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RESUM

Hem estudiat, en el cervell de rata, l'expressio de dos gens diferents que
codifiquen exactament per la mateixa sequencia d'arrunoacids de la calmodulina. Hem
amplificat les sondes de cDNA per aquests gens i rnitjancant Northern blots hem
detectat canvis en la seva expressto en sscorca cerebral, oespres d'adrninistrar l'aqent
neurotoxic convulsivant lindane (y-hexaclorciclehexa). Aquests canvis es produeixen
ales poques hores c'esser administrat ellindane. Es manifesten com una oisrninuclo
de l'aetivitat transcripcional i sembla que hi hagi una relacio dosi-resposta.

INTRODUCCIO

Ellindane, isomer y del hexaclorciclehexa, 9s un potent plaguicida ampliament
emprat i que tambs t9 aplicacions en vetsrinaria i medicina. S'ha demostrat que
aquest compost 9s neurotoxic a totes les especies animals estudiades; concretament
en humans i altres mamffers provoca hiperexitabilitat, tremolors i convulsions (Joy,
1982; Wooley et al., 1985; Tusell et ai., 1987). Diversos autors han proposat el canal
de clor lIigat al receptor GABAA com a lIoc o'accio del toxic (Lawrence i Casida, 1984;
Abalis et al., 1985). Nogensmenys diferents estudis suggereixen que tarnbe paden
haver-hi altres mecanismes o'accio (Bloomquist et al., 1986). En diversos treballs hem
demostrat que ellindane 9S l'unic isomer del hexaclorciclehex8 que activa l'expressio
del c-tos. En un recent treball hem demostrat que tant el Ii ndane com el BAY K
provoquen un augment de la calmodulina al nucli de les neurones al cap d'una hora
de la seva adrninistracio (Vendrell et al., 1992). En condicions normals molts
processos cel.lulars son regulats pels nivells de Ca2• presents al citosol, el qual no

actua amb la seva forma ionica lliure, sino Iligat a determinades protsines. La
calmodulina (CaM) ss la principal proterna acceptora de Ca2• en c91.Iules no

musculars (Means et al., 1982). Fins ara s'han clonat del genoma de rata tres gens
diferents que codifiquen per la mateixa protema (Nojima 1989): CaM I que s'expresa
en dos mRNAs provinents de senyals de ponaoannaco alternatives (1,7 i 4 kb), CaM
II (1,4kb) i CaM III, igualment amb dos mRNAs (0,8 i 2,3 kb). En aquest treball
presentem un estudi de rexpressto de Is gens CaM I i CaM II com a resposta a

l'administracio del lindane.

MATERIAL I METODES

A) Obtenci6 de sondes
Les sondes especffiques dels gens CaM I i CaM II emprades en aquest treball,

han estat amplificades a partir dels cDNAs insertats en un plasmid pUC.
Posteriorment s'han purificat digerint-Ies amb I'enzim de rsstriccio Bam HI.
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8) Tractament dels animals
Ellindane ha estat dissolt en oli d'oliva i administrat oralment mitlancant sonda

intrapastrlca. Les rates control han estat administrades amb oli d'oliva. Eis animals
s'han decapitat a diferents temps post-acministracio. Les escorces han estat
disseccionades rapicarnent i congelades a -80'C per la posterior purificaci6 del RNA.

C) Aillament del RNA i Northern blots.
L'obtenci6 del RNA s'ha fet segons el metoda de LiCI-urea (Gubits, et aI., 1989).

Les diferentes mostres de RNA s'han fet correr en un gel d'aqarosa al 1,2% i s'han
transferit a una membrana de nylon. La hibridaci6 s'ha fet tota la nit amb sondes
marcades amb e2P]a-dCTP (Amersham) seguint el metoda Oligo-labeling
(Pharmacia).Les membranes han estat rentades amb diferentes condicions

dastrinqencia segons la sonda emprada i exposades dos dies a -80°C.

C) Analisi dels resultats
Com a control tots els northerns han estat hibridats amb una sonda del gen de

l'actina. L'analisi de les bandes ha estat feta amb un Densltornetre Laser (LKB). S'han

comparat els quocients dels valors c'absorbancia de les bandes corresponents a la
CaM partits pels valors d'absorbancia de les bandes de I'actina.

RESULTATS

Per poder caracteritzar l'accio del lindane sobre l'expressi6 dels gens de la
calmodulina hem dut a terme una corba de temps, axf com un estudi dosi-resposta.
A la figura 1 (B,C) es presenten els Northerns de CaM II i de la actina corresponent
que procedeixen del mateix gel csspres de tractar als animals amb una dosi
convulsiva de lindane (30 mg/Kg pes corporal). A la Figura 2 es mostren els resultats
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Figura 1. Expressi6 de
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despres de
l'administraci6 de
lindane (30 mg/kg pes
corporal). A: carrega
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de les diferentes dosis estudiades al Ilarg del temps. A dosis no convulsives ens

trobem en dues situacions: a 10 mg/kg de pes corporal, dona un increment significatiu
de l'exprsssio del gen CaM II a partir de les 24 hores de t'aoministracio del lindane.

Aquest increment es manta ales 40 hores de l'adrntnistraoo: a 20 mg/kg, no hi ha
canvis significatius de rexpressio. A dosi convulsiva (30 mg/Kg) hi ha una forta
disrninucio dels valors basals de transcripci6 que es cornenca a detectar ales 24

heres i es manta fins ales 40.
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A la figura 3 es veu un Northern del gen CaM I corresponent als animals
tractats a dosi convulsiva. Es poden observar les dues bandes descrites ( 1,7 i 4 kb).
En aquest cas, la cisrrunucio d'expressi6 la tenim principalment a la banda de 4 kb,
tot i que, tal com mostra la figura 4, els valors relatius de densitat optica de les dues
bandes varien pOC.
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Figura 3. Northern de
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Figura 4. Expressi6 de CaM I en les
matelxes condicions que a la Figura 2. La

part superior de les barres representa la
banda de 4 kb I la part Inferior la de 1,7.
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DISCUSSIO

EI treball que presentem es un estudi preliminar sobre la possible afectacio
diferencial de dos gens que codifiquen per la calmodulina. Eis nivells d'sxpressio
basal d'aquests gens que hem trobat a rsscorca de cervell, coincideixen amb els
d'altres estudis referits a la drstrtbucio cerebral de I'activitat de la calmodulina (Zhou
et ai., 1985) i ala localltzaclo per hibridacio in situ dels mRNA del gen CaM I. O'altra
banda, hi ha treballs que presenten modificacions de l'exoressio d'aquests gens
durant el desenvolupament i a cel.lules transformades (MacManus et aI., 1989).
Aquestes modificacions a vegades son increments de l'expressio i d'altres,
decrements. Eis nostres resultats indiquen que a dosis baixes de lindane (10 mg/kg)
hi ha un increment de l'exprsssio del gen CaM II mentre que a dosis convulsives (30
mg/kg) hi ha una forta disrninucio tant de CaM I com de CaM II i que es rnante
cespres de bastantes hores de t'acmmtstracto de ragent neurotoxic. No sabem quines
son tes consequanciss ni el per que d'aquests canvis. No obstant, cal dir que donada
la diversitat de funcions de la calmodulina al cervell, un canvi en els nivells de
transcripcio podria significar una variacio dels nivells de calmodulina i aixo pod ria

repercutir en I'activitat d'enzims calmodulina dependents com la protsma quinasa II,
la calcineurina, MLCK, etc. De fet hi ha estudis en que els efectes toxics de metalls
com el zenc es tradueixen en una inhibici6 de la tostorilacio en general i de I'activitat
de la protstna quinasa II calmodulina dependent. EI nostre treball encare no permet
aportar res en aquest sentit perc el fet de que un agent com ellindane, que modifica
els fluxes neuronals de calci, provoqui canvis a l'expressi6 de Is gens de la
calmodulina, perrnstra aportar coneixements sobre els mecanismes d'accio de Is
agents convulsivants aixf com sobre els esdeveniments que son conssquencia de la
seva acci6.
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