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RESUM

Hem estudiat, en el cervell de rata, I'expressid de dos gens diferents que
codifiquen exactament per la mateixa sequéncia d'aminoacids de la calmodulina. Hem
amplificat les sondes de cDNA per aquests gens i mitjangant Northern blots hem
detectat canvis en |a seva expressio en escorga cerebral, després d'administrar I'agent
neurotoxic convulsivant lindane (y»-hexaclorciclehexa). Aquests canvis es produeixen
a les poques hores d'ésser administrat el lindane. Es manifesten com una disminucié
de l'activitat transcripcional i sembla que hi hagi una relacié dosi-resposta.

INTRODUCCIO

Ellindane, isomer y del hexaclorciclehexa, és un potent plaguicida ampliament
emprat i que també té aplicacions en veterinaria i medicina. S'ha demostrat que
aquest compost és neurotoxic a totes les especies animals estudiades; concretament
en humans i altres mamifers provoca hiperexitabilitat, tremolors i convulsions (Joy,
1982; Wooley et al., 1985; Tusell et al., 1987). Diversos autors han proposat el canal
de clor lligat al receptor GABA, com a lloc d'accid del toxic (Lawrence i Casida, 1984;
Abalis et al., 1985). Nogensmenys diferents estudis suggereixen que també poden
haver-hi altres mecanismes d'accié (Bloomquist et al., 1986). En diversos treballs hem
demostrat que el lindane és I'inic isomer del hexaclorciclehexa que activa I'expressié
del c-fos. En un recent treball hem demostrat que tant el lindane com el BAY K
provoquen un augment de la calmodulina al nucli de les neurones al cap d'una hora
de la seva administracié (Vendrell et al., 1992). En condicions normals molts
processos cel.lulars son regulats pels nivells de Ca** presents al citosol, el qual no
actua amb la seva forma idnica lliure, sino lligat a determinades proteines. La
calmodulina (CaM) és la principal proteina acceptora de Ca** en cél.lules no
musculars (Means et al., 1982). Fins ara s’han clonat del genoma de rata tres gens
diferents que codifiqguen per la mateixa proteina (Nojima 1989): CaM | que s'expresa
en dos mHNAs provinents de senyals de poliadanilaci¢ alternatives (1,7 i 4 kb), CaM
Il (1,4kb) i CaM Ill, igualment amb dos mRNAs (0,8 i 2,3 kb). En aquest treball
presentem un estudi de l'expressié dels gens CaM | i CaM Il com a resposta a
I'administracié del lindane.

MATERIAL | METODES

A) Obtencié de sondes

Les sondes especifiques dels gens CaM | i CaM |l emprades en aquest treball,
han estat amplificades a partir dels cDNAs insertats en un plasmid pUC.
Posteriorment s'han purificat digerint-les amb I'enzim de restriccié Bam Hl.
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B) Tractament dels animals

El lindane ha estat dissolt en oli d’oliva i administrat oralment mitjan¢ant sonda
intragastrica. Les rates control han estat administrades amb oli d'ocliva. Els animals
shan decapitat a diferents temps post-administracid. Les escorges han estat
disseccionades rapidament i congelades a -80°C per la posterior purificacio del RNA.

C) Aillament del RNA i Northern blots.

L'obtencié del RNA s'ha fet segons el métode de LiCl-urea (Gubits, et al.,1989).
Les diferentes mostres de RNA s'han fet correr en un gel d'agarosa al 1,2% i s'han
transferit a una membrana de nylon. La hibridacié s'ha fet tota la nit amb sondes
marcades amb [*P]a-dCTP (Amersham) seguint el métode Oligo-labeling
(Pharmacia).Les membranes han estat rentades amb diferentes condicions
d’astringéncia 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
I'actina. L'analisi de les bandes ha estat feta amb un Densitdmetre Laser (LKB). S'han
comparat els quocients dels valors d'absorbancia de les bandes corresponents a la
CaM partits pels valors d'absorbancia de les bandes de l'actina.

RESULTATS

Per poder caracteritzar I'accié del lindane sobre I'expressié dels gens de la
calmodulina hem dut a terme una corba de temps, axi com un estudi dosi-resposta.
A la figura 1 (B,C) es presenten els Northerns de CaM Il i de la actina corresponent
que procedeixen del mateix gel després 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. Expressié de
CaM Il. Els numeros
indiquen les hores
després de
B I'administracié  de
lindane (30 mg/kg pes
corporal). A: carrega
del gel; B: CaM II; C:
C Actina.
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de les diferentes dosis estudiades al llarg del temps. A dosis no convulsives ens
trobem en dues situacions: a 10 mg/kg de pes corporal, dona un increment significatiu
de I'expressio del gen CaM Il a partir de les 24 hores de I'administracid del lindane.
Aquest increment es manté a les 40 hores de I'administraci; a 20 mg/kg, no hi ha
canvis significatius de I'expressié. A dosi convulsiva (30 mg/Kg) hi ha una forta
disminucid dels valors basals de transcripcié que es comenga a detectar a les 24
hores i es manté fins a les 40.

B 1757 CaM |
4 1501 Figura 2. Expressi6 de
S 125 1 8 oo CaM Il L 10, L 20, L
@ - "
° e 30 indiquen les dosis
#1007~ 7 7 de lindane (mg/kg) a
751011 7 ’ diferents temps
Z Z 2
Al | 7 Z (hores) després de
| P A I’administracio.
F4 % Fq |l
251011 | 7 A L’ordenanda indica el
0_ % , 7 % respecte els valors
1 8 16 24 32 40 control.
temps (h)

A la figura 3 es veu un Northern del gen CaM | corresponent als animals
tractats a dosi convulsiva. Es poden observar les dues bandes descrites ( 1,7 i 4 kb).
En aquest cas, la disminucié d'expressié 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
CaM |I. Els numeros
indiquen el temps
després de
I'administracié de
lindane a dosi
convulsiva.
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Figura 4. Expressi6 de CaM | en les
mateixes 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

El treball que presentem és un estudi preliminar sobre la possible afectacié
diferencial de dos gens que codifiquen per la calmodulina. Els nivells d'expressié
basal d'aquests gens que hem trobat a I'escorga de cervell, coincideixen amb els
d'altres estudis referits a la distribucid cerebral de I'activitat de la calmodulina (Zhou
et al., 1985) i a la localitzacio per hibridacio in situ dels mMRNA del gen CaM |. D'altra
banda, hi ha treballs que presenten modificacions de I'expressid d'aquests gens
durant el desenvolupament i a cel.lules transformades (MacManus et al., 1989).
Aquestes modificacions a vegades sén increments de l'expressié i daltres,
decrements. Els nostres resultats indiquen que a dosis baixes de lindane (10 mg/kg)
hi ha un increment de I'expressio del gen CaM Il mentre que a dosis convulsives (30
mg/kg) hi ha una forta disminucié tant de CaM | com de CaM Il i que es manté
després de bastantes hores de I'administracié de I'agent neurotoxic. No sabem quines
son les consequéncies 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
transcripcié podria significar una variacié dels nivells de calmodulina i aixd podria
repercutir en I'activitat d'enzims calmodulina dependents com la proteina quinasa I,
la calcineurina, MLCK, etc. De fet hi ha estudis en que els efectes tdxics de metalls
com el zenc es tradueixen en una inhibicié de la fosforilacié en general i de I'activitat
de la proteina quinasa Il calmodulina dependent. El nostre treball encare no permet
aportar res en aquest sentit perd el fet de que un agent com el lindane, que modifica
els fluxes neuronals de calci, provoqui canvis a I'expressid dels gens de la
calmodulina, permetra aportar coneixements sobre els mecanismes d'accié dels
agents convulsivants aixi com sobre els esdeveniments que sén conseqiiéncia de la
seva accid.
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