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RESUMEN

Los receptores GABAp se distribuyen principalmente en la retina, especificamente en la
terminal axonica de las neuronas bipolares donde participan en la modulacion de la
respuesta glutamatérgica. Sin embargo, se desconoce la maquinaria molecular y celular
implicada en el direccionamiento, reclutamiento, anclaje y el trafico intracelular de estos

receptores hacia su sitio de accion.

Una de las herramientas empleadas para el seguimiento del trafico de receptores de
membrana in vivo, son las proteinas fluorescentes, por ejemplo la proteina verde
fluorescente (GFP, green fluorescent protein, por sus siglas en inglés). Tal ha sido su
aplicacién en el area biolégica que se han generado variantes, como el caso de la
pHluorin (pHL), la cual modifica la intensidad de su fluorescencia con cambios de pH en

el ambiente celular.

Con el fin de visualizar la distribucion celular de los receptores GABAp, en el presente
trabajo se generaron receptores quiméricos los cuales se fusionaron a la GFP (GABAp2)
o la pHluorin (GABAp1). En la primera parte del trabajo, se probd la funcionalidad de los
receptores quimeéricos mediante la técnica electrofisiologica de patch clamp en su
configuracion de célula completa. En células HEK293 observamos que en presencia de
GABA se generan corrientes entrantes de rapida activacion y lenta desensibilizacion,
propiedades caracteristicas de los GABAp. En la segunda parte, observamos que los
receptores quiméricos generan proteinas fluorescentes en las lineas celulares HEK293 y
STC-1 (Stanniocalcin-1, por sus siglas en inglés), permitiendo discernir la distribucion de

las vesiculas fluorescentes que transportan al receptor.

El desarrollo de receptores quiméricos nos permitira observar como se lleva a cabo el
trafico intracelular y como es regulada por la maquinaria molecular y celular, tanto en

estado fisioldgico como en patologias.



ABSTRACT

GABAp receptors are widely distributed in the retina, specifically at the axon terminal of
bipolar cells, where they participate in the modulation of glutamatergic signaling. However,
the molecular and cellular machinery involved in anchoring, distributing, recruiting and

intracellular trafficking is unknown.

Fluorescent proteins can provide in vivo information about receptor dynamics and
expression in living cells. The green fluorescent protein (GFP) is widely used as a non-
invasive probe to study biological processes. The development of new GFP variants has
opened novel applications for fluorescent labelling. One of them is the pH-sensitive GFP

called pHluorin (pHL) that responds to changes in environmental pH.

We tagged GABAp receptors with either pHL or GFP to elucidate their dynamics and
distribution. We observed that GABAp1-pHL and GABAp2GFP express fluorescent
receptors in HEK293 and STC-1 cells allowing observation of the distribution of the

fluorescent particles.

Functional properties of the tagged GABAp receptors were determined by the whole cell
patch clamp technique. We observed that when either GABAp1-pHL or GABAp2GFP

were expressed in HEK293 cells, GABA induced a current with a rapid activation and a

slow desensitization.

Development of these chimerical receptors could allow researchers to determine how

membrane trafficking is regulated in both health and disease.
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1. INTRODUCCION

La transmisidn sinaptica a través de receptores ionotrépicos juega un papel importante
en el funcionamiento del sistema nervioso central. Estos receptores contienen un sitio de
unién al ligando y un poro selectivo al ion en particular que permite modificar las
concentraciones idnicas de las neuronas en cuestion de milisegundos. El mecanismo de
la inhibicion sinaptica se lleva a cabo cuando se despolariza la terminal presinaptica, el
neurotransmisor es liberado de las vesiculas sinapticas, difunde por el espacio sinaptico
y se une a los receptores que se encuentran en la terminal postsinaptica, permitiendo la
apertura de los mismos y por consiguiente, el paso de los iones cloruro para los
receptores de GABA y Glicina (Enz, 2001; Kandel et al., 2000).

El neurotransmisor inhibitorio mas abundante en el Sistema Nervioso Central (SNC) de
los vertebrados es el acido y-aminobutirico (GABA) (Martin y Olsen, 2000) y la activacion
de sus receptores conlleva a la inhibicion de la transmision sinaptica. Durante el
desarrollo, y en algunos estados patologicos, este neurotransmisor es excitatorio y

participa en la maduracién de las neuronas (Ben-Ari, 2002).

El GABA actiua en dos tipos de receptores: 1) los ionotropicos, entre los que se
encuentran el GABAa y el GABAp, y 2) los metabotrépicos, representados por el receptor
GABAB&. Las propiedades estructurales y farmacoldgicas, difieren entre los tres receptores
(Chebib, 2004; Huang et al., 2006; Olsen y Sieghart, 2008; Olsen y Sieghart, 2009;
Polenzani et al., 1991; Qian y Ripps, 2009).

Los receptores GABAp fueron descritos inicialmente en la retina (Enz, 2001; Lukasiewicz
et al., 2004; Polenzani et al., 1991), especificamente en la terminal axdnica de las
neuronas bipolares, donde participan en la inhibicién presinaptica y en la modulacion de
la respuesta glutamatérgica (Sagdullaev et al., 2006). Sin embargo, los mecanismos
celulares y moleculares implicados en su direccionamiento desde y hacia el axon no han

sido completamente elucidados.



2. ANTECEDENTES

2.1. Receptores a GABA

El GABA es un neurotransmisor que se encuentra en abundancia en el SNC, y es esencial
en el mantenimiento del balance de la excitacion e inhibicion neuronal (Chebib, 2004). La
sintesis de este neurotransmisor se lleva a cabo a partir de la actividad de la enzima
glutamato descarboxilasa (GAD), removiendo el grupo a-carboxilo del aminoacido

glutamato (lversen et al., 2009).

Los receptores GABAA son pentameros constituidos por subunidades heteroméricas (a,
B, 7, 9, €, © 6 0) (Watanabe et al., 2002); son bloqueados por bicuculina y modulados por
barbituratos, neuroesteroides y benzodiacepinas (Bormann, 1988; Macdonald y Olsen,
1994). Los receptores GABAp son pentameros compuestos por tres subunidades
diferentes denominadas p1, p2 y p3 (Bormann y Feigenspan, 2001; Martinez-Delgado et
al. 2010). Son insensibles a la bicuculina y al baclofeno, inhibidores de los receptores
GABAA y GABAB, respectivamente (Chebib, 2004; Polenzani et al., 1991). Sin embargo,
GABAp es sensible a el TPMPA (acido 1,2,5,6-tetrahidropiridin-4-il metilfosfinico)
(Bormann, 2000; Murata, 1996; Ragozzino et al. 1996).

2.2. Receptores GABAp

Los genes que codifican para las subunidades GABAp son: GABRR1, GABRR2 y
GABRR3. Los dos primeros se encuentran localizados en tandem en el cromosoma 6
humano, y se encuentran en un locus asociado a desoérdenes visuales hereditarios (Ruiz
et al., 1998), mientras que el gen GABRR3 se encuentra en el cromosoma 3q11-q3.3.
(Bailey et al., 1999).

Esta distribucion cromosdémica, junto con su secuencia nucleotidica, sugieren que los
genes que codifican para las subunidades que conforman al receptor GABAp tienen un

gen ancestral comun con los genes que codifican para las subunidades del receptor

2



GABAA, diversificandose en etapas tempranas de la evolucion de los cordados hasta
localizarse en diferentes cromosomas (Bailey et al., 1999). Las subunidades presentan
una similitud aminoacidica de un 30-38% con respecto a las otras subunidades de GABAA
(Cutting et al., 1992). Las subunidades p2 y p3 comparten un 63-74% de homologia
aminoacidica con la subunidad p1, respectivamente (Cutting et al., 1992; Olsen y Tobin,
1990; Wang et al., 1994).

Estructuralmente (Figura 1), los receptores GABAp son miembros de la familia de canales
ionicos activados por ligando (LGIC, ligand-gated ion channels, por sus siglas en inglés)
(Miller y Aricescu, 2014; Olsen y Sieghart, 2009). Estan conformados por cinco
subunidades formando asi un pentamero; cada pentamero posee 4 pases
transmembranales (TM1-TM4). El segundo pase transmembranal (TM2) de cada una de
las subunidades forman el poro que permite el paso de los iones cloruro. Presentan un
extenso amino terminal (N-terminal), y un pequefio dominio carboxilo terminal (C-
terminal); ambos se encuentran en la cara extracelular con respecto a la membrana
celular. En el interior, se encuentran dos asas; la segunda une al TM3 y TM4 y se piensa
que regula la localizacion, el anclaje y reclutamiento de los receptores en la membrana
plasmatica de las neuronas, asi como la posibilidad de interacciones con proteinas del

citoesqueleto (Qian y Ripps, 2009).



C-terminal

Figura 1. Modelo estructural del receptor GABAp. En el esquema A, se muestra las
subunidades que conforman al receptor pentamérico. Cada una de las subunidades
(Esquema B), presenta 4 pases transmembranales (TM1-TM4), el extremo amino terminal
(N-terminal), el extremo carboxilo terminal (C-terminal), y un asa intracelular entre el TM3 y
TM4 (Modificado de Estrada-Mondragon et al., 2010).

Los receptores GABAp conforman receptores homomeéricos funcionales (Cutting et al.,
1991), aunque probablemente formen receptores heteroméricos in vivo (Enz y Cutting,
1999; Ogurusu et al., 1999; Ogurusu y Shingai, 1996). Sin embargo, cuando se expresan
en sistemas heterdlogos, como ovocitos de X. laevis (Polenzani et al., 1991) o en las
células de mamifero HEK293 (Alakuijala et al., 2005; Filippova et al., 1999), cada una de
las subunidades GABAp forma receptores que generan una corriente anionica, que
desensibiliza lentamente (Figura 2) y que es resistente a la bicuculina y es antagonizada
por el TPMPA (acido 1,2,5,6-tetrahidropiridin-4-il metilfosfinico) (Ragozzino et al., 1996;
Shimada et al., 1992).
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Figura 2. Corrientes generadas por GABAp en ovocitos de X. laevis y en células
HEK?293. El registro A corresponde al ovocito inyectado con RNAm de corteza bovina; se
observa una corriente caracteristica de los receptores GABA. El registro B corresponde
a un ovocito inyectado con el RNAm de retina bovina, observandose una corriente
caracteristica de los receptores GABAp (Polenzani et al., 1991). El registro C corresponde
a la corriente generada por el receptor GABAp1 humano expresado en células HEK293
obtenida mediante la técnica de patch-clamp (Filippova et al., 1999).

Las caracteristicas de los receptores GABAp fueron definidas a través del registro
electrofisioldgico en ovocitos de X. laevis inyectados con el RNAm de retina (Polenzani
et al.,, 1991), y han sido estudiados extensivamente en la retina de varias especies, por
ejemplo, en la rata (Feigenspan et al., 1993; Feigenspan y Bormann, 1994; Feigenspan
y Bormann, 1998; Fletcher et al., 1998; Pan y Lipton, 1995), el ratéon (McCall et al., 2002),
el conejo (McGillem et al.,, 2000) y la salamandra (Lukasiewicz et al., 1994). Se
encuentran principalmente en neuronas bipolares, donde ejercen su accién en la terminal
axdnica y se encuentran segregados fisica y funcionalmente de los receptores GABAA,
como se observa en la Figura 3 (Lukasiewicz et al., 2004; Sagdullaev et al., 2006; Varela
et al., 2005).
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Figura 3. Inmunolocalizacion del receptor GABAp en neuronas bipolares. En la imagen
A, la cabeza de flecha indica la localizacién del receptor, principalmente en la terminal del
axon. Esta fue ubicada mediante inmunofluorescencia en células permeabilizadas (Martinez-
Delgado et al.,, 2011). Corrientes generadas por receptores a GABA en neuronas
bipolares. El registro B muestra una corriente generada por los receptores GABA, la cual
es bloqueada por su antagonista especifico, bicuculina. El registro C muestra una corriente
generada en el axén de la neurona bipolar, que es una corriente caracteristica de los

receptores GABAp, la cual es bloqueada con su antagonista especifico, TPMPA (Varela et
al., 2005).

Los receptores GABAp juegan un papel fundamental en la via visual. En la retina, se
encuentran en la terminal axénica de la neurona bipolar donde se lleva a cabo la inhibicion
presinaptica modulando la respuesta excitatoria entre las neuronas bipolares y las

neuronas ganglionares, como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Organizacion celular de la retina en vertebrados. La imagen A, muestra las 5
poblaciones neuronales principales en el sistema visual: fotorreceptores (conos y bastones),
células horizontales, células bipolares, células amacrinas y células ganglionares.
Participacion del receptor GABAp en la modulacién de la respuesta glutamatérgica. En
la imagen B, se observa al receptor GABAp en la terminal axénica de la neurona bipolar,
activados por GABA liberado por las células amacrinas, modulando la respuesta
glutamatérgica que activa a los receptores de AMPA que se encuentran en la célula
ganglionar (Modificado de Sagdullaev et al., 2006; Xiong-Li Yang, 2004).

La expresion del receptor GABAp no se limita unicamente a la retina. Existe evidencia de
la amplia distribucién de las subunidades p1 y p2 en el sistema nervioso central,

especificamente en el cerebelo, el nucleo caudado, el cuerpo calloso, el puente y el bulbo



raquideo (Lopez-Chavez et., 2005; Rosas-Arellano et al., 2007). En tejidos periféricos, se
ha reportado que los receptores GABAp se encuentran distribuidos en el testiculo (Li et
al., 2008), el ovario, el intestino, la glandula adrenal, el utero y la placenta (Akinci y
Schofield, 1999; Rozzo et al., 2002).



2.3. Trafico Intracelular de Receptores y su Asociacion a Patologias Neuronales

La inhibicion sinaptica juega un papel critico en la regulacién de la excitabilidad neuronal
y en el procesamiento de la informacion en el cerebro. El numero de receptores en la
superficie de la membrana neuronal y en la sinapsis es determinante para llevar a cabo
esta regulacion (Arancibia-Carcamo y Kittler, 2009; Jacob et al., 2008). La maquinaria
molecular implicada en el reclutamiento y envio de los receptores ionotrépicos a GABA
hacia la sinapsis no ha sido elucidada por completo, aunque si se ha avanzado,

particularmente, por lo que respecta, a las subunidades a1y y2.

Existen antecedentes donde sefalan que proteinas asociadas al citoesqueleto, como la
MAP1B, permiten el anclaje de GABAp1 en la membrana plasmatica (Billups et al., 2000;
Hanley et al., 1999). Sin embargo, los ratones knock-out para el gen que codifica a la
MAP1B, no presentan modificaciones en el patron de distribucién del receptor GABAp en
las neuronas bipolares de la retina (Meixner et al., 2000). Por lo tanto, la interaccién entre
el GABAp y la MAP1B, sigue siendo un tema en controversia. En otros trabajos se
determind que el receptor GABAp se internaliza por endocitosis mediada por eventos de
fosforilacién dependientes de cinasas de proteinas, y esta fosforilacion no se lleva a cabo

directamente en el receptor (Filippova et al., 1999).

Se sabe que el receptor GABAA interacciona con proteinas asociadas a citoesqueleto,
con otras proteinas de sefalizacion y con aquellas que le permiten ensamblarse
adecuadamente (Jacob et al., 2008). Por mencionar algunas, se conoce que la proteina
GABARAP (Mohrluder et al., 2009; Wang et al., 1999), y la Geferina (Jacob et al., 2005;
Levi et al., 2004), son necesarias para la acumulacién del receptor GABAa en la
membrana plasmatica. Ambas interaccionan con la subunidad y2 y con los filamentos de

tubulina.

Otro reporte menciona que la interrupcion del complejo entre la proteina motora 5 de la
familia de las kinesinas (KIF5), y la proteina 1 asociada a la huntingtina (HAP1), reduce
el numero de receptores GABAA en la sinapsis y altera las caracteristicas

electrofisiologicas de estos receptores (Twelvetrees et al, 2010).



Alteraciones en el trafico de GABAa hacia la membrana plasmatica generan varias
enfermedades neurales (Jacob et al., 2008; Olkkonen y Ikonen, 2006). Estas alteraciones
inducen la pérdida del balance excitatorio/inhibitorio consecuentemente afectando la

transmision sinaptica.

Por ejemplo, en el caso de las epilepsias generalizadas de origen febril (GEFS+), se han
asociado a mutaciones en el gen que codifica para la subunidad y2; estas impiden el
transporte eficiente del receptor hacia la membrana plasmatica (Kang et al., 2006). En
otro estudio, se demostré que casos de epilepsia mioclénica juvenil se debian a una
mutacién en la subunidad a1 del receptor GABAAa, que conlleva a la reduccién del numero
de receptores en su presencia en la membrana plasmatica debido a su retencion en el

reticulo endoplasmico (Gallagher et al., 2005).

Otros estudios demostraron que mutaciones en los genes que codifican para las
subunidades del receptor GABAa, ocasionan alteraciones en el plegamiento de la
proteina, la estabilidad del receptor y la oligomerizacién de las subunidades, ademas de
la disminucion en el trafico del receptor y alteraciones en sus propiedades funcionales
(MacDonald et al., 2010).

Estos antecedentes evidencian que el direccionamiento preciso de los receptores a
GABA es determinante para que estos funcionen apropiadamente en el SNC.
Modificaciones en este proceso tienen como consecuencia estados patologicos. Por ello,
es importante determinar cuales son los mecanismos celulares y moleculares que regulan

el trafico de neurorreceptores.
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2.4. Proteinas Fluorescentes como Trazadores Intracelulares

A partir del descubrimiento de la GFP, esta se ha empleado como un marcador en el

seguimiento de la expresion de genes, localizacion y trafico intracelular de proteinas

(Figura 5, Chalfie, 1995; Gerdes y Kaether, 1996).

Seguimiento de
Proteinas

Proteina

Fluorescente REEIR

blanco

Espectro Visible

*Localizacion de la fluorescencia
(compartimentos celulares)

*Veloddad, tamaiio, dinamica y
distribucion de las particulas
fluorescentes

Figura 5. Aplicaciones de las proteinas fluorescentes en sistemas in vivo
(Modificado de Chudakov et al., 2005).
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Se han generado multiples variantes de esta proteina alterando sus propiedades
fisicoquimicas. Durante los ultimos afios, ha sido caracterizada la diversidad espectral de
proteinas similares a la GFP abarcando por completo el espectro visible, donde cada
variante presenta caracteristicas bioquimicas especificas. En el desarrollo de multiples
variantes fluorescentes se incluyen aquellas que son fotoactivables, sensores de calcio y
cloruro, y las que responden a las condiciones del microambiente, como el pH (Chudakov
et al., 2005). Este ultimo caso, corresponde a la variante conocida como la pHluorin (pHL)

(Miesenbdck et al., 1998; Sankaranarayanan et al., 2000).

La pHL fue disefiada para la visualizacion de los procesos de exocitosis, reciclaje y
secrecion de vesiculas (Kneen et al., 1998), ya que por ejemplo, trabajos realizados por
Miesenbdck y colaboradores en 1998, muestran que el pH en el lumen de la vesicula
sinaptica es de ~5.6 y una vez que esta vesicula se ha fusionado en la membrana
plasmatica, el pH aumenta abruptamente a valores mas alcalinos, correspondientes al

ambiente extracelular (~7.4) (Figura 6).

La pHL se ha aplicado en el estudio del trafico selectivo de neurorreceptores como los
receptores glutamatérgicos de la familia AMPA, los cuales se ha determinado que
después de insertarse en la membrana plasmatica, difunden lateralmente (Ashby et al.,
2006). También, se ha observado a través del estudio de estos receptores fusionados a
la pHL su dinamica en el proceso de endocitosis (Ashby et al., 2004), y su

direccionamiento hacia la membrana plasmatica (Yudowski et al., 2007).
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Figura 6. Via de trafico de un receptor de membrana acoplado a la proteina fluorescente
pHluorin (pHL). En los diferentes compartimentos celulares existen diferencias en el pH, lo
cual afecta la intensidad de la fluorescencia de la pHL, incrementando a valores alcalinos
(pH=7.4) correspondiente al ambiente extracelular una vez que la proteina se inserta en la
membrana plasmatica (Modificado de Ashby et al., 2004 y Burrone et al., 2007).
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Tomando en cuenta las caracteristicas de las proteinas fluorescentes, se podrian utilizar
como indicadores en el trafico de proteinas a través de los compartimentos celulares. Por
tal motivo, el generar receptores quiméricos GABAp fusionandolos a la GFP o a su
variante, la pHL, serian empleados ampliamente para visualizar la trayectoria de estas

proteinas, descifrar su trafico intracelular y su ruta de anclaje en la membrana plasmatica.

En este trabajo se decidio iniciar el estudio de la localizacion de los receptores quiméricos
en las células STC-1 (Figura 7). Esta linea celular expresa constitutivamente al receptor
GABAp (Jansen et al., 2000), y recientemente descrito, al receptor GABAAa, éstos ultimos
activados por taurina y sus analogos (Glassmeier et al., 1998; Reyes-Haro et al., 2014).
Debido a estas caracteristicas, estas células serviran como modelo experimental para

comenzar a entender el trafico selectivo de los receptores GABAp.

DAPI anti-p1 Empalme

Figura 7. Inmunolocalizacion del receptor GABAp1 en células STC-1 permeabilizadas.
Barra= 20um (Rosas-Arellano, 2012).
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3. JUSTIFICACION

Los receptores GABAp fueron inicialmente descritos en la retina y existe evidencia
molecular de su distribucion en el SNC en estructuras como el nucleo caudado, el cuerpo
calloso, el puente, el bulbo raquideo, el cerebelo (Lopez-Chavez et., 2005; Martinez-
Delgado et al., 2010; Rosas-Arellano et al., 2007).

También se ha documentado que en ciertas patologias neurales, por ejemplo las
epilepsias generalizadas de origen febril (GEFS+), alteran el transporte de los receptores
GABAA hacia la membrana plasmatica (Kang et al., 2006), o son retenidas en el reticulo
endoplasmico (Gallagher et al., 2005). Por esta razén, es importante entender las vias de
trafico de estos receptores para comprender las alteraciones de estas patologias a nivel
celular y molecular, ademas de entender los mecanismos basicos del trafico selectivo

hacia la membrana plasmatica.

Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo generar y caracterizar receptores
quiméricos entre GABAp y proteina fluorescentes expresados en células de mamifero

mediante técnicas electrofisioldgicas y de fluorescencia.
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4. HIPOTESIS

Los receptores quiméricos GABAp1-pHL y GABAp2GFP formaran receptores funcionales
en las lineas celulares HEK293 y STC-1.

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar funcionalmente y determinar la distribucién celular de los receptores
quiméricos GABAp1-pHL y GABAp2GFP.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Construir la quimera GABAp1-pHL.

. Caracterizar funcionalmente los receptores quiméricos GABAp1-pHL vy
GABApP2GFP en células HEK293.

. Determinar la distribucion de los receptores quiméricos GABAp1-pHL vy
GABAp2GFP en células STC-1.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Construccion del receptor quimérico GABAp1-pHL.

Para generar el receptor quimérico GABAp1-pHL, se obtuvieron los fragmentos que
codifican para el receptor GABAp1 y la proteina fluorescente pHL, tal como se observa

en la Figura 8.

El fragmento que codifica para GABAp1 se obtuvo del plasmido pDG1-p1 mediante
restriccion enzimatica, donde en el extremo 5° fue incorporado un sitio de reconocimiento
para la enzima Bam HI, y en el extremo 3" fue removido el codén de paro e incorporado

un sitio de reconocimiento para la enzima Not |.

El fragmento que codifica para la pHL, fue obtenido del plasmido pGEMT.Easy al cortar
con las enzimas de restriccion Not | y Xho I, cuyos sitios de reconocimiento fueron

incorporados para estas enzimas en el extremo 5" y 3°, respectivamente.

] | pHluorin
P "g’\’"

— pGEMT.Easy
pDG1-p |
Bam Hi Not!
Notl Xho |

o SR -

ot

Figura 8. Estrategia para la construccion de la fusion GABAp1-pHL.
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7.1.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del fragmento GABAp1-pHL.

Después de la ligacion, se procedié a amplificar el producto de la fusion de GABAp1 y
pHL, por el método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, sus siglas en inglés).
Para ello, se disefiaron oligonucleotidos especificos (Tabla 2), que hibridan en el gen que
codifica el fragmento GABAp1-pHL, esperando una banda de 2,194 pb. Las condiciones
de la reaccién, asi como de termociclado, se observan en las Tabla 3 y 4,
respectivamente. El fragmento obtenido de la amplificacion se analizé por electroforesis
en gel de agarosa al 0.8%, se comparo6 con un marcador de peso molecular (Gene Ruler®

DNA Ladder, Fermentas), y se observé bajo luz UV.

Tabla 1. Secuencia de oligonucledtidos especificos utilizados para la amplificacion del
fragmento GABAp1-pHL.

TAMANO DEL
OLIGONUCLEOTIDOS SECUENCIA PRODUCTO
DE PCR
CVG2For 5" GGATCCCGAGAAGGATGTTTGAATTTG 3°
2,194 pb

SEPpHRev 5" CTCGAGTTATTTGTATAGTTCAT 3’
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Tabla 2. Condiciones para la reaccion de PCR

COMPONENTES

VOLUMEN (Vf = 25 yL)

Buffer p/PCR sin Mg*2 10X
MgCl2 50mM

dNTP’s 10 mM

Oligo 5" CVG2For 2.5 yM
Oligo 3" SEPpHRev 2.5 yM
DNA 10 ng/ pL

Taq Pol 5U/ L

H20

2.5 L
0.75 L

0.5 uL

Tabla 3. Condiciones de amplificacion del fragmento GABAp1-pHL.

TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacion
94° C 1:00 min 1
inicial
Desnaturalizacion 94° C 0:30 seg
Alineamiento 53° C 0:30 seg 27
Extension 72° C 2:30 min
Extension final 72° C 5:00 min 1
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7.1.2. Clonacién del fragmento GABAp1-pHL en el plasmido pGEMT.Easy.

Para clonar el fragmento GABAp1-pHL en el plasmido pGEMT.Easy, se procedi6 a
obtener el producto de PCR de 2.1 Kb del gel de agarosa.

El fragmento de 2.1 Kb fue aislado del gel de agarosa mediante un kit comercial (GE
Healthcare llustra GFX®). Se analizé el producto mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%, comparandolo con un marcador de peso molecular (Gene Ruler® DNA

Ladder, Fermentas), y se observé bajo luz UV.

7.1.3. Transformacion de bacterias E.coli.

Para la obtencion de la clona pGEMT.Easy-GABAp1-pHL, se utilizé la ligacion (Tabla 5)
para transformar bacterias competentes E. coli (XL1-Blue). Para ello, se incubd durante
30 min, en hielo y después, se le dio un choque térmico a 42° C durante 90 seg.
Posteriormente, se afnadié 950 pL de medio LB y se dejaron las células incubando
durante 2 h a 37° C con agitacién constante. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
procedié a sembrar 200 uL de las células transformadas en una caja Petri con medio LB
y Ampicilina (100 pg/mL). Se incub6 a 37° C durante 12 h. Se seleccionaron las colonias
que crecieron en la placa para ser inoculadas en tubos con 4 uL de medio LB con

Ampicilina (100 ug/mL). Estos tubos se incubaron a 37° C durante 12 h.

7.1.4. Aislamiento de ADN plasmidico por lisis alcalina.

Después de la incubacion de los tubos con la clona pGEMT.Easy-GABAp1-pHL, se
procedié a obtener el ADN plasmidico mediante la técnica de lisis alcalina (Sambrook y
Rusell, 2001).

Se recolectaron las células centrifugando los tubos a 13,000 rpm (Sorvall Heraeus®,
namero del rotor #3328) a 4° C durante 1 min. El sobrenadante fue retirado y se
resuspendio en 200 yL de la Solucion I (Tris Cl 25 mM, pH= 8.0; EDTA 10 mM, pH=8.0),
para dejarse incubando durante 5 min. Después, se adicion6 200 yL de la Solucién Il de
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lisis alcalina (NaOH 10 N, SDS 10%), y se incubd durante 5 min. La mezcla fue
neutralizada con 200 uL de la Solucién Ill (Acetato de Potasio 5M, Acido Acético 3M), y
se incubd durante 10 min en hielo. La mezcla fue centrifugada a 13,000 rpm a 4° C
durante 10 min, recolectando el sobrenadante en otro tubo limpio y estéril, agregando 0.6
volumenes de Isopropanol puro para, nuevamente, centrifugar la muestra a 13,000 rpm
a 4° C durante 10 min. La pastilla se lavé con 500 pL de Etanol al 70% y se centrifugd a
13,000 rpm a 4° C durante 7 min; el sobrenadante fue removido, y la pastilla se dejé
secar. La pastilla fue resuspendida en un volumen de 30 a 50 pL de H20 MQ estéril con
RNasa (20 pg/mL).

El ADN plasmidico fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y

observado bajo luz UV.

7.1.5. Clonacién del fragmento GABAp1-pHL en pcDNA3.

Una vez analizado el ADN plasmidico, el fragmento GABAp1-pHL fue liberado del
plasmido pGEMT.Easy por enzimas de restriccion (Bam HI y Xho ), y se clon6 en el

plasmido pcDNAS (Invitrogen®).
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Figura 9. Esquema experimental de la clonacién del fragmento GABAp1-pHL en el
plasmido pcDNAS.
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7.2. Caracterizacion funcional de los receptores quiméricos GABAp1-pHL y
GABApP2GFP en células HEK293.

Para la caracterizaciéon funcional de los receptores quiméricos GABAp1-pHL y
GABAp2GFP, se realizaron registros electrofisiolégicos en células HEK 293 mediante la
técnica de patch clamp, en la configuracion de célula completa. La linea celular HEK293
se ha utilizado ampliamente como un sistema de expresion heteréloga, debido a que su
maquinaria celular permite generar proteinas maduras y funcionales, y a otros atributos
como la rapida reproduccién y el facil mantenimiento de estas para llevar a cabo

experimentos biofisicos. (Thomas P y Smart TG, 2005).

Las células HEK293 transfectadas con la quimera GABAp1-pHL, 6 transducidas con el
vector viral que codifica para el receptor quimérico GABAp2GFP previamente construido
(Martinez-Delgado et al., 2011), se colocaron en una camara de registro inmersas en
solucion extracelular (NaCl 150 mM, KCI 5.4 mM, CaClz2 2 mM, MgCl2 1 mM, HEPES 5
mM, Glucosa 10 mM, pH= 7.4), y fueron registradas con una micropipeta de borosilicato,
la cual contiene solucién intracelular (KCl 130 mM, CaClz 0.5 mM, EGTA 5 mM, MgCl2 2
mM, HEPES 10 mM, Mg-ATP 3 mM, Mg-GTP 0.4 mM, pH= 7.2). La activacion de los

receptores quiméricos se llevo a cabo mediante la aplicacion de GABA.
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7.3. Inmunolocalizacion de los receptores GABAp1 y GABAp2 en células STC-1.

Para determinar la distribucién de los receptores GABAp1 y GABAp2 en las células STC-
1, fue importante precisar en donde se encuentran los receptores enddégenos en esta
linea celular. Para ello, se procedi6 a realizar ensayos de inmunofluorescencia (Rosas-
Arellano, 2012).

Las células fueron lavadas en PBS 1X pH= 7.4 y fijadas en 4% de paraformaldehido,
metanol frio y acetona. Posteriormente, se dejo incubando durante 30 minutos con el
suero de bloqueo (PBS 1X pH= 7.4, Tween 20 al 0.05%, Tritén al 0.1%, suero de burro
al 2%). Transcurrido ese tiempo, se incubo con el anticuerpo primario anti-p1 o anti-p2
(cabra, 1:200, Santa Cruz Biotechnology®) a 4° C durante toda la noche. Después, se
incubd con el anticuerpo secundario acoplado a un fluoréforo, Alexa 594 (burro anti-

cabra, 1:200, Molecular Probes®) a 4° C durante toda la noche.

Después de retirar el anticuerpo, se afiadio la solucién de lavado (PBS 1X pH=7.4, Tween
20 al 0.5%). Las imagenes fueron obtenidas por microscopia confocal (Zeiss LSM 510

META) con la finalidad de determinar la distribucion de los receptores.

7.4. Determinacion de la distribucion de los receptores quiméricos GABAp1-pHL y
GABAp2GFP en células STC-1.

Con la finalidad de observar la distribucién de las particulas fluorescentes del receptor
quimérico GABAp1-pHL, se transfecté la linea celular STC-1 a una densidad celular
correspondiente a 100,000 células, en cajas Petri con fondo de vidrio de 35 mm
(FluoroDish® FD35-100), con poli-L-Lisina (100uL), utilizando 5 pg/uL del DNA
plasmidico, mezclandolo con 12 pL de lipidos catidnicos (Lipofectamine 2000®,

Invitrogen), diluidos en medio no suplementado (DMEM, GIBCO®). Después, fueron
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incubadas a 37° C, bajo condiciones de 5% COz2, y 95% Oz durante 4 hrs, para después,

reemplazar con medio completo (DMEM + Suero Fetal Bovino al 10%, GIBCO®).

Para la expresion del receptor GABAp2GFP, se siguieron las mismas condiciones de
mantenimiento de las células. Fueron transducidas con 2 pL del (1.93 x 10"" pfu/mL) en
medio completo (DMEM + Suero Fetal Bovino al 10%, GIBCO®). Posteriormente, fueron
incubadas a 37° C, bajo condiciones de 5% COz2, y 95% Oa.

Las células transfectadas 6 transducidas se analizaron a las 24 h y 48 h por microscopia
de epifluorescencia (Olympus® BX60), donde se observé la morfologia celular y la
expresion de la fluorescencia. Mediante microscopia confocal (Zeiss® LSM 510 META),
se observaron las células transfectadas con la quimera GABAp1-pHL. A las células se
les reemplazé el medio suplementado por una solucion Ringer (NaCl 119 mM, KCI 2.5
mM, CaClz2 2 mM, MgClz 2 mM, Glucosa 30 mM, HEPES 25 mM) a pH= 7.4 (Miesenbdck
et al., 1998). Para incrementar la fluorescencia de GABAp1-pHL que se encuentra

intracelular, se anadié en el medio NH4Cl 50 mM.

La observacion de las células que expresa el receptor quimérico GABAp2GFP se les
reemplazé el medio suplementado por una solucion Ringer o con PBS 1X a pH= 7.4,
como esta descrito en el trabajo de Martinez-Delgado y colaboradores en el 2011. La
obtencién de las imagenes a diferentes planos se llevé a cabo utilizando un obijetivo
40X/NA 1.35, inmersion en aceite, incidiendo con un laser a una longitud de onda de 488
nm de excitacidn para activar la GFP 6 pHL. Las imagenes fueron analizadas y

procesadas con el software ImagedJ.
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8. RESULTADOS

8.1. Construccion del receptor quimérico GABAp1-pHL.

La primera parte de la estrategia de clonacién consistio en la liberacién de los fragmentos
de ADN que portan la informacion de GABAp1 y de la pHL, como se observa en la Figura
10A y B, ambos fragmentos fueron obtenidos, segun lo planteado en Materiales y
Métodos.

En el panel A se observa el fragmento pHL (carril 1), liberado del plasmido pGEMT.Easy
que lo contenia (carril 2). El carril 3 es el fragmento aislado GABAp1 que se obtuvo del
plasmido pDG1-p1 (carril 4). En el panel B se muestra el producto de la PCR de una talla
esperada de 2.1 Kb, obtenido después de la ligacién de los fragmentos de GABAp1 y de
la pHL.

A J T B
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§ 3.0 Kb
‘ (— "2.1 Kb—-b -— - |
s - —— 3.0Kb . d
- § +—1.0 Kb
~1.4 Kb—» s G —
1.0 Kb B 500 pb
- 4 ° i
~729 pb— il o
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Figura 10. Construccion del receptor quimérico GABAp1-pHL. A) Analisis de
restriccidn enzimatica y purificacion de los fragmentos de GABAp1 y pHL. Carril 1, pHL
purificado; carril 2, pHL obtenido por el corte enzimatico de Not | y Xho [; carril 3,
GABAp1 purificado; carril 4, GABAp1 obtenido por el corte enzimatico de Bam HI 'y Not
I, carril 5, control negativo; carril 6, marcador de peso molecular. B) Amplificacion por
PCR de la ligacion de GABAp1 y pHL. Carril 1, producto de amplificacion de una talla
esperada de 2.1 Kb; carril 2, control negativo; carril 3, marcador de peso molecular.
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Con el fin de facilitar la clonacién del fragmento obtenido por la PCR, se ligo este con el
plasmido pGEMT.Easy (Figura 11). El panel A muestra el corte del plasmido
pGEMT.Easy-GABAp1-pHL con la enzima de restriccion Nco . En el panel B muestra el

mapa de este plasmido donde se sefiala los sitios de corte de la enzima Nco I.
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Figura 11. Caracterizacion enzimatica del plasmido pGEMT.Easy-GABAp1-
pHL con la enzima Nco I. A) Gel de agarosa donde se observa el patrén de
restriccion. Carril 1, fragmento de ~3.5 Kb, y otro de ~1.7 Kb; carril 2, marcador de
peso molecular. B) Mapa del plasmido pGEMT.Easy-GABAp1-pHL.

Para mostrar que al generarse la quimera GABAp1-pHL no se introdujeron errores en la
secuencia nucleotidica, se determiné ésta por secuenciacion automatizada. La Figura 12
muestra solamente la region de la fusién, en donde la parte subrayada en color negro,
indica la incorporacién del sitio de reconocimiento para la enzima Not /, tanto en el
extremo 3" del gen que codifica para GABAp1, como en el extremo 5" del gen que codifica

para la pHL.
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Figura 12. Caracterizacion por secuenciacion del plasmido pGEMT.Easy-
GABAp1-pHL. El sitio subrayado en color negro, muestra el sitio de reconocimiento
para la enzima Not I.

—

Después de corroborar la secuencia, se cloné el fragmento GABAp1-pHL en el plasmido
de expresion pcDNA3. En la Figura 13, se muestran los cortes de pcDNA3-GABAp1-pHL

con las enzimas BamHI, Xhol y Bgl Il, respectivamente.

En el panel A se observa el patron de restriccion generado con las enzimas Bam Hl y
Xho I, liberando el fragmento GABAp1-pHL, que corresponde a la banda de ~2.1 Kb, y
otro fragmento de mayor tamano que corresponde al plasmido pcDNA3 (~5.4 Kb). El
panel B corresponde al patrén de corte por la enzima Bgl/ I/, donde se observan 2
fragmentos: una banda de ~6.1 Kb, y otra banda de ~1.4 Kb. El panel C muestra el mapa

de este plasmido y los sitios de corte por las enzimas BamHI, Xhol y Bgl II.
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Figura 13. Caracterizacion del patréon de restriccion del plasmido
pcDNA3-GABAp1-pHL. A) Gel de agarosa donde se los fragmentos de ADN
al digerir el plasmido con las enzimas Bam HI y Xho . B) Fragmentos obtenidos
al digerir el plasmido con la enzima Bgl/ /. C) Mapa del plasmido donde se
identifican los sitios de reconocimiento de las enzimas Bam HI, Xho 'y Bgl Il.
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8.2. Expresion del receptor quimérico GABAp1-pHL en células HEK293.

Para verificar si el receptor quimérico GABAp1-pHL puede expresarse en células de
mamifero, se procedio a transfectar a las células HEK293 con el plasmido en presencia
de lipidos catiénicos. La Figura 14 muestra las células HEK293 transfectadas con los
plasmidos GABAp1-pHL, GABAp1-GFP y GFP, observadas por microscopia de
epifluorescencia, 22 h post-transfeccién. La fluorescencia emitida por GABAp1-pHL se
encuentra distribuida en diferentes regiones de la célula, en pequefios cumulos lo que
contrasta con la distribucion homogénea de la fluorescencia emitida por la GFP. GABAp1-
GFP se observé en compartimentos intracelulares. Se observé que la fluorescencia
emitida por la GFP es mas intensa que aquella detectada en las células que expresaron
GABAp1-pHL 6 GABAp1-GFP.

Cabe senalar que la eficiencia de transfeccion fue diferente para cada plasmido desde
un 80% para GFP, 60% para GABAp1-GFP y 30% para GABAp1-pHL. Por otro lado, se
observdé a las 48h post-transfeccion de GABAp1-pHL, las células cambiaron su
morfologia, observandose redondeadas y muchas de ellas flotando, similar a las
observaciones previas donde se transfecté GABAp1-GFP en células HEK293 (Martinez-
Torres y Miledi, 2001); en contraste con las células transfectadas con GFP donde no se

observaron estas alteraciones.

Con la finalidad de observar las particulas fluorescentes antes de que se afectara la
morfologia celular, se tomaron imagenes por microscopia confocal a las 16 h post-
transfeccion, anadiendo al medio NH4Cl 50 mM para evidenciar la fluorescencia de la
pHL. La Figura 15 muestra las células HEK293 transfectadas con GABAp1-pHL y con
GABAp1-GFP. Se puede apreciar la distribucion punteada en la célula transfectada con
GABAp1-pHL, en comparacién con la distribucion compartimentalizada de GABAp1-
GFP.
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p1-pHL p1GFP

Figura 14. Distribucion del receptor quimérico GABAp1-pHL en células HEK293 22 h
postransfecciéon. Las cabezas de flecha muestran las vesiculas fluorescentes en la
periferia de la célula. A) GABAp1-pHL, B) GABAp1-GFP, C) GFP. Barra = 20um.

p1-pHL p1GFP

Figura 15. Distribucién del receptor quimérico GABAp1-pHL en células HEK293 16 h
postransfeccion con NH4Cl en el medio. A) GABAp1-pHL, B) GABAp1-GFP, C) GFP.

Barra = 10um.
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8.3. Inmunolocalizacion de los receptores GABAp1y GABApPZ2 en células STC-1.

Para los objetivos planteados fue necesario determinar en qué region de la membrana
plasmatica de las células STC-1 se encuentra el receptor enddgeno, por lo que se ubico

su posicién mediante inmunofluorescencia.

La Figura 16 muestra la localizacion de GABAp1 y GABAp2 en células permeabilizadas.
En ambas imagenes obtenidas por microscopia confocal, se observan diferencias en la
localizacion de ambos receptores. En el caso del receptor GABAp1, muestra una
distribucién homogénea en toda la célula, en comparacion con la fluorescencia tenue

distribuida en el contorno de la célula del receptor GABAp2.
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GABA-p1

GABA-p2

Figura 16. Inmunolocalizacién del receptor GABAp1 y GABAp2 en células
STC-1 permeabilizadas. La imagen superior corresponde a la distribucién del
receptor GABAp1 en toda la célula. La imagen inferior muestra la distribucion
receptor GABAp2, localizandose solo en el soma. Barra= 20um.
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8.4. Expresion de los receptores quiméricos GABAp1-pHL y GABAp2GFP en células
STC-1.

En comparacion con las células HEK293, las células STC-1 son transfectadas con menor
eficiencia. En varios ensayos donde se utilizd el plasmido con la GFP se obtuvieron
eficiencias no mayores al 30%. La Figura 17 muestra que la eficiencia de transfeccion es
muy baja y la fluorescencia observada en las células transfectadas con GABAp1-pHL no
es muy intensa. El seguimiento en la expresion de GABAp1-pHL se llevé a cabo a las 24,

48, 36 y 72 h post-transfeccién, sin observar cambios en todos estos tiempos.

Una vez determinada la expresién del receptor quimérico GABAp1-pHL, la siguiente parte
consistié en observar la expresion del receptor quimérico GABAp2GFP en la linea celular
STC-1 a través de la transduccién del AdvGABAp2GFP, tal como se observa en la Figura
18, donde se muestra la distribucion de la fluorescencia del receptor quimérico, en

contraste con un marcador de membrana plasmatica lipofilico, FM4-64.

Por otro lado, se procedié a dar seguimiento temporal a la expresion del receptor
quimérico GABAp2GFP. En la Figura 19, se observa que a partir de las 8 h aparecen
cumulos fluorescentes, manteniendo esta condicion a las 16 h. Este patron es similar a
lo observado en los astrocitos de cerebelo (Martinez-Delgado et al., 2011). A las 24 h,

esta distribucion se pierde para dar paso a una distribucidn homogénea en el citosol.
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_,:,‘

Figura 17. Distribucion del receptor quimérico GABAp1-pHL en células STC-1 24 h
postransfeccion en comparacion con la fluorescencia emitida por GFP. Barra = 20 um

Advp2GFP
campo claro

FM4-64

Figura 18. Expresion del receptor quimérico GABAp2GFP en células STC-1 8
h postransfeccion.
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24 h

Oh 8h 16 h
Figura 19. Curso temporal de la expresion del receptor quimérico GABAp2GFP en
células STC-1 (n=3; N=5). Barra = 20 um
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8.5. Expresion funcional de GABAp1-pHL y GABAp2GFP en células HEK293.

Una vez determinada la localizacion de las proteinas quiméricas, se procedio a iniciar su
caracterizacion funcional. Para ello, se transfectaron células HEK293 con la quimera
GABAp1-pHL y 24 h después se realizaron registros electrofisiolégicos con la técnica de
patch clamp en configuracion de célula completa en presencia de GABA a 100 uyM. Como
se observa en la Figura 20 al estimular las células con el agonista se generd una corriente
de alrededor de 1.5 nA. Sin embargo, debido a las alteraciones en la membrana
plasmatica, asi como a la baja eficiencia de transfeccion, no se encontré consistencia en
las corrientes generadas por este receptor. Esto sugiere que la expresion de esta quimera
induce cambios en estas células. Por otra parte, los registros realizados para determinar
la funcionalidad del receptor quimérico GABAp2GFP indicaron que este genera
corrientes, a 100 uM de GABA, de alrededor de 100 pA, que no desensibilizan, tal como

el receptor silvestre (L6épez-Chavez et al., 2005).

100l GABA

A e e

25
1 uM GABA
10 uM GABA
: W
[oX
o
S
50s 100 uM GABA

Figura 20. Caracterizacion funcional de la quimera GABAp1-pHL (A) y de

GABAp2GFP (B) en células HEK293. 37



9. DISCUSION

La finalidad de este trabajo fue la de generar receptores quiméricos fusionados a
proteinas fluorescentes que nos permitan observar la dinamica del receptor GABAp en

un sistema in vivo.

Desarrollamos la quimera GABAp1-pHL la cual se logré expresar en las lineas celulares
HEK293 y STC-1. Sin embargo, la expresién y la intensidad de la fluorescencia no fue la
adecuada para llevar a cabo el seguimiento y distribucion de las particulas fluorescentes
ademas de los cambios morfologicos que se generan en las células HEK293, y que son
similares a previos reportes donde se transfectd6 GABAp1GFP (Martinez-Torres et al.,
2001). De igual manera, estas alteraciones afectaron la funcionalidad del receptor

quimérico posiblemente debido a modificaciones en la membrana plasmatica.

La pertinencia de emplear la proteina pHL en estudios de trafico intracelular de receptores
ha sido ampliamente abordada. Por ejemplo, los receptores AMPA acoplados a la pHL
han sido fundamentales para entender los mecanismos de su endocitosis Yy
direccionamiento y de su difusion lateral (Ashby et al., 2004). En ésta, la morfologia de
las espinas dendriticas de las neuronas del hipocampo influyen en la velocidad y en el
numero de receptores de AMPA, modificando asi la funcidn sinaptica (Ashby et al., 2006).

Sin embargo, la regulacion de la difusion lateral no ha sido elucidada.

El uso de farmacos puede modificar el trafico intracelular de los receptores, como es el
caso de la morfina. Existen reportes donde la exposicién cronica a este farmaco induce
internalizacién de los receptores de AMPA en el hipocampo. Incorporando la pHL en el
amino terminal del receptor AMPA, GIuR1, se observé que la exposicion prolongada de
morfina induce la internalizacion de los receptores sinapticos y extrasinapticos en las

neuronas del hipocampo (Kam et al., 2010).

El reclutamiento, internalizacioén y trafico de los receptores de AMPA es afectado por la
activacién de los receptores de NMDA. Utilizando la pHL fusionada en el amino terminal
del receptor AMPA, GIuR2, reportaron que estos receptores sinapticos y extrasinapticos

responden de manera distinta a la activacion de los receptores de NMDA, ocasionando
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una internalizacién rapida a aquellos receptores extrasinapticos y una lenta remocion de

los receptores sinapticos (Ashby, et al., 2004; Yang et al., 2006).

Sin embargo, la activacion tanto de receptores de AMPA como de NMDA por sus
agonistas puede influir en el pH intracelular y afectar la dinamica de los receptores.
Trabajos recientes donde utilizaron la pHL fusionada al amino terminal del receptor
GIluA2, mostraron que la fluorescencia emitida es afectada debido a la activacién de los
receptores NMDA, influyendo en el pH intracelular, tanto en el soma, como en las

dendritas de las neuronas del hipocampo (Rathje et al., 2013).

Otro trabajo en donde se emplea la pHL fue realizado por Baines y colaboradores (2011),
donde incorporaron la secuencia senal de la hormona del crecimiento en los receptores
de adenosina fusionados a la pHL para elucidar su trafico intracelular y procesos de

internalizacién diferencial de estos receptores en neuronas de hipocampo.

Aun cuando los estudios mencionados anteriormente muestran la utilidad de la pHL en
estudios de trafico intracelular, en nuestro estudio su empleo es limitado debido al nivel
de fluorescencia producido por la construccion. Esto se atribuye a la limitada sensibilidad
de la proteina fluorescente pHL y a la autofluorescencia generada por la membrana
celular, por lo que, para observar su fluorescencia, se deben esperar largos periodos de
expresion (Dreosti y Lagnado et al., 2009). Otra posibilidad para explicar el bajo nivel de
fluorescencia seria que hubo un nivel bajo de expresion del receptor quimérico o que la
proteina es muy susceptible de ser degradada. Para mostrar o descartar esta posibilidad,

se podria recurrir a ensayos de Western blot.

Por otra parte, la caracterizacion electrofisiolégica del receptor mostré que GABAp1-pHL
genera una corriente caracteristica de los receptores GABAp: en presencia del agonista,
se muestra una rapida activacion y una lenta desensibilizacion una vez que se retira el
agonista (Figura 20). Sin embargo, los registros no fueron consistentes debido a los
cambios morfoldgicos inducidos en las células después de la transfeccion y que

modificaron las propiedades de la membrana plasmatica.
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Para el caso del receptor quimérico GABAp2-GFP, la situacion es distinta. La expresion
del receptor se observd a partir de las 8 h de transduccién y la intensidad de la
fluorescencia es mas evidente en comparacion con GABAp1-pHL. La distribucion de la
fluorescencia en las células STC-1, asi como el tamano de las particulas fluorescentes
corresponden al tamano reportado en astrocitos de cerebelo (Martinez-Delgado et al.,
2011). Ademas, la funcionalidad del receptor quimérico GABAp2-GFP es consistente con
la de los receptores GABAp (Alakuijala et al., 2005; Lopez-Chavez et al., 2005; Martinez-
Delgado et al., 2011), como se pudo comprobar a través de los registros obtenidos por

patch-clamp (Figura 20).

Los receptores quiméricos construidos y caracterizados en este trabajo permitiran

ahondar sobre el trafico intracelular de los receptores a GABA.

40



10. CONCLUSIONES

1. Se generod la quimera GABAp1-pHL

2. La expresion de GABAp1-pHL indujo cambios en las células HEK293 que

impidieron obtener registros electrofisioldégicos consistentes.

3. GABAp2-GFP expresada en HEK293 generd corrientes similares al receptor

silvestre.

11. PERSPECTIVAS

En experimentos futuros, se tiene contemplado utilizar estos receptores quiméricos de
GABAp para el seguimiento, distribuciéon y dinamica del receptor en las neuronas

bipolares que se encuentran en la retina donde fueron inicialmente descritos.
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