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RESUMEN

El 4cido glutamico (Glu) es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso
central (SNC) de los vertebrados y efectda sus acciones al interactuar con receptores
membranales especificos (Hollmann, 1994). Los receptores a 4cido glutamico (RGlu) se han
definido por el sistema de transduccién por ellos empleado. Asi tenemos receptores
ionotrépicos (iRGlu) y receptores metabotrépicos (mRGlu) (Boulter, 1990). Se les ha
involucrado en procesos como son aprendizaje y memoria, enfermedades neurodegenerativas y
neurotoxicidad (Advokat, 1992 y Bliss, 1993). Los iRGlu constan de por lo menos tres tipos
definidos molecularmente y farmacol6gicamente: 1) Receptores N-Metil-D-aspartato (NMDA),
2) Receptores a-Amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA) y 3) Receptores
Kainato (KA) (Cunningham, 1993).

Los ciliados del genero Paramecium son un modelo biolégico de célula excitable
(Hinrichsen, 1988). Como tales, han sido empleados en el estudio de canales i6nicos y
receptores (Preston, 1988A; Preston, 1988B; Bernal y Ortega, 1994). Ninguno de los RGlu ha

sido caracterizado a nivel molecular en especies no animales.

El objetivo de este trabajo fue el de determinar si en Paramecium tetraureliay
Paramecium calkinsi; se expresa algun homélogo de RGlu. Se llevarén acabo ensayos de Dot-
blot, Northern-blot y de amplificacién en cadena por polimerasa (PCR). Como alternativa al
uso de oligonucledtidos de secuencias conocidas para PCR, se llevé a cabo el disefio de
oligonucleétidos especificos a P. tetraurelia que pudieran codificar RGlu de tipo NMDA y no
NMDA. Por ensayos de Dot-blot, PCR y Southern-blot, se detecté un posible homélogo a
GluR3 en ambas especies de Paramecium.. Por otro lado, por ensayos de PCR con las
secuencias disefiadas en P. terraurelia que pudieran codificar RGlu de tipo NMDA y no

NMDA, no se logré la amplificacién de fragmentos para este tipo de receptores.

xviii



INTRODUCCION

TRANSMISION DE SENALES EN LAS SINAPSIS QUIMICAS

El Sistema Nervioso Central (SNC) de los animales superiores permite a los
organismos recibir y actuar bajo estimulos internos y externos con velocidad y de manera
coordinada. La actividad del sistema nervioso se ve reflejada en una variedad de sefiales
eléctricas y qufmicas que aparecen en los 6rganos receptores, células nerviosas y érganos

efectores; incluyendo misculos y glindulas secretoras (Siegel, 1981).

La membrana neuronal al igual que la membrana de otros tejidos posee protefnas que
segiin su funcién son: canales i6nicos, bombas, acarreadores y receptores (Pasantes, 1991). La
transmisién de sefiales en las sindpsis quimicas estd mediada por una variedad de
neurotransmisores que interaccionan especificamente con receptores y transmiten la

informacién a las células blanco (Kandel, 1991).

Los receptores son protefnas capaces de reconocer especificamente una determinada
molécula, en este caso un neurotransmisor, y como resultado de la interaccién con ella generar
la apertura de un canal para un i6n especifico o bien la activacién de cascadas de segundos
mensajeros (Pasantes, 1991). En términos generales, de acuerdo a estos dos sistemas
efectores, se puede hablar de receptores ionotrépicos y metabotrépicos respectivamente

(Alberts, 1994).

De los compuestos identificados como neurotransmisores pueden identificarse tres
grupos principales: 1) Aminodcidos neuroactivos, 2) Aminas biogénicas, 3) Péptidos y la
Acetilcolina (ACh). Los amino4cidos neuroactivos se agrupan en: 1) Amino4cidos excitadores
(AAE) entre los que se encuentran el 4cido aspdrtico (Asp), 4cido cistéico y dcido glutamico
(Glu); y 2) Amino4cidos inhibidores como son glicina, B-alanina, taurina y y-acido

aminobutirico (GABA) (Pasantes, 1991).



Los AAE son ampliamente reconocidos como los principales mediadores de la
excitacién sindptica en el SNC de vertebrados (Gasic, 1992). La mayorfa de las sinapsis en el
sistema nervioso usa Glu como neurotransmisor para producir una excitacién neuronal rdpida.
La neurotransmisién glutamatérgica también participa en la plasticidad sinéptica, enfermedades

neurodegenerativas y neurotoxicidad (Boulter, 1990; Nakanishi,1992).

ACIDO GLUTAMICO COMO NEUROTRANSMISOR

El Glu cumple cuatro criterios para su clasificacién como neurotransmisor, 1) se
localiza presindpticamente, 2) por estimulos fisiol6gicos hay liberacién especifica en altas
concentraciones capaces de llevar a una respuesta postsindptica, 3) tiene una accién idéntica a
los transmisores endégenos incluyendo respuestas a antagonistas y 4) tiene mecanismos para
terminar la accién neurotransmisora en forma rdpida -sistemas de captura- (Gasic,1992). El
Glu, se piensa, esta involucrado en procesos como son aprendizaje y memoria, enfermedades

neurodegenerativas y neurotoxicidad (Advokat, 1992 y Bliss, 1993).

Las acciones de Glu en el SNC son mediadas por receptores (RGlu), estos receptores
se han agrupado de acuerdo al sistema de transducci6n por ellos empleado (Fig.1) (Boulter,
1990). De esta manera los receptores ionotrépicos (iRGlu), se caracterizan por ser canales
iénicos abiertos por ligando y los receptores metabotrépicos (mRGlu), por estar acoplados a
proteinas de unién a GTP (protefnas G) (Nakanishi, 1992). El Glu media la neurotransmisién
excitatoria rdpida por la activacion de canales selectivos a cationes. Los diferentes subtipos de
estos canales tienen diferente cinética, permeabilidad, conductancia a iones, y propiedades
farmacolégicas (Wisden, 1993). Son parte obligada del ordenamiento que da la plasticidad
sindptica, aprendizaje y memoria. Se piensa son los mediadores de la toxicidad por liberacién
en exceso de Glu en las células en condiciones patolégicas, tales como isquemia (Wisden,

1993).

Farmacolégicamente los RGlu s¢ han definido de acuerdo al andlogo de Glu que los



activa: 1) NMDA, 2) KA, 3) AMPA, 4) 2-amino-4-fosfobutirato (L-AP4) y 5) ACPD (Fig.2).
Para cada subtipo farmacol6gico se han definido antagonistas especificos, por ejemplo, D-2-
amino-5-4cido fosfopentanoico (D-APS5) funciona como antagonista competitivo para el subtipo
NMDA, L-2-amino-3-fosfopropionato (L-AP3) para ACPD y, CNQX para los subtipos KA y
AMPA (Gasic, 1992).
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Fig 1. Representacién esquemitica de los tipos de receptores a Glu. Los receplores

AMPA/KA y NMDA muestran solo dos de las cinco probables subunidades requeridas para la formacitn de un
canal i6nico, 1a subunidad del lado izquierdo indica esquemé4ticamente el enrollamiento hipotético de la protefna
para producir cuatro segmentos transmembranales (TMs) como también los extremos amino (N) y carboxilo (C)
terminales. Los receptores metabotrépicos (receptor ACPD) se representan como una sola subunidad peptfdica

con siete segmentos transmembranales.
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Fig 2. Estructura de los aminodcidos excitadores: L-Glutamato y L-Aspartato y algunos de sus

andlogos empleados para definir los subtipos de RGlu.



De estos subtipos farmacolégicos los que responden a L-AP4 y ACPD resultan ser del
tipo mRGlu; y los que responden a NMDA, AMPA y KA (selectivos a N+, K+ y en algunos
casos a Ca+2) son iRGlu (Jahr, 1992). Los subtipos AMPA y KA son dificiles de distinguir
farmacol6gicamente ya que, no se conoce algiin antagonista que pueda diferenciarlos (Gasic,
1992). Ademds, KA puede activar a los receptores AMPA con baja afinidad, por ello a estos
receptores se les ha denominado AMPA/KA o no NMDA (por no responder a la aplicacién de
NMDA) (Hollmann, 1994). La clara distincién entre receptores AMPA y KA surgi6 cuando se
obtuvieron secuencias que codifican para estos receptores, y se les pudo caracterizar en

sistemas heter6logos de expresién.

CLONACION DE SECUENCIAS DE RECEPTORES A ACIDO GLUTAMICO

Algunos vertebrados como aves y anfibios tienen estructuras en las que los sitios de
unién a KA se encuentran enriquecidos. Esto permiti6 la purificacién de estos sitios y su
clonacién por métodos convencionales (Henley, 1994). Las dos primeras secuencias de este
tipo que se obtuvieron fueron clonadas de pollo y rana, se les denominé protefna unidora de
KA de pollo (KBPc) y proteina unidora de KA de rana (KBPf). Ambas KBPs son proteinas
pequefias de 43 kDa y 48 kDa respectivamente; topolégicamente parecfan tener una estructura
similar a la de otros canales i6nicos abiertos por ligando, aunque su homologfa a nivel de
amino4cidos no es muy grande (Gregor, 1989; Wada, 1989). A nivel funcional no se ha
podido demostrar que estas protefnas formen un canal iénico abierto por ligando, de hecho se
habfa propuesto que pudieran constituir un nuevo tipo de receptor acoplado a proteinas G
(Henley, 1994). Sin embargo por ensayos de unién, inmunodeteccién y de fosforilaci6n, se ha
sugerido que el sitio de unién de nucledtidos de guanina es diferente del sitio de unién a KA

(Ibarra y Ortega, 1995).

Utilizando una estrategia de clonacién por expresién se pudo obtener una secuencia que

codifica para un canal i6nico que responde a KA (Hollmann, 1989). Utilizando esta secuencia y



las de las KBP, se han podido clonar otras ocho secuencias de genes relacionados. Estas
secuencias han sido ampliamente caracterizadas en sistemas de expresi6n heteréloga. Utilizando
los datos de esta caracterizacién, asf como los de su homologfa a nivel de aminodcidos, los
RGlu han sido agrupados en tres subfamilias: familia AMPA/KA, familia de receptores KA de
baja afinidad, y familia de receptores KA de alta afinidad (Gasic, 1992). Los receptores NMDA
fueron clonados utilizando la misma estrategia de expresién. De estos existen dos subfamilias,
la familia NMDAR]1 y la familia NMDAR?2 (Collingride, 1994). La primer secuencia de un
receptor metabotrépico se clono de la misma manera, posteriormente combinando hibridacién
diferencial y PCR se obtuvieron otras siete secuencias; en funcién del sistema efector y a su
perfil farmacol6gico, los receptores metabotrépicos han sido agrupados en tres subfamilias, en
el grupo I se encuentran mGIuR1 y mGluRS, en el grupo Il mGIluR2 y mGluR3, y en el grupo
IIT mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGluR8 (Pin, 1995).
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Fig 3. Repr tacién esq itica de tres modelos representativos propuestos para
la topologia tra branal de receptores a glutamato ionotrdpicos. A) Modelo
reciente con tres dominios transmembranales (3TM), basado en anlisis de hidrofobicidad, patrones de
glicosilacién , mutaciones por delecién, mutagénesis dirigidas y proteélisis selectiva. B) Modelo con
cuatro dominios transmembranales (4TM), basado en perfiles de hidropatfa y supuesta homologfa a
otros canales i6nicos abiertos por ligando; estudios recientes indican que este modelo es incorrecto. C)
Modelo con cinco dominios transmembranales (5TM) basado en la supuesta presencia de un sitio de
fosforilacién por protefn cinasa A y un sitio de N-glicosilacién entre TMIII y TMIV, el cual puede
implicar la presencia de una region adicional que atraviesa la membrana.




La homologfa de los iRGlu con otros canales iénicos abiertos por ligando es menor al
20%, por ello se considera que constituyen una familia genética independiente. Sin embargo en
analogfa a otros canales iénicos abiertos por ligando, se consideraba que los iRGlu eran
complejos formados por 4-5 subunidades protefcas. Segiin este modelo cada subunidad
presentaba cuatro segmentos transmembranales (TMs), el segmento transmembranal TMII se
encontraba formando la boca del canal y los extremos amino (N) y carboxilo (C) terminal, eran
extracelulares (Hollman,1994) (Fig.3B). Miltiples evidencias contradicen este modelo,
alternativamente se han propuesto otros dos modelos topolégicos de estos receptores. Uno de
estos modelos propone solamente tres segmentos transmembranales (Fig.3A), y al ser impar
el numero de segmentos transmembranales el N es extracelular y el C intracelular (Barinaga,
1995; Wo, 1995). El otro modelo predice cinco segmentos transmembranales (Fig.3C) (Wo,
1995).

RECEPTORES A ACIDO GLUTAMICO IONOTROPICOS

Receptores de alta afinidad a AMPA (GluR1-GluR4 )

Este grupo (GluR1-GluR4) muestra alta afinidad a AMPA y baja afinidad a KA, por lo
que se les ha llamado receptores AMPA/KA. Cada una de esas subunidades tienen dos formas
de procesamiento alternativo, que han sido designados como “flip” y “flop” (los canales flip
son més eficientes que los canales flop), son de tamafio similar (aproximadamente 100 kDa)
tienen un 68-73% de identidad en sus secuencias de a.a. Aparentemente no son similares a
otros canales i6nicos abiertos por ligando (la homologfa de estas secuencias con otros genes de

canales i6nicos abiertos por ligando nAChR, GABAR, GlyR, es solo ~20%) (Hollman, 1994).

Los canales i6nicos intrinsecos a estos receptores pueden ser activados con el siguiente
perfil farmacolégico: QA>Acido domoico (DOM) ~ AMPA >Glu> KA. AMPA. Glu y QA
actian como antagonistas parciales, KA y DOM parecen ser agonistas completos dando una

respuesta méxima. Aunque AMPA es el agonista especifico y més potente; KA es el mds



eficiente. La co-expresién de subunidades confiere propiedades novedosas al canal, asf como la
aparici6én de efectos sinergfsticos, sugiriendo que los receptores AMPA/KA naturales son
ensamblados a partir de diferentes subunidades. Estos receptores se han clonado en rata, ratén
y humano (Hollman, 1994). Los homélogos de estas secuencias se han clonado de pollo

(Paperna, 1996), pich6n (Ottiger, 1995) y pez dorado (Goldman, 1994; datos no publicados).

Las propiedades rectificantes de corrientes y la permeabilidad de iones divalentes del
canal del receptor AMPA estd controlado por diferentes determinantes moleculares; la
subunidad GluR2 posee una arginina (Arg) en posicién homéloga a la glutamina (Gln) en las
subunidades GluR1, GluR3 y GluR4, ésta posici6én funcional (denominada como sitio de
edicién /no edici6n, sitio Q/R), determina la permeabilidad de Ca+2 y las propiedades
rectificantes del canal. Los receptores AMPA heteroméricos que contienen la subunidad GluR2
tienen baja permeabilidad a iones divalentes y cuando carecen de la subunidad GluR2 son
permeables a Ca+2. Estos determinantes moleculares fueron evidenciados por substitucién de

residuos a.a. en el sitio Q/R (Wisden, 1993).

Receptores de baja afinidad a KA (GIluR5-GIuR7)

Estos receptores (GluR5-GluR7) tienen una constante de disociacién (Kp) para KA de
alrededor de 50nM, por lo que se les considera de baja afinidad a KA. Este subgrupo tiene un
porcentaje de identidad en sus secuencias a.a. del 75-80% entre miembros del subgrupo y solo
~40% con los de la familia AMPA/KA. El mismo mecanismo de edici6n que actda en el codén
del sitio Q/R en TMII de GluR2 opera en el sitio homélogo de GluR5 y GluR6, pero no en
GIuR7. En contraste con la edicién de GIuR2 la edicién en GluRS5 y GIluR6 es incompleta, de
tal manera que ambas formas: la R y la Q, coexisten. La subunidad GluR5 (Q) produce
respuestas grandes y puede ser activado con el siguiente orden de potencia:
DOM>KA>Glu>AMPA. GluR6 (R), responde a KA, QA, DOM y Glu pero no a AMPA y es
bloqueado por CNQX, su orden de potencia es DOM>KA>QA>Glu. GluR7 no produce



alguna respuesta detectable en oocitos o lineas celulares transfectadas. Este tipo de receptores se

han clonado de rata y ratén (Hollman, 1994).
Receptores de alta afinidad a KA (K1 y K2)

Las subunidades KAl y KA2 se consideran de alta afinidad para KA, ya que su Kpes
de aproximadamente 5nM. Estos receptores muestran un porcentaje de identidad en sus
secuencias de a.a. del 70% pero solo el 37% con los miembros de la familia AMPA/KA y
~43% con los miembros de la familia KA de baja afinidad. No se han reportado variantes de
procesamiento, no hay indicaciones de edici6n en el sitio Q/R en TMII el cual contiene Q en
ambos receptores. No responden electrofisiolégicamente al ser expresados en oocitos o en
lineas celulares transfectadas, pero si cuando se coexpresan con GluR5 y GluR6. Estos
receptores se han clonado de rata, ratén y humano. El orden de potencia de sus agonistas es

KA>QA>DOM>Glu>AMPA (Hollman, 1994).
Receptores NMDAR1

El receptor NMDA, juega un papel importante en la induccién y mantenimiento de la
potenciaci6n a largo plazo (LTP). Es altamente permeable a Ca+2 asf como a Na+ y K+ El
resultado del incremento de Ca+2 intracelular mediado por este receptor es considerado como el
responsable de llevar a cabo la plasticidad sindptica y la toxicidad neuronal. Este receptor se
distingue de otros RGlu por la acci6n de un ndmero de agonistas y antagonistas selectivos, y
por sus propiedades tnicas. Entre las propiedades de este receptor se incluyen; modulacién por
glicina (Gly), bloqueo por Mg+2 dependiente de voltaje, activacién por poliaminas e inhibicién
por Zn+2, Todas las subunidades del receptor NMDA poseen un residuo asparagina (Asn) en la
posicién equivalente al sitio de edicién Gln-Arg de los receptores AMPA/KA (Nakanishi,
1992). Las subunidades NMDAR1 y NMDAR?2 contienen algunos sitios consensos de

fosforilacién para protefn cinasa dependiente de Ca+2-calmodulina y protein cinasa C en el



dominio citoplasmético (Hollman, 1994).

La primera secuencia de un receptor del tipo NMDA se cloné en 1991 por Moriyoshi y
col. utilizando ensayos funcionales (Moriyoshi, 1991). La importancia de los residuos Asn de
NMDARI, en la regulacién de la permeabilidad de Ca+2 y el bloqueo del canal, se demostro -
por la caracterizacién electrofisiolégica de receptores mutados en el cual la Asn fue reemplazada
por Gln o Arg. Estas substituciones reducen o eliminan la permeabilidad de Ca+2 e inhibici6n

por Mg+2, Zn+2 (Wisden, 1992).

Las secuencias a.a. de NMDARI son 99% idénticas entre las especies rata y ratén,
mientras que con miembros del tipo no NMDA muestra solo un 25-29% de identidad en sus
secuencias a.a. El orden de potencia es Glu>NMDA. (Hollman, 1994). El receptor NMDAR1
expresado en oocitos de Xenopus laevis es activado por NMDA y Glu pero no por AMPA o
KA (Moriyoshi, 1991). Presenta selectividad a antagonistas NMDA como son; D-(-)-2-amino-
5-fosfonovalerato, 3-[(%)-2-carboxipeperazin-4-yl]-propil-1-fosfonato (CGS19755),
antagonista competitivo, 7-Clorokinurenato (Antagonista no competitivo, actia en el sitio de
unién a glicina), MK-801 (bloqueador del canal) y Zn+? (Nakanishi, 1992), 1-(1-
fenilciclohexil) piperidina (PCP), N-(1-[2-thienyl] ciclohexil)-3,4-piperidina (TCP),
Dextrometorfan, Dextrofan, L-2-amino-5-fosfonopentanoate [(+) L-AP5] (Cunningham,

1993).

Este gen se ha clonado de rata, ratén, humano, pato y mosca de fruta, con un tamafio

aproximado de 100 kDa (Hollman, 1994).
Receptores NMDAR2A-NMDAR2D

Con la secuencia de NMDARI e iniciadores designados para regiones conservadas
entre NMDARI y otros RGlu fueron clonados por ensayos de hibridacién y PCR cuatro genes

relacionados a NMDARI. Estas cuatro secuencias forman una subfamilia idependiente a los
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receptores NMDARI1 y fueron designados NMDAR2A, NMDAR2B, NMDAR2C y
NMDAR2D (Hollman, 1994). Las subunidades NMDAR?2 tienen una caracterfstica estructural
peculiar en comparacién a NMDARI y a otros canales iGnicos abiertos por ligando, ya que su
carboxilo terminal es muy grande. La actividad del canal es inhibido por iones Mg+2 de una

manera dependiente de voltaje. La homologfa en sus secuencias a.a. entre ellos mismos es del

42-56%,y con otros RGlu de 22-29%. (Hollmann, 1994).

La subunidad NMDAR?2, en contraste con la subunidad NMDARI, no presenta una
respuesta electrofisiol6gica apreciable después de la aplicacién del agonista. Sin embargo, la
expresién combinada de NMDARI1 con subunidades de NMDAR?2 da una respuesta
electrofisiol6gica apreciable a NMDA o Glu. De esta manera, NMDARI sirve como una
subunidad fundamental y necesaria para el complejo receptor NMDA formando una
configuracién heteromérica con diferentes miembros de las subunidades NMDAR?.

(Nakanishi, 1992).

El orden de potencia es Glu>NMDA. Los receptores NMDAR2A, NMDAZ2B,
NMDA2C y NMDAZ2D se han clonado en rata y rat6n, tienen un tamafio de entre 130 kDa y
162 kDa (Hollman, 1994).

RECEPTORES A ACIDO GLUTAMICO METABOTROPICOS

Se sabe que Glu, no solo activa canales catiénicos abiertos por ligandos, sino que
también su activaci6n se lleva a cabo a través de segundos mensajeros. Los mRGlu estdn
acoplados a protefnas G y modulan la produccién de mensajeros intracelulares (Nakanishi,
1992). En 1985 Sladeczek y col. reportaron que Glu estimula la fosfolipasa C (PLC) en
cultivos de neuronas striatal mediante un receptor que no corresponde a la familia de receptores
NMDA, AMPA, o KA. Poco después, un efecto similar del Glu fue descrito en cortes
histolégicos de hipocampo, cultivo de células granulares de cerebro y en cultivos de astrocitos.

Estos resultados sugirieron que Glu, al igual que GABA, serotonina y ACh no solamente
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activan receptores de canales abiertos por ligandos sino también receptores acoplados a
protefnas G, comunmente llamados receptores metabotrépicos a glutamato (mRGlu) (Pin,

1995).

En 1991 Houamed y col. asf como Masu y col. lograron clonar el primer mGIuR y
expresarlo funcionalmente en oocitos de Xenopus laevis para posteriormente ser caracterizado
electrofisiolégicamente, este receptor fue denominado mGluR1, el cual m4s adelante serfa
utilizado como sonda en ensayos de hibridizaci6n y PCR para identificar otros miembros de la
familia de mGluRs. A la fecha se conocen ocho secuencias de mRGlu, se han denominado
mRGlul, mGluR2, mGluR3, mGluR4, mGluRS, mGluR6, mGluR7 y mRGlu8, varios de

ellos tienen variantes de procesamiento (Pin,1995).

Los mRGlus tienen la caracterfstica de ser mds grandes que otros receptores acoplados a
protefnas G, sin embargo poseen una arquitectura transmembranal parecida, un dominio N-
terminal grande extracelular, siete segmentos transmembranales y un dominio C-terminal
citopldsmico pequefio (Fig.2). La secuencia de a.a. de estos receptores es altamente
conservada en sus siete segmentos transmembranales y en su dominio N-terminal extracelular
(Nakanishi,1992). Basado en la identidad de sus secuencias a.a., los ocho mRGlus se han
clasificado en tres grupos, en el grupo I se encuentran mGluR1 y mGIuRS, en el grupo II
mGluR2 y mGluR3, y en el grupo IIl mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGluR8. Los mRGlu del
mismo grupo muestran cerca de un 70% de identidad en sus secuencias mientras que entre los

diferentes grupos solo hay un 45% de homologfa (Pin, 1995).

SECUENCIAS DE RECEPTORES A ACIDO GLUTAMICO CLONADAS EN
OTRAS ESPECIES

Las secuencias de los receptores AMPA/KA estan muy conservadas en el grupo de
organismos en que han podido ser clonadas. Por ejemplo la identidad entre las secuencias de

esta familia entre rata, rat6n y humano es de entre el 96-97% (Hollman, 1994). Adem4s de

12



secuencias en mamfferos, esta familia ha sido clonada de aves y peces. Las cuatro secuencias se
han obtenido de pollo, tres de ellas de pichén (GluPII, homélogo a GluR2, GluPIIT homélogo
a GluR3 y GluPIV hom6logo a GluR4) y GluR4 del pez dorado (Goldman, 1994; datos no
publicados). La identidad a nivel de a.a con los homélogos de mamifero es de entre 90% y

95% (Paperna, 1996; Ottiger, 1995).

Adem4s de homélogos a las subunidades de mamffero existen otras secuencias de
iRGlu clonadas de invertebrados. Estas secuencias incluyen dos receptores de mosca de fruta,
Drosophila (DGluR-1 y DGIuR-II) y uno de molusco, Lymnea (LymGluR) (Hollman, 1994).
Recientemente se ha clonado otra secuencia en neméitodo (Caenorhabditis elegans), con una

identidad del 20 al 30% con las secuencias de mamifero(Maricq, 1995).

ANTECEDENTES

En general toda célula presenta en su membrana citopldsmica distintos componentes
membranales que le permiten regular el flujo de iones los cuales son denominados

genéricamente como bombas, acarreadores y canales i6nicos (Alberts, 1994).

Los canales i6nicos estan involucrados en numerosas funciones celulares y se
encuentran en una variedad de tipos celulares, desde organismos simples hasta células del
cerebro de organismos superiores (Hille, 1984; Hille, 1989). Estos canales funcionan como
poros macronucleares que permiten y regulan el paso de iones a través de la membrana en
rangos de 107 a 109 iones por segundo. El movimiento de los iones de Na+, K+, Ca+2 y Cl-, es
responsable del fenémeno de excitacién eléctrica en la membrana de nervio, misculo y otros
tejidos, producfendo y traducfendo sefiales eléctricas. El cierre y apertura de los canales iGnicos
dependen de sustancias especificas (neurotransmisores, hormonas, a.a., etc.) o de cambios en

el voltaje de la membrana (Kandel, 1991).
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Paramecium como célula excitable

El ciliado marino Paramecium calkinsi (Fig.4) y el ciliado de agua dulce Paramecium
tetraurelia, fueron elegidos para este estudio por varias razones: 1) Son organismos eucariéticos
unicelulares con membrana excitable (presentan muchas de las caracterfsticas mostradas por las
membranas de las células nerviosas), 2) responden a una variedad de estfmulos externos con
respuestas fisiolégicas y conductuales (sus patrones conductuales estan gobernados por varias
corrientes i6nicas, el potencial de membrana controla la actividad ciliar y por consiguiente el
movimiento locomotor), 3) tiene una longitud de 100-200 pm (su conducta puede ser
observada bajo un microscopio estereoscépico) 4) puede tomarse como un modelo
neurofarmacol6gico conductual (por ejemplo desensibilizacién y adaptacién), 5) son fécil de
manipular genéticamente, 6) Ofrecen la ventaja de tener un tiempo de reproduccién
relativamente corto (6-10 hrs) haciéndolos un modelo eucari6tico ideal, ademds de hacer

posible su manipulacién bioquimica (Hinrichsen, 1988).

El ciliado Paramecium presenta en su membrana celular distintos tipos de canales
iénicos que le permiten regular el influjo de distintos iones, los cuales determinan y controlan
diferentes conductas de nado (Eckert y Brehem, 1979). En estudios electrofisiolégicos y
conductuales se ha visto la respuesta de fluctuaciones en el potencial de membrana de P.
tetraurelia a la aplicacién de L-Glu, éste es atraido por 4cido L-Glu a concentraciones de 10-9 a
104 M induciendo una hiperpolarizacién pasajera mediada por flujos de K+(Preston, 1988A).
Por ensayos de unién se ha comprobado la existencia de sitios de unién a [3H]L-Glu en
fracciones ciliares de P. tetraurelia, se observ6 el efecto de desplazamiento de varios
aminodcidos y andlogos estructurales de L-Glu (como son por ejemplo D y L-Glu, D y L-Ibo,
KA, QA, D y L-ASP, NMDA y 4cido cisteico), ASP, Ibo, QA, 4cido cisteico y NMDA son
desplazadores potentes a la unién de [3H]L-Glu, mientras que KA lo es pobremente (Preston,

1988B).



En estudios con el ciliado marino P. calkinsi, se logré establecer la expresién de una
protefna inmunolégicamente relacionada con la KBP de cerebelo de pollo con un peso
molecular de aproximadamente 67 KDa. Por ensayos de inmunocitoqufmica se establecié la
presencia de esta protefna en la membrana de P. calkinsi, sugiriendo la presencia de un ancestro
comiin de los miembros de la familia de receptores ionotrépicos tipo AMPA/KA (Acosta,
1993).

Fig 4. Paramecium calkinsi. Micrograffa de contraste de¢ fases de P. calkinsi.

Asf mismo, en estudios electrofisiolégicos en P. calkinsi se observé el efecto de
agonistas de Glu (L-Glu, AMPA y KA) sobre la permeabilidad de membrana, estos agonistas
producen una depolarizacién lenta de la membrana asociada con un incremento en la

conductancia de entrada. Estos resultados sugieren que P. calkinsi expresa en su membrana un
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receptor de tipo ionotr6pico que puede ser activado por Glu, AMPA y KA; similar al iRGlu
presente en vertebrados (Calvillo, 1993). Por otro lado, se ha sugerido que la activacién del
receptor AMPA/KA presente en la membrana celular de P. calkinsi presenta una permeabilidad

iénica selectiva al Ca+2 (Bernal y Ortega, 1994).

Es claro por ensayos electrofisiolégicos, conductuales y de unién que existe un RGlu
en este tipo de organismos (Brehm, 1978;Preston, 1988A; Preston, 1988B; Calvillo, 1993;
Ortega y Bernal, 1994). Por ello en este trabajo se pretendi6é determinar si los organismos P.

tetraurelia y P. calkinsi. expresan algun homélogo a los iRGlu.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES :

1) Determinar si en Paramecium calkinsi y Paramecium tetraurelia se expresa un

homélogo de receptor a glutamato.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.a) Amplificaci6n, titulacién y purificacién del ADN de la bilioteca de P. tetraurelia

para ser utilizado como templado en reacciones de PCR.

1.b) Amplificacién del ADNc de P. calkinsi 'y P. tetraurelia con oligonucleétidos de las

secuencias GluR 1-GluR4 (de secuencias conocidas en rata).

1.c) Diseiio de oligonucleétidos de las regiones més conservadas de los RGlu para su
utilizaci6n en reacciones de amplificacién por PCR (basado en tabla de uso de codones de P.

tetraurelia.)

1.d) Utilizacién de los productos de PCR para ensayos de Southern-blot.
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MATERIAL Y METODOS

CULTIVOS DE Paramecia

Los protistas ciliados P. tetraurelia (Pt) de agua dulce y P. calkinsi (Pc), de agua salada
son las especies utilizadas como preparacién biolégica en el desarrollo de la presente tesis.
Estos ciliados fueron proporcionados por el Dr. Juan Bernal del Departamento de Fisiologfa y

Farmacologfa de la Universidad Auténoma de Aguascalientes.

El P.calkinsi y el P. tetraurelia se cultivaron en medio marino y de agua dulce artificial
respectivamente (Tabla I). Durante el crecimiento y expansién del cultivo las células se

alimentaron con Enterobacter aerogenes (Acosta, 1993),

La bacteria se sembr6 en medio luria (LB) agar al 1.5% (Tabla I) a 37°C durante toda
la noche, una vez crecida la bacteria, se tomarén dos inéculos y, se resembraron en 500 ml de
cada uno de los medio de cultivo y, se dej6 crecer durante toda la noche. Al dia siguiente se
filtr6 el Paramecium y se concentr6 por centrifugaci6n en tubos de centrifuga de 250 ml a 5 000
rpm. durante 20 min a temperatura ambiente, las pastillas se afiadieron en los dos matraces

donde crecio la bacteria.

TABLA 1. MEDIOS DE CULTIVO

Medio dulce artificial al 25% Stigmasterol Smg/lt; Casaminodcidos 0.3 g/lt;
NaCl 0.0102mM; KCI 10mM; CaCl; 15mM;
MgCl, 5SmM; HEPES-HCI 5mM pH7.3

Medio marino artificial al 25% Stigmasterol Smg/lt; Casaminodcidos 0.3 g/ly;
NaCl 115mM; KCl 10mM; CaCl; 15mM;
MgCl; SmM; HEPES-HCI 5SmM pH7.3

Medio LB agar Bacto-tryptone 1%; Bacto-yeast extract 0.5%;
NaCl 0.17M; Agar 1.5%

Medio LB liquido Bacto-tryptone 1%; Extracto bacto-yeast 0.5%;
NaCl 0.17M

Medio LB agar con IPTG Luria 0.7%, IPTG (200mg/ml)




Medio LB/Ampicilina Luria; Ampicilina

Medio luria suplementado Luria; Maltosa 2%; 10mM de MgSO,

Medio agar NZCYM Amida NZ ; NaCl 85mM; Extracto bacto-yeast
5g/lt; Casa aminodcidos 1g/lt; MgS04.7H,0
8mM

EXTRACCION DE ARN TOTAL

Para la extraccién del ARN total de P. tetraurelia y P. calkinsi, las células se
recuperaron por centrifugacién a 4°C a 5000 rpm por un espacio de 15 min, en tubos de
centrifuga estériles de 250 ml, y las pastillas obtenidas se lavaron dos veces con un volumen
igual de amortiguador de fosfato salino (PBS) 1X pH 7.4, estéril, libre de iones de Ca+2 y
Mg+2 (Tabla II). El ARN se extrajo de acuerdo al método de Tiocianato de guanidina
(Chomcynski, 1987). Las células se lisaron brevemente en tubos nuevos y estériles de 50 ml
con la ayuda de un politrén en solucién D (200-300 ul /100 mg de células) (Tabia III), la
mezcla se transfirié a tubos corex limpios, esterilizados y horneados, a cada tubo se le agreg6 1
volumen de fenol saturado en Tris.HC1 pH 8.0, 1/10 de volumen de acetato de sodio pH 5.6
3M y 1/5 de volumen de cloroformo- alcohol isoamflico (24:1). Despues de agregar las
soluciones se mezclé vigorosamente con la ayuda de un vortex, y se dejé incubando 15 minen
hielo. Pasado el tiempo de incubacidn, se centrifugé a 10 K por 20 min a 4°C (rotor SS34,
centrifuga SORVALL), se recuperé la fase acuosa y se precipité con un volumen de
isopropanol (por lo menos 12 hrs). El ARN se recuperé por centrifugacién a 10K 30 min a
4°C, se decant( el sobrenadante, las pastillas obtenidas se resuspendierén en solucién D y se
transfirierén a microtubos de 1.5 ml. Nuevamente se precipité con un volumen de isopropanol
y 1/10 de volumen de acetato de sodio al menos 2 hrs a -20°C, pasado el tiempo de incubacién
se centrifugarén a 12 000 x g por 15 min a 4°C en una microfuga. La pastillas obtenidas se
lavar6n dos veces con etanol al 70%, se dejar6én secar y se resuspendierén en formamida. El

ARN de cerebro de rata (Cr ) e higado de rata (Hr) se obtuvierén por el mismo método, y se
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utilizarén como control positivo y control negativo respectivamente.

CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La cuantificacién de los 4cidos nucleicos se llevé a cabo por espectrofotometria

considerando que, un valor de uno de absorbancia a 260 nm equivale a 40 pg/ml para ARN y

50 pg/ml para ADN. El cociente de el valor de absorvancia a 260 nm entre la absorvancia a 280

nm s¢ utiliza para evaluar la pureza de la preparacién, este cociente debe estar entre 1.8 y 2.

TABLA II. AMORTIGUADORES

Amortiguador I DIG-DEPC

Acido maleico 100mM; NaCl 150mM; pH 7.5

Amortiguador I DIG-DEPC

Reactivo de blogueo al 1% (w/v) disuelto en
amortiguador Il DIG

Amortiguador I DIG-DEPC

Tris-HCl 100mM, pH 9.5; NaCl 100mM;
MgCl, 50mM

Amortiguador MOPS 10X

MOPS 0.2M pH 7.0; Acetato de Na 80mM;
EDTA 10mM pH 8.0

Amortiguador PBS 1X (libre de Ca+2 y Mg+2)

KCl 2.6mM; NaCl 136mM; NaH,PO4 10mM;
KH,PO4 1.3mM pH 7.4

Amortiguador SSC 30X

NaCl 4.5M; Citrato de Na 450mM

Amortiguador SSPE 20X

NaCl 3M; NaH,PO4 0.2M; EDTA 20mM pH
7.4

Amortiguador TAE 1X

Tris-acetato 0.04M; EDTA 0.001M PH 8.0

Amortiguador TE 1X

Tris-HC1 10 mM pH 7.4; EDTA 1mM pH 8.0

Amortiguador TEN 1X

NaCl 0.1M; Tris-HC1 10mM pH 8.0; EDTA
1mM pH 8.0

Amortiguador de PCR 10X

KCl 500mM, Tris-HCI pH 8.3 100mM

Amortiguador RP 1X

HEPES 90mM pH6.6, MgCl, 10mM
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ENSAYOS DOT-BLOT

La membrana se equilibré previamente con agua bidestilada tratada con dietil

pirocarbonato (H,0-DEPC) por 5 min y 5 min con amortiguador de transferencia SSPE 20X

(Tabla II). Las muestras fueron complementadas con formamida al 50%, formaldehido al

23.5% y SSPE 1.3X, posteriormente se desnaturalizaron por 15 min a 68°C y después se

volvieron a complementar con dos volumenes de SSPE 20X. Luego, fueron transferidas a

membranas Duralon UV (Stratagene) con la ayuda de un Trans-blot, aproximadamente 6 pg por

muestra, y se fijaron con la ayuda de un entrecruzador UV Stratalinker 2400 (Stratagene) a 120

000 pjoules por 30 seg (Sambrook,1989),

TABLA III. SOLUCIONES

Solucién D Tiocianato de guanidina 4M; Citrato de Na 25mM, pH 7.0; Sarkosil
0.5%; 8-mercapto etanol (300 pl/50 ml desolucién D)

Solucién SM NaCl IM; MgS04.7H;0 8mM; Tris-HCI 0.05M

Solucién STE NaCl 0.1M; Tris-HCl 10mM, pH 8.0; EDTA 1mM, pH 8.0

Soluci6n I lisis alcalina Glucosa 50mM; Tris-HC1 25mM, pH 8.0; EDTA 10mM, pH 8.0

Solucién IT lisis alcalina

NaOH 0.2 N (dilufdo al momento de una solucién stock 10 N),
SDS 1%

Solucién III lisis alcalina

De una solucién con 60 ml de acetato de potasio 5SM; 11.5 ml de
dcido acético glacial y 28.5 ml de H,O bidestilada. La solucién
resultante es 3M con respecto a potasio y SM con respecto al acetato

Solucién de colotrante para
muestras de ARN

Glicerol al 50%; EDTA 1mM pH 8.0; Azul de bromofenol al 0.25%;
Xilene cianol FF 0.25%

Solucién de tinci6én para
membranas con ARN

Acetato de Na 0.5M, pH 5.2; Azul de metileno al 0.05%

Solucién de tincién para
geles de agarosa con ADN o
ARN

10 mg de bromuro de etidio por ml de H,O bidestilada (conservar
en frasco obscuro)

Solucién
Southern-blot

depurinacién

HC1 0.25 N

21




Solucién desnaturalizacién | NaOH 0.5N; NaCl 1.5 M
Southern-blot

Solucién neutralizacién | Tris-HCI 100mM; NaCl 1.5M
Southemn-blot

con alta concentracién de | reactivo de bloqueo 2%, N-lauroylsarcosine 0.1% , SDS 7%
SDS para el sistema DIG

Soluci6n prehibridizacién | Formamida 50%, SSC 5X, fosfato de sodio 50 mM pH 7.0,

Solucién de lavado 1 para | NaCl 150mM, NaOH 500mM
geles de agarosa Northern-
blot

Solucién de lavado 2 para | Tris-HCI 100mM, pH7.4; NaCl 150mM
geles de agarosa Northern-
blot

ENSAYOS NORTHERN BLOT

Entre 25 y 30 pg de ARN total fue separado por electroforesis en geles de agarosa
desnaturalizantes al 1% (formaldehido 2.2 M y amortiguador de MOPS 1X, Tabla II), a 85
volts por 60 min. Previamente a la corrida las muestras se desnaturalizarén en 50% de
formamida, 0.5X MOPS y 6.5% de formaldehido a 65°C por 15 min, posteriormente a cada
muestra se le adicioné 1 pl de una solucién de bromuro de etidio (Tabla III) y 2 pi de solucién
de colorante para ARN (Tabla III). Se utiliz6 una minicamara para electroforesis y como
amortiguador de corrida MOPS 1X, el gel se precorri6 a 85 volts durante 5 min. Previo a la
transferencia el gel se lavé 20 min con la solucién de lavado 1 (Tabla III) y 30 min con la
soluci6n de lavado 2 (Tabla III), a temperatura ambiente. Posteriormente el ARN se transfirié
a membranas Duralon UV utilizando como amortiguador de transferencia SSPE 10X, con la
ayuda de un aparato de transferencia (Stratagene). Finalmente se fij6é a 120 000 pjoules por 30
seg con la ayuda de un entrecruzador UV Stratalinker 2400 (Sambrook,1989) . Para visualizar

los 4cidos nucléicos la membrana se tifio, con solucién de tincién para ARN (TablaV).
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ENSAYOS SOUTHERN BLOT

Los fragmentos de ADNc obtenidos en la amplificacién de GluR3 en ambas muestras
de ARN (Pc y Pt) se separar6n por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% utilizando como
amortiguador de corrida TAE 1X (Tabla II). Previamente a la transferencia el gel se someti6 a
depurinizacién, desnaturalizacién y neutralizacién, por 30 min y en agitacién constante con
cada una de las soluciones (Tabla III). El ADN se transfiri6 a membranas Duralon UV con
SSPE 10X con la ayuda de un aparato de transferencia. El ADN se fij6 a la membrana a 120
000 pjoules por 30 seg con la ayuda de un entrecruzador UV Stratalinker

2400(Sambrook,1989).

ENSAYOS DE HIBRIDACION
Dot y Northern blot (método radioactivo)

La membrana se prehibrid6 30 min a 64°C con solucién de prehibridacién rédpida
(Stratagene), posteriormente se hibridé 60 min en la misma solucién adicionando la sonda
marcada con terminal transferasa (0.7 pmoles/ml de solucién de hibridizacién) y 1000ug de
ADN de esperma de salmén (ADNss). Pasado el tiempo de hibridacién, la membrana se lavé
dos veces con solucién de lavado 1 (Tabla III) por 15 y 5 min en agitacién constante a
temperatura ambiente, y dos veces con la solucién de lavado 2 (Tabla ITI) por 30 y 15 min en
agitacién constante a 42 "C. Posteriormente la membrana se expuso a autorradiograffa

(Sambrook,1989).
Southern blot (método no radiactivo)

La membrana se prehibridé 60 min. a 55°C con solucién de prehibridaci6n con alta
concentracién de SDS (Tabla III) y se dej6é hibridando toda la noche con solucién de
prehibridizacién con alta concentracién de SDS (con aprox. 2.5 pmoles de sonda por ml de
solucién de hibridizacién) a la misma temperatura; los tiempos de lavado fuerén los mismos

que para los ensayos de Dot-Blot, posteriormente se realizé el ensayo de inmunodeteccién por
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el sistema DIG segin instrucciones del proveedor (Bochringer).
ENSAYOS DE INMUNODETECCION POR DIGOXIGENINA

Despues de la hibridacién y lavados de posthibridacién, la membrana se equilibré en
amortiguador I (Tabla IT) en agitacién suave y constante de 1 a 5 min. Posteriormente se
bloqueo en amortiguador II (Tabla II) por 30 a 60 min. Al final del periodo de bloqueo se
preparé la solucién de anticuerpo (Ab), diluyendo la fosfatasa alcalina Anti-DIG 1:10 000
(75mU/ml) en amortiguador II y mezcldndolo suavemente por inversion, y se incub6 por 30
min con la solucién de Ab. Pasado el tiempo de incubacién se descarto la solucién de Ab y se
lav6 con amortiguador I, dos veces por 5 min. La membrana se equilibré en amortiguador ITI
(Tabla II) de 2-3 min, y se incub6é por 5 min con CDP-Star™ 25mM (substrato

quimioluminicente) dilufdo en amortiguador III. Finalmente se retir6 la soluci6n para exponerla

a autorradiografia.
MARCAIJE DE SONDAS
Oligonucledtidos-Transferasa terminal

Los oligonucle6tidos correspondientes a las subunidades GluR1 a GluR4 (Tabla IV)

(Keinidnen, 1990) se marcaron radioactivamente. Aproximadamente 2.5 pmoles de cada
oligonucleétido se utilizar6n por reaccién. Se utilizarén 500 pCi de [32P]-a-dATP y 50 U de
transferasa terminal en las condiciones indicadas por el proveedor (Boehringer). Los

oligonucleétidos sin incorporar fuer6n removidos en columnas de Sephadex G-50

(Sambrook,1989).
Plasmidos

Para el marcaje por métodos no radioactivos se llevé a cabo una minipreparacién del

ADN plasmidico de la clona a GluR3 (pRB312, gen GluR3,flop) por el método de lisis alcalina

(Sambrook, 1989). Aproximadamente 1 ptg de ADN se marcé por el sistema DIG-11-dUTP-

hexdmeros al azar segiin instrucciones del proveedor (Boehringer).
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TABLA IV.SECUENCIA OLIGONUCLEOTIDOS PARA ENSAYOS DE

DOT-BLOT Y NORTHERN-BLOT

GEN

OLIGONUCLEOTIDOS

GluR

5 GTCACTGGTTGTCTGGTCTCGTCCCTCTTCAAACTCTTCGCTGTG3 "

GluR

5 "TTCACTACTTTGTGTTTCTCTTCCATCTTCAAATTCCTCAGTGTG3

GluRr

3

5 AGGGCTTTGTGGGTCACGAGGTTCTTCATTGTTGTCTTCCAAGTG3

GluR

4

5 CTGGTCACTGGGTCCTTCCTTCCCATCCTCAGGTTCTTCTGTGTG3 ”

Oligonucledtidos de secuencias conocidas de AMPA/KA (GluR1-GluR4).

PREPARACION DE COLUMNAS SEPHADEX G-50

En un vaso de precipitado se hidrat6 la cantidad necesaria de sephadex G-50, se retir6
el sobrenadante para equilibrarse en amortiguador TE 1X pH 7.6 y posteriormente se esterilizé
a 20 Lb/pulg? por 15 min. Nuevamente se retir6 el sobrenadante y se equilibr6 en amortiguador
TEN 1X estéril (Tabla II); con la ayuda de una centrifuga, el sephadex G-50 se empacé en

jeringas para insulina estériles y se almacenaron a 4°C antes de su uso (Sambrook,1989).
AMPLIFICACION DE LA BIBLIOTECA DE ADNc DE P. tetraurelia.

La biblioteca de ADNc de P. tetraurelia fué proporcionada por el Dr. Joachim Schultz
de la Universidad de Tuebingen en Alemania. Est4 contruida en el vector A ZAP y se amplificé
en E. coli XL1-BLUE MREF. Se mezclaron 105 bacteriéfagos con 600 pl de la bacteria para

placa y se incub6 20 min a 37°C, posteriormente se plaqued el cultivo infectado en cajas petri

con agar NZCYM (Tabla I) y se incub6 por 12 hrs a 42°C. Los bacteriéfagos se cosecharén
con 15 ml de amortiguador para almacenar y diluir bacteriéfagos A (SM) (Tabla III) por 2hrs

a temperatura ambiente. Se retiré cuidadosamente el SM y los restos celulares se removier6n
por centrifugacién a 7 000 x g por 30 min a 4°C. La biblioteca se almacen6 a 4°C en pequefias

alicuotas de tubos cerrados herméticamente, con 20-30 pl de cloroformo. La biblioteca se titul
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en E. coli XL1 BLUE MRF en placas de LB agar usando 3 ml de top agarosa (0.7%)
(Sambrook, 1989).

PURIFICACION DE ADN DEL FAGO

En un matraz Erlenmeyer de 250 ml con: 50 ml de medio LB, 200 pl de fagos y 400 pl

de bacterias recien crecidas. Se crecieron a 30°C hasta que alcanzaran una densidad dptica (DO)
a 550 nm de 0.5. Posteriormente se incubaron a 45°C por 15 min y despues se cambiaron a
37°C hasta que alcanzaran el méximo de lisis celular. Una vez que la lisis se complet6 se le
adiciono 500ul de cloroformo y se continué la agitacién por 15 min més, se removieron los
restos celulares por centrifugacién a 5 000 x g por 10 min a 4°C y se recuper6 el

sobrenadante. Se incub6 a 37°C durante 20-30 min y se le adicion6 un volumen de 20% PEG-
80 y NaCl 2.0 M en diluyente A, se mezcl6 suavemente y se incub6 por 1hr a 0°C (en hielo).

Las partfculas del fago precipitado se recuperaron por centrifugacién a 10 000 x g por min
a 4°C, el sobrenadante se removi6 por aspiracién y la pastilla obtenida se resuspendi6 en 500ul
de TE 1X pH 8.0. Se le adicion6é un volumen de cloroformo se agité vigorosamente y se
centrifugé a 10 000 x g por 5 min a temperatura ambiente. La fase acuosa contiene el fago, al
cual se le adicion6 2l de EDTA 0.5 M pH8.0, por cada 500ul de soluci6n del virus, se mezcl6
y se le adicion6 proteinasa K a una concentracién final de 50ug/ml y SDS a una concentraci6n
final de 0.5%. La mezcla se incub6 a 56°C durante 1 hr, pasado el tiempo de incubacién se
enfri6 y se extrajo una vez con fenol y dos con cloroformo. La fase acuosa se precipité con
1/10 de volumen de acetato de sodio 3.0 M pH 5.0 y dos volumenes de etanol absoluto. El
ADN se recupera por centrifugacién y la pastilla se resuspende en 200 pl de agua bidestilada

estéril (Sambrook,1989).
MINI PREPARACION DE ADN PLASMIDICO (LISIS ALCALINA)

Aproximadamente 10 ml de cultivo se concentré y transfirié a un microtubo estéril; la

pastilla se resuspendié primero en 0.5 ml de STE (Tabla III), posteriormente se centrifugé a
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12 000 x g por 5 min a 4°C en una microfuga para retirar el sobrenadante. La pastilla se
resuspendié por agitacién vigorosa en 100 pl de soluci6n de lisis I (Tabla III); se le agregd
200 pl de solucién de lisis II preparada al momento (Tabla IIT); se almacené en hielo y se le
agreg6 150 ul de soluci6n III fria y se agit6 (Tabla IIT). Se almacend el tubo en hielo por 3-5
min y se centrifugé a 12 000 x g por 5 min a 4°C. Se transfiri6 el sobrenadante a otro tubo
estéril y se extrajo con fenol:cloroformo. La fase acuosa se precipité con dos volumenes de
etanol a temperatura ambiente por 2 min. Se centrifugé a 12 000 x g por 5 min a 4°C, se
removi6 el sobrenadante y se resuspendid la pastilla en 50 ul de TE (pH 8.0) con 20 pg/ml de
Ribonucleasa pancredtica (Sambrook,1989).

TABLA V.SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA PCR

e 2\ et 2N

GEN INICIADOR EN SENTIDO INICIADOR EN CONTRASENTIDO

GluR 1 |TGGTGGTTCTTCACCCTGATCAT |[TATGGCTTCATTGATGGATTGC

GluR

TGGTGGTTCTTCACCCTGATCAT

TGCAAAATTCTGGGAATTCTGC

GluRr

3

TGGTGGTTCTTCACCCTGATCAT

AATTCTGAGTGTTGGTGGCAGG

GluR

4

TGGTGGTTCTTCACCCTGATCAT

ACTCCCAGTGATGGATAACCTG

Oligonucledtidos de secuencias conocidas de AMPA/KA (GluR1-GluR4).
AMPLIFICACION-PCR

Las reacciones de reverso transcriptasa (RT) del ARN y amplificacién (PCR) del ADN

se llevarén a cabo en microtubulos de 500 pl, y con la ayuda de un termociclo de ADN (MJ

Research, INC) y reactivos de Perkin Elmer (segun instrucciones del proveedor ).

Las condiciones en las que se llevar6n a cabo los ensayos de RT fueron: Amortiguador
de PCR 1X (Tabla II); dATP, dCTP, dGTP y dTTP 0.5 mM de c/u; Oligo dT 0.2 pg;
Inhibidor de ribonucleasas 50 unidades (U); MgCl; 1mM; MLV RT 200 U; cada muestra se

llevé a un volumen final de 20 pl. Finalmente se incub6 a 37°C por 60 min.
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Las condiciones, en las que se llevé a cabo los ensayos de PCR, fuerén las siguientes:

Amortiguador de PCR 1X; dATP, dCTP, dGTP, y dTTP 0.12 mM de c/u; MgCl; 2.5 mM;
iniciador sentido e iniciador antisentido 0.2-1.0 uM de c/u (Tabla V); 3l de la reaccién de RT

y Taq polimerasa 2.5 U; cada muestra se llevé a un volumen final de 80 ul. Las muestras se
sometierén a 35 ciclos de temperaturas de:1 min. a 95° C, 1 min a 56°C y 1 min a 72°C;
finalmente se sometierén a una incubacién final de 7 min a 72°C. Los productos de PCR se
resolvierén en geles de agarosa al 1.5 % con amortiguador TAE 1X , y se visualizar6n por
tincién con bromuro de etidio. Como marcador de peso molecular se utiliz6 el fago @X174 RF

restringido con Haell.
DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Para el disefio de los oligonucle6tidos se llevé a cabo una biisqueda de las secuencias
que codificaran RGlu, en la base de datos (Gene Bank). Estas secuencias se alinearon para
tratar de buscar las zonas mds conservadas. Posteriormente se localizarén secuencias
codificantes de P. tetraurelia para elaborar una tabla de uso de codones, que nos permitiera
seleccionar los oligonucleétidos mds probables que codificaran para las secuencias més

conservadas de RGlu en este organismo.

El disefio de los oligonucleétidos se llev6é a cabo considerando los pardmetros
adecuados como son longitud en pares de bases, contenido en GC, formaci6én de dimeros o
estructuras de lazos. La sintesis de estos oligonucleétidos se llevé a cabo en la Unidad de

Acidos Nucleicos del Departamento de Genética y Biologfa Molecular del CINVESTAV-IPN.
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Fig 5: Nustracién esquematica de los oligonucledtidos usados en reacciones de PCR, de secuencias
conocidas de AMPA/KA (GluR1-GluR4)
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RESULTADOS
DOT-BLOT

Con la finalidad de establecer si Paramecium expresa algun ARNm homélogo a alguna de
las subunidades de la familia AMPA/KA, se llevaron a cabo ensayos de Dot-blot. E1 ARN total de
ambas especies de Paramecium se fij6 a membranas de nylon y se hibridé contra oligonucle6tidos
de secuencias especfficas para GluRl, GluR2, GluR3 o GluR4 marcada con [32P]. (Tabla IV).
Como control positivo se utilizé el ARN total de cerebro de rata (Cr) y como control negativo el

ARN total de Higado de rata (Hr).

Fig 6. Anilisis de Dot-blot del ARN total de P. calkinsi y P.tetraurelia con la sonda a GluR3
marcada con [32P]. 1) ARN total de Cr (control positivo), 2) ARN total de Hr (control negativo), 3) ARN total
de P. calkinsi y 4) ARN total de P. tetraurelia.

Se detect6 sefial en ambas especies de Paramecium con la secuencia de GIuR3. La sefial
detectada en ambas especies fue menos intensa en comparacién con la obtenida en el control

positivo. Asf como la sefial en P. tetraurelia fue més intensa en comparacién con la obtenida en P.
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calkinsi (Fig.6). En ambos casos puede existir la posibilidad de que se trate de falsos positivos.
En vista de que no pudimos determinar la linea de corte para verificar si se trata de positivos reales
se decidi6 llevar a cabo ensayos de Northern blot para estimar el tamafio de esté posible ARNm.
NORTHERN-BLOT

Como por ensayos de Dot-blot, solo se detecté sefial utilizando la sonda de GluR3, para los
ensayos de Northern blot solamente se utiliz6 esta sonda. Este tipo de ensayos tiene la ventaja de
permitirnos conocer el tamafio del ARNm, por lo que no requiere de determinar un valor a partir
del cual se considere una sefial como positiva. En las condiciones en que se realizaron los ensayos
no fue posible detectar un homélogo a la subunidad GluR3 en ninguna de las dos especies de

Paramecium (Fig.7).

A B
| AR TR
285e= 28Sc=
|BS= | 8=

Fig 7. Anilisis de Northern-blot del ARN total de P. calkinsi y P.tetraurelia con la sonda a
GluR3 marcada con [32P]. Aproximadamente 25 pug de ARN se deposité en cada carril. El panel A muestra el
ARN tefiido en la membrana con azul de metileno. El panel B muestra la misma membrana hibridada con la sonda

GluR3 marcada con [32P]. 1) Cerebro de rata 2) Higado de rata 3) P. tetraurelia y 4) P. calkinsi.
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AMPLIFICACION POR PCR

La imposibidad de detectar mediante Northem blot los ARNm que codifican para RGlu, en
estos hrganismos, pudo deberse a que la sefial en el Dot blot es inespecifica; o a que la abundancia
del mensajero es muy baja, por lo que el ARNm no sea detectable mediante las condiciones en las

que se llevaré6n a cabo los ensayos de Northern blot.

700pb —
600pb &=

Fig 8. Anilisis de PCR del gene GIluR3 en P. fetraurelia y P. calkinsi. 1. Marcador de peso
molecular (fragmentos de @X174 RF DNA/Hae I) 2. PCR GluR3 de Cr (control positivo), 3. ADN plasmidico de la
clona GluR3 (control positivo), 4. PCR GluR3 de la clona GluR3 (control positivo), 5. ADN plasmidico de la clona
KBP (control negativo), 6. PCR GIuR3 de P. tetraurelia, 7. PCR GluR3 de P. calkinsi

Con la finalidad de detectar algin tipo de RGlu que pudiera expresarse en estos
organismos, se llevaron a cabo ensayos de RTPCR en ambas especies de Paramecium . En vista de
que, en el Dot blot se detect6 una ligera sefial con oligonucle6tidos para GluR3; se decidi6 utilizar

iniciadores que amplifican secuencias de los receptores de la familia AMPA/KA(TablaV). Ya que
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este método es extremadamente sensible y se pueden detectar cantidades minimas de ADN; de
existir un homélogo a alguna de estas subunidades serfa muy probable detectarlo. Por otro lado,
ademd4s de utilizar como templado en las reacciénes de PCR el ADN complementario (ADNc) de
ambas especies de Paramecium; se utiliz6 el ADN proveniente de una biblioteca de P. tetraurelia. El
ADNc de Cr y el ADN plasmidico de la clona GluR3, se utilizar6n como control positivo en las
amplificaciones en las que se utilizaron los iniciadores que amplifican la secuencia de GluR3.

A partir del ADNc de ambas especies de Paramecium y utilizando los iniciadores que
amplifican la secuencia GluR3, fue posible amplificar una serie de bandas que pudieran constituir
amplificados de esta secuencia. El tamafio esperado para este juego de oligonucle6tidos es de al
rededor de 700 pb; en ambas especies, una de las bandas resultantes de la reacci6n de
amplificacién, correspondi6 con este tamario. A partir del ADN de la biblioteca no fue posible
amplificar alguna banda (Fig.8)

SOUTHERN-BLOT

EL amplio espectro de bandeo que se observa con las amplificaciones es muy comiin
cuando se amplifican fragmentos de forma inespecifica. Una posibilidad para demostrar cual o
cuales de estas bandas puedan codificar para homé6logos de RGlu es secuenciar y comparar con
secuencias de receptores conocidos. Otra posibilidad para averiguar el grado de homologia con las
secuencias de RGlu es, utilizando estos productos como blanco en experimentos de Southern blot.
Los productos de PCR obtenidos de ambas especies de Paramecium fueron resueltos en geles de
agarosa y transferidos a membranas de nylon. Se hibridaron contra el ADNc de la secuencia GluR3
marcada con DIG para identificar el producto de PCR hom6logo al receptor GluR3. La sefial fue
inmunodetectada con un conjugado de Ab anti-digoxigenina y fosfatasa alcalina; como sustrato se
utilizé CDP-Start™,

Por medio de estos ensayos se detect6 sefial en las bandas de 700 pb amplificadas a partir
del ADNc de Cr, clona GluR3, ADNc de P. tetraurelia y ADNc de P. calkinsi. La sefial detectada

en los controles positivos (Cr y clona GluR3) fue més intensa que las obtenidas en ambos tipos de
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Paramecium. Asf mismo; a pesar de que la banda de 700 pb amplificada en P. tetraurelia no se
apreciaba a simple vista en el gel, la sefial por inmunodetecci6n, fue més intensa que en P. calkinsi,
a pesar de que esta no se amplific6 lo suficiente para ser visualizada con bromuro de etidio

(Fig.9).

700pb =
c00pb=

Fig 9. Andlisis de Southern-blot de los productos de PCR de P. tefraurelia y P. calkinsi. La
membrana se prehibridé 60 min y se hibridé toda la noche con 2.5 pmoles de sonda por ml de solucién de
hibridizacién a 55°C. Como sonda se utilizé la secuencia de ADNc de GluR3 marcada con digoxigenina. Pasado el
tiempo de hibridizacién, la membrana se lav6 dos veces con solucién de lavado 1 (SSPE 2X, SDS 0.1%), en
agitacién por 15 y 5 min (a temperatura ambiente), y dos veces con la solucién de lavado 2 (SSPE 0.1X y SDS
0.1% ) por 30 y 15 min, en agitacién constante y a 42 °C. La sefial fue inmunodetectada con conjugado de fosfatasa
alcalina y Ab anti-digoxigenina, y visualizada con luminol (CDP-StartTM) al exponer la membrana a
autorradiografia. 1. Marcador de peso molecular (fragmentos de PX174 RF DNA/Hae 1), 2.PCR GluR3 de Cerebro
de rata, 3. ADN plasmfdico de la clona GluR3, 4. PCR GluR3 de la clona GluR3, 5. ADN plasmfdico de la clona

KBP, 6. PCR GIuR3 de P. tetraurelia y 7. PCR GIuR3 de P. calkinsi.
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DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA P. tetraurelia

Alternativamente al uso de secuencias previamente reportadas de RGlu; se disefiaron
oligonucledtidos que pudieran codificar RGlu en Paramecium. Estos oligonucledtidos se utilizaron
en reacciones de PCR para la amplificacién de fragmentos de receptores tipo NMDA y no NMDA,
en ambas especies de Paramecium.

El disefio de estas secuencias se llevé a cabo basandose en el alineamiento de secuencias ya
conocidas de genes que codifican RGlu de tipo NMDA y no NMDA,; de donde se seleccionaron las
zonas mis conservadas de estos. Posteriormente con secuencias codificantes de P. tetraurelia se
elabor6 una tabla de uso de codones (Tabla VI), la cual nos permitié seleccionar los
oligonucledtidos més probables que pudieran codificar para secuencias mds conservadas de
receptores tipo NMDA y no NMDA en ambas especies de Paramecium (Tabla VII y VIII). Fue
necesario disefiar por separado, secuencias para receptores NMDA y no NMDA ya que, al
considerarlos juntos no es posible encontrar dos zonas lo suficientemente conservadas.
AMPLIFICACION POR PCR CON OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICOS A P. tetraurelia

Los ensayos de PCR se llevaron a cabo con los oligonucleétidos degenerados que se
disefiaron, especificos a P. tetraurelia. Se establecieron las siguientes condiciones para los ensayos
de PCR: Amortiguador de PCR 1X; dATP, dCTP, dGTP, y dTTP 1 mM de c/u; MgCl; 2.5 mM
para los NMDA y 3.5mM para los No NMDA,; iniciador sentido e iniciador antisentido 0.2-1.0 pM
de c/u (Tablas VII y VIII); ADNc | pg aprox.; Amplificasa (ADN polimerasa) 2.5 U; cada
muestra se complement6 con H,O bidestilada dos veces estéril a un volumen de 80 pl. Las
condiciones de PCR fueron 35 ciclos de: 1 min. a 95 °C; 1 min de alineamiento a 53° C para los
NMDA y 46.5 °C para los No NMDA,; y por iltimo 1 min. a 72 °C. Alternativamente a las
temperaturas de alineamiento para los oligonucleétidos tipo NMDA y no NMDA, las temperaturas
de alineamiento se variaron a 43 °C y 36.5 "C, respectivamente. Ademds, tambien se llevaron a

cabo ensayos en los que por cada ciclo, la temperatura de alineamiento se fue disminuyendo 0.5 °C
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hasta llegar a 10 °C, completandose hasta los 35 ciclos. Los productos de PCR fueron resueltos en
geles de agarosa al 1.5 % utilizando como amortiguador TAE 1X ( 0.04M Tris-acetato, 0.001M
EDTA). No se logré amplificar algun fragmento tanto para los NMDA como para los no NMDA en

ambas especies de Paramecium.

TABLA VI. USO DE CODONES EN P. tetraurelia
Aminodcidos | Codon | Numero | /1000 | Fraccién

GCG 29.00 0.83 0.01
GCA | 1060.00 | 30.21 0.36
GCT | 1429.00 | 40.72 0.48
GCC 435.00 | 12.40 0.15

Ala

Ala

Ala

Ala

Arg CGG 500 | 0.14 0.01
Arg CGA 29.00 | 0.83 0.03
Arg CGT 48.00 1.37 0.05
Arg CGC 8.00 | 023 0.01
Arg

Arg
Asn
Asn
Asp
Asp

AGG 68.00 1.94 0.07
AGA 839.00 | 2391 0.84

AAT 1523.00 | 43.40 0.76
AAC 478.00 | 13.60 0.24

GAT | 1674.00 | 47.70 0.80
GAC 411.00 | 1171 0.20

Cys TGT 1439.00 | 41.01 0.65
Cys TGC 761.00 | 21.69 0.35
End TGA 42.00 1.20 1.00
Gln CAG 73.00 2.08 0.04
Gln CAA 482.00 | 13.74 0.29
Gln TAG 253.00 7.21 0.15
Gln TAA 908.00 | 25.88 0.52
Glu GAG 430.00 | 12.25 0.26
Glu GAA | 1196.00 | 34.08 0.74
Gly GGG 64.00 1.80 0.03
Gly GGA | 1286.00 | 36.65 0.59
Gly GGT 712.00 | 20.29 0.33
Gly GGC 125.00 3.56 0.06
His CAT 284 .00 8.09 0.73
His CAC 106.00 3.02 0.27
Tle ATA 403.00 | 11.48 0.22
Ile ATT 909.00 26.47 0.51
Ile ATC 475.00 | 13.54 0.36
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Leu TTG 990.00 | 28.21 0.40
Leu TTA 817.00 | 23.28 0.33
Leu CTG 68.00 1.94 0.03
Leu CTA 137.00 3.90 0.06
Leu CTT 296.00 8.44 0.12
Leu CTC 175.00 4.99 0.07
Met ATG 539.00 | 15.36 1.00
Phe TIT 596.00 | 16.98 0.48
Phe TIC 655.00 | 18.67 0.52
Pro CCG 2.00 0.06 0.00
Pro CCA 525.00 | 14.96 0.57
Pro CCT 288.00 8.21 0.31
Pro CcC 100.00 0.85 0.11
Ser AGT 551.00 | 15.70 0.21
Ser AGC 160.00 4.56 0.06
Ser TCG 46.00 1.31 0.02
Ser TCA | 1065.00 | 30.35 0.41
Ser TCT 572.00 | 16.30 0.22
Ser TCC 194.00 5.53 0.07
Thr ACG 29.00 0.83 0.01
Thr ACA | 1647.00 | 46.94 0.47
Thr ACT | 1473.00 | 4198 0.42
Thr ACC 369.00 | 10.52 0.10
Trp TGG 451.00 | 10.85 1.00
Tyr TAT 763.00 | 21.74 0.70
Tyr TAC 331.00 9.43 0.30
Val GTG 317.00 9.03 0.18
Val GTA 318.00 9.06 0.18
Val GTT 854.00 | 24.34 0.47
Val GTC 319.00 9.09 0.18
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TABLA VII. OLIGOS PCR NO NMDA EN P. tetraurelia

601 753
FHLUE  wesune s PSRBRTERTIETE . o s s sy ISSYTANLAAFL. .0vouu.
PIIOKD  caswaas FERPEMTLAIS I x oo oo sliis siaiacs aa/sioie oo s oias ISSYTANLAAFL. . vvous.
caglid: cueiwis RSRPEMILGTSIN s vsiiaissaasvsinms ISSYTANLAAFL........
rglul ....... FSKPFMSLGISIM. . vveesceensnaccansannnnn ISSYTANLAAFL........
Bglal: | s FOKPRMSIETETMG o wvuizrave atisdine o sanaesiu w isiae ISSYTANLAAFL, .v..uue
1glukl ....... PTKPFMSLGISIM, o vvvevnsvnsanssnsansanas ISSYTANLAAFL. ....0ue
dglukl ....... FEKPEMPLETSIM v v wm v vin s s wwsres s smiss ISSYTANLAAFL. .......
dglak? sesaee FIVPRHOLGTRIE ovammirmmmai s amite LSTYTANL.AFL..v0euns
Rt -
Leu Gly Ile Ser Ile Met
TTG 0.40 GGA 0.59 ATT 0.51 TCA 0.41 ATT 0.51 ATG 1.00
TTA 0.33 GGT 0.33 ATC 0.26 TCT 0.22 ATC 0.26
CTT 0.12 GGC 0.06 ATA 0.22 AGT 0.21 ATA 0.22
CTC 0.07 GGG 0.03 TCC 0.07
CTA 0.06° AGC 0.06
CTG 0.03 TCG 0.02
B
5’ TTRGGWATTTCAATTATG 3
Ile Ser Ser Tyr Thr Ala
ATT 0.51 TCA 0.41 TCA 0.41 TAT 0.70 ACA 0.47 GCT 0.48
ATC 0.26 TCT 0.22 TCT 0.22 TAC 0.30 ACT 0.42 GCA 0.36
ATA 0.22 AGT 0.21 AGT 0.21 ACC 0.10 GcC 0.15
TCC 0.07 TCC 0.07 ACG 0.01 GCG 0.01
AGC 0.06 AGC 0.06
TCT Q.02 TCG 0.02
<}

5’ WGCWGTATATGATGAAAT 3'

5¢ ATTTCATCATATACWGCW 3
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TABLA VIII. OLIGOS PCR NMDA EN P. tetraurelia

. 741 950
RNMDALID .....GFAMIIVASY TANLAAF.......00004. NMAGVFM LVAGGIVAGI.....
RNMDA3A ..... GFAMIIVASY TANLAAF. ... euwenn . NMAGVFM LVAGGIVAGI.....
RNMDALIA ..... GFAMIIVASY TANLAAF ...cccccasans NMAGVFM LVAGGIVAGI.....
RNMDAZA ..... GFAMIIVASY TANLAAF . ... cveensas NMAGVFM LVAGGIVAGI.....

DNMDA ..... GFAMIIVASY TANLAAF. ...v0veeneas NMAGVFI LVGVGIAGGV.....
. AR FFAVIFLASY TANLAAF. .... 000000+ NMAGVFY MLAAAMALSL.....
2B «s+s+ FFAVIFLASY TANLAAF. ...occnsseas NMAGVFY MLGAAMALSL.....
2 e FFAVIFLASY TANLAAF . ...00vvevenn NMAGVFY MLLVAMGLAL.....
2D .....FFAVIFLASY TANLAAF....v0ouevveenn NMAGVFY MLLVAMGLSL.....

HNMDAL ..... FFPTLIIISSY TANLAAF....... O NVAGVFY ILIGGLGLAM.....
— <
Ala Asn Leu Ala Ala Phe

GCT 0.48 AAT 0.76 TTG 0.40 GCT 0.48 GCT 0.48 T™C 0.52

GCA 0.36 AAC 0.24 TTA 0.33 GCA 0.36 GCA 0.36 TTT 0.48

GCC 0.15 CTT 0.12 GCC 0.15 Gec 0.15

GCG 0.01 cTC 0.07 GCG 0.01 GCG 0.01

CTA 0.06
CTG 0.03
_’
5' GCWAATTTRGCWGCWTT 3’
Asn Met Ala Gly Val Phe

AAT 0.76 ATG 1.00 GCT 0.48 GGA 0.59 GTT 0.47 TTC 0.52

AAC 0.24 GCA 0.36 GGT 0.33 GTG 0.18 TTT 0.48

GCC 0.15 GGC 0.06 GTA 0.18
GCG 0.01 GGG 0.03 GTC 0.18
-

5‘ AAAACWCCWGCCATRTT 3’

5!

AAYATGGCWGGWGTTTT
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DISCUSION

Con la finalidad de establecer la identidad del RGlu que ha sido descrito en Paramecium
se realizaron ensayos de Dot-blot con el ARN total de P. tetraureliay P. calkinsi. Como sondas
para estos ensayos se utilizaron oligonucleétidos especificos que codifican para las subunidades
GluR1, GluR2, GluR3 y GluR4. De estos genes aparentemente se expresa un homélogo al
ARNm correspondiente a GluR3 en ambas especies de Paramecium. En comparacién con el
nivel de expresién del ARNm en cerebro de rata, la expresién en Paramecium es muy baja. La
baja intensidad de la sefial puede ser resultado de uno de dos eventos; primeramente puede ser
efecto la pobre expresién del receptor en estos organismos. O bien, puede ser causa de uni6n

inespecifica de la sonda al ARNm de Paramecium.

Con la finalidad de establecer si en Paramecium se expresa un ARNm homdélogo a
GluR3 se llevaron a cabo ensayos de Northern-blot. Este tipo de ensayo, ademés de ser menos
ambiguo que el ensayo de Dot-blot, permite determinar el tamafio y la abundancia del ARNm.
No fue posible detectar el ARNm de GluR3 en ninguna de las dos especies. Si bien este
resultado no apoya la existencia de un ARNm homélogo a GluR3 en estos organismos,
tampoco la descarta. Es posible que mensajeros poco abundantes sean dificiles de detectar por

Northern-blot cuando se utiliza ARN total en lugar de ARN poliadenilado.

Un ensayo muy sensible para detectar ARNm especificos es la combinacién de
reversotranscripcién y PCR (RTPCR). Combinando estas técnicas es posible detectar ARNm
de muy baja abundancia, adn partiendo de ARN total. Se llevaron a cabo ensayos de RTPCR
utilizando como iniciadores oligonucle6tidos designados para amplificar las secuencias de los
receptores de la familia AMPA/KA de rata. Solamente fue posible amplificar, a partir del ADNc
de Paramecium, cuando se utilizaron los oligonucle6tidos designados para amplificar la
secuencia de GluR3, no asi con los de las otras secuencias. Con estos oligonucleétidos fue
posible amplificar una serie de bandas, entre las que se incluye una de 700 pb; éste es el tamafio

esperado cuando se utiliza este juego de iniciadores. Con el ADNc de la bilbioteca de P.



tetraurelia no se logr6 amplificacién con ninguno de los juegos de iniciadores. Es probable que
el mensaje de este receptor se encuentre muy pobremente representado en la poblacién de

clonas de la biblioteca; y por ello no fue posible amplificar a partir de ella.

El patrén de bandeo que se observa en las amplificaciones puede ser resultado de
amplificaci6n inespecifica; si bien, es probable que alguno de los fragmentos codifique para un
RGlu. Con la finalidad de determinar si la banda de 700 pb, o alguna otra, era en verdad un
homélogo a GluR3; se realizaron ensayos de Southern-blot con los productos de PCR. Como
sonda se utiliz6 ADNc de la clona GluR3 marcada con digoxigenina, y como controles
positivos el producto de PCR GluR3 de Cr, ADN plasmidico de la clona GluR3, y el
producto de PCR GluR3 de la clona GluR3 y como control negativo el ADN plasmidico de la
clona KBP. En este caso el fragmento de 700pb amplificado en Cr, el ADNc de la clona
GluR3 y los productos de PCR de ambas especies fueron reconocidos por la sonda. En P.
tetraurelia, a pesar de que la banda de 700pb no se visualizaba a simple vista en el gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio se detect6 una sefial mds intensa que la banda de 700pb
amplificada en P. calkinsi , que si se visualizaba en el gel tefiido. Una posible explicaci6n es
que la secuencia de P. tetraurelia conserva un mayor grado de homologfa con GluR3 que la

secuencias de P calkinski.

En ensayos de unién, llevados a cabo por Preston y Usherwood en 1988, se demostr6
la unién especifica de L-[3H]-GLU en fracciones ciliares de P. tetraurelia. En esta preparacion,
KA tiene una muy baja potencia para desplazar L-[ 3H]-Glu; aspdrtico y NMDA son mucho mds
potentes (Preston, 1988B). Por otro lado, en ensayos conductuales llevados a cabo en P.
calkinsi por Ortega y Bernal en 1994, se determin la potencia relativa de algunos AAE en la
conducta de nado y permeabilidad membranal en este organismo. El orden de potencia en este
ensayo es: AMPA>L-Glu>KA. También en P calkinski, KA evoca un incremento constante en
la depolarizacién membranal; con AMPA esta depolarizaci6n fue pasajera (ambas
depolarizaciones estuvieron acompaiiados de un incremento en la conductancia de entrada de

Ca+2) (Ortega y Bernal, 1994). Estos resultados sugieren que en las dos especies de
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Paramecium no se expresa el mismo tipo de receptor. Es posible que en P. tetraurelia exista
una secuencia con un mayor grado de homologfa a GluR3 que en P. calkinski. Por ello no es

de extrafiar la diferencia en la intensidad de la sefial detectada en el Southern blot.

Alternativamente al uso de iniciadores que amplifican secuencias conocidas del tipo
AMPA/KA, se disefiaron secuencias que pudieran amplificar fragmentos de secuencias de
RGlu considerando el uso de codones en Paramecium. Como no es posible tener dos regiones
lo suficientemente conservadas cuando se alinean todos los RGlu; se disefiaron
oligonucleétidos para amplificar separadamente secuencias que codifican para receptores
NMDA y receptores no NMDA. Contrariamente a lo que se esperaba, no se logré amplificar
fragmento alguno en ninguna de las dos especies de Paramecium, ni con el ADN de la
biblioteca de P. tetraurelia. Es posible que las secuencias que seleccionamos como blanco para
el disefio de los oligonucleétidos, no esten conservadas en Paramecium. De hecho,
recientemente fue reportada la secuencia de un RGlu en el nemétodo Caenorhabditis elegans
(Maricq, 1995). Esta secuencia difiere en dos amino4cidos con respecto a la secuencia que
utilizamos en el disefio de los oligonucle;étidoé. se encuentran en las posiciones 608 y 742 de
los iniciadores sentido y antisentido respectivamente (Tabla VII). La primera de estas
posiciones en C. elegans codifica para Treonina y en la secuencia consenso para Lisina. En el
segundo caso, Valina en C. elegans e Isoleucina en la secuencia consenso. Es posible que las
condiciones en las que se llevaron a cabo los ensayos de amplificacién no fueran los optimos

por ejemplo, temperaturas de alineamiento, concentraciones de MgCly, ndmero de ciclos etc.

Las secuencias caracterizadas en vertebrados como son rata, ratén, pollo, pichén y pez
dorado se encuentran muy consevadas, presentan una homologfa del 90-95% (Hollman, 1994;
Papema, 1996; Ottiger, 1995; Goldman, 1994, datos no publicados). En invertebrados, como
son Drosophila, Lymnea y C. elegans, no se ha reportado la existencia de subunidades
equivalentes a las de vertebrados; solo presentan un 20-30% de homologfa con los receptores
de vertebados (Hollman, 1994; Maricq, 1995). Considerando la baja homologia con los

receptores de invertebrados, es posible que la secuencia de un posible receptor en un
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protozoario no esté conservada en relaci6n con las secuencias de animales. Es posible que la
secuencia de Paramecium represente una forma ancestral de los RGlu, en este sentido deverfa
tener las caracterfsticas basicas de la familia de RGlu. Se ha propuesto que la evolucién de estos
receptores se dio a partir de la entremezcla de exones, combinando de esta manera tres médulos
bdsicos: 1) una porci6n extracelular que presenta similitud significativa a protefnas de uni6n
peripldsmica bacteriana, y que aumentan la posibilidad de que estos dominios medien la forma
del sitio de uni6n al ligando (la porcién N-terminal y el lazo que se encuentra entre TMIIT y
TMIV), 2) la regién del canal que evolucioné de un precusor relacionado a los canales de K+, y

3) un dominio regulatorio C-terminal de orfgen desconocido (Fig 3A) (Wo, 1995).

Una posibilidad que no podemos descartar es que el receptor en estos organismos no
sea de la familia de RGlu. Existen al menos dos casos reportados de protefnas que son canales
i6nicos abiertos por ligando; son abiertos por Glu y no tienen ninguna relacién con las
secuencias de los RGlu. Uno de estos receptores es el canal sensible a avremectina de C.
elegans; éste es una canal de CI-1 abierto por Glu y presenta un alto grado de homologia con los
receptores de GABA y glicina (Cully, 1994). El otro receptor es una proteina de 33 kDa
denominada GR33, su secuencia es identica a la sintaxina, cuando es expresada en oocitos de
Xenopus forma canales de Ca+2 activados por Glu, que farmacol6gicamente, son similares a

los receptores NMDA pero con diferentes propiedades electrofisiolGgicas (Smirnova, 1993).

Paramecium. utiliza un c6digo genético diferente al universal; los codones UAA y UAG
no representan codones de paro, si no que codifican para glutamina (Caron,1985; Preer
Jr.,1985), El sesgo en el uso de codones es diferente al de organismos superiores (Jukes and
Osawa, 1993), y por ello aunque se utilicen secuencias conservadas en el disefio de
oligonucle6tidos la secuencia final podria no ser 100% idéntica. En el disefio de los
oligonucle6tidos de PCR solamente fueron sintetizados utilizando los codones que son
utilizados en mds del 20% de las ocaciones; por azar es posible que en la secuencia real se
utilicen algunos de los que tienen frecuencias menores al 20% y por ello la deteccién por PCR

sea mds dificil.
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CONCLUSIONES

1. Las evidencias presentadas sugieren que en ambas especies de Paramecium (P.

tetraurelia y P. calkinsi) sea expresado un ARNm homélogo al del receptor GluR3.

2 La naturaleza del receptor a Glu en ambas especies de Paramecium parece ser diferente

a nivel de secuencia nucleotidica con RGlu clonados en rata.

3. La naturaleza del receptor a Glu en ambas especies de Paramecium (P. tetraurelia y P.
calkinsi), segin evidencias de otros autores y las obtenidas en el presente trabajo,

sugieren sea diferente entre ambas especies.
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