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Resumen
Los receptores ionotropicos de histamina son miembros de la superfamilia de

canales ionicos dependientes de ligando, especificamente de la familia del asa Cys.
Su ligando, la histamina (HA), es el Gnico neurotransmisor conocido que es liberado
por los fotorreceptores de los artrépodos, por lo que se ha asumido que la sinapsis
histaminérgica esta conservada en el sistema visual de este grupo de organismos.
Sin embargo, el entendimiento de estos receptores se ha basado en estudios en
insectos dejando a un lado a los otros dos grupos de artrépodos por falta de
genomas Yy transcriptomas disponibles. En el acocil Procambarus clarkii, se ha
reportado la liberacion de histamina en sus fotorreceptores, ademas también se han
descrito conductancias de cloruro activadas por HA en neuronas del 6rgano X del
lobulo oOptico, que junto con la glandula sinusal forman la principal estructura
neurosecretora en crustaceos. Con el fin de investigar las caracteristicas
moleculares y fisiologicas de estos receptores en P. clarkii, clonamos del tallo ocular
tres subunidades candidatas a formar estos canales Pc—HisCll, Pc-HisCI2 y
Pc-HisCI3 y los expresamos transitoriamente en células HEK (solo las subunidades
Pc-HisCI1 y Pc-HisCl2). La proteina que codifica Pc-HisCl1 comparte una
identidad del 50% con Pc-HisCl2 y Pc-HisCI3, mientras estas dos ultimas
presentaron una identidad de 60% entre ellas. La respuesta de los canales se
estudioé con la aplicacion de histamina, asi como agonistas para otros receptores
como el GABA, la glicina y el glutamato. Los registros electrofisiologicos mostraron
gue las subunidades Pc—HisCl1 y Pc—HisCl2 son capaces de formar receptores
homoméricos para la histamina, evocando corrientes entrantes con ECso de
59.57 uM (nx de 1.58) y 23.11 uM (nn de 1.36), respectivamente, mientras los otros
agonistas no activaron a estos receptores. Que en el acocil se estén expresando
tres subunidades y no dos como en los insectos podria significar variacién en el
proceso visual entre estas especies. También se clonaron otras dos subunidades
denominadas Pc-GlutClI1 y Pc—GlyCl1, sin embargo, la aplicacion de los agonistas

antes mencionados no evoco corrientes detectables en estos receptores.



Abstract
Histamine ionotropic receptors are members of the ligand—gated ion channel

superfamily, specifically Cys—loop receptors. Their cognate ligand, histamine (HA),
is the only known transmitter of all arthropod photoreceptors. These histaminergic
synapses have been assumed to be conserved among insect visual systems.
However, our understanding of the channels in question has thus far been based on
insects studies leaving aside the other two groups due to lack of available genomes
and transcriptome assemblies. In the crayfish Procambarus clarkii it has been shown
that photoreceptors release histamine. In addition a histamine—activated CI~
conductance has been described in the X—organ neurons that together with the sinus
gland form the main neurosecretory structure of the eyestalk in crustaceans. To
investigate the molecular and physiological characteristics of histamine channels
from the crayfish Procambarus clarkii, we cloned from the eyestalk three candidate
histamine ionotropic receptors Pc-HisCl1, Pc-HisCI2 y Pc-HisCI3 that were
transiently expressed in HEK 293T cells (only Pc—HisCI1 and Pc-HisCI2 subunits).
The encoded protein Pc—HisCI1 share 50% amino acid identity with Pc—HisCI2 and
Pc-HisCI3, while Pc-HisCI2 and Pc—HisCI3 presented an identity of 60%. We
studied the responses of channels to histamine, as well as to other agonists
candidates, namely GABA, glycine and glutamate. Electrophysiological recordings
showed that Pc—HisCl1 and Pc—HisCI2 subunits formed homo-oligomeric ionotropic
HA receptors and evoked inward currents with ECsg of 59.57 uyM (ny = 1.58) and
23.11 uyM (nH = 1.36), respectively, while the other molecules did not. Three subunits
were cloned instead of two in insects, this could mean variation in the visual
processing among these species. Furthermore, the cDNA of two subunits, named
Pc—-GlutCI1 and Pc-GlyCl1 were cloned. No ionic currents were evoked with any

agonist.



Introduccién
La funcion de las células nerviosas es recibir, procesar y transmitir informacion. La

transferencia de sefales entre las neuronas o de las neuronas a las células
efectoras se logra en la union intercelular especializada denominada sinapsis, la
cual generalmente es mediada quimicamente. Un rasgo caracteristico de una
sinapsis quimica es la hendidura sinaptica; ésta consiste en un espacio extracelular
(20—-100 nm de ancho) que separa los elementos presinapticos (transmisor) y
postsinapticos (receptor) de la sinapsis. Esta discontinuidad evita la transferencia
eficiente de corriente entre las neuronas, por lo que es necesario la intervencion de
sustancias quimicas (neurotransmisores) que difundan y transmitan la informacién
(Patel & Feucht, 2011; Suszkiw, 2012).

Basado en sus caracteristicas morfofuncionales, las uniones sinapticas pueden
clasificarse en dos tipos: sinapsis no dirigida o de accion lenta; y sinapsis dirigida o
de accién rapida. En la sinapsis no dirigida, los canales de la neurona postsinaptica
no son directamente dependientes del neurotransmisor, sino mas bien de
receptores acoplados a proteinas G y sistemas de segundos mensajeros. Estos
receptores son denominados metabotropicos y los potenciales sinapticos
generados por la activacion de estos receptores son de inicio mas lento y mas
duradero (Greengard, 2001).

En cambio, en la sinapsis dirigida o de accion rapida los neurotransmisores
liberados en la sinapsis se unen a canales idnicos dependientes de ligando (LGICs,
acronimo del inglés ligand—gated ion channels); este acoplamiento entre el
neurotransmisor y el receptor conduce a la activaciéon del canal-receptor
permitiendo el flujo i6nico a través de éste. El inicio de los potenciales sinapticos

generados es rapido y ocurre en una escala de 10-100 ns (Suszkiw, 2012).



Canales ionicos dependientes de ligando
Como ya se menciond, la activacion de los canales idnicos dependientes de ligando

dirige la transmision sinaptica rapida. Si bien el pasado evolutivo de los diferentes
grupos de canales i6nico es desconocido, su presencia se ha generalizado
practicamente en todos los organismos llevando a cabo procesos fisiol6gicos
importantes, tales como la sefializacion de receptores, el mantenimiento del
potencial de membrana en reposo (Vrest), la acumulacién y transduccién de energia
electroquimica, asi como la generacién y propagacion de potenciales de accion
(KriiSek et al., 2004).

Estos canales-receptores son proteinas integrales de membrana, los cuales forman
un poro que permite el flujo regulado de iones a través de la membrana plasmatica
(Alexander et al., 2009). La estructura es usualmente un oligobmero ensamblado de
subunidades alrededor de un poro, donde cada subunidad presenta cuatro dominios
transmembranales hidrofobicos, unidos por asas formadas por grupos hidrofilicos
(Campbell & Cohall, 2016).

Los canales se abren mediante la unién de un neurotransmisor a un sitio o sitios
ortostéricos, los cuales desencadenan un cambio conformacional que resulta en el
estado de conduccion (Bronson & Konradi, 2010). Una vez que el complejo
canal-receptor es activado, un poro central lleno de agua se abre y conduce iones
a una gran velocidad (hasta 10’ iones-s™'); como resultado, el potencial de
membrana puede despolarizarse o hiperpolarizarse, dependiendo de la direccion
del flujo de iones y del ion involucrado. El flujo iGnico es pasivo y esta impulsado por
el gradiente electroquimico de los iones permeantes, siendo los principales el Ca?*,
el Na*, el K*y el CI- (Tovar & Westbrook, 2012). De manera similar a otras
macromoléculas, los LGICs pueden existir en varios estados: en reposo,
desensibilizados, inactivados, activados y diferentes sub—estados inducidos por

varios moduladores alostéricos (Krusek et al., 2004).



Clasificacién
Clasicamente en vertebrados, los LGICs se han dividido en tres familias: receptores

P2X sensible a ATP; receptores a glutamato; y la superfamilia de receptores del asa
Cys. Esta division se basé en criterios de biologia molecular (secuencia de

aminoacidos) y la estructura de las proteinas (estructura secundaria y terciaria).

La familia de receptores P2X son canales ionicos cuya actividad es excitadora, son
dependientes de ATP y presentan una topologia trimérica (Figura 1A, Khakh et al.,
2001). Cada subunidad presenta un extremo amino y carboxilo intracelulares y dos
segmentos transmembranales. Los genes que codifican para las subunidades de
los receptores P2X son 7 (P2X1-7) y se han encontrado en diferentes organismos
gue van desde amibas y gusanos parasitos, hasta peces y mamiferos (Fountain
et al., 2007).

Por otro lado, la familia de receptores a glutamato esta formada por receptores
catiénicos no selectivos (permean Na*, K* y Ca?*) activados por glutamato que
incluyen a los receptores NMDA (N—-metil-D—aspartato), AMPA (acido a—amino—3—
hidroxi—-5—metil-4—isoxalepropiénico) y kainato (Figura 1B). Se ensamblan en
estructuras tetramericas. Cada subunidad del complejo comprende un dominio
amino extracelular con su sitio de wunion al ligando y tres dominios
transmembranales, los dos primeros separados por un asa—p (Lodge, 2009). Estan
codificados por 18 genes en mamifero que se ensamblan para formar los tres tipos

de receptores: AMPA (GIuA 1-4), NMDA (GIluN1, GIuN2A-D, GIuN3Ay B) y kainato
(GluK1-5).

Por su parte, la superfamilia de receptores del asa Cys consiste en un ensamble de
cinco subunidades homdélogas, dispuestas alrededor de un poro (Figura 1C). El
motivo caracteristico, el “asa Cys”, esta situado en el dominio amino extracelular de
cada subunidad y consiste en dos cisteinas que forman un enlace disulfuro
separadas por 13 residuos de aminoacidos, varios de los cuales estan altamente
conservados para formar una secuencia caracteristica (Remnant et al., 2016). Cada

subunidad contiene un dominio amino extracelular largo, un dominio carboxilo



extracelular corto y una regién transmembranal formada por cuatro regiones
helicoidales. En cada miembro de esta familia se han identificado diferentes tipos
de subunidades que en acople forman receptores funcionales; por ejemplo, se han
descrito al menos 17 genes que codifican para los receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChRs) (a1-10, B1-4, v, 3 y €). No todas esas subunidades se asocian
aleatoriamente para formar receptores, sino que se ensamblan bajo ciertos
parametros estrictos que conllevan a la formaciébn de una amplia gama de
receptores con diferentes propiedades farmacoldgicas y biofisicas, asi como
diferentes patrones de expresion dentro del sistema nervioso central (SNC) y en
otros tejidos (Dani, 2015). Los avances en el entendimiento de la funcién al nivel
molecular de esta familia de receptores ha resultado util para el desarrollo de
farmacos que permiten tratar una amplia gama de desordenes como la adiccion a
la nicotina, la enfermedad de Alzheimer, la esquizofrenia y la depresion en el caso
de los humanos (Changeux et al., 2015), mientras que en organismos invertebrados
estos receptores se han utilizados como blanco de insecticidas para controlar las

poblaciones de organismos especificos.
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Figura 1. Esquema de las tres categorias estructurales de los canales idnicos activados por ligando.
La topografia representativa de cada categoria indica las localizaciones de los extremos intra y
extracelulares, el nimero de segmentos (cilindros enumerados) y los residuos de cisteinas que
participan en la formacion de los enlaces disulfuro (circulos amarillos). A) Receptores P2X;
B) Receptores ionotrdpicos activados por glutamato; y C) Receptores del asa—Cys. (Modificada de
Lemoine et al., 2012)



Superfamilia del receptor del asa Cys
Los receptores del asa Cys o receptores pentamericos, regulan funciones

excitadoras e inhibitorias en el sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP),
asi como en el sistema endocrino en especies que van desde pequefios
invertebrados hasta mamiferos altamente evolucionados (Sankaranarayanan &
Ryan, 2007).

-Estructura
Con experimentos bioquimicos y estudios de mutaciones sitio-especificas llevados

a cabo en los nAChRs, se amplio la informacion sobre la estructura de los primeros
receptores descubiertos de este grupo. Por consiguiente, los nAChRs fueron
tomados como base para el estudio de los demas miembros de la familia (Corringer
et al., 2000). Con esto, se establecio que los receptores funcionales son formados
por el ensamble de cinco subunidades iguales (homomero) o diferentes
(heteromero). Cada subunidad consta de un gran dominio amino extracelular (ECD,
derivado de sus siglas en inglés extracellular Cys domain) que tiene
aproximadamente 200 aminoacidos de longitud, cuatro segmentos
transmembranales (M1-M4) que constituyen el dominio transmembrana (TMD,
derivado de sus siglas en inglés transmembrane domain) y un dominio carboxilo

extracelular corto (Figura 2A, Thompson et al., 2010).

Estudios bioquimicos y de etiquetas moleculares dieron a conocer que el sitio de
unién al ligando se localiza en el ECD (Figura 2B), especificamente en la interfaz
entre dos subunidades adyacentes, las cuales se denominaron subunidad principal
y subunidad complementaria (Thompson et al., 2010). EI ECD esta constituido por
10 cadenas B plegadas, mientras que el sitio de unidn esta formado por tres asas
peptidica (asas A-C) de la subunidad principal y tres hojas B (asas D-F) de la
subunidad complementaria (Lynagh & Lynch, 2012). Solo uno o unos pocos
aminoacidos dentro de cada asa interactian con los agonistas, mientras que el resto
de los residuos que forman las asas probablemente mantienen la estructura del sitio

de unidén y/o participan en los cambios conformacionales que resultan en la apertura



de canal (Thompson etal, 2010). Ademds, gracias a los avances en las
investigaciones en el ECD, se fueron identificando mas sitios de union para otros
ligandos, que podian modular la cinética de los receptores (por ejemplo
benzodiacepinas y anestésicos generales) (Hibbs & Gouaux, 2011).

El TMD de cada subunidad esta formado por cuatro a-hélices transmembranales
(Figura 2A, TMs: M1-M4), donde el dominio TM2 constituye las paredes del canal
ionico; la secuencia de aminoacidos que forman este canal estd muy conservada
(PARVALGVTT, Unwin, 2014). Uno a uno los dominios TMs se conectan por asas
intra y extracelulares; mientras que las asas TM1-TM2 y TM2-TM3 contienen
segmentos peptidicos cortos (solo 4 o 5 aminoacidos de longitud con respecto a la
estructura del canal nAChR cerrado, Miyazawa et al., 2003), el asa intracelular que
conecta al TM3 con el TM4 es mas larga y se encuentra asociada generalmente con
proteinas del citoesqueleto. A esta gran asa se le ha atribuido la modulacion del
receptor, la clasificacion y el trafico, y contiene portales (aperturas) que permiten el
acceso de iones hacia dentro y fuera del poro, por lo que también influyen en la

conductancia de los iones (Miller & Smart, 2010).



ECD

TMD

Figura 2. Esquema modelo de un receptor de nACh de la familia del asa Cys. A) Vista paralela a la
membrana plasmaticas del receptor con distintos colores para identificar las 5 subunidades que lo
compone. Los dominios funcionales incluyen al dominio extracelular (ECD), que forma los sitios de
unién en las interfaces de las subunidades, y el TMD (esquema visto de manera transversal en el
centro), que esta formado por cuatro a—hélices de cada mondmero (M1-M4), resaltando al M2
como el formador de las paredes del poro iénico; el dominio M4 esta posicionado en la periferia del
canal, mientras los dominios M1 y M3 estan colocados en la posicién intermedia. B) Subunidades
adyacentes del ECD, que muestra las asas que contribuyen al sitio de unién y la regiéon de
acoplamiento (recuadro). Cada mondmero ECD del receptor consta de una a-hélice NH; terminal y
un nucleo de diez cadenas B. La interfaz entre el ECD y el TMD, denominada como la region del
acoplamiento, es importante para acoplar la unién del agonista a la apertura del canal. (Modificado
de Bouzat & Sine, 2018)

-Diversidad de la familia de receptores del asa Cys
Los miembros de esta familia en vertebrados se han dividido en dos grupos: 1) los

canales selectivos a cationes con los receptores a serotonina (5-HT3), los
receptores nicotinicos de acetilcolina (NnAChR) y los receptores activados por zinc
(ZAC); y 2) los canales selectivos a aniones que incluyen a los receptores de glicina
(GlyR) y los receptores para el acido y—aminobutirico (GABAa, GABAc) (Jaiteh et
al., 2016).
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Sin embargo, en comparacion con los vertebrados, en los invertebrados a menudo
se expresan una variedad mas amplia y mas diversa de subunidades de los
receptores de asa Cys, dependientes del mismo o de otros neurotransmisores
(Jones & Sattelle, 2008). Por ejemplo, a pesar de que el GABA actla de la misma
manera que lo hace en vertebrados, es decir, generando hiperpolarizacion de la
membrana plasmatica, Beg & Jorgensen (2003) y Gisselmann et al., (2004) reportan
gue la activacién de receptores a GABA formados por las subunidades clonadas de
Drosophila melanogaster GRD (receptor tipo—-GABA/glicina) y LCCH3 (homdlogo 3
de un canal de cloruro activado por ligando) y la subunidad EXP-1 en
Caenorhabditis elegans, respectivamente, son capaces de permitir un flujo catiénico
y por lo tanto favorecer la excitacion celular por la aplicacion del GABA.

Asimismo, otros receptores que presentan miembros con selectividades tanto
cationicas como anionicas en invertebrados son los receptores nACh, 5-HTz y
glicina, mientras que los miembros que solo se han encontrado en organismos
invertebrados son los canales-receptores selectivos a cloruro dependientes de

glutamato, pH e histamina (Lynagh & Lynch, 2012).

Canales—Receptores de cloruro dependientes de histamina
La amina biogénica histamina (HA) es un compuesto reconocido como molécula

mensajera en la comunicacion intercelular (Kanof & Greengard, 1978). En
vertebrados funciona como un transmisor en el cerebro, algunas veces como
hormona, asi como mediador en sistemas periféricos. En la periferia, es responsable
de diferentes acciones como son la contraccion del musculo liso, la dilatacion capilar
y la estimulacion de la secrecién gastrica. Todos los efectos conocidos de la HA se
transmiten a través de un conjunto de cuatro receptores metabotrépicos acoplados

a proteinas G diferentes, denominados H1, H2, H3 y H4 (Gastinger et al., 2006).

De la misma forma que en los vertebrados, en los invertebrados la HA es un
neurotransmisor (Witte et al., 2002). El papel de la HA en la neurotransmision fue
por primera vez sugerido al identificar su presencia en neuronas de la babosa

Aplysia (Weinreich & Yu, 1977), en el ojo compuesto y el I6bulo éptico de algunos
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insectos (Hardie, 1987) y en las neuronas estomastogéstricas (Marder & Hooper,

1985) y olfativas de la langosta (Orona et al., 1990).

El sitio donde es mas importante la accion de la HA es en el sistema visual de los
artropodos (Hardie, 1987; 1989). Por medio de técnicas inmunocitoquimicas se ha
probado que los fotorreceptores de todas las clases artropodas —Ilos crustaceos,
los insectos y los aracnidos (arafias y cangrejo herradura) — son reactivos a la HA
(Fig. 2) y por lo tanto presumiblemente histaminérgicos (Stuart, 1999). Los botones
terminales de las células fotorreceptoras retinales liberan la HA en la lamina
ganglionar (Hardie, 1987). En condiciones de iluminacion, los fotorreceptores
retinianos estan despolarizados, manteniendo el potencial de membrana de las
células monopolares alejadas del umbral de disparo; al disminuir la intensidad
luminosa, los fotorreceptores se hiperpolarizan y liberan menos histamina, lo que
permite disminuir significativamente la concentracion del neurotransmisor en la
hendidura sinaptica, excitando por desinhibicion a las células monopolares. A pesar
de que la sinapsis de los fotorreceptores en vertebrados e invertebrados difieren en
varios aspectos, como es el transmisor utilizado (glutamato vs histamina) y la
respuesta eléctrica a la luz (hiperpolarizacion en vertebrados vs despolarizacion en
invertebrados), las células bipolares ON en vertebrados son funcionalmente

similares a las células monopolares de la lamina (LMC) en artrépodos (Stuart, 1999).
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Figura 3. Inmunolocalizacion de histamina usando el anticuerpo PAN 19C en el I6bulo dptico en
Drosophila. Seccion horizontal congelada del ojo compuesto y |6bulo éptico, con doble etiqueta
para histamina (canal magenta) y un marcador de vesicula sinaptica, proteina de cadena de cisteinas
(canal verde). Re, retina; La, lamina; y Me, médula. La barra de calibracién corresponde a 50 um.
(Tomado de Stuart et al., 2007).

Los receptores que transmiten el efecto de la HA en el sistema visual en artropodos
son canales de cloruro (Hardie, 1989). En invertebrados los antagonistas para el
receptor tipo H> se han utilizado para caracterizar farmacolégicamente estos
canales, a pesar de que en los artropodos son receptores ionotropicos y no
metabotropicos como en los vertebrados (Stuart, 1999). Estos receptores fueron
identificados al aislar neuronas de la lamina del primer ganglio visual de los I6bulos
opticos de varias especies de insectos, especialmente en la mosca. Por estudios de
“patch clamp” de estas células se ha reportado para estos receptores conductancias
unitarias de 40-60 pS y tiempos de apertura breves (<1 ms); con una unién
cooperativa entre la HA y el receptor (n=1.8-2.8) y una baja afinidad
(Kp=24-50 uM; los valores dentro de este rango dependen de la especie). En los
insectos voladores mas veloces los receptores tienden a presentar tiempo de
apertura mas breves y, por ende, ser mas sensibles a la HA, caracterizados por una

baja afinidad y una alta cooperatividad.
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La clonacion y expresion de estos receptores han confirmado su identidad como
miembros de la familia del asa Cys. Hasta la fecha solo 6 receptores han sido
clonados para los organismos: D. melanogaster, Musca domestica y Papilio xuthus
(Akashi et al., 2018; Kita et al., 2017; Zheng et al., 2002); para cada organismo se
reportaron dos subunidades. En D. melanogaster posterior a la clonaciéon de ambas
subunidades se pudo identificar que los homémeros HCLA estan involucrados en la
transmision sindptica en la lamina, mientras los homémeros HCLB se encuentran
localizados en las células gliales de la ldminay en la regién de la médula (el segundo
ganglio 6ptico) donde los axones largos de algunos fotorreceptores terminan
(Pantazis etal., 2008). Los canales HCLB también son responsables de la
activacion y mantenimiento del estado de vigilia (Oh et al., 2013).

Mutaciones en hclA (inicialmente conocido como ort) en D.melanogaster conducen
a una vision defectuosa, documentada con un electrorretinograma (ERG); estos
registros carecen de los componentes transitorios on y off. Los estudios de Coombe
(1986) demostraron que la falta de componentes transitorios es el resultado de una
transmision sinaptica dafiada entre los fotorreceptores y sus blancos, las células
grandes monopolares de la lamina, lo cual es consistente con los datos de la
expresion y nos confirma el papel crucial de estos receptores ionotropicos

dependientes de la HA en el procesamiento de la vision.

La informacion que se tiene hasta el momento de estos canales solo se ha centrado
en insectos, dominando aquellos con genomas y transcriptomas disponibles a pesar
de que se ha confirmado la liberacion de la HA en los otros grupos de los artropodos,
como son los aracnidos y los crustaceos. Estos ultimos incluso entre los artropodos

estan poco representados en comparacion con los otros dos grupos (Yi et al., 2018).

Desde hace algunos afios, en el crustaceo P. clarkii se identific6 que los
fotorreceptores de los tallos oculares liberan HA, asi como también se determind la
concentracion plasmatica de la HA en este organismo, la cual se eleva de manera
transitoria de 25 + 9 a 250 £ 41 uM durante la transicion dia/noche, manteniendo un
bajo nivel basal (38 £ 11 uM) el resto del tiempo (Cebada et al., 2006).
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Canales de cloruro dependientes de histamina en Procambarus clarkii
Cebada y Garcia (2007) reportaron por primera vez que los fotorreceptores

retinianos del tallo ocular de P. clarkii eran reactivos a HA. Mediante técnicas de
inmunocitoquimica, mostraron la inmunolocalizacion de la HA en la region de los
omatidios y en las capas plexiformes externas e internas, apreciandose que la
marca aparece muy localizada en los rabdomos, estructura que estd formada
exclusivamente por las prolongaciones membranales de los fotorreceptores que
constituyen un omatidio. Ademas, lograron observar marcas puntiformes en las
capas plexiformes, sugiriendo que los botones terminales de las células

fotorreceptoras liberan HA en la primera sinapsis de la via visual (Figura 4A).

El tallo ocular en crustaceos es un grupo de érganos de la percepcion visual, por lo
gue aparte de la retina en donde se localizan los fotorreceptores, también estan
dispuestas otras estructuras como son la lamina ganglionar, la médula externa, la
médula interna, la glandula sinusal (GS) y la médula terminal (Figura 4F). La lamina
ganglionar es el primer neuropilo optico, esta compuesto de 10 tipos de neuronas
en los crustaceos decapodos. Contiene compartimentos sinapticos, dispuestos en
hileras horizontales, cada compartimento sinaptico contiene 7 axones terminales y
las fibras del eje de ramificacion de cinco neuronas monopolares de la lamina de
segundo orden. Las fibras de las redes se derivan de axones que pasan del segundo
neuropilo oOptico, la médula externa. Los otros tipos de células que se pueden
encontrar en la lamina son las neuronas amacrinas multicolumnares y dos clases
de células tangenciales, neuronas T columnares y células monopolares
multicolumnares. En cuanto a la médulas externa e interna todavia no es muy bien

conocida su estructura en comparacion a la de la lamina ganglionar.

Mientras, en la médula terminal se localizan 120 neuronas monopolares cuyos
cuerpos celulares miden entre 20—45 um, las cuales se agrupan en un nucleo
denominado 6rgano X (OX). Cada una de estas células contribuyen con un axoén
amielinico para formar el tracto OX-GS que termina en una region muy

vascularizada conocida como glandula sinusal (GS), la cual se encuentra en la
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porcion ventral entre las médulas externa e interna del tallo ocular. A nivel de la
neuropila de la médula terminal, las células del OX se arborizan profusamente y es
en este sitio donde reciben las entradas sindpticas provenientes de la retina y del
ganglio cerebroide, que modula la actividad eléctrica y secretora (Figura 4F, Andrew
et al., 1978).

En esta Ultima estructura, la médula terminal el grupo de trabajo de Cebada y Garcia
(2007) también encontré neuronas que fueron inmunorreactivas a la HA (Fig. 4B).
Una en la regién dorsomedial, en la orilla del nicleo 6rgano X, la cual proyecta su
axon primario a través de la capsula interna y se bifurca en axones mas cortos que
arborizan profusamente en la neuropila de la médula terminal, mientras que 4
neuronas monopolares fueron localizadas en la region dorsolateral en la médula
terminal (Fig. 4C). El segmento inicial de sus axones es de casi 100 um y después
de penetrar la capsula interna se arborizan de manera muy extensa en la neuropila
de la médula terminal. Siendo este hallazgo de gran importancia puesto que el
sistema OX-GS es el principal complejo neuroendocrino en los crustaceos, el cual
es importante para la supervivencia en estos organismos ya que en €l se produce
una superfamilia de hormonas llamada Hormona Hiperglicemiante de Crustaceo
(CCH), las cuales regulan una amplia variedad de funciones, por ejemplo, la
motilidad, los niveles de azucar en sangre, la reproduccion, la posicion pigmentaria

de la retina y del tegumento, asi como la actividad neuronal (Sedimeier, 1988).
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Retina

X organ

Figura 4. Distribucion de la inmunorreactividad de la HA en el tallo ocular de P. clarkii.
A) Micrografia de la retina del acocil obtenida por microscopia confocal, en donde se observa que
las células fotorreceptoras (verde) son inmunopositivas a histamina. Los puntos rojos corresponden
a los nucleos de los fotorreceptores y células monopolares (por debajo de la membrana basal). La
region de color azul corresponde a la autofluorescencia del pigmento reflejante que se encuentra
por arriba de la membrana basal. B y C) Neuronas inmunorreactivas a histamina localizadas en la
médula terminal. D) Esquema del tallo ocular que resume la ubicacidn y la proyeccién axonal de las
células inmunopositivas. LG, |[dmina ganglionar; ME, médula externa; MI, médula interna; MT
médula terminalis; y GS, glandula sinusal. Barras calibracién de 50 uM para Ay 20 uM para By C.
(Las imagenes B, C y F fueron tomadas de Cebada & Garcia, 2007, mientras que la figura A es del
mismo grupo de trabajo pero son datos no publicados).
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Para establecer el efecto de la HA sobre el sistema OX-GS, Cebada y Garcia (2007)
realizaron registros extracelulares multiunitarios de la actividad eléctrica espontanea
propagada a través del tracto OX-GS, y simultaneamente registros intracelulares
de los cuerpos del OX en la preparacion del tallo ocular como se ilustra en la Figura
5A. Ellos reportan que la aplicacion de 50 uM de HA reduce notablemente la
actividad espontanea que se propaga a lo largo del tracto, provocando una
hiperpolarizacién prolongada por una conductancia de CI~ que reprimié la activacion
neuronal en las neuronas tonicamente activas (Figura 5B). Esta corriente se sugirio
debido a que la hiperpolarizacion inducida por la HA estuvo acompafiada por una
disminucion significativa de la resistencia de entrada de la membrana (88%) y
dependia de la concentracion de HA probada (Figura 5C). Por otra parte, en
neuronas aisladas del 6rgano X, en registros en condiciones de fijacion de corriente
y voltaje en la modalidad de célula completa, la aplicacion de 1.0y 2.5 uM de HA
provoco una corriente saliente sostenida, mientras que a concentraciones mayores
de HA (5 y 10 uM) se indujo un componente de desensibilizacion rapido seguido de
un componente de desensibilizacion lento en la corriente obtenida a un potencial de
mantenimiento de —40 mV. La corriente evocada se invirtio en el mismo valor de
potencial de equilibrio del CI~, con un ECsode 3.3 + 1 uM y un coeficiente de Hill de
2.6 £ 0.4 para dicha corriente (Figura 6A y B). A pesar de estos estudios todavia no
han sido determinadas hasta la fecha las caracteristicas moleculares de estos

receptores en este organismo.
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Figura 5. Inhibicion de la excitabilidad por la aplicacion de HA en el sistema OX-GS de
preparaciones de tallo ocular aislado. A) Representacion esquematica de la vista dorsal del tallo
ocular aislado que ilustra la posicion de los electrodos de registro. B) Efecto de la histamina (50 uM),
aplicada por perfusién, sobre la actividad eléctrica espontdnea, registrada simultdneamente
extracelularmente desde el tracto OX-GS (tracto superior) e intracelularmente desde el cuerpo
celular (trazo inferior). C) La aplicacién de pulsos de corriente hiperpolarizante (20 pA, 750 ms,
0.5 Hz) permitid estimar que la resistencia de entrada provocados por la histamina disminuyo un
88%. (Modificado de Cebada & Garcia, 2007).
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Figura 6. Curva concentracion—respuesta para histamina en neuronas aisladas del 6rgano—X
A) Registros de corriente obtenidos de la misma neurona a un potencial de mantenimiento de
—40 mV, en respuesta a diferentes concentraciones de histamina (3 min de intervalo entre pulsos).
B) Curva concentracién—respuesta de la corriente activada por histamina, donde la ECso fue de
3.3+ 1 uM. (Tomado de Cebada & Garcia, 2007).
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La capacidad invasora de Procambarus clarkii
Entre todos los crustaceos, el acocil de agua dulce P. clarkii se ha considerado como

una de las especies de acociles mas invasivas en el mundo. Es nativo del sur de
Estados Unidos y del noreste de México, se ha introducido en Africa, Asia y Europa,
principalmente debido a su recoleccion silvestre e introduccién en sitios ajenos a su
hébitat (Yi etal., 2018). Algunos de los mdultiples impactos de las poblaciones
invasivas de P. clarkii son la depresién de anfibios (Gamradt & Kats, 1996) y la
modificacién en el ambiente de lagos debido al consumo de lechos de macrofilos y
por la extensa excavacion que provocan. Esto conlleva a una reduccion
consecuente de la penetracion de luz que disminuye la produccion de plantas;
ademas su presencia genera una fuerte competencia con especies nativas,

alterando la cadena tréfica (Matsuzaki et al., 2009).

La importancia de este organismo se asocia principalmente con la acuicultura y el
comercio en acuarios, siendo la especie de cangrejo de rio mas cosechada del
mundo y por lo tanto la mas extendida (Yi et al., 2018). Asimismo, su ciclo de vida
corto y de una alta tasa reproductiva (pone de 300 hasta 5,000 huevecillos) ha
llevado a esta especie a ser considerado como la de mayor plasticidad ecologica.
También tiene el potencial para multiplicarse rapidamente, produciendo una
descendencia casi desde el comienzo de su ciclo de vida. Estas caracteristicas le
permiten adaptarse a nuevos ambientes, ser tolerante a niveles bajos de oxigeno,
a periodos prolongados de sequia y a permanecer en espacios subterraneos
(Manfrin et al., 2019).

De manera interesante, el uso del acocil en el campo cientifico es alto. Por ejemplo,
las neuronas del érgano receptor abdominal han sido usadas para explorar los
mecanismos de terapia fotodinAmica; esta técnica lleva a la muerte de células
expuestas a la luz, la cual resulta importante en el campo del cancer (Fedorenko &
Uzdensky, 2008). Por otro lado, los mecanorreceptores de P. clarkii han sido los

primeros sistemas biolégicos en los cuales se descubrié el fendmeno de resonancia
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estocéstica, un evento que ha sido util en aplicaciones biofisicas, tecnologicas, asi

como en contextos biomédicos (Douglas et al., 1993).

Hasta la fecha, muchos de los estudios moleculares que corresponden al género
Procambarus se han enfocado a la genética poblacional (Yi etal.,, 2018) e
inmunidad (Zhang et al., 2013). En los dltimos afios diversos experimentos han
incrementado el conocimiento de las neuro—hormonas de crustaceos y de sus
estructuras, pero desafortunadamente la informacion gendémica de esos animales
aun no es muy amplia (Webster et al., 2012). Sin embargo, la caracterizacién del
transcriptoma del tallo ocular de P. clarkii (Manfrin et al., 2015) ha aumentado
significativamente el conocimiento molecular que se tiene de esta especie. Este
representa una nueva herramienta para identificar hormonas que podrian ser
usadas como meétodos de interrupcion de su migracion. Asimismo, se abre la
posibilidad de investigar receptores ortdlogos como los blancos utilizados en

insecticidas para limitar su crecimiento (Hibbs & Gouaux, 2011).
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Antecedentes
Los estudios que se han venido realizando sobre la clonacion y expresion de los

receptores ionotrépicos dependientes de la HA son pocos, pero han permitido
determinar que generalmente son codificados por genes que expresan dos
subunidades, asi como algunas propiedades fisiolégicas y caracteristicas
moleculares en insectos que es el grupo en el que principalmente se han enfocado

estas investigaciones.

Estos canales-receptores fueron primero identificados en D. melanogaster, con una

subunidad clonada conocida previamente como ort también nombrada como hclA,
DM-HisCl-a1, hisCl2 y Dm HA-CI | por diferentes grupos de trabajo, de 585 aa y
otra nombrada como hclB, DM-HisCl-a2, hisCI1 y Dm HA-CI Il de 427 aa
(Gisselmann et al., 2002; Witte et al., 2002; Zheng et al., 2002). El alineamiento de
las secuencias clonadas y el analisis filogenético confirman que ambas subunidades
tienen entre si una identidad del 60-65%, asi como una estrecha relacion con el
receptor ionotrépico a glicina de humano (45% de identidad con HisCl-a1 y 43% con
HisCl-a2) debido a la posible existencia de un ancestro comudn. Las dos
subunidades son capaces de formar canales de cloruro funcionales ya sea como
homopentameros o0 heteropentameros. Cabe resaltar que la expresion de
receptores homomeéricos y heteroméricos provocan diferencias importantes en la
afinidad por la HA, siendo el receptor conformado por la subunidad HisCl-a.2
(ECs0=15.5-166 uM) el que presenta menor afinidad y el receptor con la
combinacién de ambas subunidades, el que exhibe una mayor afinidad con un
ECso= 0.87-2.3 uM (Pantazis et al., 2008; Witte et al., 2002; Zheng et al., 2002).

Mas recientemente, en M. domestica el grupo de trabajo de Kita (2017) también
clon6 dos subunidades formadoras de receptores ionotrépicos a HA, designadas
como MdHCLA (471 aa) y MdHCLB (423 aa). La identidad que comparten es del
60% y al comparar la subunidad MdHCLA con HisCl-a1 de Drosophila obtuvieron
una identidad del 86%, mientras que con MdAHCLB y HisCl-a.2 fue del 89%. Ambas

subunidades al ser expresadas fueron capaces de formar receptores funcionales
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homoméricos, siendo MdHCLB la subunidad que muestra una sensibilidad 5 veces
mayor a la HA con un ECso de 6.28 + 1.05 uM; sin embargo, la magnitud de la
corriente de los canales formados por MAHCLA es 1.5 veces mayor que la de los
canales MdHCLB. Por otro lado, al coexpresar ambas subunidades no se evocaron
corrientes detectables por la aplicacion de la HA. Un hecho interesante fue que los
receptores formados por la subunidad MdHCLB también fueron activados tanto por
GABA (ECso 1.11+ 0.06 mM), como por la combinacién de GABA-Histamina, el
resultado de esta Ultima combinacion en las curvas concentracion-respuesta se
observé en un efecto aditivo por parte del GABA a los de la HA solo en las
concentraciones en los rangos de 100 nM-10 uM de histamina, atribuyéndolo a que

el GABA puede actuar en el sitio ortostérico de los canales MdHCLB. Este resultado

concordo con lo que ya habia sido reportado para HisCl-a2 en D. melanogaster

(Glnter et al., 2004b), subunidad que presenta un mayor porcentaje de identidad
con MdHCLB. EI GABA en ambos trabajos fue reportado como un agonista

completo de los canales formados por estas subunidades.

Por ultimo, Akashi y colaboradores (2018) de igual forma clonaron dos subunidades,
las cuales denominaron PxHCLA (378 aa) y PxHCLB (427 aa) en la mariposa
P. xunthus. Usando como referencia la estructura tridimensional de un canal de
cloruro dependiente de glutamato que ha sido determinado en C. elegans (Hibbs &
Gouaux, 2011), este grupo de trabajo identificé en las dos subunidades clonadas
cinco aminoacidos que eran mas o0 menos especificos para la unién de la HA en
estos receptores: en el asa D la Phe!'®, en el asa B la Leu?'?, en el asa F la Val**® y
la 11e%*> y en el asa C la Tyr?®®. La expresion de estas subunidades de forma
independiente o en combinacién genera receptores funcionales, siendo el formado
por la subunidad PxHCLB el que presenta una mayor sensibilidad a la HA
(ECs505.5 £ 0.2 uM), mientras el homomero PxHCLA y el heteromero PxHCLA/B
presentan ECso similares, 21.9 + 1.6 yM y 24.8 + 2.9 uM, respectivamente. No
obstante, los canales formados por estas subunidades, ya sea independientes o en

conjunto, pueden ser activados por el GABA, y de igual forma que con la HA el
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homomero PxHCLB fue mas sensible al GABA (ECso 2.7+ 0.1 mM). Curiosamente,
la aplicacion simultanea de HA y GABA activan tanto a PxHCLA y PxHCLB con mas
potencia que cualquiera de los agonistas individualmente; consecuentemente, se
atribuye estos resultados al efecto sinérgico que presentan la HA y el GABA sobre
los PXHCL en las regiones donde se colocalizan.

Al comparar los resultados reportados de todos estos trabajos podemos observar
qgue las propiedades fisioldgicas de los receptores a HA estan basicamente
conservadas entre los insectos; sin embargo, presentan diferencias en cuanto a la
sensibilidad a la HA entre las subunidades de la misma especie y entre diferentes
especies. De igual forma, la respuesta al GABA difiere principalmente entre las
especies de moscas y mariposas, lo cual podria implicar variacion en el
procesamiento visual temprano entre especies, aunque sean del mismo grupo
(Akashi et al., 2018). Debido a la importancia del procesamiento visual para la
supervivencia de los organismos, es necesario determinar las caracteristicas
moleculares y fisiologicas de los receptores ionotrépicos a histamina, asi como sus
patrones de expresion que presentan los otros dos grupos de los artropodos como
son los aracnidos y crustaceos, esto puede permitir comenzar a entender su
funcionalidad en las células que los expresan, especialmente en el crustaceo P.
clarkii puesto que como ya se mencion0, estos receptores ionotropicos aparte de
transmitir el efecto de la HA liberada de los fotorreceptores, también ha sido
reportado que estan presentes en las neuronas del érgano X el cual es parte del
sistema OX-GS, el sistema neurosecretor mas importantes en crustaceos. Esto
puede ser de ayuda para comprender como el procesamiento visual ha divergido
entre las especies de artropodos, por la distinta modulacién de estos receptores
ijonotropicos, asi como poder ser blancos de sustancias téxicas, insecticidas y
endectoparasiticida como lo han sido hasta ahora los canales—receptores de cloruro

dependientes de GABA y glutamato (Knipple & Soderlund, 2010).
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Hipotesis

Los receptores ionotrépicos para histamina presentes en el sistema visual en los
insectos también estan en el acocil Procambarus clarkii, pero presentan
caracteristicas moleculares y electrofisiologicas diferentes en comparaciéon con los
receptores clonados en insectos a pesar de ser especies relacionadas
filogenéticamente al pertenecer todos estos organismos al grupo de los artropodos

Objetivos
General

Realizar un analisis molecular y filogenético de los péptidos codificados por los
transcritos identificados en el tallo ocular del acocil P. clarkii con potencialidad de
formar receptores ionotrOpicos para histamina, asi como caracterizar
electrofisiologicamente estas subunidades cuando se expresan en un sistema

heterdélogo.

Particulares

1. Identificar en el transcriptoma del tallo ocular de P. clarkii, mediante algoritomos
de bioinformatica, secuencias que potencialmente codifiquen subunidades de
receptores ionotrépicos para histamina.

2. Disefiar oligonucleotidos especificos que permitan la amplificacion de las
subunidades candidatas.

3. Amplificar por transcripcion reversa acoplada a la PCR los ADNc de las
subunidades seleccionadas en el tallo ocular de P. clarkii.

4. Clonar en un vector de expresion de eucariontes las secuencias candidatas a
ser formadoras de receptores del asa Cys.

5. Expresar transitoriamente las subunidades clonadas en las células HEK293T,
utilizando el método de polietilenimina.

6. Evaluar electrofisiologicamente la funcionalidad de las subunidades clonadas.
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Materiales y métodos

Animales, mantenimiento y diseccion

Todos los experimentos se realizaron utilizando acociles adultos de la especie
P. clarkii. Los especimenes, provenientes del rio Conchos (Chihuahua, México),
fueron mantenidos en el bioterio (Cinvestav, Unidad Zacatenco) en agua
recirculante a ~20 °C, con ciclos luz/oscuridad de 12 h/12 h y alimentados ad libitum
con zanahorias. Para la diseccién, los animales fueron previamente anestesiados
colocandolos en un recipiente con hielo durante un lapso de 30 min. El tallo ocular
se extrajo cortando cuidadosamente con tijeras de diseccién y se colocé en solucién
salina la cual contenia (en mM): 205 NaCl, 5.4 KCI, 13.5 CaClz, 2.6 MgCl> y
10 HEPES, ajustada a un pH de 7.4 con NaOH. En seguida el exoesqueleto y el
tejido conectivo que rodean al tejido nervioso fueron removidos bajo el microscopio.

Una vez limpio se coloco en un homogeneizador para la extraccion del ARN total.
Extraccién del ARN total

El ARN total fue extraido utilizando la metodologia basada en Trizol (Sambrook &
Green, 2001), lavando previamente el material usado con NaOH 1 N. Se disecaron
6 tallos oculares y se depositaron en un homogeneizador, al cual se le agregaron
600 ul de Trizol. El tejido fue homogeneizado durante 30 s y en seguida transferido
a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, se afiadieron 2 volumenes de cloroformo y
se agito vigorosamente por 15 s. Posteriormente, la mezcla fue incubada a
temperatura ambiente por 2-5 min; transcurrido este tiempo se centrifugd a
18 000x g durante 10 min. La fase acuosa superior se transfirié a un tubo nuevo
(evitando tocar la interfase) y se adicionaron 0.7 volumenes de isopropanol.
Inmediatamente se mezclé el contenido invirtiendo el tubo varias veces y se incubo
a temperatura ambiente por 5 min, para finalmente centrifugar la mezcla a 18 000x g
durante 5 min. El sobrenadante se removié con cuidado, la pastilla se lavé con

etanol al 75% y se centrifug6 a 18 000x g durante 10 min. Finalmente, el etanol se
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elimin6 por completo, la pastilla se resuspendié con agua libre de nucleasas y se
almacend a —20 °C hasta su uso. El ARN total extraido se cuantifico por absorbancia

de luz UV en un Epoch™.
Identificacion de subunidades a clonar

Para la identificacion de subunidades que forman receptores ionotropicos
dependientes de HA en P. clarkii, se realizé un alineamiento de la secuencia clonada
en P. clarkii por Jiménez-Vazquez y colaboradores (2016), PcGABAAB (esta
subunidad forma receptores homomeéricos selectivos a cloruro) . Para esto se utilizé
la herramienta bioinformética BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI
(National Center for Biotechnology Information;
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), particularmente la herramienta tblastn,
utilizando la base de datos de transcriptomas ensamblados (TSA), con los
parametros predeterminados, en la cual se compara la secuencia de consulta (query
sequence) con las proteinas potenciales reportadas por los transcriptomas
ensamblados (para este caso el transcriptoma ensamblado del tallo ocular de
P. clarkii elaborado por Manfrin etal.,, 2015), evaluando identidad, similitud y

homologia en las secuencias.

Las caracteristicas que se eligieron para seleccionar las secuencias que formaban
posibles receptores ionotropicos fueron las siguientes: 1) que tuvieran una longitud
de 400-500 aminoacidos; 2) que los extremos NH,y COOH fueran extracelulares;
3) que mostraran una topologia de cuatro segmentos transmembranales (la
prediccién se realizé por medio del software en linea TMHMM Server v. 2.0
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/); 4) que presentara el asa de cisteinas
(Cys-Loop); y 5) que presentaran los aminoacidos que forman el filtro de selectividad
(PARVALGVTT) lo mas conservado posible. Una vez seleccionados los transcritos
a cada uno se les realizd un Blast general, sin parametros de exclusion
predeterminados para identificar con que posible receptor presentaba mayor

porcentaje de identidad.
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Disefo de oligonucleétidos y sintesis de ADNc

A partir del andlisis bioinformético, se obtuvieron las secuencias de nucleétidos de

los transcritos de nuestro

interés.

Con estas secuencias se disefaron

oligonucledtidos especificos para cada transcrito (Tabla 1), un par en sentido

(forward) y otro par en antisentido (reverse), con el programa Clone Manager 9,

Profesional Edition. El disefio de oligonucle6tidos se realiz6 con las especificaciones

siguientes: un contenido de GC del 50-60%; se evitaron las secuencias

complementarias a si mismas; el par de oligonucleétidos de una misma isoforma no

debia presentar complementariedad entre oligos; una temperatura de fusion (Tm)

de 55 °C y el oligonucledtido no se debia unir a otro sitio molde.

Tabla 1. Oligonucleétidos usados para la amplificacion de las secuencias elegidas

Subunidad Orientacion
candidata

Pc21483 Sentido
(secuencia

GBEV01021443.1) Antisentido

Pc25974v
(secuencia
GARH01020929.1) A tisentido

Sentido

Pc11400
(secuencia
GBEV01011372.1) Antisentido

Sentido

Pc-HisCI2 Sentido

(secuencia

GBEV01005488.1) ) ,
Antisentido

Pc28241 Sentido

(secuencia

GBEV01028196.1) Antisentido

Nombre
oligonucledtido
Pc_GlutCll f1
Pc_GlutCll f2
Pc GlutCll ril
Pc GlutCll r2
Pc GlyCll f1
Pc GlyCll f2
Pc GlyCll ril
Pc GlyCl1l r2
Pc HisCll f1
Pc HisCll f2
Pc HisCll ril
Pc HisCll r2
Pc HisCl2 f1
Pc HisCl2 f2
Pc HisCl2 rl
Pc HisCl2 r2
Pc HisCl3 f1l
Pc_HisCl3 f2
Pc HisCl13 rl
Pc_HisCl1l3 r2

Secuencia oligonucleétidos

ctgtagcaggccatggagtg
cacctcaacggtccttcttc
ctcccatgccgtagggtttg
ggtgcatcctcttcgectttg
cactactagcccgceccttac

ctccaagactgctccgatag

tcagcaccacgagttgattc
aagtcaccgccatgagtag
tgagttcgcaaaccaagagg
gctgttggacgagcgttac
ggaggtgtggcctttgttg
gttagagtgctgcttcttcc
tctggtcttcacagctcttce
ctcctccacacggaaacac
cgattggtcggtggtacaag
ccatcgctgecacttctgag
tgtactcgggtcatcaagtg
tactgcctcgecaacgatac
aagcggcgtctgtatcac
tcgaagtaggcaggectttg
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El ADNc fue sintetizado a partir del ARN total obtenido utilizando la transcriptasa
reversa ProtoScript® Il (enzima recombinante de la transcriptasa reversa M-MULV:
Moloney Murine Leukemia Virus, New England Biolabs, MA, USA), dNTPs, el
oligonucleétido linker—-dT (CCTAGGTCGACCGGTGATGAATTC(T)18) y los
oligonucleétidos en antisentido disefiados para las secuencias. El volumen final de
cada una de las reacciones de retrotranscripcion fueron 20 ul y se realizaron en dos
fases (se muestran las concentraciones o cantidades finales de cada componente):
en la primera fase se utilizaron 5.5 ul de ARN total (2.6 pg), 1 ul de solucién de
dNTPs (10 mM cada uno), 1 ul de una de dos mezclas equimolares de
oligonucleétidos (120 uM total; mezcla 1 linker—dT, PcGlutCllrl, PcGlyClirl y
PcHisClI2r1; mezcla 2 linker—dT, PcHisCl1r1, PcHisCl2rl y PcCGABAA2, los oligos de
esta ultima subunidad fueron disefiados por Valladares en el 2016 y fue utilizada
como control positivo), ajustando el volumen a 12 ul con agua libre de nucleasas;
estas mezclas se incubaron a 65 °C durante 5 min y a continuacion se enfriaron
rapidamente en hielo; en la segunda fase se afiadié a cada reaccion el regulador
para la transcriptasa reversa ProtoScript Il (1x), 40 U de inhibidor de ARNasas
(Ribolock), 200 U de la transcriptasa reversa ProtoScript® 11 y 0.01 M de DDT.
Posteriormente, la mezcla se incubd a 42 °C durante 60 min con un ciclo final de 20
min a 65 °C para inactivar a la transcriptasa reversa. Una vez terminada la reaccion
se agregaron 80 ul de H20 libre de nucleasas al ADNc y éste se almacen6 a —20 °C

hasta su uso.

Clonacion de las secuencias candidatas de receptores para la histamina y

otros agonistas.

Como molde para la amplificacion del ADN para cada una de las secuencias
elegidas, se utilizd6 el ADNc sintetizado previamente. Se realizaron dos
amplificaciones por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la primera que
se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl (se indican las concentraciones finales

o cantidades de cada componente): regulador para la polimerasa de ADN Q5 (1x),
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dNTPs (0.2 mM cada uno), 0.5 U de la polimerasa Q5 DNA pol (una polimerasa de
ADN de alta fidelidad), potenciador de reaccion (enhancer, 1x), oligonucleétidos
especificos en sentido y antisentido (0.4 uM cada uno) y 5 ul del ADNCc sintetizado.
Para la segunda amplificaciébn (amplificacion anidada) las condiciones fueron
similares, excepto que se utilizaron los oligonucleétidos que hibridaban
internamente en el amplificado inicial (nombrados f2 y r2 para cada secuencia
candidata, Tabla 1) cercanos a los extremos 5'y 3', y el molde que se utilizé fue 1 pl
de la primera amplificacion. El volumen final de ambas reacciones se ajustd con

agua libre de nucleasas.

Una vez ensambladas las reacciones, se incubaron en un termociclador (Veriti®
96-Well Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific) bajo el siguiente esquema: 1) 95
°C/2 min; 1) 95 °C/30 s, 55 °C/30 s, 72 °C/75 s, 35 ciclos; Ill) 72 °C/5 min. Para la
segunda amplificacion las condiciones de ciclado fueron las mismas, solo que el
namero de ciclos en la etapa Il se disminuyo a 25. Los amplicones se identificaron
por electroforesis en geles de agarosa al 0.8% tefiidos con bromuro de etidio (EtBr)
o0 con SYBR Gold y purificados por columna de afinidad. La insercidon en el vector
pJetl.2/blunt se realizé como lo indica el fabricante empleando la liga. Tanto los
purificados obtenidos de la amplificacion, asi como los plasmidos de los amplicones
con el vector pJetl.2 fueron analizados utilizando enzimas de restriccion y por
secuenciacion. La amplificacion de los plasmidos fue mediante transformacion por

choque térmico de bacterias Escherichia coli de la cepa DH5a.

Las subunidades clonadas PcGlutCl1, PcGlyCl1l, PcHisCI1 y PcHisCI2 fueron
insertadas en el vector de expresion bicistronico pIRES2-EGFP. Dicho vector
contiene el promotor para el citomegalovirus (CMV) que promueve de manera

intensificada la expresion de dichas subunidades.
Analisis de la secuencia de aminoacidos de las subunidades clonadas.

Una vez obtenidas las secuencias de las subunidades clonadas se les realiz6 un

analisis comparativo con las secuencias reportadas por Mafrin et al., (2015), primero

30



con las secuencias de nucleétidos y posteriormente con la secuencia de
aminoacidos, para identificar si se presentd algun cambio importante en la
secuencia. También se les volvié a realizar a cada de las secuencias un Blast
general, sin parametros de exclusion predeterminados para corroborar con que

posible receptor presentaba mayor porcentaje de identidad.

Para identificar la region del péptido sefial, este fue predicho usando servidores CBS
del centro de analisis de secuencias biolégicas (http://www.cbs.dtu.dk/services/).
Para el alineamiento multiple o de pares de secuencias se uso ClustalW2, una
herramienta en linea enfocada en el andlisis molecular de secuencias, la cual que
se encuentra en el portal http://www.ebi.ac.uk/Tools, mientras que para la
construccion del arbol filogenético se utilizo el programa MEGA 6
(www.megasoftware.net) mediante el algoritmo “Maximum Likelihood” (Jones et al.,
1992).

Mantenimiento y transfeccién de las células HEK293T

Para evaluar la expresion funcional de las subunidades clonadas, se utilizo la linea
celular HEK293T (ATCC® CRL-11268™). Las células se mantuvieron en medio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado con suero fetal bovino
(FBS) al 10%, 50 U/ml de penicilina y 50 mg/ml de estreptomicina. Las células se
incubaron a 37 °C en una atmésfera de 95% de aire y 5% de CO». Aproximadamente
1-3 x 108 células fueron sembradas en cajas Petri de cultivo (35 mm) dos dias antes
de la transfeccion, la cual se realiz6 con 2 ug del ADNc de cada subunidad clonada
en el vector pIRES2-EGFP, utilizando el método de polietilenimina (PEI, 25 kDa)
(Reed et al.,, 2006). Posteriormente, de 24-72 h después de la transfeccion,
aproximadamente 10° células fueron resembradas en camaras de registro
precubiertas con poli-L-Lisina e incubadas al menos 2 h antes de su uso. Las
células transfectadas fueron identificadas por epifluorescencia utilizando la GFP

como marcador al momento del registro.
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Registros electrofisiolégicos

Las células HEK transfectadas se registraron en fijaciébn de voltaje utilizando la
configuracion de célula completa por la técnica de patch clamp (Sakmann & Neher,
1983). Todas las corrientes fueron obtenidas en solucion salina normal que consistio
(en mM): 140 NaCl, 5 KClI, 2 CaClz, 2 MgCl. y 10 HEPES, pH de 7.4 ajustado con
NaOH. La composicion de la solucion interna fue (en mM): 5 NaCl, 140 KClI, 1 MgCl»
y 10 HEPES. Las pipetas de registro se fabricaron con capilares de borosilicato
(Sutter Instruments, Novato, CA, USA) con resistencias de 4—7 MQ las cuales se
llenaron de solucion interna. La aplicacion de los agonistas consistié en disolver
GABA, glutamato, glicina e histamina (a una concentraciéon final de 50uM) en la
solucion externa y fue aplicado por un sistema rapido de microperfusion conocido
como tubo en Y como se muestra en la Figura 7 (Akaike & Harata, 1994), la cual
permite modificar dindmicamente las soluciones extracelulares y la aplicacion de

diversas soluciones de prueba.

solucion estandar
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£ s . '|| ‘\\
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Figura 7. Dispositivo experimental del sistema de perfusion del tubo en “Y”. Las células HEK 293T
se cultivaron en la cdmara de registro, en donde la salida del tubo en “Y” se colocé a cierta distancia
de la célula en registro. Notese que las soluciones de prueba aplicadas con este sistema permiten
mantener la perfusién en el bafio de manera constante.
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Las corrientes fueron registradas con un amplificador Axopatch 200A (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) filtradas a 10 kHz y digitalizadas a 5 kHz a la
computadora utilizando una interfaz Digidata 1440A en conjunto con pClamp 10
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Tales corrientes evocadas por los
agonistas se evaluaron primero a un potencial de mantenimiento de —-60 mV; si
algun agonista evocO corriente, ésta se evalu6 a diferentes potenciales de
mantenimiento desde —60 hasta +40 mV, en tanto que para la construcciéon de la

curva concentracion-respuesta las concentraciones utilizadas fue de 3, 10, 30, 100

y 300 uM de histamina; para ambos protocolos los intervalos entre aplicaciones
fueron de 2 min.
Analisis de resultados

Las corrientes generadas por la aplicacion de los agonistas en las células
transfectadas se registraron con el programa WIinWCP VA4.7.3 (University of
Strathclyde) y el analisis de éstas, asi como la elaboracion de las graficas se realiz6
usando el software pClamp 10.4 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA); los
datos resultantes fueron ajustados con el programa SigmaPlot 14 (Systa Software,
San José, CA, USA). Las curvas concentracion—respuesta de las células registradas
fueron normalizadas con los valores maximos promediados de al menos 6 células
si se obtenian. Para el ajuste de las curvas con los datos promedio normalizados se

utilizé una ecuaciéon de Hill de cuatro parametros.
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Resultados

Identificacion de las secuencias candidatas a clonacion por analisis

bioinformatico.

Tras el andlisis por BLAST (con el algoritmo tblastn), usando la subunidad
PcGABAAB como secuencia consulta (Jiménez-Vazquez et al., 2016) y las
secuencias depositadas en la base de datos por Mafrin et al. (2015), en donde se
enlistan los transcritos del tallo ocular del acocil P. clarkii, se pudieron identificar 17
secuencias que presentaban un porcentaje significativo de identidad con
PcGABAAB. De estos transcritos se seleccionaron 5, los cuales cumplian con los
siguientes criterios (Figura 8): 1) una longitud de 400-500 aminoécidos; 2) extremos
NH2 y COOH extracelulares; 3) una topologia de 4 segmentos transmembranales
(Figura 9); 4) presencia del asa de cisteinas (Cys—Loop); y 5) que presentaran los
aminoacidos que forman el filtro de selectividad (PARVALGTT) lo mas conservados
posibles. Al realizar un BLAST general para cada una de las secuencias fue posible
identificar homologia de ellas con subunidades potenciales para receptores a
histamina, glicina y canales de cloruro dependientes de glutamato, por lo que se
decidié denominar a cada uno de estos trascritos con el nombre del receptor con el
gue presentaba una mayor homologia, asi como el ion permeante en cada uno de

estos canales (Tabla 2).

PcGABAAR IRP----KYGESHVDVGITMHILSISSLSEVOMDFTLDEFYFROHWTDPRLSFPDRGGLDE 119
Pc-HisC13 PP----Q0SQGNPTVVYFHVTVMSLDSIDESSMTYAADIFFAQSWKDHRLRFPONMTGEY 165
Pc-HisCl1l1 PP----KKDGRATTVYFHVTVMGIDSINENSMTYAADIFFAQTWKDHRLRLPENMTSDY 114
Pc-HisC12 PP----KKEGRPTKVYFHVTVMGIDSINENSMTYVADIFFAQSWKDHRLRLPENMTSGY 111
Pc-GlutCll IRPSGVNGTVDEPTIVMINMMERSIQTIDDVKMEY SVOLTFREEWVDERLMEFDDLGGRI 111
Pc-GlyCl1l TWP---NSEASKATTVKIQOMFINSFGSLNAANMDY SIDVFLROQHWNDPRLSENHTGKDRE 105
* L* PR x . . ok ok k% .
PcGABAAR LTVGSEYLOKIWVPDTFFANEKKSYFHTATTSNEMLRITNQGKVLRSIRLTITASCPMNL 179
Pc-HisC13 LLPVSWLKDIWRPDAFFKNAKSVTFQTMTIPNHYLWLHLDSTILYMVKLTLLLSCAMNE 225
Pc-HisCl1l1 LLDLDWLKHLWRPDSFEFKNAKQVTEFQTMTIPNHYVWLENDNKILYMVKLTLKLSCAMNE 174
Pc-HisC12 LLEVDWLNDLWRPDSFEFKNAKQVTFQTMTIPNHYVWLHKDSTILYMVKLTLTLSCAMNY 171
Pc-GlutCll YL-TLTETNKVWMPDLEFFKNEKLGHFHDIILPNVYLRIFPNGGVLYSIRISLTLSCPMNL 170
Pc-GlyCl1l TITNPEMORRIWKPDTYENNVKDAEIHQVTMPNILL ILYSMRVTLTLACSMEF 165

ek kK ek kK

*

LYSNGD

* ..

ek k.
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PcGABAAR
Pc-HisCl1l3
Pc-HisCl1l
Pc-HisCl1l2
Pc-GlutCl1l
Pc-GlyCl1l

PcGABAAR
Pc-HisCl13
Pc-HisCl1l
Pc-HisC1l2
Pc-GlutCl1l
Pc-GlyCl1l

PcGABAAR
Pc-HisC13
Pc-HisCl1
Pc-HisC1l2
Pc-GlutCl1l
Pc-GlyCl1l

PcGABAAR
Pc-HisC13
Pc-HisCl1l
Pc-HisC1l2
Pc-GlutCll
Pc-GlyCl1

PcGABAAR
Pc-HisC13
PC-HISCL1
Pc-HisC1l2
Pc-GlutCll
Pc-GlyCl1l

PcGABAAR
Pc-HisC13
Pc-HisCl1l
Pc-HisCl1l2
Pc-GlutCll
Pc-GlyCl1l

PcGABAAR
Pc-HisC13
Pc-HisCl1l
Pc-HisCl1l2
Pc-GlutCll
Pc-GlyCl1l

Asa—Cys
OYFPMDROLCIIEIESFGYSMDHIRLSWHAGDRSVVIESDVSLPOFRVLGYNRKTIISST
QSYPHDTQQCAMKIESLSHTTDDLIFVWDPLVP-LEVDDRIELPQLDLVSNETGDCTQOVY
AIYPHDTQECKLOMESLSHTTEELVFEWESDIP-LVVDDSIELPQODITLNYTSDCTOVY
AIYPHDTQECKLOMESLSHTTEDLVFDWDADVP-LEVDDNIELPQFDLVKNHTADCTQOVY
QLYPLDRQTCELLLASYGWTTEDLVFLWREGDP-VQITONLHLPRFTLEKFLTEYCNSKT
ENYPFDAQVCGSSISSYANTVDVITYEWVKVDP-IQLPDELEIAQFDLLSHETESFTQHF

H : .« o0 TM]_: TMZ.

STGNYSRLLCEIMEVRSMGYYLIQIYIPSSLIVVISWVSEFWLNRSATPARVSLGVTTVLT
STGNFTCLEVVFTFKRRLGYYLFHTYIPTCLIVIMSWISFWIKPEAVPARVTLGVTSLLT
STGNFTCLEVVFRLKRRLGYYVFHTYIPTCLIVIMSWVSFWIKPEIAPARVTLGVTSLLT
ITGNFTCLEVVFQLRRRLGYYLFHTYMPTCLIVIMSWVSFWIKPEAAPARVTLGVTSLLT
NTGAYSCLKVDLLFKREFSYYLLTIYIPCCMLVIVSWVSFWLDONAVPARVSLGVTTLLT
VIGNFSGLKVHFSLRRONGYHVLOTYVPTILIVSISWVSFWLDPNAVPGRVSLGVTTLLT

Kk e % cos ok keas kek aak akkakKkk. | LK Rk ek Rk ke kK

T™M3

MTTLMSSTNAALPKISYVKSIDVYLGTCFVMVFASLLEYAAVGYMGKRIQMRKNRI-=—=—

LSTQHANSQKSLPPVSYIKAIDMEFMSSCTVEVEFLSLMEYATVNIILGDMVDOKPQEETEM
LETOOAKSQASLPPVSYIKTIDIFMSSCTVEVEMALIEYAVVNIILGDGSGETAKGPTKP
LSTQHAKSQASLPPVSYIKIIDMEFMSTCTVEVEFLALMEYALVNVVLGDGPDTPPKNPKPT

MATQTSGINQSLPPVSYTKAIDVWTGVCLTFVFGALLEFALVNYASRSDIHREQMKKQR -
LTTLASGIRAQLPPVSYVKATIDVWIGMCMIMVFGALLEF TLVNWLANKK IVNPASK=—=~
* . . * K :** * **:: . * :** :*:*:: *.
LAT-QKMAEQR—-—====—= KAATLDH=-——=--~ SHASQ=—==—==—=———————m——
RRITRKLTLRRPRAQTNRRRNGGDVTLOEA==—==—=— === ———m oo
EPH P S mmmm mm m oo ATDLATKESRRE—=——~
EKEAKSLHHHFS----SDKQDGGRLGFGSVSHHPLYSQTHYDHHS DLAAHHSNPYLHSNP
~—ROWELEHQA= === === ——mmmm e ALE-——=—=——=——-
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Figura 8. Comparacion de los péptidos codificados por los transcritos seleccionados del
transcriptoma del tallo ocular (Manfrin et al., 2015), con la subunidad clonada por Jiménez-
Vazquez etal., (2016). Las secuencias Pc—HisCl1, Pc—HisCl2, Pc—HisCI3, Pc—GlutCl1 y Pc—GlyCl1
(nimero de referencia: GBEV01011372.1, GBEV01005488.1, GBEV01028196.1, GBEV01021443.1y
GARH01020929.1, respectivamente) muestran un par de cisteinas que dan lugar al asa—Cys, asi
como cuatro segmentos transmembranales (TM1-TM4), los cuales estan subrayados e identificados
por su nombre correspondiente. En el recuadro en azul se observa la secuencia conservada que
forma el filtro de selectividad
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Figura 9. Prediccion de los dominios transmembranales presentes en la subunidad Pc—HisCI1. De
igual manera se predijeron los dominios para las subunidades Pc—HisCl2, Pc—HisCI3, Pc—GlutCI1 y
Pc—GlyCI1 concordado todas las subunidades con lo esperado. Los 4 dominios existentes se
encuentran separados por asas localizadas tanto en el lado intracelular como en el lado extracelular.

Tabla 2. Informacién de las secuencias seleccionadas

Transcrito Nombre Porcentaje de
seleccionado propuesto identidad con
PcGABAAB
Histamina Pc11400 Pc-HisCl1 29.69%
Pc5510 Pc-HisCI2 34.04%
Pc28241 Pc-HisCI3 29.31%
Glicina Pc25974 Pc-GlyCl1  32.01%
Canal de cloruro Pc21483 Pc-GlutCl1  37.30%

dependiente de
glutamato
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Clonacién molecular de las secuencias putativas.

Los oligonucleétidos disefiados para las subunidades identificadas se emplearon
para amplificar cada una de las secuencias candidatas mediante RT-PCR. Estos
oligonucleétidos hibridan en las regiones 5'-y 3'-UTR (regiones no traducidas) de
cada una de las secuencias, como se esquematiza en la Figura 10. En la Tabla 1
se enlistan los oligonucledtidos que fueron utilizados para amplificar cada una de

las subunidades.

Secuencia codificante

SUTR ———
f2

fl r2 rl

Figura 10. Esquema de la localizacién de los oligonucleétidos empleados para la amplificacidon de

los ADNc de las subunidades formadoras de receptores del asa Cys

Tras la sintesis de ADNc a partir de ARN total obtenido del tallo ocular de acocil y
los oligonucledtidos especificos en antisentido (rl), este fue utilizado para realizar
una primera amplificacion por la PCR con los oligonucleétidos que hibridan mas
externamente (f1-rl) para cada una de las subunidades (Pc-GlutCI1, Pc-GlyCI1,
Pc-HisCI1 y Pc-HisCl2). Como se puede observar en la Figura 11, se obtuvieron
amplicones de ~1,600 pb para Pc—-GIutCI1 y Pc-GIlyCI1 (carriles 1 y 2,
respectivamente), de ~2,100 para Pc—HisCI2 (carril 3), mientras que para Pc—HisCI1
(carril 4) no hubo amplificacion. Como control positivo se utilizaron los
oligonucleétidos disefiados por Valladares (2016) para la subunidad PCGABAA2
(carril 5, ~1,600pb).

Al obtener resultados positivos en la mayoria de las subunidades se procedio a
hacer una segunda amplificacién (anidada) con los oligonucleétidos especificos
f2—r2 para cada una de los transcritos (Figura 8). Como se observa en la Figura 12,
para las subunidades Pc-GlutCll, Pc-GlyCl1 y Pc-HisCI2 (carriles 1, 2 y 3,

respectivamente) se obtuvieron amplicones de tamarfios similares a los de la primera
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amplificacion; en tanto para la subunidad Pc—HisCI1 (carril 4) en esta ocasion se
obtuvo un amplificado de ~1,400 pb, que concuerda con el tamafio esperado ya que
los oligonucledtidos internos estdn mas alejados de los extremos. En el caso de
Pc-HisCI3, en la Figura 13 se puede ver en la primera amplificacion con
oligonucleétidos f1-rl (carril 1) un amplicon del tamafo esperado (~1,800 pb) y al
realizar la PCR anidada con oligonucleétidos f2-r2 se obtuvo un tamafio similar al

primero como se observa en el carril 3 de la misma Figura.
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Figura 11. Amplificaciones por RT-PCR de las subunidades predichas Pc-GlutCI1, Pc-GlyCI1,
Pc—HisCI1 y Pc-HisCI2 con los oligonucleétidos f1-r1. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
(tefiido con bromuro de etidio) de los amplicones. Carriles 1 y 2 para las subunidades Pc-GlutCI1 y
Pc—GlyClI1, respectivamente, con un tamafio ~1,600 pb (recuadro azul). Para la subunidad
Pc—HisCI2 se esperaba un tamafio ~2,100 pb (carril 3). En el caso de la subunidad Pc—HisCI1 no
hubo la amplificacion esperada en esta reaccion (carril 4). En el carril 5 se utilizaron los
oligonucledtidos disefiados por Valladares (2016) para la subunidad PcGABA2 como un control
positivo (tamafio de ~1,600 pb). Carril 6, control negativo. (M) marcador de peso molecular para ADN
de 1 kpb.
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Figura 12. Amplificacion por PCR anidada de las subunidades Pc—GlutCl1, Pc—GlyCl1, Pc—HisCI1 y
Pc—HisCI2 con oligonucleétidos especificos f2—r2. Los productos amplificados se separaron en un
gel de agarosa al 0.8% teiiido con bromuro de etidio. EIl molde utilizado fue una alicuota de la
primera amplificacion; carril 1y 2 para las subunidades Pc—GlutCI1 y Pc—GlyCl1, respectivamente,
con un tamafio ~1,600 pb. En el carril 3, con un tamafio ~2,000 pb, se encuentra el amplificado de
la subunidad Pc—HisCl2. Para la subunidad Pc—HisCl1 en esta ocasidn si se observa el amplificado en
el carril 4 con un tamafio ~1,400 pb. Carriles 5 y 6 controles negativos, (M) marcadores de peso

molecular para ADN de 1kpb.

0.75

0.5

0.25

Figura 13. Amplificacion de la subunidad Pc-HisCI3. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%,
tefiido con bromuro de etidio. En el carril 1 se muestra la primera amplificacion por PCR con
oligonucledtidos especificos f1-r1 con un tamafo de ~1800 pb (recuadro azul), mientras en el carril
3 se observa el amplicon resultante por la PCR anidada con oligonucle6tidos especificos f2-r2 con
un tamafio de ~1700 pb (recuadro azul). Carriles 2 y 4 controles negativos, (M) marcadores de peso
molecular para ADN de 1 kpb.
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Si bien los tamafos de los amplificados concuerdan con lo esperado, estos se
caracterizaron por digestion con diferentes enzimas de restriccion para corroborarlo.
Las enzimas se eligieron para cada subunidad basado en los sitios predichos en las
secuencias descritas en el transcriptoma. Las enzimas empleadas en cada caso
fueron: BstEIll y BsrGl (Pc-HisCl1, Figura 14A); Eagl y Sphl (Pc-HisCl2, Figura
14B); Xho y BamHI (Pc-HisCI3, Figura 14C); BstEll y Sphl (Pc-GlutCI1, Figura
14D); Bcll y Eagl (Pc—GlyCl1, Figura 14E). Los fragmentos resultantes de estas
digestiones concordaron con los tamarfos esperado (Tabla 3).
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Figura 14. Caracterizacidn por restriccion de los amplificados purificados Pc—HisCl1, Pc—HisCI2,
Pc—HisCI3, Pc—GlutCI1 y Pc—GlyCI1. Electroforesis en geles de agarosa al 0.8%, tefiidos con bromuro
de etidio. En paréntesis se indican los tamafos esperados para cada digestion. A) Amplificado
Pc—HisCl1 digerido con BstEll (461 y 860 pb) y BsrGl (982 y 342 pb) B) Analisis de restriccion con las
enzimas Eagl (1,160 y 700 pb) y Sphl (950, 560y 380 pb) del amplicon Pc—HisCl2. C) Caracterizacion
del amplificado purificado pc—HisCI3 utilizando las enzimas Xhol (988 y 875 pb) y BamHI (859, 560 y
440 pb) D) Digestion del amplicon Pc—GlutCl1 con Sphl (800 y 600 pb) y BstEll (500 y 900pb)
E) Caracterizacion del amplificado Pc—GlyCl1 con Bcll (1,000 y 353 pb) y Eagl (560 y 800 pb)
(M) marcador de peso molecular de ADN de 100 pb, (S/D) amplificado sin digerir.
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Tabla 3. Tamafios esperados tras la digestion de los amplificados.

Amplificado Enzima Tamafio esperado
Pc—HisCI1 | BstEll 461y 870 pb
BsrG1 982 y 340 pb
Pc—HisCI2 | Eagl 736y 1,161 pb
Sphl 950, 561 y 380 pb
Pc-HisCI3 | Xhol 988y 875 pb
BamHI 852, 560 y 440 pb
Pc-GIuClI1 | BstEll 500 y 900 pb
Sphl 814 y 601 pb
Pc—-GlyCI1 | Bcll 1,010y 352 pb
Eagl 560 y 800 pb

Una vez comprobado por andlisis de restriccion que los amplicones obtenidos
corresponden con las subunidades Pc-GlutCIl1, Pc-GlyCl1, Pc-HisClI1, Pc—HisCI2
y Pc-HisCI3, se procedio a la clonacion de dichas subunidades en el vector pJetl.2;
posteriormente clonas de cada una de las subunidades se analizaron por digestion
con al menos dos enzimas de restriccion. Inicialmente se empled Bgll para poder
corroborar los tamafios de los insertos (datos no mostrados). En seguida se
eligieron tres clonas para cada una de las subunidades Pc—GlutCI1 (Figura 15A),
Pc-GlyCI1 (Figura 15B) y Pc—HisCI3 (Figura 15C), las cuales se caracterizaron con
Pstl. Debido a que el vector pJetl.2 presenta extremos romos la clonacién no es
dirigida, lo que tiene como consecuencia que los insertos se liguen en el vector en
cualquiera de dos orientaciones posibles, por lo que los patrones esperados para la
subunidad Pc-GIutCl1 era de 3,900 y 470 pb si se encontraba en un sentido y de
2,700 y 1160 pb si se encontraba en el otro, mientras para Pc—HisCI3 el patron
esperado era de 2,900 y 1,743 pb para una direccion y para la otra de 3,900 y
681 pb. En cambio, para la subunidad Pc-GlyCI1 la clonacién en cualquiera de las

dos posibilidades generaba tamafios similares (100, 900 y 250 pb).
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Figura 15. Andlisis de restriccion con la enzima Pstl de 3 plasmidos pletl.2 con las subunidades
Pc—GlutCl1, Pc—GlyCl1 y Pc—HisCI3. Los fragmentos resultantes de las digestiones con Pstl para cada
subunidad se separaron en un gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio (parte de arriba).
Los patrones in silico se muestran bajo de cada uno de los geles con las subunidades ligadas en una
u otra orientacioén (S y A). A) Caracterizacion de los plasmidos pletl.2con la subunidad Pc—GlutCl1,
los plasmidos seleccionados presentaron ambos patrones de ligaciéon B) Andlisis de las clonas
pletl.2—Pc—GlyCl1, en las que se puede observar el mismo patrén debido a que la insercién de la
subunidad en ambas orientaciones genera tamafos similares C) Caracterizacion de los plasmidos
pletl.2—Pc—HisCl3, todas las clonas presentan los tamafios en la primera orientacién (S) como se
puede ver en el analisis in silico. (M) marcador de peso molecular de ADN de 1 kpb.

En el caso de las subunidades Pc-HisCI1 (Figura 16A) y Pc—HisCI2 (Figura 16B) se
caracterizaron con la enzima Eagl, y de igual forma se escogieron 3 plasmidos. Para
la subunidad Pc—HisCl1 el tamafio encontrado correspondia a los insertos en
antisentido de 3,200 y 1,070 pb. Por altimo, para la subunidad Pc—HisCI2 coincidio
con el patrén del inserto en uno de los sentidos (4,000 y 778 pb aproximadamente).

Con tales datos se concluyé que se logré clonar con éxito las subunidades
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Pc-GlutCl1, Pc-GlyClI1, Pc—HisCl1, Pc-HisCI2 y Pc—-HisCI3 por lo que se mandaron

a secuenciar las clonas con el fin de corroborar los resultados.
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Figura 16. Caracterizacion por restricciéon con la

enzima Eagl de 3 plasmidos pletl.2 con la
subunidad Pc—HisCl1 y Pc—HisCl2. De cada figura
en el lado izquierdo se observa una electroforesis
en geles de agarosa al 0.8% (teiido con bromuro
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Caracteristicas moleculares de las subunidades formadoras de receptores
ionotréopicos a histamina

En general, una vez obtenidas las secuencias de las clonas de todas las
subunidades, se observé que hubo diferencias en las secuencias del ADN al
compararlas con las del trancriptoma, sin embargo, estos cambios de nucleétidos
no causaron la sustitucion de aminodacidos en la proteina entre la subunidad clonada
y la predicha para el caso de las subunidades Pc—GlutCI1, Pc-GlyCI1, Pc—HisCI1.
En las subunidades donde si se encontr6 un cambio de aminoacidos fue en
Pc-HisClI2, de una Leu a una Arg en la posicién 14; este cambio se localiza dentro
de los primeros cuarenta aminoacidos, en donde se encuentra la secuencia de

aminoacidos del péptido sefal (Figura 17). De igual manera, en la subunidad
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Pc—HisCI3 se encontré una sustitucion de aminoacido, en la posicion 53 (His por

GIn) como se observa en la Figura 18; una caracteristica de esta subunidad es que

aparentemente no presenta péptido sefial.

Pc25974 MLCSGTWRLLGPPLLLLSIVLASILAHTQASTDGSEGVLTFODLLPENPKDYDKMRPPKK 60
Pc—-HisCl2 MLCSGTWRLLGPPRLLLSIVLASILAHTQASTDGSEGVLTFQDLLPENPKDYDKMRPPKK 60
hkhkkhhhhhhhhh hhhkhhkhhkhkhkhhkhhkhhkhhkhhkhhk Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak XKk * KK
Pc25974 EGRPTKVYFHVTVMGIDSINENSMTYVADIFFAQSWKDHRLRLPENMTSGYRLLEVDWLN 120
Pc—HisCl2 EGRPTKVYFHVTVMGIDSINENSMTYVADIFFAQSWKDHRLRLPENMTSGYRLLEVDWLN 120
R R R R R R R
Pc25974 DLWRPDSFFKNAKQVTFOTMTIPNHYVWLHKDSTILYMVKLTLTLSCAMNYATYPHDTOE 180
Pc—HisCl12 DLWRPDSFEFKNAKQVTEFQTMTIPNHYVWLHKDSTILYMVKLTLTLSCAMNYAIYPHDTQE 180
R R R R S R R
Pc25974 CKLOMESLSHTTEDLVEDWDADVPLEVDDNIELPQFDLVKNHTADCTQVYITGNFTCLEV 240
Pc—HisCl12 CKLOMESLSHTTEDLVEDWDADVPLEVDDNIELPQFDLVKNHTADCTQVYITGNEFTCLEV 240

Ak kA kA Ak hkhkh Ak kA hhkhhkhkhhkhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkhkrkhkhkhrhkkxkhkxkxx

Figura 17. Comparacidon de un fragmento de las secuencias de aminoacidos del transcrito Pc25974
(arriba) y la subunidad clonada Pc—HisCI2 (abajo). A pesar de haberse encontrado cambios en la
secuencia de nucledtidos, esto no se reflejé en la mayoria de la secuencia de aminoacidos, solo hay
un cambio al inicio de la secuencia de esta subunidad (recuadro naranja) de una leucina (L) a una

arginina (R). La flecha en azul marca el sitio de corte de la secuencia del péptido sefial.

Pc28241 MDAPPASEDTGTGARRNVVESSEEVKKDGEGAGGGEGGGRKTEAARGKEARTHQLCWLPS 60
Pc—HisCl3 MDAPPASEDTGTGARRNVVESSEEVKKDGEGAGGGEGGGRKTEAARGKEARTOQLCWLPS 60
R R B R R I AR
Pc28241 IPTHLLPLLLLLLLFLLTHVGCVRASAEEDTLLEISDILPEDTKSYDKMRPPOSQOGNPTV 120
Pc—HisC13 IPTHLLPLLLLLLLFLLTHVGCVRASAEEDTLLEISDILPEDTKSYDKMRPPQSQGNPTV 120
Kk K ok ok k ok ok kK ok ok Kk ok k ko k ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok k k ok kR ok kK k ok
Pc28241 VYFHVTVMSLDSIDESSMTYAADIFFAQSWKDHRLREPONMTGEYRLLPVSWLKDIWRPD 180
Pc—HisCl3 VYFHVTVMSLDSIDESSMTYAADIFFAQSWKDHRLRFPONMTGEYRLLPVSWLKDIWRPD 180
ok K ok ok k ok ok kK ok ok Kk ok k ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok k k ok ok kK kK ok &
Pc28241 AFFKNAKSVTFQTMTIPNHYLWLHLDSTILYMVKLTLLLSCAMNFQSYPHDTQQOCAMKIE 240
Pc—HisCl3 AFFKNAKSVTFQTMTIPNHYLWLHLDSTILYMVKLTLLLSCAMNFQSYPHDTQQCAMKIE 240

kA khkhkhkhrhhkhkhhkhhkrhhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkrhkhkhhkrhkhkrhhkhkhr vk xhhkrhxxk*x

Figura 18. Comparacidon de un fragmento de las secuencias de aminoacidos del transcrito Pc28241
(arriba) y la subunidad clonada Pc—HisCI3 (abajo). A pesar de que se encontraron cambios en la
secuencia de nucledtidos, solo se reflejé este cambio en dos aminoacidos (recuadro naranja) de un
glutdmico (E) a una glicina (G) y de una histidina (H) a una glutamina (Q).

44



En especifico para las subunidades de los receptores a histamina Pc—HisCI1,
Pc—HisCI2 y Pc—HisCI3, los analisis predijeron que cada una de estas subunidades
es una proteina de 422, 576 y 535 aminoé&cidos, respectivamente. El analisis
filogenético de algunos canales de cloruro que incluyen a estas secuencias mostré
gue se agrupan de acuerdo con su ligando especifico (Figura 19). La identidad que
comparten Pc—HisCI1 con Pc—HisCI2 y Pc-HisCI3 es del 50% aproximadamente,
mientras Pc-HisCl2 y Pc-HisCI3 presenta una identidad del 46%. Por otro lado, la
subunidad Pc-HisCI1 comparti6 tanto con la subunidad HCLA y HCLB de
Drosophila una identidad del 60%, mientras Pc—HisCI2 y Pc—HisCI3 presentaron un
mayor porcentaje de identidad con la subunidad HCLA (51% y 49 %,
respectivamente) esto al realizar alineamientos por separado, ya que con el analisis
filogenético podemos observar que las tres subunidades clonadas son homologas
con las subunidades HCLA al agruparse con ella o presentar una mayor homologia
(Pc—HisCI3). Por ultimo al comparar los aminoacidos conservados del posible sitio
de unidén a la histamina que dedujo el grupo de trabajo de Akashi y colaboradores
(2018), se puede observar que para la subunidad Pc-HisCl1 todos estos
aminoacidos estan conservados, mientras que para las subunidades Pc-HisCI2 y
Pc—HisCI3 se encontré en ambas un cambio de aminoacido, de una Val**a un Glu,

en el asa F (Figura 20).
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Figura 19: Arbol filogenético de las secuencias de aminoacidos de las subunidades clonadas en
este trabajo y miembros representativos de canales—receptores de cloruro, especificamente los
dependientes de histamina, glutamato y glicina. El recuadro en verde destaca a Pc—GlutCl1 y
Pc—GlyCl1, mientras los recuadros en azul resaltan a las subunidades Pc—HisCl1, Pc—HisCI2 y
Pc—HisCI3 que se clonaron en este trabajo, y como se puede observar en el arbol es probable que
las tres subunidades sean homoélogas con la subunidad HCLA. El analisis filogenético inferido por
medio del método Maximum Likelihood (Jones et al.,1992), basado en el modelo matriz JTT, refleja
la relaciéon de las secuencias clonadas con otras secuencias de subunidades de Drosophila
melanogaster (D.mel), Musca domestica (M.dom) and Papilio xuthus (P.xut). El canal de cloruro
dependiente de glutamato de Caenorhabditis elegans (C.ele) se incluyé en el arbol como referencia
para deducir los dominios y estructuras parciales de los canales de cloruro del asa Cys. El receptor
de acetilcolina (AChR) se incluyé como grupo externo. El porcentaje de drboles en los cuales los taxa
asociados se agruparon, se muestra junto a las ramas. Los diagramas filogenéticos iniciales se
obtuvieron automaticamente aplicando los algoritmos Neighbor—Joining y BioNJ en una matriz de
distancias pareadas estimadas a partir del modelo JTT; consecuentemente, se selecciond la
topologia con el valor logaritmico “likelihood” superior. El andlisis involucré 18 secuencias de
aminoacidos. Todas las posiciones que contenian gaps y datos faltantes se eliminaron, siendo un
total de 306 posiciones en el estudio final. El analisis evolutivo fue realizado con el programa MEGA
6. Los numeros de acceso al GenBank estan indicados al final de cada nombre de las secuencias
utilizadas para el analisis. GluCla, subunidad alfa del canal de cloruro dependiente de glutamato;
GlutCl, canal de cloruro dependiente de glutamato, HCLA subunidad A del canal de cloruro
dependiente de histamina; HCLB subunidad B del canal de cloruro dependiente de histamina; GRD,

receptor tipo—GABA/glicina.
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Asa G AsaD Asa A Asa E Asa B Asa F Asa C

999 1111111 1111111 111111 22222 2222222 22222222222 2
789 1111112 4555555 888888 11111 3333333 55555555666 7

Posicién aminocacidos 4567890 0912345 012345 01234 0123456 23456789012 5
* Kk kK * *
GluCla C.ele (A2A50785.1) LRT--LTLRESW--PDTFFPN--LYSVRI--ASYAY--QLKVGLS-CTSVINTGIYSC--S
GluCl A.mel (DO667185.1) VRS--LTFREQW--PDLFEFSN--LYSIRI--ASYGW--QVVKNL--CNSKTNTGEYSC--S
GluCl D.mel (AF297500.1) VRS--LTFREQW--PDLFFSN--LYSIRI--ASYGW--QVVKNL--CNSKTNTGEYSC--S
GluCl M.dom (AB177546.1) VRS--LTFREQW--PDLFFSN--LYSIRI--ASYGW--QVVKNL--CNSKTNTGEYSC--S

GluCl N.vit (FJ851099.1) VRS--LTFREQW--PDLFFAN--LYSIRI--ASYGW--QVVKNL--CNSKTNTGEYSC--S
GluCl P.xut( x013318157.1) VRS--LTFREQW--PDLFFSN--LYSIRI--ASYGW--QVVKNL--CNSKTNTGEYSC--S

Pc-HisC1l1 VMG--IFFAQTW--PDSFFKN--LYMVKL--ESLSH--VVDDSI--CTQVYSTGNFTC--G
Pc-HisC1l2 VMG--IFFAQSW--PDSFFKN--LYMVKL--ESLSH--EVDDNI--CTQVYSTGNFTC--G
Pc-HisC13 VMG--IFFAQSW--PDAFFKN--LYMVKL--ESLSH--EVDDRI--CTQVYSTGNFTC--G

HCIA A.mel (DQ667187.1) VMG--IFFAQTW--PDSFFKN--LYMVKL--ESLSH--VVDNEI--CTQVYSTGNFTC--G
HCIA D.mel (AY049774.1) VMG--IFFAQTW--PDSFFKN--LYMVKL--ESLSH--VVDENI--CTQVYSTGNFTC--V
HCIA M.dom (XM005183483.3) VMG--IFFAQTW--PDSFFKN--LYMVKL--ESLSH--VVDENI--CTQVYSTGNFTC--V
HC1A N.vit (FJ851089.1) VMG--IFFAQTW--PDSFFKN--LYMVKL--ESLSH--VVDENI--CTQVYSTGNFTC--G
HCIA P.xut (LC373508) VMG--IFFAQTW--PDSFFKN--LYMVKL--ESLSH--VVDENI--CTQVYSXGNFTC--G

HCIB A.mel (DQ667188.1) VLS--IFLAQSW--PDCFFKN--LYMSKL--ESLSH--VVNPEI--CTIEYSTGNFTC--G
HCIB D.mel (AY049775.1) VLS--IFLAQSW--PDCFFKN--LYMSKL--ESLSH--VVNTEI--CTIEYSTGNFTC--G

HCIB M.dom (XM005191486.2) VLS--IFLAQSW--PDCFFKN--LYMSKL--ESLSH--VVSNEI--CTIEYSTGNFTC--G
HCIB N.vit (FJ851090.1) VLS--TFLAQSW--PDCFFKN--LYMSKL--ESLSH--VVNPEI--CTIEYSTGNFTC--G
HCIB P.xut (LC373509) VLS--IFLAQSW--PDCFFKN--LYMSKL--ESLSH--VVNPDI--CTIEYSTGNFTC--G

Figura 20: Alineamiento de la secuencia de aminodcidos de la estructura del asa que contiene los
sitios de unidn al agonista putativo. Lo residuos son deducidos de la estructura tridimensional que
ha sido determinada de GluCla en C. elegans (Hibbs & Gouaux, 2011b). Las secuencias que estan
después del recuadro gris son de las subunidades clonadas del tallo ocular en P. clarkii Pc—HisCl1,
Pc—HisCl2 y Pc—HisClI3. Los asteriscos (*) indican los sitios conservados en todas las moléculas.
Aminodacidos resaltados en un recuadro gris, indican los sitios que difieren entre los canales
dependiendo de sus agonistas especificos. Los nimeros de acceso para cada secuencia se muestran
en el paréntesis. Las secuencias entre las asas se omiten de la figura y se indican con guiones (-).
GluCla, subunidad alfa del canal de cloruro dependiente de glutamato; GIuCl canal de cloruro
activado por glutamato; HCLA, subunidad A del canal de cloruro dependiente de Histamina; HCLB,
subunidad B del canal de cloruro dependiente de Histamina. C. ele, Caenorhabditis elegans; A. mel,
Apis mellifera; D. mel, Drosophila melanogaster; M. Dom, Musca domestica; N. vit, Nasonia
vitripennis; P. xut, Papilo xuthus. (Modificado de Akashi et al., 2018).
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Evaluacion funcional de las subunidades clonadas

Con el fin de evaluar la funcionalidad de cada una de las subunidades clonadas, la
linea celular HEK293T fue utilizado como sistema de expresion heterdlogo. Estas
células se transfectaron transitoriamente con 2 ug de ADN plasmidico por medio del
método del PEI (Reed et al., 2006)

Para determinar la capacidad de las subunidades Pc-GlutCl1l, Pc-GlyCI1,
Pc—HisCI1 y Pc-HisCI2 para formar receptores homopentaméricos, primero cada
una de estas fue insertada en el vector de expresion pIRES2—-EGFP, en el sitio Bglll.
Posteriormente estas secuencias fueron analizadas con enzimas de restriccion. La
subunidad Pc-GlutCI1 fue digerida con las enzimas Pstl y Nhel (Figura 21A),
mientras que Pc-GlyCI1 fue digerida con BstElI-Nsil y Xhol (Figura 21B), la
subunidad Pc-HisClI1 fue digerida con BsrGl y Xbal-Xmal (Figura 21C), y por ultimo
Pc-HisClI2 fue digerida con Kpnl y BsrGl (Figura 21D). En todos los casos los

patrones de las digestiones concordaban con los tamafios esperados (Tabla 4).
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Tabla 4. Tamafios esperados tras las digestiones de los plasmidos pIRES2-EGFP
conteniendo cada una de las subunidades clonadas.

Subunidad Enzima Tamanos esperados (pb)
Pc-GlutCl1 | Pstl 5,400 y 1,400
Nhel 6,100 y 651
Pc-GlyCl1 | BstEII-Nsil 3,100, 2,300, 690 y 410
Xhol 6,300 y 260
Pc—HisCl1 | Kpnl 6,100, 590 y 460
BsrGl 4,400y 2,600
Pc—HisCI2 | BsrGl 4,900y 1,700
Xbal-Xmal 5,200 y 1,400

Previo a la evaluacién funcional de cada subunidad clonada, primero se probé que
las células eran capaz de ser transfectadas con alguna subunidad y que ademas
fueran capazces de responder a la aplicacion de agonistas. Para esto se utilizo
como control positivo la subunidad clonada por Jiménez-Vazquez et al., (2016), la
subunidad PcGABAApB. Los resultados obtenidos con esta subunidad fueron
consistentes con lo ya reportado, es decir, esta subunidad es capaz de formar
receptores homomeéricos funcionales los cuales son permeables al cloruro. En la
Figura 22 se muestran los resultados obtenidos de la subunidad PCGABAAp tras la

aplicacion de GABA 50 uM a diferentes potenciales de mantenimiento.

GABA 50 uM

5s

50 pA

5s

Figura 22. Corrientes evocadas por la aplicacion del GABA en las células HEK293T transfectadas
con la subunidad PcGABAAB. Registro electrofisiolégico de la subunidad PcGABAAR y las corrientes
evocadas al aplicar GABA 50 uM a distintos potenciales de mantenimiento.
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Una vez comprobado el sistema de expresion y el protocolo para la evaluacion
funcional, se prosiguié a la expresion de la subunidad Pc-GlutCI1. De manera
similar a como se realizé con PcCGABAA, se transfecté la subunidad Pc-GlutCI1 y
se identificaron las células fluorescentes. La aplicacion de glutamato (50 uM) con
un potencial de mantenimiento de —60 mV, no evoco corrientes detectables (Figura
23). También se aplicaron otros agonistas como fue el GABA (50 uM), glicina (50
puM) e HA (50 uM) y de igual forma no se produjeron corrientes detectables. Estos
resultados sugieren que esta subunidad no es capaz de formar receptores

homoméricos funcionales a ninguno de los agonistas utilizados.

Em (mV)
-60 mV
5s
GABA 50 uM

Em (mV)
i -60 mV

Em (mV) 5s
60 mV Glicina 50 pM

5s Em (mV)
ol -60 mV

Glutamato 50 uM 55

Figura 23. Registro electrofisioldgico de células transfectadas con la subunidad Pc—GlutCl1 con
aplicaciones de glutamato, GABA, glicina e histamina, todos a 50 uM. Debido a la ausencia de
corrientes detectables se sugiere que esta subunidad no forma receptores homoméricos
funcionales.

De manera similar a lo observado con la subunidad Pc-GlutCI1, la aplicacion de
glicina (50 yM), glutamato (50 uM), GABA (50 uM) e HA (50 uM) no evoca corrientes
detectables cuando las células fueron transfectadas con la subunidad Pc-GlyCI1,

como puede observarse en la Figura 24.
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Figura 24. Registro electrofisiologico de células transfectadas con la subunidad Pc—GlyCI1 con
aplicaciones de glicina, GABA, glutamato e histamina, todos a 50 uM. Al igual que Pc-GluCl1, la
ausencia de corrientes detectables sugiere que esta subunidad no forma receptores homoméricos
funcionales.

En el caso de la subunidad Pc-HisCI1, que presenté una mayor homologia con
receptores a histamina tras realizar un BLAST general, la transfeccion de las células
seguida de la aplicacion de la HA (50 uM) dio como resultados la posibilidad de
registrar corrientes cuya magnitud y sentido es dependiente del potencial de
mantenimiento utilizado (Figura 25A). Se sugiere que el receptor puede ser selectivo
a cloruro ya que las soluciones de registro externa e interna utilizadas tienen una
concentracion simétrica del ion CI- por lo que el potencial de equilibrio para este
anion es 0 mV. Esto pudo ser corroborado en la relacién corriente—voltaje de la
respuesta a HA (Figura 25B); también en esta relacion se puede observar que a
valores >20 mV del potencial de mantenimiento hay una rectificacion saliente muy
marcada. La aplicacion de glutamato (50 uM), glicina (50 uM) y GABA (50 yM) no
evocaron corrientes detectables en este receptor (datos no mostrados). Estos
resultados sugieren que la subunidad Pc—HisCI1 forma receptores homoméricos

funcionales activados por la histamina.
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Figura 25. Corrientes evocadas por la aplicacion de histamina en las células HEK293T transfectadas
con la subunidad Pc—HisCl1. A) Se muestra el registro electrofisioldgico de la subunidad Pc—HisCI1
y las corrientes evocadas al aplicar histamina 50 uM a distintos potenciales de mantenimiento. B)
Relacién corriente—voltaje de la respuesta a histamina en células que expresaban la subunidad
Pc—HisCl1 enla que se puede observar una rectificacion saliente prominente. Cada punto representa
la media * EE de 6 células.

De igual forma, la subunidad Pc—HisCI2 también presenté una gran homologia con
los receptores a HA. La aplicacion de este ligando a células transfectadas con esta
subunidad en una concentracion de 50 pM evocO corrientes en las células
registradas, y de la misma forma la amplitud de las corrientes fueron dependientes
al potencial de mantenimiento utilizado (figura 26A). En un potencial de
mantenimiento de 0 mV, al igual que en la subunidad Pc—HisCI1, la corriente no fue
detectable por lo que proponemos una selectividad del receptor al anién Cl-; la
relacion corriente—voltaje fue lineal, y en consecuencia no hubo rectificacion (Figura
26B). En el caso de los otros agonistas utilizados no hubo corrientes detectables al
aplicarlos (datos no mostrados). Por lo que de igual forma que la subunidad anterior
esto sugiere que la subunidad Pc—HisCI2 forma receptores homopentamericos

funcionales a la HA.
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Figura 26. Corrientes evocadas por la aplicacion de histamina en las células HEK 293T
transfectadas con la subunidad Pc—HisCI2. A) Corrientes evocadas por la aplicaciéon de 50 uM de
histamina a distintos potenciales de mantenimiento. B) relacidn corriente—voltaje de la respuesta a
histamina en células que expresan la subunidad Pc—HisClI2; en esta grafica se puede observar que
esta relacion es lineal. Cada punto representa la media + EE de 3 células.

Por ultimo, con distintas concentraciones de histamina utilizadas (en células
independientes) se construyeron las curvas concentracion-respuesta de los
receptores homomeéricos formados por las subunidades Pc-HisCl1 y Pc-HisCI2
(Figura 27), la cual se ajusté con la ecuacion de Hill, arrojando coeficientes de Hill
(nH) de 1.58 y 1.36, y ECsos de 59.57 uM y 23.11 uM, respectivamente.
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Figura 27. Curvas concentracion—respuesta para la histamina de los receptores Pc—HisCl1 y
Pc—HisCI2 expresados en células HEK 293T. Se utilizaron concentraciones de 3, 10, 30, 100 y 300
KUM. Todas las corrientes fueron obtenidas utilizando un potencial de mantenimiento de —60 mV.
Los datos fueron ajustados con la ecuacién de Hill de 4 pardmetros. Se muestran para cada curva
los valores del ajuste de la ECsoy el coeficiente de Hill.
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Discusion

En los invertebrados existe una gran diversidad de canales idnicos activados por
ligando que han sido explorados desde el punto de vista molecular y fisiolégico.
Muchos de ellos son receptores permeables a aniones que funcionan de manera
similar a los canales que se han descrito en vertebrados (Ffrench-Constant et al.,
1991; Witte et al.,, 2002). Sin embargo, existen unos cuantos que han sido
reportados solo en organismo invertebrados entre los que se encuentran los canales

de cloruro activados por la HA (Knipple & Soderlund, 2010).

En los artrépodos se ha documentado ampliamente que la HA es el neurotransmisor
del primer relevo sinaptico de la via visual, es decir, se libera por los fotorreceptores
(Stuart et al., 2007). La liberacion de HA en retinas aisladas y la presencia de
inmunorreactividad en los fotorreceptores también fue confirmada en el acocil
P. clarkii. Ademas, Cebada y Garcia, (2007) sugieren que las ceélulas
inmunorreactivas a la HA localizadas en la médula terminal del tallo ocular, que
proyectan a la region de la neuropila, podrian ejercer un control histaminérgico en
la actividad eléctrica de las células del 6rgano X y regular la secrecion hormonal.
Sin embargo, aparentemente hasta la fecha no se ha llevado a cabo algun estudio
en el que se trate de determinar la identidad molecular de las subunidades

formadoras de estos canales.

Por ello, en el presente trabajo a partir del ARN aislado del tallo ocular del acocil P.
clarkii, se clonaron 5 ADNc, 3 subunidades formadoras de receptores ionotropicos
dependientes de histamina, denominadas Pc—HisCI1, Pc—HisCI2 y Pc-HisCI3, y 2
subunidades que con base en el BLAST general posiblemente forman canales de
cloruro para glutamato y glicina, las cuales se nombraron Pc-GlutCl1 y Pc-GlyCI1,

respectivamente.
Caracteristicas moleculares de los receptores clonados

Las secuencias de los 5 ADNc que se clonaron en este trabajo codifican péptidos

gue incluyen todas las caracteristicas estructurales de la superfamilia de los canales
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ionicos activados por ligando, especificamente de la familia del asa Cys. Esto quiere
decir que incluye una regién con 15 aminoacidos en los extremos amino terminal
gque a su vez forman el asa de dicisteinas. También, los cuatro dominios
transmembranales predichos forman parte de la estructura. Adicionalmente, estas
secuencias incorporan las diferentes asas intra y extracelulares encargadas de unir
a los dominios transmembranales. El asa de mayor tamafo entre los dominios TM3
y TM4 es en donde se presentan las mayores diferencias entre las subunidades
clonadas en este trabajo, asi como al compararlas con otras subunidades clonadas
en otras investigaciones; la razon de esto puede ser que esta asa se ha involucrado
en eventos de unidn proteina—proteina, asi como también en modificaciones
postraduccionales las cuales pueden ser especificas para cada subunidad asi como
la funcion en la que estan involucrados los receptores que forman (Moorhouse et
al., 2002).

Con respecto a los receptores a histamina en nuestros resultados se encontraron
aspectos interesantes. Primero, se clonaron tres subunidades formadoras de estos
receptores, mientras en insectos solo se han encontrado que sus genes codifican
dos subunidades de canales ionotropicos a la HA, principalmente en
D. melanogaster, M. domestica y P. xuntus (Akashi et al., 2018; Kita et al., 2017;
Zheng et al.,, 2002). Que diferentes organismos presenten distinto nimero de
subunidades para un solo tipo de receptor ha sido comunmente reportando, un
ejemplo de esto son los receptores de nACh en insectos, entre los que se incluyen
D. melonogaster (Littleton & Ganetzky, 2000), Apis mellifera (Jones et al., 2006) o
Bombyx mori entre otros, los cuales poseen de 10-12 genes de nAChR, mientras
gue en humano y en el nematodo C. elegans se presentan 16 y 29 subunidades,
respectivamente (Jones et al., 2007). Por lo que estas dos subunidades de
receptores a HA pueden estar conservadas en los insectos, en tanto que en P.
clarkii, al no conocerse su genoma completo, no se puede determinar el total de

genes que codifican para estos receptores.
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En segundo lugar, en insectos las caracteristicas moleculares de los receptores
ionotropicos para la HA, han permitido diferenciar en dos tipos las subunidades
clonadas, HCLA y HCLB. El analisis filogenético sugiere que las tres subunidades
clonadas presentan una mayor homologia con las subunidades tipo A. Sin embargo,
todavia no se puede descartar que si se presenten subunidades tipo B.

En tercer lugar, el cambio en la secuencia de aminoéacidos de la subunidad clonada
Pc—HisCI2, como ya se habia mencionado, se encuentra dentro de los primeros 30
aminoécidos. En esta zona se encuentra lo que se conoce como el péptido sefial;
dicho péptido esta compuesto por lo general de 16—30 residuos de aminoacidos y
es eliminado de la proteina madura mediante una peptidasa especifica, por lo que
se sugiere que este cambio no estaria provocando un cambio en el canal formado
(Parker, 2001). En el caso de la subunidad Pc—HisCI3 es dificil determinar el efecto
que podria producir en el canal el cambio de una His a una GIn®3 puesto que todavia
falta expresarlo para poder establecer si afecta la funcion, la activacion, la afinidad
por el ligando, entre otras caracteristicas, o por el contrario no provocar ningun
cambio; por ejemplo en una mutante de los receptores HCLB en el que en la
posicion 111 se elimina un Trp en D. melanogaster provoca una mutacioén nula,
afectando la transmision sinaptica entre los fotorreceptores y sus células blanco,
con ello demostrando que esta proteina esta involucrada en la via visual (Yusein
et al., 2008).

En relacién con el cambio que se present6 también en las subunidades Pc-HisCI2
y Pc—HisCI3, estas se localizan en el sitio de union predicho de la HA en el asa F
de una Val a un Glu. Se sabe que el asa F juega un papel directo en el
reconocimiento del agonista segun lo reportado en receptores heteroméricos de
5-HT3, de nACh y GABA (Lynagh & Pless, 2014), situacion que no ocurre en los
receptores homomeéricos GABAp (Khatri et al., 2009). Las mutaciones en diferentes
posiciones en el asa F, aun con aminoacidos que son quimicamente similares,
afectan preferencialmente la afinidad del agonista en diferentes estados de

activacion; las interacciones entre el agonista y el asa F probablemente cambian
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sustancialmente durante la activacion inducida por el ligando (Sine et al., 2002). Sin
embargo, los canales formados por la subunidad Pc—HisCI2 presentaron una mayor
afinidad para la HA comparados con la subunidad Pc-HisCI1, en la que la Val est4
conservada, por lo que podrian estar comportandose como los receptores GABAp
en los que las modificaciones en esta asa no influyen en el reconocimiento del
agonista. No obstante, mas estudios son necesarios para poder confirmar los
efectos que las modificaciones de aminoacidos en esta asa provocan en la funcién

del receptor.
Propiedades fisiolégicas
Subunidades Pc-GIluCI1 y Pc-GlyCI1

En invertebrados se han descrito una gran gama de subunidades capaces de formar
receptores ionotropicos, y algunas de estas subunidades presentan la capacidad de
constituir receptores homomeéricos funcionales; no obstante, la gran mayoria
requiere de otras subunidades para que el receptor formado sea funcional (Beg &
Jorgensen, 2003; Gisselmann et al., 2004; Jiménez-Vazquez et al., 2016). Es
posible que para las subunidades Pc-GlyCI1 y Pc—GlutCI1 sean necesarias otras
subunidades ya que la aplicacion de glicina, glutamato y otros agonistas no
evocaron corrientes detectables en las células transfectadas con estas

subunidades.

Ademas de la necesidad de una o mas subunidades para formar un canal funcional,
también pueden requerirse otras moléculas para poder activar un receptor, como se
reporté en el nematodo C. elegans en el que se identifico que sus genes codifican
dos subunidades homologas de canales de cloruro dependientes de
glutamato (GIuCIR), una denominada GluCla y otra GIluCIB; aunque ambas
subunidades forma receptores homomeéricos al ser expresados en ovocitos de
Xenopus, la aplicacion de glutamato en los canales GluCla no evoca corrientes, solo
con la aplicacion de ivermectina (un antihelmintico de amplio espectro). Estos

receptores son funcionales ya que este farmaco si evoca corriente en estos canales,
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mientras que la subunidad B solo con la aplicacion glutamato y no de ivermectina se
evocan corriente detectable en los receptores formados por esta subunidad
(Degani-Katzav et al., 2016). De igual forma, se requieren mas estudios para evaluar
si la subunidad clonada en este trabajo se comporta de forma similar a la subunidad

a en C. elegans.
Subunidades de receptores ionotropicos dependientes de histamina

Estudios electrofisiologicos de las subunidades clonadas que forman canales
ionotrépicos dependientes de histamina han reportado valores de ECso que no son
similares, pero tienden a serlo entre el tipo de subunidad al formar receptores
homopentameéricos. En el caso de las subunidades tipo A los valores de ECso para
D. melanogaster, M. domestica y P. xuntus (25 uyM y 33.1 uM y 21.9 uM,
respectivamente), presentan menor afinidad por la HA cuando se les compara con
las ECso de las subunidades tipo B (14.1 uM, 6.28 uM y 5.5 uM, respectivamente)
(Akashi et al., 2018; Kita et al.,, 2017; Pantazis et al., 2008). Al contrastar estos
resultados con los obtenidos en este trabajo se puede observar que la diferencia en
la afinidad en P. clarkii se sigue presentando, siendo la subunidad Pc-HisCI1 la que
presenta un mayor valor de ECsp (59.57 uM), en comparacion con la subunidad
Pc—HisCI2 con una mayor afinidad (23.22 uM). Sin embargo, ambas subunidades
se agruparon con las subunidades clonadas tipo A y no se encontré ninguna

subunidad tipo B en este trabajo.

Una caracteristica que se ha identificado en los receptores de histamina formados
por las subunidades tipo B, tanto en D. melanogaster como en M. domestica, es que
pueden ser también activados por GABA como un agonista completo generando
una hiperpolarizacién de la membrana (Gisselmann et al., 2004b; Kita et al., 2017),
mientras para la mariposa P. xuntus el GABA puede activar los canales
homomeéricos formados por las subunidades tipo A y B (Akashi et al., 2018). Los
ECso que presentaron cada uno de estos canales fueron los siguientes: para

Drosophila fue de 1 mM, para Musca de 1.11 mM y para P. xuntus fue de 9.4 mM
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(HCLA) y 2.7 mM (HCLB). Concordando con estos resultados, las subunidades
Pc—HisCI1y Pc—HisCI2, al presentar una mayor homologia con las subunidades tipo
A, la aplicacion de GABA (50 uM) no evoco corrientes detectables en los canales
formados. La baja concentracion de GABA utilizada en comparaciéon a los otros
trabajos fue con base en la concentracion plasmatica de GABA en el acocil P. clarkii
determinada por el grupo de trabajo de Cebada et al., (2006) en el que en un periodo
de 24 h las concentraciones minima y maxima de GABA fueron 2 y 10 uM,
respectivamente. Las concentraciones de GABA necesarias para activar a estos
receptores son muy grandes al compararlas con las concentraciones plasméaticas
de este agonista en P. clarkii, siendo esto una posible explicacion del por qué las
subunidades clonadas presentan una mayor homologia con las subunidades tipo A
en las cuales el GABA no evoca corrientes, 0 son necesarias concentraciones hasta
3 veces mas grande de este agonista como en HCLA de P. xuntus al compararlo
con los homomeéros HCLB. Dado que se sabe que el GABA si puede actuar en el
mismo canal junto con otros neurotransmisores, como por ejemplo en las fibras
musculares del estbmago en el acocil Austropotamobius torrentium, en el que se
reportd que tanto la ACh, el GABA y el glutamato evocan un efecto parecido en el
potencial de membrana y resistencia de entrada en el mismo receptor. No obstante

las concentraciones utilizadas de GABA son menores a 10 uM (Zufall et al., 1988).

Una caracteristica que solo se encontro en la subunidad Pc—HisCI1 y no en la otra
subunidad clonada fue la marcada rectificacion saliente en voltaje positivos; esto no
fue observado en las demas subunidades clonadas que forman receptores
ionostropicos dependientes de histamina. Solo en las subunidades HCLA en
P. xustus, Akashi y colaboradores (2018) reportaron una pequefia rectificacion en
los receptores formados por esta subunidad, pero era dependiente de la

concentracion de HA utilizada y no del voltaje.

Por dltimo, al comparar nuestros resultados con respecto a los ECso de las
subunidades clonadas Pc-HisClI1 (59.57 uM) y Pc-HisCI2 (23.22 uM) con los

registros en las neuronas del 6érgano X aisladas (3.3 uM, Cebada & Garcia, 2007),
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se sugiere que ni la subunidad Pc-HisCI1 ni la Pc-HisCI2 estdn formando
receptores independientes en estas células. Por el contrario, en los estudios
electrofisioldgicos de los canales nativos en las células monopolares grandes (LMC)
en D. melanogaster y M. domestica han mostrado que los valores de ECsp para
histamina (24 pM y 34uM, respectivamente) son similares a los receptores
homopentaméricos HCLA expresados in vitro (25 uM y 33 uM, respectivamente
(Kita et al., 2017; Pantazis et al., 2008).

Los patrones de expresion de HCLA y HCLB han sido bien caracterizados en
insectos (Knipple & Soderlund, 2010). La subunidad HCLA se expresa
predominantemente en las LMC en el primer neuropilo visual (lamina). En contraste,
la subunidad HCLB expresada en la lamina esta ausente en la LMC, pero esta
presente en las células de la lamina glial (Pantazis et al., 2008). Por otra parte, en
un analisis inmunohistoquimico detallado se identificaron neuronas adicionales y
regiones en el sistema nervioso central en la mosca, no relacionadas con las
funciones de la vista sino implicadas en la deteccién de temperatura y cambios en
el ambiente. Con la excepcion de un pequefio nUmero de neuronas que coexpresan
ambas subunidades, las regiones donde se expresan HCLA y HCLB no se

sobreponen (Hong et al., 2006).

Estudios posteriores para identificar en que neuronas del tallo ocular se estan
expresando cada una de las subunidades clonadas, asi como si se estan
expresando de forma combinada o independientes pueden ayudar a entender su
funcionalidad en las células que las expresan, como lo ha hecho en los insectos.
Asimismo, permitiria comprender mejor el procesamiento visual temprano en
crustaceos e identificar diferencias con los insectos, al igual que el papel que
presenta en el sistema 6rgano X— glandula sinusal y el control de la liberacién de

hormonas.
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Conclusiones
Las subunidades Pc—HisCl1, Pc-HisCl2 forman receptores homomeéricos

funcionales dependientes de histamina. Siendo los canales formados por la
subunidad Pc-HisCI2 los que presentan una mayor afinidad para la histamina
(ECs0 = 23.11 uM) en comparacioén con la subunidad Pc—HisCI1 (ECsp = 59.97 uM).

Por otra parte, para las subunidades denominadas Pc-GlyCl1 y Pc-GIuCl1, todavia
se desconoce si no estan formando receptores o estan formando receptores
homoméricos que no son funcionales, puesto que las células transfectadas no

evocaron corrientes con la aplicacion de los agonistas.

Perspectivas
Se requiere corroborar que la subunidad clonada Pc-HisCI3 forma receptores

homoméricos, por lo que es necesario realizar la transfeccion de los plasmidos con
esta subunidad en las células HEK 293T y realizar la posterior evaluacion
electrofisiologica, en las mismas condiciones en las que se realizaron para las otras
subunidades. Asimismo, es necesario realizar la co-expresion de las subunidades
Pc—HisCI1 y pc—HisCI2 para poder determinar si forman receptores heteroméricos
entre estas subunidades o con la subunidad Pc-HisCI3. Y de igual forma es
necesario realizar una evaluacion de las propiedades electrofisiologica y
farmacoldgica de las subunidades expresadas independientemente, o de los
receptores heteroméricos generados; esto mediante el uso de agonistas, agonistas

parciales, antagonistas y bloqueadores.

También se propone determinar la distribucion de expresion de estas subunidades

dentro del tallo ocular.
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