus |, NASCOQ), se anestesiaron en hielo y fueron
operadas, para extraer unos cuantos lo6bulos de ovario, se disecaron
individualmente los ovocitos individuales en estadio V y VI manualmente, con
el uso de pinzas de diseccion, bajo el microscopio de diseccion. Estos
ovocitos son mantenidos a 16°C, en solucién de Barth's (88 mM NacCl, 1 mM
KCI, 2.4 mM NaHCQj3;, 0.82 mM MgSQ,, 0.33 mM Ca(N03);, 0.41 mM CaCl,,
0.41, HEPES 5 mM pH 7.4) conteniendo 0.1 mg/ml gentamicina. Los ovocitos

disecados se cultivaron una noche.

V.3.2 Inyeccion de RNAm a ovocitos de Xenopus:

Al dia siguiente los ovocitos se inyectaron con 50 nl de una solucion de 1
mg/ml de RNAm (centrifugado 30 seg a 10,000 rpm), a una concentracién de
1 mg/ml, usando una micropipeta calibrada para inyeccién. Después de la
inyeccién los ovocitos se mantuvieron a 16°C en la solucion de Barth's
estéril. Se registraron a partir del dia 4 después de inyectados (tiempo que se
ha estandarizado para el sistema, en el cual se lleva a cabo la traduccion de

los transcritos y la incorporacién de los receptores a la membrana).

V.3.3 Preparacién de ovocitos para el registro:

Los ovocitos estan rodeados de una capa de células foliculares, que también
tienen receptores. Dos dias después de inyectados, se elimino dicha capa,
por un tratamiento durante 20 min (tiempo que se ajusta para cada donador)
con colagenasa tipo |, (0.5 a 1 mg disuelta en 1 ml de solucion de Ringer,
que tiene una composicion mM de: 115 NaCl, 2 KCI, 1.8 CaCly, 5 HEPES a
un pH de 7.0. Al finalizar el tratamiento se volvieron a incubar por 3 dias
(tiempo suficiente para recuperar la estabilidad de las membranas y para la
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donde /gicina) €5 la amplitud de corriente de glicina, /max €s la corriente
maxima generada por glicina. ECsy es la concentracion excitatoria media de
glicina y nH es el coeficiente de Hill. Las relaciones dosis-respuesta para la
estricnina también se ajustaron de acuerdo a la ecuacién de Hill.

lest = fp * 1C55™ 1 ([ESTI™ + IC 50 ™), donde /gst €5 la corriente de glicina en
presencia de [ ] estricnina, /, es el pico de corriente control, /Csp es la
concentracion de estricnina a la cual se tiene la mitad de la respuesta
maxima, y nH es el coeficiente de Hill (Zubay., 1998).

V.4 EFECTO DEL ANTAGONISTA DE LOS RECEPTORES A GLICINA EN
LA FORMACION DEL SISTEMA NERVIOSO DE EMBRIONES
COMPLETOS:

El método se basa en la alta susceptibilidad de las células del sistema

nervioso en formacion a las drogas.

Las ratas gestantes identificadas por la presencia de tapén vaginal, fueron
divididas en dos grupos: El primero para conocer los parametros
morfolégicos y bioquimicos de los embriones durante el desarrolio y el
segundo para llevar a cabo algunos experimentos que exploran los efectos

de sustancias quimicas en la formacién del sistema nervioso.

1) A los embriones en diferentes periodos de la gestacion se les midié: 1)
la tongitud craneo-caudal, 2) la longitud craneal, 3) el nimero de
somitas y 4) Las proteinas totales que se cuantificaron por el método
de Lowry y los datos fueron confirmados con el método de Bradford.

2) Elgrupo experimental de ratas, se dividié en cuatro subgrupos:
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2.A. Grupo control: Se mantuvieron con agua y alimento ad libitum.
2.B. Grupo blanco: Se les aplicé por via oral la misma cantidad de
vehiculo utilizado para disolver la muestra.

2C. Grupo problema (validacion del método). Se les aplicé una dosis
de 18 mg/kg de peso (recomendada por Giroud y Martinet, 1956), por
via oral de palmitato de retinol a ratas adultas, a los 8 dias de
gestacion. Posteriormente, fueron observadas durante toda la
gestacion, para comparar los resultados con los reportados en la
literatura.

2D. Grupo problema. Se aplicd a las ratas, una dosis de 8 mg/Kg del
antagonista a glicina, el dia 8 de la gestacion por via oral y se

presentan los datos observados el dia once.
V.5 CUANTIFICACION DE PROTEINAS:

V.5.1 METODO. DE LOWRY:

El método se basa en la cuantificaciéon del color obtenido, con la reaccion de
reactivo de fenol-folin para residuos tirosina de una proteina desconocida,
comparada con el desarrollo de color del estandar de albumina bovina, a

partir de las cuales se hace la curva estandar.

La curva estandar se obtiene determinando el color producido por 10, 20, 30
y 40 ul de una solucién 1.0 mg/ml de albumina de suero de bovino, en un
volumen final de 100 pl ajustados con agua. En otros tubos por duplicado se

colocd 100 pl de agua que sirvieron de blanco.

Las muestras problema se disecaron de acuerdo a lo descrito en la seccion
de métodos biolégicos y fueron homogenizadas en 10 volimenes de una

37



solucion amortiguadora Tris-HCI 50 mM a pH 7.4. Se siguid el mismo

procedimiento que en la curva estandar.

A las diluciones preparadas, se les adiciond 500 pl de una soluciéon que
contiene 0.5 ml! de tartrato de sodio y potasio al 2%, 0.5 ml de sulfato de
cobre al 1%. También se les adiciona 50 ul de NaOH 0.1N a cada tubo. Las
muestras fueron agitadas en vortex y se incubaron durante 10 min a

temperatura ambiente.

Una vez incubadas, se centrifugaron durante 15 min, a 3000 g. El

sobrenadante se decantd y el precipitado se disolvid en 100 ul de agua.

A cada reaccion se le adiciond 50 ul de reactivo de Folin 1:1 en agua
bidestilada, se agitaron en vortex y se incubaron a temperatura ambiente por
30 min. Se determind la ahbsorbancia a 750 nm en un espectrofotdémetro
Pharmacia Biotech Ultrospec 3000, en un volumen de 400 ul. Se obtuvieron

graficas de la concentracion de albimina vs absorbancia (Lowry, 1951).

V.5.2 METODO DE BRADFORD:

El método se basa en la union de proteinas al colorante azul de Coomassie,
que se fija a residuos de aminoacidos aromaticos y basicos, especialmente
arginina con un consecuente cambioc de color en respuesta a diferentes
concentraciones de proteinas. El color desarrollado por la muestra problema

es comparado con una curva estandar de albimina de suero de bovino.

Se prepararon muestras 10, 20, 30 y 40 pg de albumina de suero de bovino,

diluidas en 1 ml de agua. De cada dilucién se transfirieron 800 ul a otro tubo,
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al que se adicionaron 200 pl del reactivo de Bradford concentrado y se agitd

en vortex.

Las reacciones fueron incubadas a temperatura ambiente por 5 min y se

midid la absorbancia a una A de 595 nm.

La muestra problema fue disecada de acuerdo a lo descrito en la seccion de
métodos biolégicos, se homogenizé en etanol al 80% y fue sometida al

mismo procedimiento que la curva estandar.

V.6 METODOS ESTADISTICOS:

La prueba estadistica que se utilizé fue la prueba de hipétesis para la
comparaciéon de medias poblacionales. El principio de la prueba es
establecer una hipétesis alternativa acerca de las diferencias de las medias
poblacionales y trabajar con una hipétesis opuesta nula (Hp), de que ambas
medias son iguales para demostrar que no hay suficiente evidencia para
sostener esta igualdad y por lo tanto rechazaria a favor de la alternativa con
un riesgo o (la probabilidad de rechazar Hy, dado que es verdad). Esta es

una mecanica universalmente aceptada de demostracion por contradiccion.

Las partes funcionales de esta prueba estadistica son: 1) El conjunto de
hipotesis nula Hy (n1= po} y alternativa Ha (ni2p2), 2) el estadistico de la
prueba y 3) la regién de rechazo asociada. Puede haber error en rechazar la
hipétesis nula cuando es verdadera (error tipo | y se mide por a) o bien

cuando se acepta la hipétesis nuta siendo falsa (error tipo I, medido por ).

Como los experimentos, son muestras pequefias se aplicé como estadistico

de prueba la t de Student que tiene la siguiente férmula:
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(= G2 - O |
sp(1/ n+1/ny)"

Donde: (¥1 — ¥2)= la diferencia real entre las medias experimentales

0 = el valor la hipétesis nula, que significa que p=p2
S, = desviacion estandar mancomunada = [(n;s%+ nas) (ng+ny-2))”
N,y nyx= numero de observaciones en las muestras 1y 2

La region de rechazo se define con el valor critico de ty, para a=0.05 y

v= n;+ny-2 grados de libertad para {a prueba.

La hipétesis nula se rechaza cuando el valor obtenido para t con la formula
es mayor que el dado por la tabla, al nivel de error a=0.05 elegido

{Mendenhall y cols.,1994).
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VI. RESULTADOS:

V.1 PRESENCIA DE GENES ACTIVOS QUE CODIFICAN PARA LAS
SUBUNIDADES DE LOS RECEPTORES A GLICINA DURANTE EL
DESARROLLOQ DEL SISTEMA NERVIOSO EN LA RATA.

Con el propdsito de conocer la presencia de transcritos que codifican para
los rGli en distintas edades embrionarias, se disefiaron oligonucledtidos
especificos para cada subunidad del receptor y la presencia del RNAm se

investigo por RT-PCR.

La presencia de transcritos que codifican para ias subunidad B del rGli se
encontrd en el concepfus E8, es decir desde antes de la formacion del
sistema nervioso (tabla I). En las vesiculas cerebrales E13 se amplificaron
los transcritos que codifican para las subunidad a1, a3 y B. En el CM E18
fueron amplificados los transcritos para tas subunidad a1y B. En el CM PNO
no se encontraron los transcritos que cedifican para la subunidad o1,
probableménte porque se inactivan los genes. En conjunto estos hallazgos
sugieren que los transcritos para la subunidad B del rGli se encuentran en
todos los tejidos estudiados (+ y ++) y aquellos para [as subunidades « son
activados en E13 (a1 ++ y o3 +) y en E18 (a1 +). Es interesante que el
transcrito que codifica para la subunidad a2 que habia sido propuesto como
caracteristico de las estructuras embrionarias, no se detecté en los tejidos

estudiados.
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TABLA | Amplificacion por RT-PCR dei RNAm para las subunidades del
receptor a glicina durante la ontogenia. Se amplificaron las subunidades «
1, a2, a3 y B, utlizando gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa como control
positivo. A) La subunidad B estuvo presente en todas las muestras
estudiadas, la subunidad a1 se encontré en E13 y E18 y la subunidad a3 en
E13, cabe destacar que en las muestras estudiadas no se observé o2 en
ninguna de ellas (n = 3), para cada etapa embrionaria.

A
subunidad E8 E13 vesicuias E18 ceresro PNO (CEREBRO

(CONCEPTUS) CEREBRALES) MEDIO) MEDIO)
o1 ND ++ + ND
o2 ND ND ND ND
o3 ND + ND ND
B + ++ ++ ++
G3PDH + +++ +++ +4++

ND = No detectado.

G3PD = Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (control positivo).

E8 E13 E18 PNO
L o
alaZa3f  C-C+ alaZal3f  CC+ alaZa3f  C-C+ o la2a38C- C+
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Con el propésito de conocer si los transcritos que codifican para las
subunidades de! rGli encontrados en las distintas etapas del desarrollo, eran
capaces de traducirse y formar proteinas que se incorporaran a la membrana
plasmatica como receptores funcionales en el sistema de ovocitos de
Xenopus leavis, se inyectaron los RNAmM de los distintos estadios
embrionarios y se midieron los niveles de expresion con la técnica de fijacion
de voltaje con dos electrodos a un potencial de membrana fijado a —60 mV.

En los ovocitos inyectados con RNAmM extraido del conceptus ES8 y
superfundidos con 1mM de Gli, se evocd una corriente de 4.2 + 1.76 nA
(n=5). En los inyectados con RNAm de vesiculas cerebrales E13 la corriente
inducida fue de 9 + 3.6 nA (n=3). Cuando se inyecté RNAm de CM E18, se
encontrd una corriente de 346 + 28 nA (n=43). Finalmente en ovocitos
inyectados con RNAm de CMPNO (n=3) no hubo respuestas detectables (Fig.
6).
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Fig. 6 Expresion de RNAm obtenido de rata provenientes de diferentes
edades. La altura de las barras corresponde a la amplitud de la corriente de
membrana inducida por glicina (1 mM), en ovocitos inyectados con RNAmM
de: conceptus E8, vesiculas cerebrales E13, cerebro medio E18 y cerebro
medio PNO, n = 5, 3, 5y 3. En esta figura y otras semejantes, el potencial de
membrana fue fijado a -60 mV.

La presencia de transcritos que codifican para las subunidades del rGli en
tres regiones de E18 se exploré usando los RNAm como templados en la
técnica de RT-PCR. Los RNAm’'s para las subunidades ol y f§ se
amplificaron en los ovocitos inyectados con las tres muestras, mientras que a
2 y a3 se encontraron sélo en RNAm de CA y TC (Tabla Il). La subunidad
se expresa en todos los tejidos estudiados y la subunidad o esta

diferencialmente expresada.
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TABLA II. Subunidades del receptor a glicina obtenidas por RT-PCR, en
tres regiones E18. A} Resultados de la amplificacién de las subunidades o,
a2, a3y B en RNAm de CA, CMy TC, E18. La subunidad [ estuvo presente
en todas las regiones y la subunidad o se expresé diferencialmente. Se
utilizé gliceraldehido tres fosfato como control positivo y agua como control
negativo. B) Gel de agarosa de los transcritos amplificados por RT-PCR.

A
subunidad c¢. anterior c. medio tallo cerebral
o1 ++ + ++
a2 ++ ND +++
a3 o+ ND +
B + +++ +
‘G3PDH +++ +++ +4+
=]
c. anterior c. medio tallo cerebral

Kb

Lo’ _ _j : R

P
05, WREm e -l - o Sewms - -
] f
i} e

i

Subunidad

glicina al o2 o3 P ¢ et al a2 ol al a2 a3 B ¢t
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Con el propésito de explorar la concentracion relativa de transcritos para los
rGli presentes en tres regiones del sistema nervioso, se estudié la amplitud
de corriente (nivel de expresion) en ovocitos de Xenopus leavis, inyectados
con RNAm de CA, CM y TC E18 y superfundidos con Gli 1 mM. En paralelo

se exploraron los niveles de expresion de los receptores a GABA.

Los niveles de expresion para el rGli son simitares en los ovocitos inyectados
con RNAm de CM y TC y mayores que los de CA. Las corrientes evocadas
por GABA 1 mM fueron menores que las evocadas por Gli 1 mM en todos los
casos, lo que sugiere que el nimero de receptores a GABA incorporados a la

membrana y detectados con esta técnica fue menor que los rGli (Fig. 7).
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1 mM glicina = 1 mM glicina
400 cerebro medio 1 1 mM GABA
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cerebro anterior cerebro medio tallo cerebral

amplitud de corriente (nA)

Fig. 7 Expresion de receptores para GABA y glicina en ovocitos
inyectados con RNAms aislados de distintas regiones del sistema
nervioso central de rata E18. Las columnas representan la amplitud de la
corriente inducida por GABA y por Gli (ambos 1 mM) en ovocitos inyectados
con RNAm de cerebro anterior, cerebro medio y tallo cerebral de rata E18.
En el eje de las abscisas se indica neurotransmisor aplicado y el origen de
los RNAm y en las ordenadas la corriente entrante inducida por el receptor
en nA. Inserto: Corrientes de Gli representativas. La deflexién corresponde a
una corriente idnica entrante. Los ovocitos provienen de 5 donadores y el
ntimero de ovocitos (n) es respectivamente 26, 43 y 18 para las corrientes de
Gliy 26, 10 y 36 para las de GABA.

Con el proposito de conocer las propiedades electrofisiolégicas de los rGli
presentes en ovocitos de Xenopus leavis inyectados con RNAm de CA, CM y

TCE18, se exploré:

V9L.2.1 La afinidad con la que el agonista se une al receptor. Esta

propiedad se estudié al construir curvas dosis respuesta (concentracion de
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Con el propésito de conocer las propiedades electrofisiologicas de los rGli
presentes en ovocitos de Xenopus leavis inyectados con RNAm de CA, CMy

TCE18, se exploré:

VI.2.1 La afinidad con la que el agonista se une al receptor. Esta
propiedad se estudioé al construir curvas dosis respuesta (concentracion de
Gli vs corriente inducida), en ovocitos inyectados con RNAm de: CA, CM y
TC E18. El grafico obtenido con estas curvas se ajustd a la ecuacién de Hill
(Zubay, 1998) de donde se obtuvo: 1) El numero de Hill que propone el
numero de sitios que un agonista debe de ocupar en el receptor, para abrir el
canal y 2) La concentracion del agonista a la que se alcanza la mitad de la

corriente maxima (ECsp) que sugiere la afinidad del agonista por el receptor.

La concentracién minima a la cual se detectd corriente de glicina fue de 100
uM de Gli (Fig. 8), incrementandose ia corriente al aumentar la concentracion
de Gli. En estos experimentos las ECsq fueron: 611 £ 77 uM (n = 2), 661 + 28
uM (n = 5) y 506 + 18 uM (n = 5) para ovocitos inyectados con RNAm de CA,
CM y TCE18 respectivamente. La diferencia es significativa (p < 0.05) entre
la ECsq de ovocitos inyectados con RNAm de CM y TC. El namero de Hill fue
20+£05,19+01y24 + 0.2 para ovocitos inyectados con RNAm de CA,

CMy TC respectivamente.

Estos resultados sugieren que la afinidad por la Gli, es ligeramente mayor
para los receptores de ovocitos inyectados con RNAm de TCE18, que para
aquellos inyectados con RNAm de: CM y CA mientras que el niumero de

sitios de unién es similar.
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Fig. 8 Relacion dosis respuesta a la glicina en tres regiones del sistema
nervioso de rata E18. La amplitud promedio de [a corriente en funcién de la
concentracion de Gli en ovocitos inyectados con RNAm provenientes de CA,
CM y TC E18 (n = 5, 3 donadores). Las respuestas se normalizaron a la
corriente de 3 mM. Las lineas continuas son ajustes a la ecuacion de Hill.
Inserto: Corrientes tipicas inducidas por 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.75 y 1 mM
de Gli en un ovocito inyectado con RNAm de TC.
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Con el propoésito de conocer si habia cambios en la afinidad de la glicina por
el receptor en una misma regiéon pero de diferente edad, se llevaron a cabo
curvas dosis respuesta, en TC (E18 y PNO) (Fig. 9). Los resultados indican
una ECso de 506 + 18 uM, con un coeficiente de Hill de 2.09 + 0.45, para los
ovocitos inyectados con RNAm de TC E18 (n = 5) y de 405.4 + 56.42 mM
con un coeficiente de Hili de 1.39 + 0.38 (n =3) para TC PNO. Estos datos
sugieren una mayor afinidad de los receptores formados con RNAmM de TC
PNO, que en aquellos formados con TC E18 y diferencia en los sitios de

union al receptor, de acuerdo a los resultados del coeficiente de Hill.

O tallo cerebral PO
& tallo cerebral E18

-
<

glicina

[=]
[
1

=]
o]
1

=3
iy
L

o
o
1

corriente de glicina normalizada

o
(=)
1

T y——r—T—1—TTrT
104 103

[glicina] (M)

Fig. 9 Relacion dosis/respuesta a la Gli en ovocitos inyectados con
RNAm de tallo cerebral E18 y PNO. La amplitud de la corriente de Gli en
ovocitos inyectados con RNAmM proveniente de TC E18 y PNO. Las lineas
continuas se ajustaron a la ecuacion de Hill. Cada punto es la m-ee de unan
= 5 para E18 y n = 3 para PNO. Inserto: Corrientes tipicas inducidas por 0.1,
0.2,0.3,04,05,0.75, 1y 2 mM de glicina.
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VI.2.2 lones que permean por el canal. Con el proposito de conocer si los
iones que permean por los rGli formados a partir de RNAm de tejido
embrionario, son los mismos que en los receptores expresados por RNAm de
tejido postnatal (cloro), se construyeron curvas corriente voltaje (I-V), que
consisten en medir la amplitud de la corriente inducida por el receptor con 2
mM de Gli, cuando la membrana de los ovocitos se fijja a diferentes

potenciales.

Los ovocitos fijados a —60 mV indujeron corrientes entrantes. La corriente
entrante fue disminuyendo al cambiar el potencial hasta el punto en que
invirtio de direccion. Los receptores formados a partir del RNAm de CA, CM y
TC presentaron un potencial de inversiéon cercano —-30 mV (Fig. 10), que
corresponde al potencial de equilibrio para cloro en ovocitos de Xenopus

leavis (Kusano y cols., 1982).

Como para otros rGli expresados en ovocitos, la amplitud de la corriente
disminuye cuando el potencial de membrana es despolarizante. Las
relaciones corriente-voltaje fueron casi lineales entre —40 y 40 mV, pero

presentan una clara rectificacion a potenciales hiperpolarizantes
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Fig. 10 Relacién corriente/voltaje de receptores a glicina. La relacion
corriente/voltaje (representativa) de un ovocito inyectado con RNAm de TC.
La fijacion de voltaje, se llevé a cabo desde —140 a 40 mV, con 2 mM Gli y
substrayendo la corriente de membrana pasiva en ausencia del agonista.
Inserto: Corrientes de Gli representativas (2 mM), en un ovocito inyectado
con RNAm proveniente de TC, expuesto a Gli cada 10 min manteniendo el
potencial de membrana a los valores indicados.
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VI.2.3 Desensibilizacién de los receptores formados. La desensibilizacion
es una propiedad intrinseca de muchos receptores a neurotransmisores,
caracterizada por una disminucion de la respuesta, cuando el receptor es
sometido a una aplicacion mantenida de neurotransmisor. Cuando un
receptor se encuentra desensibilizado, el agonista se conserva unido al
receptor, los iones no permean, es decir los receptores se encuentran en un
estado refractario (Katz y Thesleff, 1957; Kandel y cols. 1991). Se ha
sugerido que la desensiblizacion puede deberse a un cambio conformacional
del receptor, o bien a la fosforilacién del receptor por una cinasa. Como es el
caso con otros receptores, ta desensibilizaciéon ha sido observada en los
receptores a glicina, como un fendmeno dosis dependiente, siendo mas
evidente a altas concentraciones, (Kuhse y cols. 1990). Esta propiedad es
mayor cuando el agonista aplicado es Gli, que cuando se aplican otros

agonistas como [3 alanina (Parker y cols., 1988).

Con el proposito de comparar la desensibilizacion de los rGli formados en
ovocitos al inyectar RNAm de tres regiones E18, se seleccionaron aquellos
que indujeran corrientes similares al ser superfundidos con Gli (1 mM); para
CM 319+ 37nA(m+ee n=23)y para TC 444 £ 18 nA (m £ ee, n = 12).
Luego se compararon el tiempo al que se alcanza la corriente maxima y la

magnitud de la corriente a los 2 minutos de aplicacion de Gli.
La desensibilizacion de los rGli no fue observada a concentraciones menores
de 300 puM de Gli. Sin embargo, a concentraciones mayores a 500pM la

corriente disminuyd, mientras ia aplicacion de Gli se mantenia (Fig. 11).

El pico de la corriente fue alcanzado a los 107 £ 9 s para CMy35+2spara

TC. En este pico se presenta la mayor conductancia, dos minutos después
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de la aplicacién del agonista, la corriente se redujo a un 92 £ 1%y 62 + 3%
respectivamente. La desensibilizacion fue menor (p < 0.05), para las
corrientes de Gli inducidas por ovocitos inyectados con RNAm de CM, que

para aquellos inyectados con RNAm de TC.

1 mM glicina
cerebro medio E18 100 nA |
60
1 mM glicina Seg

tallo cerebral E18

Fig. 11 Desensibilizacion de receptores a glicina expresados por RNAm
embrionarios. Comparacién representativa de la desensibilizacion del rGli,
observada por la corriente inducida en ovocitos inyectados con CMyTCE18
en presencia del agonista. El tiempo al que se alcanza la mayor respuesta es
mas rapido en los ovocitos inyectados con TC y la corriente en presencia del
agonista, disminuye mas lentamente en ovocitos inyectados con CM.
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VI.2.4 Potenciacién de las respuestas y efecto del calcio extracelular.
Durante estos experimentos se observé ademas que en algunos casos, al
aplicar repetidamente la Gli, la amplitud de la corriente generada aumentaba
progresivamente. Con el proposito de explorar si tales observaciones
correspondian con una potenciacion de la corriente de Gli, se evalué dicho
efecto, midiendo la corriente inducida en los ovocitos, a una misma
concentracion de Gli aplicada a intervalos de 10 min y se expreso como la n'
amplitud de corriente en relacién a la inducida por la primera dosis de Gli
(Fig. 12).

La mayor potenciacién se observd en ovocitos inyectados con RNAm de CM
E18, en los cuales la corriente de Gli se incrementd 2.10 + 0.02 veces
respecto a la corriente generada por ta primera aplicacion de Gli. En aquellos
inyectados con RNAm de CA se incrementd 1.6 veces y en los inyectados
con RNAm de TC, el aumento fue de 1.3 + 0.1 veces. En todos los casos la
potenciacion fue maxima después de 5 6 6 exposiciones a Gli vy

subsecuentemente la corriente tendi6 a regresar a la amplitud control.
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Fig. 12 Potenciacién de las corrientes de Gli. La amplitud de la corriente
de Gli como una funcién del tiempo en ovocitos inyectados con RNAm
proveniente de muestras de CA (n = 1), CM (n = 4) o TC (n = 8). La Gli (1
mM), fue aplicada durante 2 min a intervalos de 10 min. El tiempo cero indica
la primera aplicacion. Inserto: Muestra de las corrientes de Gli en un ovocito
inyectado con RNAm de TC de la primera y cuarta aplicacion.

El calcio es un i6n que participa en muchas funciones celulares, entre otras la
modulacion de receptores. Con la intencion de explorar si los receptores de
la Gli estaban modulados por la concentracién de iones calcio (Ca®), se

planearon experimentos en los que se modificé la concentracion de Ca?

extracelular.
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En estos experimentos los ovocitos fueron equilibrados durante 5 min en la
solucion Ringer normal (1.8 mM Ca®*), luego se superfundieron con Gli 1 mM
en solucion Ringer normal durante 2 min y se registré esta corriente. Una vez
que regresaron a la linea basal, se lavaron durante 5 min. Posteriormente,
se equilibraron un tiempo igual en soluciones con bajo Ca?* (0.18 mM Ca®)
o alto Ca*" (12 mM Ca?) y fueron expuestos a Gli 1 mM, preparada en
Ringer con alto o bajo calcio, las corrientes se midieron para compararlas con

las obtenidas con Gli 1 mM en solucién Ringer normal.

En estos experimentos se observéd que en los ovocitos inyectados con RNAm
de CA y CM y expuestos a alto Ca*", las corrientes de Gli se incrementaron
1.2 £0.04 y 1.3 + 0.2 veces, respecto a la primera respuesta inducida por Gli
1 mM y para aquellos inyectados con RNAm de TC aumenté 1.5 £ 0.1 veces
(Fig. 13). Por otro lado, en los ovocitos expuestos a bajo Ca®*, |a corriente de
Gli se incremento 1.2 + 0.1 veces para aquellos inyectados con RNAm de CA
y TC, sin embargo en los inyectados con CM la corriente disminuy6 a 0.7 +

0.1.

Las corrientes inducidas por Gli en ovocitos inyectados con RNAm de CM y
TC, expuestos a bajo calcio (0.18 mM Ca®) o alto Ca** (12 mM Ca®") y
comparadas con las corrientes inducidas por Gli, expuestos a 1.8 mM Ca®

(ringer normal) son diferentes (p < 0.05).
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Fig. 13 Corriente de glicina modulada por calcio. Las columnas
representan la amplitud de la corriente inducida por 1 mM de Gli, en ovocitos
inyectados con RNAm de CA, CM y TC equilibrado en diferentes
concentraciones de calcio extracelular (n=3 para cada regién). La IGli se
normalizé a fa corriente obtenida con Gli 1 mM en Ringer normal. Inserto:
Corrientes representativas inducidas por 1 mM de Gli en Ringer normal y en
presencia de alto calcio (12 mM), en un ovocito inyectado con RNAmM
proveniente de CM.
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VI.2.5 Efecto de estricnina. Con el proposito de conocer la afinidad de la
estricnina a los rGli, formados en ovocitos inyectados con RNAm de CA, CM
y TC, se construyeron curvas dosis respuesta como las descritas para

explorar la afinidad por el agonista.

Los ovacitos fueron expuestos por 2 min a Gli, y despues de lavar 5 minutos
fueron superfundidos con Gli mas estricnina. La corriente de Gli, empezé a
disminuir cuando la estricnina fue 40 nM (Fig. 14). A medida que se aumentd
la concentracién del antagonista, la corriente de Gli disminuyo
progresivamente hasta ser indetectables con aproximadamente 300 nM de
estricnina. Ajustando los datos a la ecuacion de Hill, la concentracion media
inhibitoria de estricnina (ICsg), fue 56 + 3 nM para ovocitos inyectados con
RNAm de CA, 97 + 4 nM para aquelios inyectados con RNAm de CM y 72 +
4 nM para los inyectados con RNAm de TC. La diferencia entre las ICso's
obtenidas para los ovocitos inyectados con RNAm de CA y CM fueron

significativamente diferentes (p < 0.05).
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Fig. 14 Inhibicién de la corriente de glicina por estricnina. (A) Corrientes
normalizadas a la corriente en ausencia de estricnina. Las lineas continuas
representan el ajuste a la ecuacion de Hill (n = 3), en ovocitos inyectados con
RNAm de CM y TC, y n = 1 en ovocitos inyectados con RNAm de CA. Los
ovocitos provienen de 3 donadores. inserto: Corrientes tipicas inducidas por
1 mM de Gli e inhibidas por estricnina en ovocitos inyectados con CM.
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VI.3 EFECTO DE LA ESTRICNINA EN EMBRIONES COMPLETOS
DURANTE LA NEURULACION:

V1.3.1 IDENTIFICACION DE EMBRIONES EN DISTINTOS ESTADIOS
DEL DESARROLLO:

Con el proposito de precisar en horas la edad embrionaria, se cruzaron

grupos de ratas durante dos horas, las 24 horas del dia. El experimento fue

repetido 3 veces.

Se disecaron los embriones y en cada edad se midieron los parametros
morfologicos y se cuantificaron las proteinas totales para confirmar la edad
embrionaria. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla {ll, y son
consistentes (en las edades que coinciden las dos tablas) con los reportados
por Brown y Fabro, 1981. Estos resultados se utilizaron para confirmar la

edad de los fetos, en los experimentos de desarrollo temprano (Fig. 15).
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TABLA Il Parametros morfolégicos y contenido de proteinas en
embriones de rata durante el desarrollo. Los parametros morfologicos
indican un incremento lineal en relacion a la edad. Nétese que los cambios
en la cuantificacién de proteinas es muy grande en periodos de tiempo
cortos.

TABLAIII

PARAMETROS MOROFOLOGICOS Y BIOQUIMICOS DE EMBRIONES

LTI (L - BTl e o el L g e SR e TR T o, i ey SR e PR e g

"EDAD | n | SOMITAS | Tec | LC | SV | PROTENAS
beme—! CEREBRA [F o e e st
LES)

L ‘5!‘&:&"?‘-‘?3 = P U, s o 5“&%*&?’%’69&4“ N £ T T e

ﬂ"-—_- 5.5:1.09 ugf’e __
o 0] sarie |2 | 1] 5 | 3307206300
mn——-
ﬁm} fm* - "—1 55+15.4 ugle
“m—

mﬂ__

T N ST R, A —— P P i ¢ HAA e

n = namero de muestras
LCC = longitud craneo-caudal

LC = longitud craneal

SV = saco vitelino

ugl/e = microgramos por embrion
mg/enc = miligramos por encéfalo
** en la regién caudal

*Estos resultados coinciden con los reportados por Brown, 1981
durante la neurulacion
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Fig. 15 Estructura de embriones normales. A) Embrién de 9 dias. B)

Neuroporo anterior abierto a los 10 dias. C) Embrién de 11 dias de edad
gestacional.
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Con el objeto de iniciar experimentos para conocer el efecto de la estricnina
en embriones completos, se determind primero con precision la edad
embrionaria y luego se establecidé el modelo animal en rata, de acuerdo a
antecedentes estudiados durante la ontogenia por Giroud y Martinet, 1956 y
en ratdn por Seller y cols., 1979. El método propuesto fue validado con acido

retinoico.

El acido retinoico se aplicé por via oral a ratas gestantes el dia E8, a Ia
misma dosis usada por Giroud y Martinet, 1956. Los embriones fueron
observados a partir del dia E11 durante el resto de la gestacion. Los
resultados del efecto teratégeno del acido retinoico en el presente trabajo,
son consistentes con los reportados por este autor en productos al final de la

gestacion y se presentan los obtenidos durante la neurulacion (E11) (Fig. 16).
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Fig. 16 Efecto del acido retinoico en embriones de rata. E! acido retinoico
se aplicd a las ratas gestantes, a una dosis de 18 mg (recomendada por
Giroud y Martinet, 1956) y se observan defectos del tubo neural n=5. Los
defectos del tubo neural mas frecuentes fueron: retardo en el cierre del
neuroporo anterior y anencefalia.

Posteriormente, se exploré el efecto de la estricnina, para lo cual se
disefiaron experimentos en los que se aplicaron dosis de 3, 5, y 8 mg/kg de
peso a los 8 dias de gestacion y tres dias mas tarde se observaron los
efectos en los embriones. Cabe mencionar que el nimero de embriones
afectados tanto por la estricnina, como por el acido retinoico, es dosis-
dependiente y se presenta como aplasia principalmente del encéfalo y

algunas disrafias del tubo neural, como flexion invertida Fig. 17.
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Fig. 17 Efecto de la estricnina en embriones de rata. Embrién de rata de
11 dias de edad gestacional, en el que a la madre se le aplico estricnina a
una dosis de 8 mag/kg, nétese los defectos del tubo neural causados durante
este estadio n=5.
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VII. DISCUSION:

La importante pregunta acerca de cuales son los genes de neuroreceptores
que podrian participar en ef desarrollo ontogenético del sistema nervioso se
debe explorar a partir de los genes que son transcritos, para poder establecer
en forma definitiva que los transcritos expresen receptores funcionales. El
trabajo presente se centré en el receptor de glicina que forma canales ionicos
por los que permea cloro, el cual se encuentra en alta concentraciéon en
celutas inmaduras. Por lo tanto, fue necesario conocer primero la presencia
de los transcritos del receptor a la Gli en diferentes edades y regiones, para
en trabajos posteriores poder investigar la localizacion de los receptores y su

posible participacion en la formacion del sistema nervioso.

VILI AMPLIFICACION DE LAS SUBUNIDADES DEL RECEPTOR A
GLICINA  POR RT-PCR EN TEJIDO EMBRIONARIO DE RATA EN
DISTINTAS EDADES.

Los datos de este trabajo revelan dos resultados nuevos. Primero, la
presencia de transcritos para la subunidad B desde antes de la formacion del
sistema nervioso. Segundo, la presencia de transcritos para las subunidades
al, a3, y B se encuentran en vesiculas cerebrales E13. En un estudio previo
con hibridacion in situ (Malosio, y cols. 1991) se sugiere Ia presencia de la
subunidad a2 en E14. Los resultados del presente trabajo indican que la
ontogenia del rGli es obviamente mas compleja que lo reportado hasta ahora.
Ademas es interesante que los genes que codifican para las subunidad o se
activan durante la neurulacion y que posiblemente los transcritos para dichas
subunidades cambian en periodos de tiempo cortos. Todo ello sugiere
nuevos estudios para precisar el inicio de la activacién de cada uno de los
genes que codifican para dichas subunidades, asi como explorar la
traduccion de dichos transcritos, la ubicacion de los receptores y la posible

67



participacion de los receptores y/o sus neurotransmisores, en la proliferacion

y diferenciacién de neuronas y glias.

La presencia de genes activos en periodos embrionarios posteriores (E18),
se estudid en CM, y se amplificaron los transcritos que codifican para las
subunidades del rGli a1 y B. Posteriormente, en CM PNO, no se identificé la
subunidad 1. Estos resultados sugieren que durante la ontogenia, los genes
que codifican para las subunidades del rGli pueden estar activos en algunos
estadios y ser inactivados en otros. Resulta interesante que en estudios con
hibridacién in situ, en las regiones derivadas del cerebro medio, que
constituyen los coliculos superior e inferior en el tejido aduito, los mismos

genes para rGli a1 y § se encontraron activos (Malosio y cols., 1991).

Los mismos RNAmM que se usaron como templados en las reacciones de
‘RT-PCR”, fueron inyectados a ovocitos de Xenopus leavis para determinar si
ellos formaban receptores membranales funcionales. Los ovacitos inyectados
con RNAm de los estadios E8 y E13 generaron corrientes muy pequefias
(4.2 £ 1.76 nA (n=5) y 9 £ 3.6 nA (n=3)) al ser expuestos a Gli (Fig. 6). Estas
corrientes podrian ser originadas por el transportador de Gli nativo del
ovocito, el cual genera corrientes de ~2.5 nA y raras veces hasta 10 nA
(Miledi, 1985 sin publicar) y no por receptores codificados por el RNAm
inyectado, otra posibilidad es que el RNAm de E8 y E13 exprese mas
transportador de glicina. Ademas, es posible que las subunidades B de E8
formen receptores a Gli homomeéricos (Grenningloh y cols. 1990) o bien que
haya presencia muy baja de subunidades a que no alcanzaron a ser
detectadas por RT-PCR y si con electrofisiologia. Para lograr conciliar los
resultados obtenidos por RT-PCR y los hallazgos electrofisioldgicos se
pueden formular varias hipotesis. Primero, es posible que las subunidades
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sean propiamente traducidas, pero no logren incorporarse a la membrana
plasmatica. Segundo, es posible que las subunidades formen receptores que
permanezcan intracelularmente (Buznikov y cols. 1996} y sus funciones sean
distintas a las conocidas en la sinapsis. Por lo anteriormente mencionado se

sugiere una linea de investigacion que aborde estos aspectos.

La maxima expresion del RNAm del receptor de Gli se observa en CM E18,
en donde se identificaron Igs subunidades o1 y B. En estudios con corteza
cerebral se observd la mayor expresion en recién nacido (Carpenter y cols.,
1988). En cerebro medio de recién nacido, no se detectaron corrientes en
ovocitos al ser expuestos a la glicina, en esta regiéon soéio se amplificd la
subunidad B con RT-PCR. Estos resultados en conjunto indican que en caso
de formarse receptores homoligdmeros (3, no son receptores membranales
funcionales en el sistema de ovocitos de Xenopus leavis. Lo anterior sugiere
que si se llegara a formar un receptor homoligédmero, la corriente que
generaria en los ovocitos inyectados seria muy baja para ser detectada. Es
decir menos de 1000 receptores que induzcan una corriente de 1
picoamperio. Otra posibilidad es que sin la presencia de la subunidad o no se
forman los receptores o finalmente que se forman pero permanecen en el

interior de la célula.

Vil.2 PROPIEDADES ELECTROFISIOLOGICAS Y FARMACOLOGICAS DE
LOS RECEPTORES A GLICINA EN TRES REGIONES DEL SISTEMA
NERVIOSO EN LA RATA E 18.

Las propiedades electrofisioldgicas de los receptores a Gli fueron estudiadas
con mas detalle inyectando RNAm de diversas regiones (CA, CM y TC) de
E18 a ovocitos de Xenopus leavis. La amplitud de las corrientes inducidas
con Gli 1mM por ios ovocitos inyectados con RNAm de CM y TC fueron

similares entre si y mayores a las generadas por los ovocitos inyectados con

69



RNAm de CA. Se piensa que esta diferencia es genuina y que no es solo
debida a variaciones en las preparaciones del RNAm, porque los tejidos
fueron disecados de los mismos fetos, los RNAs extraidos al mismo tiempo,
usando las mismas soluciones y porque tres extracciones diferentes de

~

RNAm dieron los mismos resultados.

Los niveles de expresién de receptores a GABA fueron mucho menores en
todos los casos estudiados. Es interesante que los receptores a GABA en el
sistema nervioso central adulto estan en mayor concentracion en la materia
gris del cerebro, mientras que los receptores de la Gli preponderan en la
materia gris de la meédula y tallo cerebral. También es interesante que el
agonista GABA puede activar a los rGli, por lo que parte de estas corrientes
pueden ser debidas a la activacion de rGli, lo que indica que los receptores a
GABA se forman todavia en menor cantidad. Estos resultados son
consistentes con los reportados por Carpenter y cols., 1988, quienes
encontraron que |a cantidad de RNAm que codifica para receptores a GABA,
en la corteza cerebral embrionaria de la rata es mucho menor que la del
RNAm que codifica para los rGli. También se puede sugerir que las
diferentes magnitudes de la IGli expresada por los tres RNAm pueden reflejar
diferencias en los genes transcritos para los rGli en estas estructuras, o bien

que no se incorporaron los receptores a la membrana.

Al comparar las relaciones dosis de Gli/corriente generada por ovocitos
inyectados con RNAm de las distintas regiones, se encontré una diferencia
significativa entre aquellos inyectados con RNAm de CM y TC. Esto sugiere
que el receptor tiene una menor constante de disociacion cuando es
expresado por RNAm del TC (ECsp = 506 uM), que aquelios formados con
RNAm del CM. La afinidad de {a Gli por el receptor, encontrada en el
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presente trabajo, es menor que la reportada para receptores en ovocitos
inyectados con RNAm de corteza cerebral E18, (ECsy 385 uM, Carpenter y
cols., 1988) y mucho menor para aquellas de neuronas aisladas de médula
espinal de lamprea, (ECso16 u M, Baev y cols., 1992). La mayor afinidad a la
Gli de los receptores formados con el RNAm de TC respecto a los formados
por RNAm de CM, sugiere que si el rGli participa en los procesos de
diferenciacion celular, sus efectos podrian ser mayores en TC, que en las

otras regiones por las concentraciones necesarias para activarlo.

Las curvas corriente voltaje sugieren que el ién que permea por el canal es el
cloro. En ausencia de giicina, los pasos de corriente son rectangulares vy
varian linealmente con el potencial (Gundersen y cols. 1984). En presencia
de glicina se presenté una corriente, la cual se incrementé al hacer mas
negativo el potencial hasta el punto que inicia una rectificaciéon (Fig. 10). E
proceso de rectificacion puede atribuirse al tiempo de vida del canal, a un

bloqueo en el canal o simplemente a una disminucién de la conductancia.

El proceso de desensibilizacion fue menor en ovocitos inyectados con RNAm
de CM. El tiempo al que se alcanza el maximo de corriente, fue menor para
ovocitos inyectados con RNAm de TC, que para aquellos inyectados con
RNAm de CA o CM. Estas divergencias pueden estar relacionadas con la
distinta afinidad de la Gli por el receptor y la cinética de los receptores
activados. La diferencia en la desensibilizacion de los rGli descritos aqui,
podrian hacer que las corrientes sinapticas de los rGli en las neuronas del
tallo cerebral, sean mas rapidas que las neuronas del CM. Estas diferencias
pueden ser importantes en la transmision de sefiales en las diferentes
regiones del sistema nervioso central, y probablemente también en procesos

morfogenéticos en los que pudiera estar involucrado el receptor.
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Las relaciones corriente-voltaje de todos los rGli expresados, indicaron que el
cloro es el principal i6n que permea por el canal del receptor. En células
inmaduras esto es importante por la relacion que existe con la movilidad de

calcio intracelular, que puede modular el canal (Bregestovski, 2000).

Un hallazgo interesante fue la potenciacion de las corriente generadas por la
Gli en ovocitos inyectados con RNAm de las tres muestras. Esta propiedad
fue observada por Platt y cols., 1998 en neuronas del coliculo superior del
adulto. Con los resultados de este trabajo se sugiere que esta propiedad se
conserva en el CM. Los mecanismos de la potenciacion, atn deben ser bien
determinados, pero es posible que involucren a la proteina cinasa C, como
ocurre para la potenciacion de las corrientes de Gli en ovocitos que expresan
subunidad o (Mascia y cols., 1998), o bien la incorporaciéon de receptores
que en una primera aplicacion estuvieran en la membrana, pero como
vesiculas. Otra posibilidad es que pudieran activarse receptores ya
incorporados a la membrana, que en una primera aplicacion no respondieron

al agonista.

Los experimentos con diferentes concentraciones de Ca*? extracelular (Fig.
19), sugieren que el receptor estd modulado por Ca*. Es posible que el
incremento en la amplitud de corriente de Gli se deba a la union del Ca*? en
la region extracelular N-terminal de las subunidades del rGli o1
(Bregestovski, 2000). También se han descrito sitios de union para cationes
divalentes como el Zn*? en la misma regién extracelular (Laube y cols.,
2000).

Adn cuando no se hizo una caracterizaciéon farmacolégica detallada de los
rGli expresados por los distintos RNAms, se sabe que la mayoria de los rGli
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son blogueados por estricnina. La I1Cso obtenida de los receptores informa
acerca de la afinidad del antagonista por el receptor. Esta afinidad puede
estar relacionada con el nivel de expresién o la densidad de receptores
(Taleb y Betz, 1994) como también se observa en los resuitados de este
trabajo. Lo anterior puede explicarse porque a una mayor densidad de
receptores, se tiene mayor nimero de sitios de unién al antagonista y con
ello una mayor disminucién de la intensidad de corriente en presencia de

estricnina.

VI.3 EFECTO DE ESTRICNINA EN LA FORMACION TEMPRANA DEL
SISTEMA NERVIOSO.

El efecto de la estricnina (antagonista de rGli) sobre el desarrollo del sisterma
nervioso en productos completos, se estudié con la metodologia propuesta
por Seller y Adinolfi, 1981, para ratones “curly tail”. Con base en esta
propuesta, se implementé en rata la metodologia para conocer el efecto del

antagonista a glicina en embriones completos durante la neurulacién.

La concordancia de los efectos del acido retinoico al ser aplicado a madres
gestantes, con datos reportados previamente, permitieron validar el efecto en
periodos tempranos del desarroilo (neurulacién). Esta metodologia presenta
la ventaja de la aplicacién del antagonista a la madre gestante, por lo que el
efecto del farmaco, en los embriones se lleva a cabo una vez metabolizado

(acercandose asi mas a la exposicion de los humanos a diferentes agentes).

Los resultados muestran que el efecto de la estricnina es mayor al aumentar

la dosis y nos sugiere que si la estricnina se une a rGli durante el desarrollo
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temprano, estos desempefian una funcién en la formacion del sistema

nervioso.

Es posible los rGli pueden participar en la diferenciacion neuronal a través de
una modulacién de las concentraciones de calcio intracelular (Lo y cols.,
1988). Dicha participacion pudiera también relacionarse con otros receptores
como el receptor GABA p1, el cual es también activado por la Gli (Calvo y
Miledi, 1995). La activacion de los receptores GABA, o por Gli, durante el
desarrollo, despolarizan a las neuronas corticales jovenes (Obrietan y Van
den Pol, 1995). También, el desarrolio de la estructura neural y funcional ha
sido ligado con la inhibicion glicinérgica en el nicleo olivar superior (Aporte vy

cols., 1996, Sanes y Hafidi, 1996).

Las diferencias en la magnitud de las corrientes de Gli expresadas por RNAm
en ovocitos, el grado de desensibilizacion de los receptores, su potenciacién,
la modulacion de los rGli por iones calcio y los efectos de estricnina
probablemente reflejan una distinta mezcla de las subunidades que forman a
los receptores en los diferentes estadios y regiones del sistema nervioso. La
diversidad de las subunidades que constituyen a los rGli, dan informacion
acerca de los genes que transcriben los RNAm activados en distintos

estadios del desarrollo.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. Los transcritos que codifican para la subunidad B de los rGli,
estan presentes desde antes que se inicie la formacion del

sistema nervioso.

2. Los transcritos que codifican para la subunidad o, se amplificaron
a partir de E13.

3. La edad gestacional a la que se encontraron RNAmMs con mayor

expresion de rGlies E18 paraCMy TC.

4. En E18 los niveles de expresion de los rGli son menores para

cerebro anterior que para cerebro medio y tallo cerebral.

5. Los rGli expresados para los distintos RNAm tienen todas las
caracteristicas principales de los rGli, como la permeabilidad a
cloro. La afinidad a Gli es mayor en los receptores provenientes
del RNAm del tallo cerebral, que en cerebro medioc o cerebro

anterior E18.
6. Las respuestas a Gli aumentan cuando se repite la aplicacién,
este efecto es mas evidente en los receptores derivados de

RNAm procedente del cerebro medio.

7. La afinidad del receptor por estricnina es mayor en cerebro

anterior que en tallo cerebral.
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8. La rata es un modelo animal para el estudio del efecto de
sustancias quimicas sobre la formacion del sistema nervioso

durante la neurulacion.
9. La estricnina causa un efecto teratdgeno dosis-dependiente.
10. En la extraccion de RNAy por los métodos de fenol-guanidio
tiocianato y fenol-cloroformo, se obtuvieron los mismos

rendimientos, sin embargo la expresion funcional fue mayor para

aquellas muestras extraidas por fenol-cloroformo.
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IX. ESTUDIOS PROPUESTOS

1) Explorar detalladamente el inicio de la expresion de genes para
receptores a neurotransmisores durante el desarrollc en
diferentes modelos animales, para posteriormente conocer la

funcion que desempeifian en la formacion del sistema nervioso.

receptores a neurotransmisores en las primeras etapas del

l 2) Explorar con hibridacién /n sifu la presencia de mensajeros para
| . |
. desarrollo del sistema nervioso.

3) Localizar con inmunocitoquimica la presencia de receptores
intracelulares durante el desarrollo temprano del sistema

nervioso.

4) Explorar las posibles funciones durante el desarrolio del sistema

nervioso de los receptores a neurotransmisores intracelulares.

5) Determinar los efectos de agonistas y antagonistas de ios
receptores a neurotransmisores en la formacién del sistema

nervioso.

6) Explorar la presencia de transportadores a neurotransmisores
en embriones durante etapas tempranas del desarrollo.
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COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE AISLAMIENTO DE RNA,
OBTENIDOS CON LOS METODOS DE FENOL-CLOROFORMO Y
FENOLGUANIDIO TIOCIANATO.

Para comparar [a pureza, el rendimiento y la expresién funcional de las
muestras extraidas durante la ontogenia, la extraccion de RNA se llevd a

cabo por 2 métodos fenol-cloroformo (FC) y fenol-guanidio tiocianato (T).

En ia Fig. 18 se presenta el rendimiento de RNA, por los métodos de FC (A)
y T (B) durante la ontogenia. En el eje de las abscisas se grafican las
diferentes edades y en las ordenadas, el RNA en microgramos por gramo
de muestra humeda (ug/gmh). El rendimiento de RNA, por el método de FC
desde E8 hasta adulto, fue de 1,255 + 176 pg/gmh (media mas el error
estandar (m-ee), n = 42 preparaciones). La m-ee de los tejidos en desarrolio
fue 1,394 + 83.7 pug/gmh, diferente del adulto 875 + 67.86 pg/gmh (p < 0.05).
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Fig. 18 Extraccion de RNA por los métodos de fenol-cloroformo y fenol-
guanidio-tiocianato. Las barras indican la concentracion de RNAg en p
g/gmh, los valores obtenidos corresponden a los métodos de fenol-
cloroformo (m-ee, n = 3)(A) y de fenol-guanidio tiocianato (m-ee,n=2yn =1
en las ultimas 2 columnas)(B). Las dos columnas de la izquierda agrupan los
rendimientos de los tejidos en desarrollo que abarca del dia E§ a PN11, los
valores que se presentan son las medias obtenidas con los métodos
mencionados en A y B (C). Las columnas de la derecha representan el RNA
de las muestras de diferentes regiones de tejido adulto. DR desarrollo rapido
(E8 a P11). A adulto, FC fenol-cloroformo, T fenol-guanidio tiocianato, P

postnatal.

La media del RNAm (Tabla I} extraidas con el método de fenol-cloroformo {(n
= 42) es de 4.3 + 0.38% del RNA. Al comparar el promedio del RNA, de las
muestras provenientes de tejidos en desarrollo y las de adulto no se encontré

diferencia significativa (p € 0.05).

El RNA extraido con el método de fenol-guanidio tiocianato (n = 22), fue en

promedio 1,220 £ 163 pg/gmh. Para los tejidos en desarrollo 1,309 + 96
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pg/gmh y los de adulto 934 + 21.4 png/gmh, (diferente con una p = 0.05). El
porcentaje de RNAm respecto al RNA (tabla Il), es 4.2 + 0.5 pug, no hay
diferencia entre las muestras provenientes de tejidos en desarrollo y las de

adulto (p < 0.05).

L.a edad con mayor cantidad de RNAy, extraida con los dos metodos fue ES8,
una posible explicacion seria que hay una mayor velocidad de desarrollo en

este estadio. Al comparar el rendimiento de RNAx y RNAm extraido por los

dos métodos, no hay diferencia {p < 0.05).
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TABLA IV Extraccién y purificacion de RNA por los métodos de fenol-
cloroformo y fenol-guanidio tiocianato. Cantidad de RNA, obtenidos con
los métodos de fenol-cloroformo (A) y fenol-guanidio tiocianato (B) durante la
ontogenia. A la derecha se muestra el peso promedio de la estructura.

A
EDAD |MEDIA (ng/g) |ERROR ESTANDAR |% ARNmM/ARNt [ PESO DE
MUESTRA (g)

ES8 1942.3 200.3 2.3 0.052

E 11 1217.3 173.3 6.5 0.083

E13 1054 186.9 2.8 0.022

E15 1343.3 202.8 3.2 0.063

E 18ca [1312.7 188.7 5.6 0.085

E 18cm [1398.3 80.9 4.5 0.031

E 18ta [1416 289 4.2 0.033

PNOe [1656.7 277.9 5.2 0.23

PNOcm | 1109 224 5.8 0.062

PNO ta |566.5 136.5 3.3 0.041-

PN5 1404 135.1 5.5 0.42

PN11_ [1288 68.7 4.4 0.66

CA 912.7 123.3 5.4 0.99

PUL 955.5 179.5 1.9
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METODO FENOL-GUANIDIO TIOCIANATO

B
EDAD MEDIA (ug/g) ERROR % ARNm/ARNt |PESO MUESTRA
ESTANDAR (q)
E8 1848.5 164.5 2.5 0.052
E11 1477 248 4.5 0.083
E13 1404.5 170.5 2.4 0.022
E15 1087.5 67.5 3.6 0.063
E18 1262 208 5.3 0.085
PNO 1319.5 266.5 8.7 0.23
PN5 1549 251 3.6 0.42
PN11 1200 150 4.8 0.66
CA 1014 56 57 0.99
PUL 806.5 56.5 3.1 1
TALLO 720 0 3.1 -
ﬂI_PO 960 0 3.3 --
E18ca = Cerebro anterior £18 POta = Tallo
postnatal O
E18cm = Cerebro medio E18 Ac = Corteza de rata
adulta
E18ta = Tallo cerebral E18 Ap = Pulmén de rata
adulta
PNOe = Encéfalo postnatal O Ahi = Hipotalamo de

rata adulta

PNGcm = Cerebro medio postnatal O

Para explorar ia presencia de genes activos que codifican para rGli, su

traduccion, la incorporacion de proteinas a la membrana y su expresion

funcional, se utilizé el sistema de ovocitos de Xenopus leavis (Miledi y

Woodward, 1989). En este sistema se aplica una solucidén de Gli (1 mM) por

superfusion a ovocitos inyectados con RNAm y se miden las corrientes

generadas.

Para comparar los niveles de expresion de los RNA extraidos por los dos

métodos, los ovocitos se inyectaron con RNAm de tallo cerebral de rata
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recién nacida (TCPNO), cuyo RNA,, se extrajo por los métodos de FCy T
(Fig. 19). Los resultados indican mayor nivel de expresién, en aquellos
ovocitos que fueron inyectados con RNA extraido con FC (p < 0.05). Estos
resultados son consistentes con los obtenidos para tejido adulto por

Sumikawa y cols., 1989.

DISCUSION

Se podria esperar que el rendimiento de RNA; fuese mayor en las muestras
extraidas con T, que en las extraidas con fenol-cloroformo, debido a una
menor manipulacion, sin embargo no hubo diferencia entre los dos grupos (p
< 0.05), lo cual sugiere, que el RNA,, obtenido en los diferentes pasos de la

extraccion con FC, es similar a la del método con T.

Los porcentajes de RNAm obtenidos corresponden con los reportados para
rata adulta (Sumikawa y cols., 1989), estos resultados indican que aun con
una mayor cantidad de RNAy, como es el caso de E8 y PNQ, los porcentajes
de mensajero varian del 2 al 7%. Dichos resuftados sugieren que las
diferencias en los rendimientos del RNAy,, de las muestras obtenidas no

maodifican el rendimiento de RNAm.

Con base en los resuitados de este trabajo, se sugiere que la cantidad de
RNA; depende mas del tipo de tejido, que del método de extraccién y la
proporcion de RNAm es independiente del método de extraccion del RNA,, v
del estadio del desarrollo. El rendimiento de RNAmM es menor al reportado
por Carpenter y cols. 1988 (6.15 + 0.89 n=17), probablemente debido a que
las muestras analizadas incluyen ademas otros periodos del desarrollo mas

temprano.
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Para la expresion funcional de los receptores formados a partir de los
transcritos, se usé el sistema de ovocitos de Xenopus leavis (Miledi y
Woodward, 1989), a los que se inyectd el RNAm, para llevar a cabo su
traduccion. La incorporacién de las proteinas a la membrana y luego el
registro electrofisiolégico de la actividad de los receptores expresados. Para
comparar los dos métodos de extraccion de RNAy, se utilizé TC PNO. Los
ovocitos indujeron corrientes idnicas al ser superfundidos con 1mM de Gli,
dichas corrientes son claramente debidas a la activacion de rGli, porque los
ovocitos no inyectados y expuestos a! agonista, no liberan corrientes
apreciables. La expresion es mayor {p < 0.05) para aquellas muestras en las
que el RNA se extrajo por FC, quiza debido a que en mas pasos durante la
extraccion, se obtiene una muestra con mayor pureza gue se ve reflejada en

el nivel de expresion.
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amplitud de corriente (nA)

Fe.Cl Tio
metcdo de exiraccion de RNA

Fig. 19 Comparacion de la expresiéon de RNA de tallo cerebral recién
nacido, extraidas por los métodos de fenol-cloroformo o de fenol-
guanidio tiocianato. Las columnas representan la media + ee de la amplitud
de la corriente al aplicar en el medic de perfusion 1 mM de Gli a ovocitos
inyectados con RNAm de tallo cerebral recién nacido, extraido por el método
de fenol-cloroformo (A, n = 3) o fenol-guanidio tiocianato (B n = 7). El
potencial de membrana de los ovocitos se fijé a ~60 mV.
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LISTA DE REACTIVOS UTILIZADOS

REACTIVO

Acetato de sodio
Acido acético
Agarosa

Albumina bovina
Anestesal

Azul de Coomassie
Bicarbonato de sodio
Bromuro de etidio
Citrato de sodio
Cloroformo

Cloruro de calcio
Cloruro de potasio
Cloruro de sodio
Colagenaza tipo |
Dietilpirocarbonato (DEPC)
EDTA

Etanol absoluto
Fenol

Gentamicina
Glicina

Heparina

Hepes
8-Hidroxiquinoleina
Hidréxido de sodio

Isoamilico alcohol

PROVEEDOR

Baker
Baker
Gibco BRL
Bio-Rad
Pfizer
Bio-Rad
Sigma
Sigma
Gibco BRL
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco BRL
Merk
Gibco BRL
Gibco BRL
Bio-Rad
Sigma
Gibco BRL
Sigma
Sigma
Baker

No. Catalogo

4009-04
9507-02
15510 027
5000002

5000002

S 8875
E8751
15584 014
2004615854
22350-6

P 9333

S 7653

C 0130

D 5758
15576 028
6002415853
1565509 029
15750 078
161-0718

H 5393
11344 033
H 6878

S 8045
9038 02
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Isopropanol

B-mercaptoetanol

Nitrato de calcio

Oligo dT

Sarcosyl!

Sulfato de cobre

Sulfato de magnesio

SDS

Tartrato de sodio y potasio

Tiocianato de guanidina

Baker
Gibco BRL
Sigma
Gibco BRL
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco BRL
Sigma
Fluka

Titan One Tube RT-PCR system Roche

Tris-HCI

Gibco BRL

9084 03
21985 023
C 4955
15940-018

C 5125

C 1297

M 1880
15525017
4797
50990
1855476
155506-017
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A study was made of glycine (Gly) and y-aminobutyric acid (GABA)
receptors expressed in Xenopus oocytes injected with rat mRNAs
isolated from the encephalon, midbrain, and brainstem of 18-day-
old rat embryos. In cocytes injected with encephalon, midbrain, or
brainstem mRNAs, the Gly-current amplitudes (membrane current
elicited by Gly; 1 mM Gly) were respectively 115 + 35,346 + 28, and
389 =+ 22 nA, whereas the GABA-currents {1 mM GABA)} were all
=40 nA. Moreover, the Gly-currents desensitized faster in oocytes
injected with encephalon or brainstem mRNAs. The ECse for Gly
was 611 £ 77 uM for encephalon, 661 + 28 uM for midbrain, and
506 + 18 uM for brainstem mRNA-injected cocytes, and the
corresponding Hill coefficients were all ~2. Strychnine inhibited all
of the Gly-currents, with an ICsg of 56 = 3 nM for encephalon, 97 +
4 nM for midbrain, and 72 = 4 nM for brainstem mRNAs. During
repetitive Gly applications, the Gly-currents were potentiated by
1.6-fold for encephalon, 2.1-fold for midbrain, and %.3-fold for
brainstem RNA-injected oocytes. Raising the extracellular Ca®*
concentration significantly increased the Giy-cuiients in cocytes
injected with midbrain and brainstem mRNAs. Reverse transcrip-
tion-PCR studies showed differences in the Gly receptor (GlyR)
a-subunits expressed, whereas the p-subunit was present in all
three types of mRNA. These results indicate differential expression
of GlyR mRNAs in the brain areas examined, and these mRNAs lead
to the expression of GlyRs that have different properties. The
modulation of GlyRs by Ca2* could play important functions during
brain development.

In all vertebrates the main neurotransmitters responsible for
fast inhibitory synaptic transmission are the amino acids
glycine (Gly) and y-aminobutyric acid {GABA), which act on
their specific receptors (1, 2). Molecular cloning indicates that
boih Gly receptors (GlyR) and GABA receptors (GABAR)
have a pentameric subunit structure, arranged around a chlo-
ride-selective ion channel. The GlyR is composed of two types
of glycosylated integral membrane proteins (al-a4 and B) and
an associated peripheral membrane protein {1). On the other
hand, the GABAR are made up of combinations of a-, B-, y-, &,
g-, -, or p-subunits (3).

The density, location, and subunit composition of some neu-
rotransmitter receptors change during development. For exam-
ple, mammalian fetal skeletal muscle fibers have acetylcholine
receptors along their entire surface and the receptors disappear
from the nonjunctional areas during development (4), and their
subunit composition is also changed (5). Similarly, the amount
of GIyR gene translation, assessed by the injection of developing
rat cerebral cortex mRNA into Xenopus oocytes, decreases with
age, whereas that of GABARs increases (6). Moreover, the type
and location of mRNAs coding for GlyR changes ontogenetically
(7), and the subunit composition is also changed, because the
a2-subunit seen by in situ hybridization in embryonic day 14
(E14) midbrain is not found after E19 (8). Additionally, during
development, the a2-subunit is replaced by the al-subunit in
GlyRs; and the GABA receptor a2/a3a53 changes into
a10d 25 (9, 10). All these changes arc likely to be important for
the development of the nervous system.

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.031580798

It was of interest to sce whether the different Gly/GABA
receptor mRNA ratios found in the developing rat cerebral
cortex (6) also occur in other regions of the central nervous
system. As a start, we have focused on the encephalon, midbrain,
and brainstem of 18-day-old rat embryos. Some of the results
have already been presented in preliminary form.?

Methods

Embryonic Tissues. Spraguc—Dawley rats werc mated overnight
and, if the female was found to have a vaginal plug, the following
day was called El. Animals were housed under controlled
conditions of temperature (22 = 2°C), humidity (40-60%), and
light (12-h light/12-h dark cycle), and provided with food and
water ad libitum. To obtain brain tissues, rats were deceply
anesthetized with sodium pentobarbital (40 mg/kg i.p.), fetuses
were removed by abdominal surgery, and the encephalon (whole
brain, minus midbrain and brainstem), midbrain, and brainstem
were dissected out, placed immediately in liquid nitrogen, and
stored at —70°C until processed. kach brain dissection took ess
than 5 min. Brain regions werc identified according to a rat
development atlas (11).

tsolation of Poly(A*) RNA. Total RNAs were isolated by the
phenol/chloroform method, essentially as described (12). The
absorbance ratio, Azsn/Aas0, was =2 when the RNA was dis-
solved in 20 mM Hepes, pH 7.5. Poly (A)+ RNA was then
isolated by oligo(dT) chromatography and dissolved in water to
a concentration of 2 mg/ml. Three different mRNA prepara-
tions were obtained for each region and they gave essentially the
same results.

Oocyte Injection and Recording. The methods used were as previ-
ously described (13). Segments of ovary were surgically removed
from Xenopus laevis frogs (Xenopus [, Ann Arbor, MI), and
stages V-VI follicle-enclosed oocytes were isolated and main-
tained at 16-18°C in Barth’s solution [88 mM NaCl/l mM
KCL/0.33 mM Ca(NQ3),/0.41 mM CaCl/0.82 mM MgS50./2.4
mM NaHCQO:/5 mM Hepes-NaOH (pH 7.4}/0.1 mg/ml genta-
micin sulfate]. The next day, each oocyte was injected with 100
ng of mRNA, and 2 days later the oocytes were treated with
collagenasc (Sigma type 1; 0.5-1 mg/ml) to remove the follicular
and other enveloping cells (14). Three to five days after injection,
ionic currents were recorded at room temperature (20-24°C) by
using a two-microelectrode (3 M KCl) voltage clamp, with the
membrane potential usually held at —60 mV. Oocytes were
stabilized in a recording chamber (volume =0.1 ml} and con-
tinuously perfused (5-7 ml/min) with normal frog Ringer’s

Abbreviations: GABA, y-aminobutyric acid; GlyR, Gly receptor; GABAR, GABA receptor; En,
embryonic day n: RT-PCR, reverse transcription-PCR.
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solution [115 mM NaCl/2 mM KCl/1.8 mM CaCl;/5 mM
Hepes-NaOH (pH 7.0)]. Membrane currents were recorded on
a digital oscilloscope {Nicolet 310) and stored on disks for
subsequent computer analyses with a program written by Rica
Miledi. Values stated are given as the mean = SEM. Gly was
diluted daily in Ringer’s solution, from a | M stock kept at 4°C,
and applied via the perfusion system.

Gly dose-response relationships were fitted to the Hill
cquation:

l[glycincl = Inm‘[gly(?inc]"”/(rgl.\"?i“c]"" + EC’;HJ

where Jjgiycine] is the dose-dependent Gly-current amplitude, £y,
is the maximal current clicited by Gly, ECsq is the half-cxcitatory
concentration of Gly, and #" is the Hill coefficient. The inhib-
itory strychnine dose-response relationships were fitted to the
Hill equation:

lslrychninc = Ip'Icgc':'/([str}’ChniﬂC]"" + !Cg[')l)y

where Lyryernine is the Gly-current in the presence of strychnine,
Ip is the control peak current, and ICsy is the half-inhibitory
concentration of strychnine (15).

Reverse Transcription—PCR (RT-PCR). Poly(A)* RNA was converted
to first-strand ¢cDNA (Titan One Tube RT-PCR system, Roche
Molecular Biochemicals) by using specific GlyR-subunit prim-
ers. We used | ug of mRNA and the template was denatured at
94°C for 2 min, 10 cycles of denaturation at 94°C for 30 s,
annealing at 50°C for 30 s, and elongation at 68°C | min; tollowed
by 25 cycles of denaturation at 94°C for 30 s, anncaling 50°C for
30 s, and elongation at 68°C 3 min; and finally, 1 elongation of
7 min at 68°C. Glyceraldchyde-3-phosphate dehydrogenase
served as a positive control, and water served as a negative
control. The amplified reactions were visualized in cthidium
brumide-stained 1.5% agarose gels.

Results

Expresston of Gly and GABA Receptors by Embryonic Brain mRNAs. In
control (noninjected) oocytes, the superfusion of 1 mM Gly
consistently evoked only small membrane currents (1-10 nA),
caused by the activation of a native electrogenic Gly transporter
(R.M., unpublished data), and I mM GABA usually did not
evoke detectable membrane currents. In contrast, the applica-
tion of Gly or GABA to oocytes injected with mRNA derived
from encephalon, midbrain, or brainstem elicited substantial
inward membrane currents (Fig. 1). The level of GlyR cxpres-
sion, as judged by the amplitude of the membrane currents
evoked, varied according to the origin of the mRNA injected
(Fig. 1 and Table 1). The level of GABAR expression by the
three types of E-18 rat embryo mRNA followed a similar pattern
but the currents were considerably smaller (Fig. 1). The ratios of
Gly-current to GABA-current were 57.5 for encephalon, 43.3 for
midbrain, and 12.2 for brainstem. For the rest of this article we
focus on the Gly responses.

Gly Dose-Response Relationships. Gly-currents werc first detect-
able with about 100 uM Gly, increased steeply in size as the Gly
dosc was raised, and reached a maximum with about 3 mM Gly
(Fig. 2). The ECsy, derived from fitting the data to the Hill
equation (15) and the corresponding Hill coefficients, are sum-
marized in Table 1. The difference between midbrain and
brainstem is significant (# < (.03), indicating that the affinity for
Gly is slightly higher for brainstem GlyRs, whercas the cooper-
ative properties are very similar,

At low doses of Gly, the membrane current increased approx-
imately as the 2.5th power of the Gly concentration in oocytes
injected with midbrain mRNAs, and the 2.9th power in oocytes
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Fig. 1. Expression of Gly and GABA receptors by embryonic mRNAs. The

<olumns represent the amplitude of membrane currents elicited by Gly or
GABA (both 1 mM) in oocytes injected with mRNA from 18-day-old rat embryo
encephalon, midbrain, or brainstem. (Inset) Representative Gly-currents. For
this and subsequent figures, the downward deflections correspond to inward
currents, the membrane potential was held at —60 mV {unless otherwise
indicated), and Gly was applied as indicated by a continuous line and by brief
depolarizing pulses, Each column represents the mean + SEM. The number of
cocytes studied {from five donars) were 26, 43, and 18 (Gly-currents), and 286,
10, and 36 (GABA-currents) for encephalon, midbrain, and brainstem mRNAs,
respectively.

injected with brainstem mRNA. Thesc values are not signifi-
cantly different between themselves and are similar to those for
GlyRs cxpressed by fetal human brain and rat spinal cord
mRNAs (7, 16), all of which suggests that at least three molecules
of Gly must bind to a GlyR to gate the ion channel with a high
degree of cooperativity.

Current-Voitage Relationships. The voltage dependence of Gly-
currents was investigated by holding the membrane potential at
different levels and applying 2 mM Gly every 10 min. As with
other GlyRs expressed in oocytes (17), the Gly-current ampli-
tude decreased as the membrane potential was depolarized (Fig.
3), and in all cases the Gly-current reversal potential was close
to the CI~ equilibrium potential (=30 mV; ref. 18), similar to
GlyRs expresscd by bovine retina and rat spinal cord mRNAs
(19, 20). The current-voltage relationships were nearly linear
from —50 to +50mV, but displayed a clear outward rectification
al hyperpolarizing potentials attributable 10 a decrease in the
channel open-time (16, 20). These results indicate that €1 is the
main anion flowing through the channels gated by the receptors
expresscd by the three mRNAs.

Desensitization of Gly-Currents. With low concentrations of Gly
(100-300 uM), the currents clicited were relatively well main-

Table 1. GlyR characteristics

Expression, Hill Cso,
Brain area nA ECsq, uM coefficient nM
Encephalon 115+ 35 611 = 77 2005 56*3
Midbrain 346 *+ 28 661 + 28 1.9+ 01 97 =4
Brain stem 389 + 22 506 £ 18 2402 724

For level of expression, the numbers represent Gly-current amplitudes
{mean * SEM}, evoked by 1 mM glycine in oocytes injected with encephalon,
midbrain, and brain stem mRNAs {n = 26, 43, and 18, respectively), The ECsp
and |Cso values were derived fram the Hill equation.
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Fig. 2. Gly dose-response relationships. Current amplitude as a function of

Gly concentration, from eocytes injected with encephalon, midbrain, or brain-
stem mRNAs. Responses were normalized to the current at 3 mM. Continuous
lines represent least-squares fits to the Hill equatien. Each point shows the
mean = SEM for five oocytes from three different donors in midbrain and
brainstem, and two donors for encephalon. (inset} Typical currents elicited by
0.1,0.2, 0.3,0.4, 0.5, 0.75, and 1.0 (midbrain}, and by 0.1,0.2, 0.3, 0.4, 0.5, and
0.75 mM Gly (brainstem).

tained (Figs. 1 and 2). However, with higher concentrations, the
Gly-currents reached a peak and then declined in the continuous
presence of Gly (Figs. 1 and 2). This decay was mainly caused by
receptor desensitization and it became progressively faster as the
Gly concentration was increased (Fig. 2, Inser). The desensiti-
zation was significantly less for Gly-currents evoked by oocytes
injected with midbrain mRNA than for those injected with
encephalon or brainstem mRNAs, To assess this difference, we
measured the onset and the decay of the Gly-currents in oocytes
injected with midbrain or brainstem mRNAs, which generated
maximal currents of approximately the same amplitude. In that

2 mM glycine

200 4

100—/O

v, (mV)
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150 -100 50 50
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=
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=
2004 O

Fig. 3. Gly-current-voltage relationship. Current-to-voltage relationship
from one oocyte injected with brainstem mRNA obtained by applying brief
voltage steps, from —140 to 40 mV, in the absence and presence of 2 mM Gly
and subtracting the passive membrane currents in the absence of Gly. (tnset)
Representative Gly-currents in another cocyte. Gly (2 mM) was applied every
10 min at the indicated membrane potentials.

Garcia-Alcocer et al.

—&— midbrain
) —&— brain stem 4 b ghyne
2.0 1 —0—encephalon /
z ] g
g 1.84 AN
a 4 100 nA
6:\-~ 1.6 el 1o
o I o o/ N T
8 144 e
© ]
g ps —
5 124 AT - o)
L X
T T T T T T T T T T M T M T
¢ 20 40 60 80 100 120 140
time (min)
Fig.4. Potentiation of Gly-currents, Amplitudes of repetitive Gly-currentsin

oocytes injected with encephalon {n = 2), midbrain (n = 4}, or brainstem {(n =
8) mRNAs. Gly {1 mM) was applied for 2 min at about 10 min intervals. Time 0
indicates the first application; potentiation was greater for midbrain than for
encephalon or brainstem. {Inset) Examples of the first and fourth Gly-currents
from an oocyte injected with brainstem mRNA.

set of experiments the Gly-currents, evoked by | mM Gly, were
319 = 37 nA (n = 23) for cocytes injected with midbrain mRNA,
and 444 = 18 nA (n = 12) for aocytes injected with brainstem
mRNA. The time to peak was 107 = 9 s in the former case, and
35 * 2 s in the latter; 2 min after applying Gly the currents
decayed to 92% * 1% in midbrain- and 62% * 3% in brainstem-
mRNA injected oocytes. The Gly-currents were thus signifi-
cantly slower in both onset and desensitization i the oocytes
injected with midbrain mRNA. Furthermore, the onset and the
decay of the currents became faster as the Gly concentration was
increased (Fig. 2), and also with membrane hyperpolarization
{data not shown).

Potentiation of Gly-Currents. Interestingly, we consistently found
that when | mM Gly was applied repeatedly {at 10-min inter-
vals), the Gly-current amplitude increased progressively. This
potentiation was evaluated as the nth current amplitude com-
pared with that elicited by the first application of Gly (Fig. 4).
The greatest potentiation was found in cocytes injected with
midbrain mRNA (2.1 = 0.0 times), intermediate for encephalon
mRNA (1.6), and smallest for brainstem (1.3 + 0.1) mRNA. In
all cases, the potentiation was maximal after five to six Gly
exposures, and during subsequent applications the current am-
plitude began to decrease toward the control levels (Fig. 4).

Gly-Current Modulation by Calcium. In view of the Gly-current
potentiation, it was of interest to examine the effects of extra-
cellular calcium on the Gly-current. For this purpose, the oocytes
were exposed to Gly while being superfused with normal Ring-
er’s solution or with solutions containing low (0.18 mM) or high
(12 mM) concentraticns of Ca?*. In oocytes injected with
encephalon, midbrain, or brainstem mRNA, and exposed to high
Ca®*, the Gly-currents increased, respectively, t0 1.2 £ 0.0, 1.3 *
0.2, and 1.5 = 0.1 times their amplitude in normal Ringer’s
solution (Fig. 5). These values were significantly different for
midbrain and brainstem (£ < 0.03) compared with those in low
Ca?*, and the increase of the Gly-current in high Ca?* was
different for brainstem compared with normal Ca?*.

Effects of Strychnine on GlyRs. To cxamine the effect of the specific
GlyR antagonist, strychnine, dose-response relationships were
obtained by applying Gly {1 mM) and various concentrations of
strychnine to oocytes injected with the three different mRNAs
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Fig.5. Gly current modulation by calcium. The columns represent the mean

+ SEM (n = 3) of Gly-currents elicited by 1 mM Gly in the presence of different
Ca?* concentrations. {inset) Currents elicited by t mM Gly in normal Ringer's
solution, and in the presence of high Ca?* (12 mM) in an oocyte injected with
midbrain mRNA.

(Fig. 6). Oocytes were preincubated with strychnine for 2 min
und then exposed to Gly plus strychnine. A decrease in Gly-
current was first detected with about 40 nM strychnine, and as
the strychnine concentration was increased, the Gly-currents
decreased until they became undetectable with about 300 nM
strychnine. The 1Csy for strychnine obtained by fitting the data
to the Hill equation was 56 = 3 nM for encephalon mRNA, 97 =
4 nM for midbrain mRNA, and 72 = 4 nM for brainstem mRNA.
The 1Csq vatlues for encephalon and midbrain were signilicantly
different (P < 0.05).

Distribution of GlyR Subunits. Tu cumplement the electrophysio-
logical studies, we used mRNAs from encephalon, midbrain, and
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Fig. 6.  Inhibition of Gly-currents by strychnine. Gly-current amplitudes

normalized to the current in the absence of strychnine. Continuous lines
represent least squares fits to the Hill equation. Each paint shows the mean =
SEM for three oocytes injected with mRNAs from midbrain and brainstem, and
from one oocyte injected with mRNA from encephalon. The oocytes were
from three different donors. (Inset) Typical currents elicited by t mM Gly and
inhibited by strychnine in an oocyte injected with midbrain mRNA.
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Fig. 7. Distribution of GlyR-subunit transcripts, (A) The lanes show the GlyR

subunits present in encephalon, midbrain, and brainstem mRNAs amplified by
RT-PCR. Subunits; a1-, a2-, a3-, and p- as well as negative {c , water) and
positive (¢*, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) controls. {B) Semi-
quantitative signalsin 1,5% agarose gel; the signals were designated weak, +;
moderate, ++; and intense, +++. ND, not detacted. Note that the o1- and
B-subunits were amplified from all mRNAs, and that the «2- and a3-subunits
were present in encephalon and brainstem but noet in the midbrain,

brainstem as templates for RT-PCR assays, using primers spe-
cific for GlyR subunits. In the three mRNA samples, the subunits
were differentially expressed. The «l- and B-transcripts were
present in all of the mRNAs, whereas the «2- and a3-GlyR
transcripts were not detccted in the midbrain but were present
in the encephalon and brainstem mRNAs (Fig. 7).

Discussion

Gly-currents cvoked in the mRNA-injected oocytes are clearly
caused hy activation of GlyRs, because noninjected oocytes
exposed to Gly do not elicit appreciable membrane currents. The
maximal amplitudes of Gly-currents gencrated by oocytes in-
jected with midbrain and brainsiem mRNAs were similar, and
both were much larger than the currents elicited by oocytes
injected with encephalon mRNA. We believe that this difference
is genuine and is not merely caused by variations in mRNA
preparation, becausc the three tissue samples were obtained
from the same fetuses and the RNAs were extracted at the same
time by using the same stock solutions. Moereover, similar results
were obtained with threc sets of mRNAs and each sct was always
injected into oocytes from the same donor. Therefore, the
diffcrent magnitudes of Gly-currents cxpressed by the mRNAs
probably reflect real devetopmental differences in the amounts
of GlyR transcripts in these structures, The ratio between Gly
and GABA receptors is consistent with that observed for
cerebral cortex mRNA (6). Another interesting difference con-
cerns the slightly lower dissociation constant of brainstem GlyRs
(ECsy = 506 pM), compared with enccphalon and midbrain
GlyRs (611 and 661 uM). This ECsq is higher than for ovcytes
injected with cerebral cortex mRNA (385 uM; ref. 6), and much
higher than for lamprey spinal cord neurons (16 pM; ref. 21).
These differences may be caused by variations in the GlyR
subunits and the associated proteins that make up the particular
receptor complexcs.

The process of desensitization, which is an intrinsic property
of the majority of ionotropic neurotransmitter receptors, is
reflected on the macroscopic current by a decline in amplitude
during a maintained application of the agonist. This desensiti-
zation was slower in the oocytes injected with midbrain mRNA.
Moercover, the rate of Gly-current onset was also slower in
vocytes injected with midbrain mRNA. These divergences may
be related to differences in receptor affinity for Gly and in the
time that the channels remain open. The difference in the rate
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of GlyR desensitization described here would predict that in-
hibitory synaptic currents would be faster for encephalon and
brainstem than for midbrain neurons. These differences may
play an important role in the transmission of signals in those
central nervous system regions.

Another finding of purticular intcrest is that the Gly-currents
gencrated by the receptors cxpressed by the three types of
mRNAs increased in amplitude during repeated Gly applica-
tions. The mechanism of this potentiation still remains to be
determined, but, for example, it could involve protein kinase C,
as occurs for the potentiation of Gly-currents in oocytes express-
ing the a-subunits (22), The increase of the Gly-current may be
relevant to the long-term potentiation induced by Gly observed
in a midbrain nucleus, the superior colliculus (23). The mech-
anism of the increase in Gly-current amplitude caused by high
Ca?* may be the presence of a diffusible Ca*-binding cytopias-
mic factor that modulates the GlyR channel gating, or the
binding to a site similar to that for zinc in the extracellular
N-terminal region of the human GIyR e!l-subunit (24, 25).

The differences in the ICsy of strychnine for GlyRs expressed
by the three mRNAs could be related to the expression level or
the density of receptors (26), because midbrain and brainstem
had similar 1Csq values and levels of expression when compared
with encephalon mRNA-injected oocytces.

The roles played by GlyRs in celi-cell communication in the
developing brain are still unknown. However, GlyRs may par-
ticipate in neuronal differentiation by modulating intracellular
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calcium dynamics (27), and endogenous Gly could activate other
receptors such as the GABA pl (28). During developnient, the
activation of GABA, receptors by their specific agonist
(GABA) or by Gly depolarizes young cortical neurons and leads
to rises in intracellular frec calcium concentration via voltage-
gated calcium channels (29). Moreover, the development of
neuronal structure and function has also heen linked to glycin-
ergic inhibition in the lateral superior olive {30, 31). It is clear
that more studies are neccssary to clarify thesc issues.

In summary. the differences in the magnitude of Gly-
currents expressed, the degree of desensitization, the modu-
lation of GlyRs by Ca?*, and the effects of strychnine are
probably a reflection of a distinct subunit composition of the
receptors in the different areas. The diversity of GlyR subunits
present in these regions reflects the GlyR genes transcribed in
the brain areas at this stage of development. It is notable that
mRNA encoding the GlyR al-subunit was present in the three
embryonic areas studied here; other studies propose that the
a2-subunit is a fetal form, whereas the al-subunit is an adult
form (9).
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