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RESUMEN 

El glutamato es el neurotransmisor excitador más abundante en el Sistema Nervioso 

Central de los vertebrados. La expresión de receptores a neurotransmisores en 

células gliales, ha sugerido un papel regulador de estos en la sinapsis. En la glia 

radial, los receptores de glutamato activan cascadas de señalización desde la 

membrana hasta el núcleo y consecuentemente cambios en la expresión genética. 

Con 1.a finalidad de conocer la regulación de los niveles de RNA del gen GluR4, 

nosotros nos propusimos ver si la activación de los receptores AMPA/KA en células 

gliales de Bergmann mediados por glutamato, promueven cambios en. ta expresión 

del mRNA de la subunidad GluR4 del receptor. 

Para cuantificar la expresión del mRNA, empleamos la técnica de RT-PCR 

semicuantitativo, se diseñaron iniciadores y se estandarizaron las condiciones para la 

amplificación de un fragmento de 720 pares de bases, con el que se evaluaron los 

mRNAs de las células estimuladas a diferentes tiempos con glutamato 1 mM. 

Nuestros resultados confirman que los receptores a glutamato en células Gliales de 

Bergmann modulan la expresión del gen, ya que conforme pasó el tiempo de 

estimulación se observó una disminución de la expresión del gen GluR4, con esto 

reforzamos el papel de que las células gliales participan en los cambios adaptativos 

en el sistema nervioso central. 



INTRODUCCIÓN 

1. ACIDO GLUTÁMICO 

El aminoácido L-glutamato o ácido glutámico (Glu) es el principal neurotransmisor 

excitador en el Sistema Nervioso Central (SNC) de los vertebrados (Watkins y Evans, 

1981; Tanaka, 1994; lnoue et al., 1995). Se almacena en vesículas en la neurona 

presináptica y cuando se recibe un estímulo, es liberado a la hendidura sináptica 

activando a diferentes clases de receptores tanto metabotrópicos como ionotrópicos 

que están situados en las membranas pre y postsinápticas y sobre la astroglia, 

transduciendo señales integradas mediante el uso de un flujo incrementado de iones 

y las vías de segundos mensajeros (Gegelashvili y Schousboe, 1997; 8acci et al., 

1999). La transmisión glutamatérgica es terminada por una desensibilización de los 

receptores y por la captura del glutamato, esta función la llevan a cabo proteínas 

transportadores transmembranales de alta afinidad que se localizan en células gliales 

y neuronas, estas proteínas usan un gradiente Na./!<' como fuerza electroquímica y 

son capaces de remover al neurotransmisor contra un gradiente de concentración 

100 veces mayor y de esta manera mantener una concentración baja del Glu en la 

hendidura sináptica (<1 ¡1M) que es inocua a las neuronas (Schousboe, 1981; 

Fonnum, 1984; Nicholls y Attwell, 1990; Rothstein et al., 1994). En células gliales el 

glutamato es convertido a glutamina por la enzima glutamina sintetasa. La glutamina 

es un aminoácido no excitador y es liberada al espacio extracelular y capturada por 

las neuronas en donde es convertida nuevamente a Glu (Pines et al., 1992; Rothstein 

et al., 1993; Tanaka, 1993; Tanaka, 1994; Gegelashvili y Schousboe, 1997). 

El Glu está relacionado con diferentes procesos neurológicos como la plasticidad 

sináptica, la neurotransmisión, la memoria y el aprendizaje. La plasticidad es la 

capacidad de responder diferencialmente a un mismo estímulo (Bliss y Collingridge, 

1993; Tanaka, 1994). Sin embargo, una concentración elevada de Glu en el medio, 

puede actuar como una poderosa neurotoxina capaz de inducir daño excitotóxico 

severo, mecanismo implicado en varias enfermedades neurodegenerativas como 

esclerosis lateral amiotrópica, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer 



y la ocasionada por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana. También puede 

provocar procesos neuropatológicos como isquemia cerebral, epilepsia, hipoxia e 

hipoglucemia (Gegelashvili y Schousboe, 1997; Rothstein et al., 1993; Condorelli et 

al., 1993; Gasic y Hollmann, 1992; Ortega el al., 1991; Cunningham et al., 1993). La 

exposición crónica al Glu puede causar cambios en la morfología de las células 

gliales que no esta seguido por muerte celular (Gallo y Ghiani, 2000). Por otro lado la 

remoción excesiva del Glu, puede producir hipofunción glutamatérgica, que se cree 

que es uno de los mecanismos involucrados en esquizofrenia y otras psicosis 

(Gegelashvili y Schousboe, 1997). 

La acción del Glu es mediada por receptores específicos los cuales se clasifican de 

acuerdo a su modo de acción en receptores metabotrópicos (mGluR) que se 

encuentran acoplados a proteínas G y cascadas de segundos mensajeros; y los 

receptores ionotrópicos (GluR) que forman un canal iónico abierto por ligando 

(Nakanishi, 1992). 

A nivel molecular se han caracterizado una gran cantidad de receptores al Glu 

(Hollmann y Hinemann, 1994), estos se expresan tanto en neuronas como en células 

gliales (Steinhiluser y Gallo, 1996) e incluso existen reportes de expresión de 

algunas subunidades en las células J3 de páncreas (lnagaki et al., 1995). Los 

receptores al Glu se encuentran presentes a todo lo largo de la escala evolutiva de 

los metazoarios. La mayoria de las secuencias conocidas de estos receptores se han 

clonado en vertebrados, sobre todo en mamiferos, pero se conocen también 

secuencias de insectos, moluscos y nemátodos (Steinhauser y Gallo, 1996; Maricq et 

al., 1995). Los receptores al Glu constituyen familias genéticas independientes tanto 

de los canales iónicos abiertos por ligando como de los receptores de siete 

segmentos transmembranales acoplados a proteínas G (Hollmann y Hinemann, 

1994). En los invertebrados, además de los canales catiónicos que forman esta 

familia de receptores existen una serie de receptores al Glu que forman canales 

aniónicos. Los receptores de este tipo no están relacionados con los receptores al 

Glu anteriormente descritos, y de hecho presentan una mayor homología con los 

receptores a glicina (Cully et al., 1994). 



) . . ,. 

, El glútam.'!lto .de las neuronas puede activar a los receptores glutamatérgicos de la 

glia · ~ara ~Gs~r: ( 1) la modulación de la transmisión que se lleva acabo en las 

célul~s --~liat~s. 'además de afectar la terminación de la transmisión sináptica, (2) 

m.odtJlación de la conductividad de K• en las células gliales, con consecuencias sobre 

.el - ~;nbiente iónico extracelular, y (3) la relación de las sustancias neuroactivas de la 

i glia puede ser retroalimentada y modular la transmisión sináptica (Araque et al., 

1999). 

2. RECEPTORES IONOTRÓPICOS 

Los receptores ionotrópicos de glutamato se han dividido en subfamilias de acuerdo 

con sus propiedades electrofisiológicas, farmacológicas y a la homología entre sus 

secuencias. La primera gran división se realiza por un criterio farmacológico, la 

capacidad de los receptores de ser activados por el análogo N-metil-D-aspartato 

(NMDA). El criterio farmacológico concuerda perfectamente con el criterio molecular, 

sin embargo la variedad molecular de los receptores sobrepasa ampliamente su 

variedad farmacológica. Molecularmente existen tres subfamilias de receptores 

NMDA y tres de receptores no NMDA (Hollmann y Hinemann, 1994). 

Los receptores NMDA son canales iónicos abiertos por ligando y regulados por 

voltaje. En condiciones de reposo el canal está bloqueado por Mg2
• de una manera 

dependiente del voltaje. Además el canal requiere de glicina para abrirse 

eficientemente y puede regularse por poliaminas y zn2
• (Nicoll et al., 1990). Los 

receptores NMDA están formados por varias subunidades, la principal de ellas es 

denominada NMDAR1 (Moriyoshi et al., 1991 ). Esta subunidad está codificada por un 

solo gen pero se expresan al menos siete variantes de procesamiento (Zukin y 

Bennet, 1995), la presencia de NMDAR1 confiere la funcionalidad al canal. Esta 

subunidad puede coensamblarse con cualquiera de las cuatro subunidades de la 

familia NMDAR2: NMDAR2A, NMDAR28, NMDAR2C o NMDAR2D (lshii et al., 

1993). Si bien los miembros de la familia NMDAR2 no forman canales funcionales 

por si solos, al coensamblarse con NMDAR1 confieren propiedades novedosas al 

canal; determinando algunos parámetros como regulación por la proteína cinasa 



---- -- -'~~;~:~:-_:_~~'?. ·.~.--'... :_· ~ . :·:..:.~ .:.:.. .L_~--~ --;"' -

dependiente de ca2
• /diacilglice~o;;~~:kq¡)ff;~~~~6;bií~·· · ···~····· pro~;·~dades biofísicas 

(Kutsuwada et al., 1992; Ste~n ~t al. i 19SÍ¡}E:~í~le ·¿tra subfamilia formada por la 

subunidad NMDARL o chi, esia ; s~bunidaci'nó forma canales, pero al coexpresarse 

produce canales no función~1~';'(b'iab~ir~ 'el~i.; 1995). 
--- .,- - -:~::. ~; ~,'~ ::¡ ·f'. :-;·,1·.· :;:.o--:;;.'_•'>:--<·· - .. -- -

Los receptores no NM.DA. ~stán formados por dos subgrupos, los receptores 

activados p~~ ~l .~cido, a-amlno-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolpropiónico y el kainato 

(AMPNKA). y los receptores al kainato (KA) (Hollmann y Hinemann, 1994). Los 

receptores .A~PAiKA se denominan así porque son activados por AMPA con alta 

afinidad y, par· KA con baja afinidad. Inicialmente se les consideró como parte de los 

. receptores a KA porque las respuestas a AMPA se desensibilizan muy rápidamente, 

siendo los de respuesta a KA los de mayor eficiencia. La familia AMPNKA está 

formada por cuatro subunidades denominadas GluR1, GluR2, GluR3 y GluR4 

(Hoilmann et al., 1989; Keinanen et al., 1990). Estas subunidades pueden 

ensamblarse entre sf produciendo canales con diferentes propiedades, aumentando 

enormemente la variedad molecular de los receptores (Keinanen et al., 1990). Las 

propiedades fisiológicas de los receptores de glutamato en glia se pueden predecir 

basándose en la composición de las subunidades (Patneau et al., 1994; Müiler et al., 

1992; Jonas et al., 1994). Además cada gen de esta familia puede presentarse en 

cualquiera de dos variantes de procesamiento denominadas flip o flop, que difieren 

en 38 aa de la región que precede a la última región transmembranal, y son 

diferencialmente expresadas en el cerebro (Keinanen et al., 1990; Monyer et al., 

1991 ). La subunidad GluR4 presenta otra forma de procesamiento del carboxilo 

terminal denominada GluR4c (Sommer et al., 1990; Gallo et al. , 1992). La subunidad 

GluR2 sufre un fenómeno de edición (sitio Q/R), que consiste en una deaminación en 

el RNA que cambia un codón dentro del segmento transmembranal TMll de 

glutamina a arginina (Sommer et al., 1991 ), este cambio determina importantemente 

las propiedades biofísicas del canal. Cuando está ausente GluR2. los canales son 

permeables a Na• y ca2
•, y las curvas corriente - voltaje son doble rectificantes. Pero 

cuando se encuentra GluR2 en el canal, éste pierde la permeabilidad a Ca2
• y las 

curvas corriente - voltaje son lineales (Hollmann et al., 1991 ). GluR 1 y GluR4 son los 

componentes encontrados mayormente en el cerebelo (Tsuzuki et al., 2001 ). 



La falta de homología entre las seéuenéias de)os:;ec~ptores.de gluta;atO y los 

miembros de otros canales iónicos abiertos paf ligando (N~da et al'O 1sa3) y también 

la gran diferencia en tamaño, sugiere uría·.gra~:disí~.rí~i~ .º·no .r~lación evolutiva 

(Keinanen et al., 1990). ,-;~·' 

:~.:.: . ({·:·'. ·;_·:_.'.~~:~" ·¿~,?Y/.-··.t»:· 
Los receptores KA están formados por dos 'subfamilias; IOs receptores KA de alta y 

baja afinidad. En los receptores de baJ~ ~finid~~:?~~tárí i.n~luidas las subunidades 

GluR5, GluR6 y GluR7. Estas subun.idades presentan además varias variantes de 

procesamiento, en especial GluR5, y tanto GluRS como GluR6 sufren la edición del 

sitio Q/R aunque a diferencia de la subunidad GluR2 no siempre se editan. Forman 

canales abiertos por KA pero no por AMPA, por ensayos de unión de ligando 

radioactivo se ha medido la Ko para KA en estos receptores (alrededor de 50 nM). 

Los receptores de alta afinidad están formados por las subunidades KA-1 y KA-2, 

estas no forman canales funcionales pero pueden coensamblarse con GluRS o 

GluR6 y de esta manera modifican las propiedades del canal. No se han reportado 

variantes de procesamiento para estas subunidades ni tampoco edición en el sitio 

Q/R. La Ko de estos receptores es de alrededor de 5 nM (Hollmann y Hinemann, 

1994) 

3. GLUR4 

Cada una de las subunidades GluR1-GluR4 pueden formar complejos heteroméricos 

con todas las otras subunidades de la subfamilia (Wenthold et al., 1992) y estas 

combinaciones de las subunidades pueden ensamblarse eficientemente o diferir en 

las propiedades de los canales con los canales de los complejos homoméricos 

(Boulter et al., 1990; Keinanen et al., 1990). La función del receptor es mediada por 

cambios conformacionales inducidos (Jayaraman et al., 2000). 

Las cuatro subunidades de los receptores GluR1-GluR4 son de tamaño similar 

(aproximadamente 900 aa), su secuencia es Idéntica de 68% a 73%. El perfil de la 

topología para los receptores de glutamato consiste de un dominio hidrofóbico en el 

amino terminal extracelular que representa el peplido señal requerido para la 

inserción en la membrana, más cuatro dominios hidrofóbicos en la hendidura (tres 

6 



regiones hidrofóbica; cerca de la mitad de la proteína y una cerca de la porción del 

carboxil~. terminal .. ; de la proteína), que son interpretados como dominios 

transmembr~nal¿s {TMDs) y un dominio earboxilo terminal intracelular (Hollmann et 

al., 1994; B~ririeti'arid Dingledine, 1995; Wo y o~wald, 1995). El glutamato y kainato 

(Figura 1.) ~1/unen al dominio extracelular enlas subÜnidades GluR (Stern-Bach et 

al., .1994;.K~usinen et al., 1995). La unión a los dominios de este ligando ha sido 

e.xpr~sada como una fusión proteica soluble por dos subunídades de los receptores 

AMPA, GluR2 y GluR4 (Kuusinen et al., 1995; Lampinen et al., 1998; Chen y 

Go~~ux, 1 s9?i. 
En .GluR4, todos los sitios consenso de N-glicosilación están localizados en el 

dominio amino terminal, por lo que se ha propuesto que este dominio es extracelular. 

Esta topología de largos segmentos entre los dominios TMD 111 y TMD IV sobre el 

lado citoplásmico, coincide con la presencia de varios sitios consenso de 

fosforilación en este dominio. El dominio del carboxilo terminal y hacia abajo de TMD 

IV es extracelular de acuerdo con este modelo. (Hollmann y Heinemann, 1994) 

(Figura 2) 

B o o 

o~• .•e • ' o 
H1e 

Flg. 1. Estructuras químicas de (A)glutamato y (8) Kainato. 
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Amino Tcnninal 

Flg. 2. Representación esquemática de la 
topología de la subunidad GluR4. 

La expresión de los genes GluR1-GluR4 durante el desarrollo inicia en el décimo día 

embrionario. en el SNC y en el SNP de rata, siendo más pronunciado en áreas 

donde las neuronas se diferencian y se ensamblan dentro de núcleos (Bettler et al., 

1990). Postnatalmente, la expresión del RNA de GluR1-GluR4 en general se 

incrementa gradualmente (Pellegrini-Giampietro et al., 1992). 

Los genes para GluR1-GluR4 están localizados sobre cuatro cromosomas diferentes. 

El GluR4 está localizado en la región del cromosoma 11(q22-23), en un área en la 

que se encuentra la ataxia telangiectasia, un tipo de esquizofrenia y la esclerosis 

tuberous que ha sido mapeada (McNamara et al., 1992). 

Estudios de hibridación in situ han revelado un esparcimiento con distribución 

diferencial del RNA de GiuR1-GluR4, también su regulación es independiente 

durante el desarrollo. Existen notables diferencias en la expresión de las 

subunidades en las células granulares cerebelares, las cuales contienen RNA de 

GluR2 y GluR4 pero no RNA de GluR3 y de GluR1, la glia cerebelar de Bergmann 

8 
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contiene RNA de GluR2. y GluR3, ' y et. tallo cerebral 

aparenteme~t~ ~ontiene solamente RNA de Gl~R4 (H~llm~rin<y Heine~ann;•1S94): 

Los receptores AMPA en diferentes circuitos neur~nales, así como en diferentes 

Üpoi. ~elulares con el mismo circuito, difieren en sus pro~iedades funcionales (Geigér 

et al., 1995). Además cada una de las subunidades de GluR1-GluR4 existen en dos 

formas diferentes creadas por corte y empalme alternativo de un par de bases· en 

115, región inmediatamente anterior de TMD IV (Sommer et al., 1990). Los dos 

axones alternativos han sido llamados "flip" y "flap' (aunque flip no es el reverso de 

flap, como el nombre desafortunadamente lo sugiere). Las dos formas son 

igualmente abundantes, pero muestran diferentes distribuciones en el cerebro, 

particularmente en las células piramidales CA3 (solo flip) y en las células granulares 

del giro dental del hipocampo (mas flap que flip) (Sommer et al., 1990). Su expresión 

en células cerebelares de Purkinje es regulada diferencialmente (Lambolez et al., 

1992), así como su expresión en el desarrollo (Monyer et al., 1991 ). Las dos 

variantes de corte y empalme les confieren diferentes propiedades cinéticas a los 

canales abiertos por glutamato (Sommer et al., 1990), indicando que las propiedades 

funcionales de los canales del receptor en la célula son definidos por la combinación 

del tipo de las subunidades y las variantes de corte y empalme. 

La diversidad de los receptores se debe también al corte y empalme en el carboxilo 

terminal, el cual ha sido reportado para GluR4. El cDNA clonado llamado GluR4c, 

tiene un exon insertado de su par de bases 113 hacia abajo de TMD IV que 

introduce un codón de paro alternativo y crea una versión corta de GluR4 (Gallo et 

al., 1992). Esta variante de corte y empalme ha sido identificada con alta homología 

de aa (72%) con GluR1-GluR3 en el carboxilo terminal, más que con el original 

GluR4. La variante del carboxilo terminal del GluR4c, la cual puede estar con cada 

versión de flip y flap del receptor, no parece cambiar las propiedades funcionales del 

receptor. Sin embargo, las variantes de corte y empalme muestran una distribución 

en el cerebro que se sobrelapa, pero que es diferente de GluR4 y son reguladas 

durante el desarrollo en las células granulares cerebelares, donde aparecen para la 

maduración paralela de estas células (Gallo et al., 1992) por lo que han especulado 
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que la variante carboxilo terminal: poi!'ria servir para·. estabilizar el receptor o . . 
localizarlo en una región:específica de la célula. 

El GluR4 puede generar varias isoformas de ·corte y . empalme y tres transcritos 

principales (6.2, 4.2 y 3 kb) que son expresados en neuronas cereberales o corticales 

(Gallo et al., 1992). El gen GluR4 es procesado c:ie manera diferencial en glia y 

neuronas (Gallo et al., 1995). Por ejemplo el transcrito de GluR-4 en células gliales 
• - •• > 

de Bergmann, está completamente ineditado en el sitio Q/R (Lomeli et al., 1994). 

La subunidad GluR4 promueve el ensamblaje de la .unión rápida de los receptores 

(Geiger et al., 1995), y se ha encontrado que G_l~R4 es fosforilado sobre serina 842 

en el dominio del carboxilo terminal in vitro e in vi~o. Las serina 842 es fosforilada por 

PKA, PKC y CaMKll in vitro y es fosforilada en Células transfectadas por PKA. 

Además se ha identificado a treonina 830 como sitio potencial de fosforilación de 

PKC. Estos resultados sugieren que GluR4, la cual es la subunidad más rápida de 

desensibilización de los receptores AMPA, podría ser modulada por fosforilación 

(Carvalho et al., 1999). GluR4 es fosforilado directamente por lo que la fosforilación 

de éste puede ser un mecanismo importante en la regulación de sus propiedades 

funcionales y en la modulación de la transmisión sináptica excitatoria (Carvalho et 

al., 1999). 

4. CELULAS GLIALES 

Las · neuronas estári rodeadas por un tipo celular denominado células gliales, 

existiendo entre 10 a 50 veces más células de glía que neuronas en el sistema 

nervioso de vertebrados, en este sistema existen dos grandes grupos de células 

gliales, las células macrogliales y la microglia. El origen ontogénico de estos dos 

grupos es diferente, la microglia se desarrolla a partir de mesodermo, mientras que la 

macroglia es de origen ectodérmico, teniendo un precursor común con las neuronas 

(Cameron y Rakic., 1991). Existen dos grandes grupos de células macrogliales en el 

SNC, los oligodendrocitos y los astrocitos. Los oligodendrocitos son células 

especializadas en la formación de la capa de mielina que rodea los axones de 

algunas neuronas. Los astrocitos son células que están involucradas en la formación 
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de la barrera hematoencefálica, la sobrevivencia y la diferenciación neuronal, la 

regulación de la concentración iónica y el volumen extracelular, la regeneración y la 

migración neuronal (Martín, 1992; Pfrier y Barres, 1996). 

Durante el desarrollo, una de las primeras formas de células gliales en aparecer es la 

denominada glía radial, que participa en la determinación de los patrones de 

migración de las neuronas así como la distribución espacial de éstas. La glía radial 

es de morfología bipolar y expresa marcadores característicos. Desde los primeros 

días postnatales la glía radial inicia un proceso denominado conversión astrocitica, 

pierde su morfología bipolar y adopta la morfología clásica de los astrocitos; además 

reduce la expresión de marcadores de glía radial como la vimentina y aumenta la 

expresión de marcadores astrocíticos como la proteína fibrilar ácida de la glía 

(GFAP). Esta conversión es reversible y está regulada por factores producidos por 

las neuronas (Cameron y Rakic, 1991 ). 

En la corteza cerebelar de las aves, concretamente en la capa molecular, la 

población de la glia radial no sufre la conversión astrocítica posterior al nacimiento, 

se conserva en el adulto y se le denomina glia de Bergmann (Cameron y Rakic, 

1991 ). Las células gliales de Bergmann rodean las sinapsis glutamatérgicas que se 

forman entre las fibras paralelas y las células de Purkinje, siendo está la sinapsis 

más abundante en el SNC. En este tipo celular, se ha descrito por medio de técnicas 

moleculares y bioquímicas la presencia de receptores al Glu (Ortega et al., 1991; 

López-Colomé y Romo-de-Vivar, 1991; López et al., 1994; López et al., 1997). Estos 

receptores son funcionales y se expresan tanto en células en cultivo como in vivo 

(López et al., 1994; López et al., 1997; Burnashev et al., 1992; Multar et al., 1992). 

Estas células tienen la capacidad de responder a la activación neuronal. Por ejemplo, 

la activación de la fibra paralela produce en las células gliales de Bergmann una 

despolarización mediada por receptores AMPA/KA y el transportador Na•tGlu 

(Beverly y Barbour, 1997). 

La estimulación de las fibras paralelas causa un incremento en Ca2
• localizado en 

pequeños microdominios de glia de Bergmann (Grosche et al., 1999). Los 

microdomlnios pueden controlar la entrada de glutamato a las células gliales de 
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Bergmann por un cambio en el potencial de membrana. Esto provee un mecanismo 

de influencia en la transmisión sináptica entre las neuronas granulares y las células 

de Purkinje en sinapsis específicas. Los microdominios pueden regular la relación de 

sustancias neuroactivas de las células gliales de Bergmann sobre las neuronas. 

(Gallo y Ghiani, 2000) 

En cultivos de estas células derivados de embrión de pollo, el Glu dispara señales 

de transducción (Cid y Ortega, 1993; López-Colomé et al., 1993; Sánchez y Ortega, 

1994;. López-~olomé, 1995; López-Colomé y Ortega, 1997; López-Colomé et al., 

1997). La ve~taj~ de utilizar cultivos para estudiar los receptores del Glu presentes 

en éstas ééiulas'radica~por un lado, en la posibilidad de estudiar las células aisladas 

de las neúr~n~s;y porotro la posibilidad de tener un cultivo de tipo celular del cual se 

conoce la localización precisa en el sistema nervioso (López, 1997) y en que la 

semejanza ·de las secuencias de los receptores del glutamato entre aves y 

mamíferos es de alrededor del 90%. (Ottinger et al., 1995; Paperna et al., 1996), lo 

cual a nivel de nucleótido se convierte en un 85% (Ottinger et al., 1995). 

Las células gliales de Bergmann expresan receptores ácido a-amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxasolpropiónico/kainato (AMPA/KA) y N-metil- 0-aspartato (NMDA) y en 

sus cultivos el Glu induce el influjo de ca2
• (Ortega et al., 1991; López-Colomé y 

Romo-de-Vivar, 1991), translocación de la PKC a la membrana (Cid y Ortega, 1993; 

López-Colomé et al., 1993). aumento en los niveles de trifosfato de lnositol (IP3 ) 

(López-Colomé et al., 1993; López-Colomé et al., 1997), activación de la proteína 

cinasa activada por mitógeno (MAPK) (López-Colomé y Ortega, 1997) y aumento en 

la actividad de unión al DNA de la proteína activadora 1 (AP1 ), lo que sugiere que el 

glutamato está involucrado en la regulación de la expresión génica en éstas células 

(López-Colomé et al., 1995; Sánchez y Ortega, 1994). Un sitio atractivo para esta 

regulación son las propias regiones reguladoras de los genes que codifican para los 

receptores de glutamato, ya que está bien establecido que el nivel de estos 

receptores es critico para la señalización (Geiger et al., 1995). 

Puesto que estas células rodean sinapsis glutamatérgicas y tienen receptores para 

este aminoácido es evidente que durante el proceso de neurotransmisión, son 
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activados tos . receptores en tas células gliates desencadenando la serie de 

fenómenos ya descritos. Et efecto funcional de esta activación, así como ta 

importancia que pueda tener en la modificación de las sinapsis que rodean, no ha 

sido evaluado. Se ha propuesto que estas células estarían implicadas en ta 

regulación de la función neuronal liberando sustancias neuroactivas, controlando los 

niveles extracelutares de K• y modificando el curso temporal de la concentración del 

Glu en ta sinapsis (Kettenmann, 1996; Danny et al., 1996). 

5. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GENETICA MEDIADA POR 

RECEPTORES AL GLUTAMATO 

La expresión de los receptores al Glu es modificada en múltiples modelos de 

aprendizaje (Kaczmarek, 1993), plasticidad sináptica (Thomas et al., 1994) e 

isquemia (Eastwood et al., 1995), así como durante el envejecimiento (Pactiusi et al., 

1994) y en algunas alteraciones neurológicas como ta epilepsia (Eastwood et al., 

1995), ta esquizofrenia (Pollard et al., 1993) y ta enfermedad de Alzheimer (García­

Ladona et al., 1994). Durante et desarrollo la expresión de tos receptores se ve 

modificada; por ejemplo, tas variantes flip y flap de los receptores AMPA/KA son 

expresadas diferencialmente durante et desarrollo. En cultivos celulares existe 

regulación de la expresión de algunas subunidades dependiendo del tiempo en 

cultivo, ta aplicación del Glu o sus análogos o la despolarización con K• (López, 

1997). 

En tas células gliales et Glu induce cambios en et patrón de expresión de genes, 

estas respuestas abren ta posibilidad de cambios en las condiciones de tas células 

gtiates como una consecuencia de ta actividad sináptica, que podría eventualmente 

inducir cambios duraderos en tas funciones: glia-célula, desarrollo, comunicación 

glia-neurona o interacciones glia-glia a través de la modulación de la expresión 

génica. Por ejemplo, en cultivos primarios de astrocitos la activación de receptores al 

Glu induce múltiples factores de transcripción como son: c-Fos, Fos B, c-Jun, Jun B, 

zif/268 y est-1 (Lerea, 1996; Pechan et al., 1993), así como algunos factores de 

crecimiento; que es el caso del factor de crecimiento neural (NGF) y et factor de 
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.. . bási~~¡ ;'del '~b~Óblast~ , (bFGf); , , yi~de. :_ recept()Íes ; 'como ~ E!I ':,GF~R1 · 
(Condorelli ·. et al. ••• 1993; Pe~ha:n et 'ai ;, .-1993; •. Pér.~z~SOtano' '~¡ ; ;, . 1.S9S); i~ll~'ibe .. la . 

expresión de MHC Clase 1'1.' c/EBP • li ; . ti~-~~ /llo";'. ef~cto r~gulador de citoéinas 

proinflamatorias sobre I~ cin.tasa de
0

¿~ido nit;i6b·ci~'--¿x~fesiÓn Upo u/(c~nci6reUi ~t ·· 
al., 1993; Lee et al., 1992; IJn y M~rPhy, 1s~7;yah~ et al., j996); : y - rep~i¡;:;e la 

expresión como en el caso del receptor .· niGlllRS' (Balaise.t . al. ; .19sh> oUrante 

algunos procesos de isquemia e.n la retina y ~I ~~rebro . ~nterÍ~r exist~· r~,g~la~ión de 

la expresión de algunos genes como son Ja s .• sLbunidades GlúR5, Gl~R6, · · Gl~R7 y 

NMDAR2, el transportador GLAST ~- e( iaéi6; d~ franscripció~ NF-Kf3 (Gottlieb y 

Matute, 1997; Otori etal., 19g4; Yan6et ~1 .. 1e9si. 

Se ha sugerido que los mecanismos de protección contra la neurotoxicidad del Glu 

involucran, al menos en parte, cambios en el patrón de expresión de algunas 

subunidades de los receptores (Eastwood et al., 1995). El estudio a nivel molecular 

de los mecanismos que regulan la expresión de estos receptores será importante 

para entender los mecanismos involucrados en la plasticidad sináptica y la 

neurotoxicidad inducida por el Glu. En vista de que el glutamato induce cambios en la 

actividad transcripcional, decidimos explorar la posible regulación del gen de la 

subunidad GluR4 del receptor ionotrópico a glutamato. 

6. RT-PCR SEMICUANTITATIVO 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica para la amplificación in 

vitro de secuencias especificas de DNA por una extensión simultánea de iniciadores 

de cadenas complementarias al DNA (McPherson et al., 1991 ). 

La PCR ha sido establecida rápidamente como una de las técnicas más usadas en 

biología molecular y con buena razón; ya que es rápida, poco costosa, puede 

producir cantidades de microgramos de DNA a partir de diminutas cantidades de 

material y es relativamente tolerante a la pobre calidad del templado. Muchas 

variaciones sobre el procedimiento básico han sido descritas y aplicadas a muchas 
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disciplinas, por lo que se convierte en una estrategia importante para cuantificar la 

expresión del mensajero. 

La utilización de la tecnología conocida como RT-PCR semicuantitativo, es 

claramente necesaria en el intento de cuantificar una cantidad particular de mRNA en 

una muestra inicial, y puede ser muy útil para observar una fuerte inducción o una 

baja abundancia de mRNA en situaciones donde el Northern blot es 

insuficientemente sensible o dónde las cantidades de material son limitadas 

(McPherson et al., 1991 ), por ello es pieza fundamental en la realización de este 

trabajo. 
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ANTECEDENTES 

Este estudio. se llevó a cabo utilizando como modelo células gliales de Bergmann 

(CGB) de cerebelo de embriones de pollo de 14 días, ya que las subunidades de los 

recep,tores son expresadas muy tempranamente en el desarrollo embrionario 

(McDonald y Johnston, 1990; Bettler et al., 1990; Bahn et al., 1994). En SNC de los 

mamíferos los transmisores dan respuestas fisiológicas no solo en neuronas sino 

también en glia (Murphy y Pearce, 1987; Barres, 1991; Gallo et al., 1994) y es a 

través de estos que afectan la proliferación y diferenciación de las células durante la 

neurogénesis (Laudar, 1993). 

El analizar el papel que juega el glutamato en los receptores es importante, ya que 

son conocidos por estar involucrados en migración neuronal (Komuro y Rakic, 1993) 

y maduración (Mattson et al., 1988), lo que sugiere que los receptores de glutamato 

pueden estar involucrados en la transducción de señales durante el desarrollo (Gallo 

et al., 1995). Además de que existe amplia evidencia que indica que los receptores 

de glutamato juegan un rol importante en un gran número de enfermedades 

cerebrales y el daño que ocurre después de estas, se ha sabido por décadas que el 

glutamato es tóxico para las neuronas en cultivo e in vivo, por ello muchos 

experimentos implican a los receptores de glutamato como mediadores de estos 

efectos tóxicos (Appel, 1993; Hollmann y Heinemann, 1994). 

El glutamato y los receptores glutamatérgicos le confieren a la glia radial la habilidad 

para emitir y recibir señales, sugiriendo esto un rol para estas células en el 

procesamiento de información en el SCN (Hansson y Ronnback, 1995). Para tener 

un mejor entendimiento del papel de estos en este proceso, es indispensable primero 

establecer el papel de expresión de los receptores a glutamato (López et al., 1997). 

Además, los receptores de glutamato se han convertido en el objetivo de muchos 

trabajos porque hay varios hallazgos experimentales que sugieren un rol central para 

los receptores de glutamato en memoria y aprendizaje (Collingridge y Bliss, 1987; 

Ben-Ari et al., 1992; Hollmann y Heinemann, 1994). 
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La localización de las subunidades GluR1-GluR4 en células gliales está restringida 

aparentemente a la glia de Bergmann en el cerebelo (Hampson et al., 1992, Petralia 

y Wenthold, 1992) y sirven como un modelo excelente para determinar la 

composición molecular de los receptores de glutamato en tipos específicos de 

células y el estudio de su expresión durante el desarrollo (Gallo et al., 1992). 

Los factores extrínsecos, como en este caso lo es el Glu, podrían jugar un rol clave 

en la manera en que están compuestas las subunidades de los receptores de 

glutamato en la glia en los primeros estadios de desarrollo (Gallo y Ghiani, 2000). La 

composición molecular de los receptores gliales AMPA puede cambiar durante el 

desarrollo, en términos de la expresión relativa de las diferentes subunidades, las 

isoformas de corte y empalme, y las formas editadas contra las no editadas (Gallo y 

Ghiani, 2000), la combinación precisa de estos da diferentes propiedades al receptor 

(Hollmann et al., 1991). 

Los genes de las diferentes subunidades de receptores de glutamato son miembros 

de una familia y son derivados de un ancestro común (Hollmann y Heinemann, 1994) 

los genes que codifican para cada una de las subunidades están localizados en 

diferentes cromosomas en roedores y humanos. Los diferentes genes GluR 

pertenecen a distintas unidades de transcripción, conformación de la cromatina y 

estados de metilación que podrían ser regulados independientemente. La expresión 

observada de algunos mRNAs de las subunidades podria resultar de la presencia de 

elementos idénticos que respondan en regiones reguladoras de los genes. Esto hace 

posible que algunos de los genes GluR sean activados en respuesta a la misma 

combinación transcripcional y factores de desarrollo (Gallo et al., 1995). 

Previamente las cuatro subunidades AMPA, designadas como receptores de 

glutamato GluR1, GluR2, GluR3 y GluR4 han sido caracterizadas por clonación 

molecular (Hollman y Heinemann, 1994). Y la secuencia para la subunidad GluR4 del 

receptor ionotrópico de glutamato ha sido reportada (Paperna et al., 1996). Además 

se han hecho estudios para ver el efecto del glutamato en la activación y expresión 

de las subunidades GluR1 y GluR4 de los receptores AMPA/KA en cultivos de 

células gliales de Bergmann de pollo. En ellos se ha establecido que el glutamato 

17 



altera la expresión del polipéptido y delmensajer~ de GluR4 en células gliales de 

Bergmann (López, 1997). 

La técnica de RT-PCR tia sido utilizada antes para correlacionar. la presencia de 

mRNA de cada subunidad con propiedades funcionales de los receptores AMPA 

originales. en el nivel celular, y detectar así los mRNAs expresados .en varios tipos de 

neuronas y células gliales (Lambolez et al., 1992). 

Por todo lo anterior sabemos que el análisisde la regulación y la expresión de genes 

inducidos por glutamato en células gliales puede proveer información importante para 

la función neuronal (López et al., 1997). 
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OBJETIVO 

Estudiar la regulación de los niveles del mRNA del gen de GluR4 en células gliales 

de Bergmann de cerebelo de pollo. 

Objetivos Particulares 

Establecer una metodología para la determinación semicuantitativa del mensajero 

de GluR4 

Establecer el efecto del glutamato en los niveles del mRNA de GluR4 
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Cultivo Celular 

Los cultivos de células gliales de Bergrnann (CGB) se realizaron de acuerdo al 

método descrito por Ortega et al., (1991 ). Las células se extrajeron de cerebelos de 

embrión de pollo de catorce · día~ de,-incut:iación, se disectaron los cerebelos y se 

colocaron en medio de cultivo Dulbecco modificado (0-MEM) con 10% de suero fetal 

bovino (FBS), 2mM de. glutamina y 50µM de gentamicina. El tejido se separó 

mecánicamente pasándolo a través de agujas de diversos calibres con el fin de 

disociar las células. Se contó el número de células viables utilizando azul de tripano y 

se ajustó la concentración celular a 1X106 células por mi. Una vez que se ajustó el 

número· de células se distribuyeron en placas de cultivo. Las placas se incubaron a 

37ºC eri una atmósfera de 5% de C02 (Ortega et al., 1991). Las células se utilizaron 

~.espués de 4 o 5 días. Estudios de inmunocitoquímica y de flujo de iones inducido 

p_or kaínato, han demostrado que las células obtenidas a partir de este cultivo son 

glia de Bergmann. 

Estimulo Celular 

Cuando los cultivos celulares alcanzaron una confluencia de 80%, fueron 

estimuladas con Glu 1mM por diferentes tiempos 3, 6, 12 y 24 horas, para 

posteriormente hacer la extracción de RNA total. 

Extracción de RNA 

El RNA se preparó a partir de los cultivos primarios y de tejido (cerebelo de pollo) 

usando el método de Chomnzinski y Sachi, 1987. Se retiró et medio de cultivo y se 

lavó dos veces con solución amortiguadora de fosfatos (PBS) (sin ca2
• ni Mg2

•), 

posteriormente las células se iisaron agregando 200µ1 de solución O (tiocianato de 

guanidina 4M, citrato de Na• 25 mM pH 7, Sarkosyl 0.5% y 13-mercaptoetanol 

300µ1/50ml); al iisado celular se agregó una mezcla de fenal-cloroformo-alcohol 

isoamfllco (125:24:1). Esta mezcla se agitó e incubó a 4ºC durante 15 mln, 

posteriormente se centrifugó a 13000 r.p.m. durante 20 min, la fase acuosa se 
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resuspendió' eni.scipr8~~~~'t'.:Pg¡~ ~-h'b-r1~\ !~};'RBF-r~~-• •. recu~:~~raclo_-- por .centrifugación 

en agua-ol:?ca1 o. 1%.-¿~~ncio • fu~:~eces~ri~s~- et~ctuóu~a- ;egunda precipitación, 

la . puré~a e ini~gr-idad del . RNA fu~-:~v-~l~~g~-~-~~h)~e1 'C!eagarosa 1.5% teñido con 

bromuro de etidio. La concentradón ' se ·'determinó en un espectrofotómetro por 

absorbancia a 260nm. 

Diseño de Iniciadores 
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Se analizó la secuencia para el cDNA de la subunidad GluR4 del receptor AMPA en 

Ga//us gallus, reportada por Paperna, et al (1996) en la base de datos GenBank con 

el número de acceso X89507, en la cual se evaluaron las secuencias de los 

iniciadores para la amplificación reportados por Abbie, M. et al. (1993), para esto se 

utilizó el programa OUGO 4.1 (National Biosciences lnc.) y se construyó el mapa 

gráfico de restricción de la secuencia utilizando el programa Vector NT1 .6. 

Estandarización de RT-PCR 

La estandarización de la RT-PCR, se realizó variando las diferentes temperaturas de 

alineamiento, la primera utilizada fue la reportada por Abbie, M. et al. en 1993 de 

56ºC, pero como había bandas inespeclficas decidimos aumentar un grado la 

temperatura de alineamiento quedando esta en 57ºC y también fue necesario 

conocer la Tm de los cebadores o "primers·, asf -como hacer la amplificación bajo 

diferentes condiciones, primeramente se construyó una curva con diferentes 

concentraciones de magnesio (1 .5 mM, 2,0 mM, 2.5 mM, 3.0 mM y 3.5 mM), 

posteriormente se realizó la curva de ciclos (20, 25, 30, 35 y 40) y finalmente de la 

extracción de RNA se tomaron diferentes concentraciones (4~1g, 6µg y Bµg) para 

construir una curva de concentración. 

RT-PCR 

La sfntesis de cDNA se realizó a partir de 6µg de RNA total en un volumen final de 
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(MMLV), La amplificación d~ la .· ~~Cljehci~ d~l re~pt~~· Gl~R~' ~e · realizó a partir de 

sµ1 de 1á ieaceiÓri ·'de re~~iso~ir~ri~ClipciÓ~. ~ Tri~ HCI 10 mM (pH 8.3), KCI 50 mM, 
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.gelatin.a ?.1%,,AT.P, CTP•.:GC"[yHp(cada uno 125 mM), 2.5 U de Taq polimerasa 

· (Gibco), MgCl2 3.0 rTlM y 2o'pM~·l - ·d~ ~da oligonucleótido (ver en resultados). Bajo ... ,; . . ·.-.. . ·. . . . . . .. ' . ... ··, ;.. . ~.;: . ._.. ' 

las sigl.lientes co~diciorie~::«desnaturalización a 94ºC por 1 min, alineamiento de los 

iniciadores a 57~C por 1 min, extensión a 72ºC por 1 min, durante 28 ciclos. Los 

producto'~ de ¡:>CR · fu~ron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1.5%, 

teñidos con bromuro de etidio y las imágenes fueron digitalizadas con el programa 

Kodak 1 D 2.0.2. 

Clonación del Fragmento de PCR de 720 pb 

a) Ligación del fragmento de PCR en el vector pBSK+ (pBluescript) 

Se preparó al vector pBSK+ para llevar a cabo una clonación directa del producto de 

PCR La ligación se hizo directamente en este plásmido ya que tiene una cola de 

timinas que hibridan con las adeninas del fragmento de PCR. La reacción de ligación 

se realizó mezclando 1µ1 del vector, 8µ1 de la reacción de PCR, 2µ1 de la enzima T4 

ligasa, 3~11 del amortiguador de la enzima y 10µ1 de agua de ampolleta, manteniendo 

la reacción a 22ºC por 2 horas. 

b) Células competentes 

Para preparar células competentes, se creció un cultivo de E. coli DHSa. en medio 

líquido Luria-Bertanni sin ampicil ina, toda la noche a 37ºC, se tomaron 500µ1 del 

prE!cultivo y se adicionó a 50ml de medio SOB complementado con MgS04 10nM y 

s~ incubó a 37ºC hasta una DO de 0.5 a 550 de absorbancia, posteriormente se 

incubó 20 minen hielo y se centrifugó a 2500 r.p.m. 12 mina 4ºC y se resuspendió la 

pastilla en 16 mi de RF1 (6g de RbCI, 4.95g de MnCl22H20, 1.47g de CH3COOK, 

0.75g de CaCl22H20, 59.5 mi de Glicerol se aforó a 500ml de H20 y se ajustó a pH a 

5.8) se Incubó 25 min en hielo, se centrifugó y resuspendió la pastilla en 4ml de RF2 

(2ml de MOPS 0.5M, 0 .12g de RbCI, 1.1g de CaCl22H20, 11 .9ml de Glicerol, aforado 

a 100ml con H20), se incubó 25 minen hielo y se mantuvieron a --ao•c. 
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c) Transformación 

Para introducir el plásmido a las células competentes E. co/i DH5a, se puso en 

contacto a las células competentes con la reacción de ligación y se incubó por 20 min 

en hielo, posteriormente se les sometió a un ~hoque térmico a 42ºC por 45 seg e 

inmediatamente se colocaron en hielo;·durante: 2 min, para posteriormente agregar 

medio LB sin antibiótico e incubarí~~·~~;,··a~ita~ión una hora a 37ºC. Estas células 

fUeron sembradas en medio·L~ri~~Berta~ni 'sólido con ampicilina (100µg/ml) e 

impregnado previamente ;co~i~~dfü';cJ'~~ Xgal al 2% en formamida y 40µ1 de IPTG 

(100mM). Posteriormente· s~ incubó> toda la noche a 37ºC. Se consideraron 

candidatos las colonias que no degradaron la galactosa, las cuáles tenían una 

coloración blanca, para sembrarlas en medio Luria-Bertanni líquido con ampicilina y 

realizar minipreparaciones de plásmido. 

d) Mínipreparaciones de plásmido 

Para la extracción del DNA plasmídico, las células fueron centrifugadas y la pastilla 

se resuspendió en 200µ1 de TS (Tris HCI 50mM, Sacarosa 25% a un pH final de 7.5) 

y se agitó en vortex y después se le agregó 200~11 de EL T (EDTA 1 OOmM, lisozima 

2µg/ml y tritón X 100 0.1 %, pH mayor a 8.0) se incubaron primero a temperatura 

ambiente por 5 min, posteriormente 1 O min a 70ºC, una vez transcurrido este tiempo 

se centrifugaron 15 min a 13000 r.p.m., se eliminaron los restos celulares y se 

agregaron 400µ1 de PEG (Polielilenglicol 6000 al 20% en NaCI 1 M), se incubó 20 min 

a temperatura ambiente y se centrifugó 3 min a 10 000 r.p.m., la pastilla de DNA 

plasmldico se resuspendió en 30µ! de agua destilada estéril. 

e) Análisis por Restricción 

La restricción se realizó en un volumen final de 4 µI en el cual se mezclaron 3 µI de 

DNA plasmldico de las minipreparaciones con 0.5µ1 de cada una de las enzimas de 

restricción Hindi// y EcoR1, estas enzimas cortan secuencias que se encuentran en 

el plésmido y que flanquean el fragmento de 720 pb. 
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fJ Purificación del plásmido y secuenciación 

Para la purificación del plásmido se utilizó el protocolo de extracción rápida (BioRad). 

para obtener el DNA plasmidico con buena pureza para su secuenciación 

automatizada (Big Oye Terminator). 

Análisis de Resultados 

Los geles de agarosa tras la electroforesis fueron fotografiados digitalmente usando 

una cámara digital y el programa Kodak 1 O 2.0.2. Con este mismo programa fue 

medida la intensidad neta de las bandas de DNA obtenidas tras la PCR, para 

posteriormente hacer los cálculos y gráficas con el programa Sigma Plot. 
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RESULTADOS 

Nuestro objetivo principal durante el presente trabajo fué la estandarización de las 

condiciones necesarias para determinar la presencia y tratar de cuantificar el RNA 

mensajero que codifica para la subunidad GluR4 de los receptores AMPA, en células 

de Glia de Bergmann provenientes de cerebelo de pollo. Decidimos utilizar la técnica 

de RT-PCR por su sensibilidad y versatilidad para la detección de cantidades 

variables de los mensajeros eucarióticos. En primer lugar fue necesario analizar la 

secuencia reportada por Paperna et al., (1996) para el cDNA de la subunidad GluR4 

del receptor AMPA en Ga//us gallus, a fin de diseñar los iniciadores adecuados para 

la amplificación de una sección del gen. En la figura 4(8) se muestra la secuencia de 

2759 pares de bases reportada en la base de datos GenBank con el número de 

acceso X89507. Para evaluar las secuencias de los iniciadores o "primers" se utilizó 

el programa OLIGO 4.1 (National Biosciences lnc.) Las secuencias de los iniciadores 

o "primers' a utilizar para la amplificación fueron los reportados por Abbie, M. et al. 

en 1993; en este punto es importante señalar que estos iniciadores habían sido 

reportados para un modelo de rata, sin embargo fueron igualmente útiles para 

aplicarlos en nuestro modelo de pollo; la secuencia y posición de estos se muestra 

en la figura 4(A). 
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A 

GluR4Up TGG TGG TTC TTC ACA CTC ATC ATT ATT TCA TCC 
Sentido ( 1891) 5' TGG TGG TTC TTC ACA CTC ATC AT 3' (1913) 

TAC ACT GCT AAC CTC GCT GCT TTC TTG ACT GTT GAG CGA ATG GTC TCA ccc ATA 
GAA AGT GCA GAA GAC CTT GCC AAA CAA ACT GM ATT GCT TAC GGG ACA CTG GAC 
TCA GGG TCA ACC AAA GAG TTC TTC AGA AGA TCA AAA ATA GCA GTG TAT GAA AAG 
ATG TGG ACC TAC ATG AAA TCA GCA GAG CCG TCA GTG TTC ACT AGG ACT ACT GCA 
GAG GGA GTA GCT CGT GTC CGC AAA TCC AAG GGC AAG TTT GCC TTC CTG CTG GAG 
TCC ACC ATG MT GAA TAC ATT GAG CAA CGA AAG CCT TGT GAC ACC ATG AAA GTG 
GGA GGA AAT CTG GAT TCG AAA GGC TAT GGC GTA GCC ACA CCG AAG GGT TCT CCA 
TTA GGA AAT GCT GTT AAC CTC GCA GTT TTA AAA CTG AAT GAA CAA GGC CTC TTG 
GAC AAA TTG AAA AAC AAA TGG TGG TAC GAC AAA GGA GAA TGT GGC AGC GGG GGA 
GGT GAC TCC MG GAC AAG ACG AGT GCC TTG AGT CTC AGC AAC GTT GCT GGA GTC 
TTC TAC ATT CTG GTT GGA GGC TTG GGC TTG GCA ATG CTG GTG GCT TTG ATA GAG 
TTC TGT TAC AAG TCC AGG GCA GAG GCG AM CGA ATG AAG CTT ACC TTT TCT GAA 
GCC ATA CGA MC AAA GCC AGA TTA TCC ATC ACA GGG AGT GluR4Low 

(2589) 5' G TCT AAT AGG TAG TGT ccc TCA 3' (2610) Antisentido 

Fig. 4. A) Fragmento de la secuencia de GluR4 amplificada, con los iniciadores y la 
posición de éstos en ella. B) Secuencia del cDNA de la subunidad GluR4 del receptor 
AMPA de G. ga//us. 2759pb (número de acceso al Genbank: X89507). En esta se 
subrayan las secuencias de los primers para la amplificación, en cursivas se indica el 
sitio de inicio de la traducción y en mayúsculas se encuentra el sitio de corte de la 
enzima Pst/ utilizada para la restricción que identifica al amplificado. 
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Fig. 4. Continuación 

n 

l gcaaaagaga agatgaggat aatttgcaga cagcttgtct tgttgttttc tggcttttgg 
61 ggactagcaa tgggagcttt tcctagcagc gtgcaaatag gtggtctctt catcaggaac 
121 acagatcagg aat.atactgc tttt c gatta gcaatttttc ttcataacac cagccccaat 
181 gcctcggaag c accttttaa tttggttcct catgtagaca acattgaaac agctaacagc 
24 1 ttcgctgtaa caaatgcctt ctgctcccag tattctagag gagt tt ttgc catttttgga 
301 ctt tatga ta agagatcagt acat.accttg acct.cattct gcagcgcctt gcaca tctcc 
36 1 ctcatcaca c caagtttccc cactgagggt gagagtcagt ttgtgctgca gctgcggcca 
421 tcactgcggg gagccctcct gagcttgctg gatcacta tg aatggaaccg ctttgtcttc 
481 ctgtatgaca cagatcgagg ttat tcaata cttcaagct:a ttatggaaaa agcaggacaa 
541 aatagctggc aagtcagtgc catct:gcgtg gagaat ttca atgatgccag ctacaggcgg 
60 1 cttttagaag acctggaccg aagacaagaa aagaaatttg taatagñctg tgaaatagag 
66 1 aggctgcaga atctcttaga acagattgta agcgtgggaa agcatgttaa aggataccat 
721 taca ttgttg ccaacctggg attcaaagat atttctctgg agaggtttat gcatggagga 
78 1 gctaatgtga cgggatttca gctagtagat ttcagtaccc caatggtaac taagttgatg 
841 cagcgctgga agaagctgga ccagagagaa tacccgggat ccgagacccc accaaagtat 
90 1 acatctgcat taacatatga tggagtgctt gtgatggctg aaactttccg caa tcttaga 
96 1 aggcaaaaaa tagatatttc aagaagagga aatgctggtg attgtcttgc taatcctgct 
1021 gctccatggg gtcaaggaat tgatatggag aggacattga aacaggttcg aatacaagga 
JOB! ttgacaggaa atgttcaatt tgaccactat ggtcgcagag tcaactacac tatggatgtc 
1141 tttgagctga agaacacagg tcctcggaag gttggttact ggaatgacat ggataaatta 
1201 gttctgattc agcatgaacc tacacttgga aatgacactt cagccatgga gaacaggact 
1261 gtagttgtca ctacaatttt ggaagcccca tatgttatgt tcaagaaaaa ccatgatacg 
1321 tttgaaggga atgacaagtt tgaaggatac tgtgtagatc tggcgtcaga aattgcaaaa 
1381 catattggta tca ag tacaa aattgccatt gttcctgatg gaaaatatgg agcaagggat 
1441 ccagagacaa aaatctggaa tgggatggtg ggagaacttg tttatgggaa agcagagatt 
1501 gctgttgcgc ctctgaccat cactttggta cgagaagagg tcattgattt ttctaagcct 
1561 tttat.gagtt tggggatatc ca ttatgatc aaaaagcccc agaa a tctaa accaggagtg 
162 1 ttttccttct tggacccttt ggcgtatgag atctggatgt gcatagtctt tgcctacatt 
1681 ggtgtcagtg tggtcctgtt cctagttagc aggtttagcc catacgagtg gcatacagaa 
1741 gaaccagagg atgggaaaga aggacccagt gatc agcctc ccaatgaatt tggcatattc 
1801 aacagcctct ggttttccct gggtgccttt atgcaacaag gatgtgatat ttccccaaga 
18 61 tccctctcag gtcgcattgt tggaggtgtc tggtggttct tcacactcat cattatttca 
1921 tcctacactg ctaacctcgc tgctttcttg actgttgagc gaatggt:ctc acccatagaa 
1981 agtgcagaag accttgccaa acaaactgaa attgcttacg ggacactgga ctcagggtca 
20 41 accaaagagt tcttcagaag atcaaaaata gcagtgtatg aaaagatgtg gacctacatg 
21 01 aaa tcagcag agccgtcagt gttcactagg actaCTGCAG agggagtagc tcgtgtccgc 
2 161 aaatccaagg gcaagtttgc cttcctgctg gag teca c ea tgaatgaata cattgagcaa 
2221 c gaaagcctt gtgacacca t gaaagtggga ggaaatctgg attcgaaagg ctatggcgta 
22 81 gccacaccga agggttctcc attaggaaat gctgttaacc tcgcagtttt aaaactqaat 
234 1 gaacaaggcc tcttggacaa attgaaaa ac aaatggtggt acgacaaagg agaatgtggc 
240 1 agcgggggag gtgactccaa ggacaagacg agtgccttga gtctcagcaa cgttgctgga 
24 61 gtcttct.aca ttctggttgg aggcttgggc ttggcaatgc tggtggcttt gatagagttc 
2521 tgttacaagt ccagggcaga ggcgaaacga atgaagctta c cttttctga agccatacga 
25 81 aacaaagcca 9attatccat cacag:ggagt gtgggtgaaa atggccgcgt attgactccc 
2641 gactgcccga aggctgtgca ttccggaact gcaattagac aaagttcagg attggctgta 
2 701 attgcatcgg acctaccata aaaaccaaaa aaat.aatcga gtgccttaat taaactgtg 
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Para . poder •• amplific:1rel.ffrag.rllent.o, i' p~irTlero . fu~\:.riec~s~ri~ ·(h~~r) 1a : e~tr~cciÓn _· de 

=~~iª .. ~1ª:~if e .tÍi~~l~~:~~,;':Jrlts~~:.:dji!~~~ª~;f~~c~~e~}~~Zr~eii~:~:~:~:~t; 
ampli~car por RT-PCR ef fragmento de la secuencia . d~l" gen GluR4 con los 

iniciadores anteriormente descritos (fig. 4), se ~~~-r~ri · 1as siguientes condiciones: 1 

min 94ºC, 1 min a 56ºC, 1 min a 72ºC por 35 ciclos, en un volumen final de reacción 

de 80 111; conteniendo, 4 µI del cDNA molde, obtenido a partir de la retrotranscripción 

de RNA que proviene de Glla de Bergmann, 20 pmol de cada primer, 12011M de cada 

nucleótido, 2.5 mM MgCl2, 10mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 0.1gelatinay5 U de 

Taq DNA polimerasa (Life Technologies); usando como molde el cDNA obtenido de 

células gliales de cerebelo de pollo, se obtuvo un fragmento de 720 pb (fig. 5) y con 

la ayuda de la secuencia se construyó el mapa gráfico de restricción (fig. 6) 

seleccionando a la enzima Psf/ para realizar la restricción, obteniéndose 2 productos 

de 249 y 472 pares de bases, para confirmar que el fragmento que estábamos 

amplificando pertenecia al gen GluR4 (fig .7). 

2072 pb _. 

e:J()pb _. 

125pb 

-. 

Marcador C+ GluR4 

Fig. 5. Fragmento amplificado con los primers 
para GluR4, con un tamaño de 720 pb, se 
observa también el marcador de 100pb y et 
control positivo (C+) (fragmento del gen S17). 
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1 

51 

GluR4 
720 bp 

Bpml s fürDI 
( (Hlndlll 

TCiOTCiOTTCT TCACACTCAT CATTATTTCA TCCTACACTO CTAACCTCCiC 
ACCACCAAOA AOTOTOAOTA OTAATAAAOT ACJaATOTOAC CATTOOAOC:O --- ---· · · ---· · · · -- -· · --· · · · · - - · -05;,- · --· -· - · - · · · · .. 059,· · · · · · · 

'NW'NWWV -TCiCTTTCTTO ACTOTTOACiC CiAATCiCiTCTC ACCCATAOAA ACiTOCACiAACi 
ACOAAAOAAC TDACAACTCO CTTACCAOAO TQQOTATCTT TCACOTCTTC · -- · · · ·· ··-- --- ·--- · -- -- · ·· -- · · - - · -· -- · -- · · -- · · · .. é:i.n·11os1· .. -- --­AspEI --10 1 ACCTTCiCCAA ACAAACTCiAA ATTCiCTT ACO OCACACTOGA CTCAOOOTCA 

!?~!-'?~~!! . . 1:.'!1:."1:.1:.~'°!C:1:.1:. -!'!-~C::~~~!'?C:: - ~~!l!~!"~~- .~P:.~i::~~c-~~i:. 
15 i. ACCAAACiACiT TCTTCACiAAO ATCAAAAATA CiCAOTOTATCi AAAACiATCiTO 

TOCJTTTCTCA AOAAOTCTTC TAOTTTTTAT CDTCACATAC TTTTCTACAC - - -- -- · -• · • • - - - • · • --- • • ---- · • · - - - -- • • -- • · · -• · • • - · · · · · · • · · i>sil- · · · .,.,.,.,..,.,., 
201 OACCTACATO AAATCAOCAO AOCCOTCAOT CiTTCACTAOO AC:TACTOCAO 

CTOOATOTAC TTTAOTCCTC TCOCCAOTCA CAAOTOATCC TOATOACOTC . ---- --- -- ----- -- ----- --- ------- -- -- ----- --- -----------e~- -
2 5 1 AOCiOAOT ACiC TCOTOTCCCiC AAATCCAACiCi OCAAOTTTOC CTTCCTCCTO 

TCCCTCATCO AOCACAOCCO TTTAOQTTCC COTTCAAACO OAAOOACOAC 
- - - - --~,-------·--····--·····-----·--- ------·- ...... -- ·---· .. . 

3 Q 1 OAOTCCACCA TOAATCiAAT A CATTOAOCAA CClAAAOCCTT OTOACACCAT 
CTCAOOTOOT ACTT ACTT AT OT AACTCOTT OCTTTCOOAA CACTOTOOT A 

- 3 si" - - OAMOTOOOA- ·¿c;.;.;.-rc-roo · ,;.-r;.c.;;..;..;.oó- CTATOOC:OTA- ·oéCÁCACCOA - -
CTTTCACCCT CCTTTAOACC TAACiCTTTCC OATACCOCAT CCiOTOTCiOCT . -----------------------------------------------·o,~¡ -----------

"""""""" 401 ACiOCiTTCTCC ATTAOOAAAT OCTOTTAACC TCOCAOTTTT AAAACTOApfr 

- . - - - - - - !'?!=-'?~~~!l- :~'!~1:.C:~.'1:.1:1:'°:. -~'?~':~~!'!'?~ - ~?'?!l!!=!'!-~- _i:i:.-a:i:~~~i:.~ - -
Aatl 

4:51 CiAAC~~CTTOCiACAA ATTOAAAAAC AAATCiOTOOT ACOACAAACiO 
CTTOTTCCCiO AOAACCTOTT T AACTTTTTCi TTT ACCACCA TOCTOTTTCC 

. ·so 1· - - :..a:v.;.c;.cac- -..:óCóOOOóAO ~ OTOACTCCAA - aa:..c:..'AOACCi -;.o-rocc-r.;o..: --
TCTTACACCO TCOCCCCCTC CACTOAOCiTT CCTOTTCTOC TCACOOAACT - -..... -- - -- .. -- - -- ·-9p-.;.1 ·• - . - . - •• - - -- -- ..• - -.... - - - -- ... -- -

.,.,.,.,.,.,.,. 
5 5 1 QTCTCAOC:AA COTTOCTOCA OTCTTCT AC:A TTCTOOTTOO AOClCTTQQQC 

CAOAOTCOTT OCAACOACCT CAOAAOATOT AAOACCAACC TCCOAACCCO 

-- .. ··9;,[i¡ .... -· ............ -· ... --- ...... -- ..... - . -····· -

""""""""' TTOOCAATOC TOOTOOCTTT OATAOAOTTC TOTTACAACJT CCAOQQCAQ ... 601 
AACCOTTACO ACCACCOAAA CTATCTCAAO ACAATOTTCA OOTCCCCiTCT -- .............. -·-Hiñdii··-- ... ··------· ··-···· ·- .. ·--- ····--

.,.,__, 
651 OOCOAAACOA ATOAAOCTTA CCTTTTCTOA AOCCATACOA AACAAAOCCA 

10 f. -~~~~~~~~- -¿1~~¿¿~¿~ -<?~~~~~<;i~C:! - !~~~~!~~- _1:T.~1:_1:1:C:~~1: -
CTAATAOOTA CiTOTCCCTCA 

Fig. 6. Mapa gráfico de restricción, en que se observa el sitio de corte de la 
enzima Psi/ que se seleccionó para realizar la restricción, obteniéndose 2 
productos de 249 y 472 pb. Obtenido con el programa Vector NT1.6. 
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2 PrR 

....... 
720 pb 

600 pb ~' ,. ' 
472 pb 

--4 
249 ob 

Fig. 7. Restricción del fragmento de GluR4 
amplificado por PCR con la enzima Pstl, el resultado 
son dos productos de 249 y 472 pb (carriles 1 y 2), 
también se observa el producto de PCR de 720 pb el 
cual se empleó para realizar la restricción y el 
marcador de 100pb. 

Después de amplificar el fragmento del gen de GluR4 se decidió clonar el fragmento 

para facilitar su posterior secuenciación y eventualmente esta clonación pudiera 

convertirse en un control positivo en cada grupo de reacciones de PCR. La clonación 

se realizó en un vector preparado para la clonación directa de productos de PCR, 

utilizamos el plásmido pBluescript TA(pBSK 11+). El fragmento se ligó directamente 

en el vector usando T4 ligasa y la ligación se transformó en E. coli DH5 alfa. Se 

seleccionaron los posibles candidatos, como aquellas colonias de color blanco y se 

procedió a la preparación del DNA plasmídico mediante minipreparaciones por el 

método de lisis alcalina. Se realizó la restricción de los diferentes DNAs con las 

enzimas de restricción Hindi// y EcoRI (Fig. 8) para liberar el fragmento de 720 pb, y 

para conocer el sentido en que el fragmento fue clonado se hizo una segunda 

restricción sólo con Hindi// de algunos candidatos preseleccionados en la restricción 

anterior (Fig. 9). Al analizar el patrón de fragmentos obtenidos al restringir con Hindi// 

usando el programa Vector NT1 6 (Fig. 6 y Fig. 1 O), concluimos que el fragmento fue 

clonado en sentido 3'- 5'. Los DNAs con el inserto fueron purificados por el método 

JI 



rápido de obtención de DNA plasmídico (BioRad) y analizados en un gel de agarosa 

(fig. 11 ). El DNA fue cuantificado, secuenciado y se utilizó como control positivo en 

las amplificaciones posteriores. 

~ 

= .,, 
" ~ 
::; 1 1 2 J 4 5 6 7 K 9 10 t 1 12 lJ 14 IS 16 17 18 19 20 

•••• 2072 pb -· ~ 600 ob 670 ob -
Fig. 8. Restricción de los 20 candidatos con Hindi// y EcoR/, se observa también el 
marcador de 100 pb, los candidatos seleccionados son los que están marcados(*). 

y 
-.-
600 pb 

7 12 K 12 ti 12 20 Control ............. - - -- 670 pb 

Fig. 9. Restricción con Hindi//, aquí se observa que los candidatos 8, 11 y 
20 (*) contienen el fragmento en sentido 3' - 5', ya que el fragmento liberado 
tiene un tamaño de 670 pb aproximadamente, también se encuentra el 
marcador de 100 pb y el control positivo de corte, el candidato número 12 fue 
utilizado como control negativo de corte, es decir solo contenia el plásmido. 
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a) 

b) 

pGluR4Vf3-5 
3681 bp 

pGluR4VT5-3 
3681 bp 

GluR43-5 

Hmd 111 (1440 l 

GluR4 

.f.lindlll (1440) 

Flg. 10. Construcción del plasmido pGluR4VT Bluescripl con el inserto del 
fragmento de GluR4 . a) Construcción cuando el fragmento de GluR4 está en 
dirección 3• - 5'. b) Construcción cuando el fragmento de GluR4 está en dirección 
5' - 3'. En ambas figuras se pueden apreciar los sitios de corte con Hindi//, que 
pennitió saber que el fragmento está en sentido 3' - 5', ya que al hacer la 
restricción el tamaño del fragmento liberado fue de 670 pb aproximadamente a 
diferencia de la construcción en el otro sentido en la que el fragmento es de 60 
ob. 
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H 11 20 

Fig. 11. 1.3 µg/¡il de DNA plasmidico purificado, 
se analizaron en un gel de agarosa al 1 %. 

Con los plásmidos purificados fue posible hacer la secuenciación del fragmento 

amplificado para GluR4 (Fig.12). Esta secuencia muestra una homología de 98 % y 

una identidad de 98% con respecto a la secuencia reportada para GluR4. 

Alineamicnto!I 
A) 

¡;¡j·~~Zli!'~!ill;;";~'Cl'?.JJQGGLJ)R-1 G.gallus mRNA for AMPA receptor subunit GluR4 
l..cngth = 2759 

Scorc = 789 bits (398). Expcct =O.O 
ldcntitics = -120/425 (98%). 0-Jps = 3/425 (0%) 
Stmnd = Plus I Plus 

Query: 99 tggtggttcttcacactcatcattatttcatcctacactgctaacctcgctgctttcttg 156 
1 111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
Sbjct: 1891 tggtggttcttcacactcatcattatttcatcctacactgctaacctcgctgctttcttg 1950 

Query: 159 actgttgagcgaatggtctcacccatagaaagtgcagaagaccttgccaaacaaactgaa 216 
1 111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
Sbjct: 1951 actgttgagcgaatggtctcacccatagaaagtgcagaagaccttgccaaacaaactgaa 2010 

Query: 219 attgcttacgggacactggactcagggtcaaccaaagagttcttcagaagatcaaaaata 278 
1 111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
Sbjct: 2011 attgcttacgggacactggactcagggtcaaccaaagagttcttcagaagatcaaaaata 2070 

Query: 279 gcagtgtatgaaaagatgtggacctacatgaaatcagcagagccgtcagtgttcactagg 338 
1 111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
Sbjct: 2071 gcagtgtatgaaaagatgtggacctacatgaaatcagcagagccgtcagtgttcactagg 2130 

Query: 339 actactgcagagggagtagctcgtgtccgcaaatccaagggcaagtttgccttcctgctg 398 
1 111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
Sbjct: 2131 actactgcagagggagtagctcgtgtccgcaaatccaagggcaagtttgccttcctgctg 2190 

Query: 399 gagtccaccatgaatgaatacattgagcaacgaaagccttgtgacaccatgaaagtggga 458 
1 111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
Sbjct: 2191 gagtccaccatgaatgaatacattgagcaacgaaagccttgtgacaccatgaaagtggga 2250 

Query: 459 ggaaatctggattccaaaggctatggcgta--cccaccgaagggttct-cattaggaaat 515 
1 111111111111111111111111111111 1 11111111111111 11111111111 
Sbjct: 2251 ggaaatctggattcgaaaggctatggcgtagccacaccgaagggttctccattaggaaat 2310 

Query: 516 gctgt 520 
11111 

Sbjct: 2311 gctgt 2315 
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11) 

Secuencias ciuc 1>roduccn 44.lincamicntol4 signiricatÍ\'OS 

XH9Sll7.l/GGGLUR4 
U59711H.1/GGUS9711H 
U6S99J.l/GGU6S99J 
U6S992. l/GG U6S992 
US97117. l/GGUS9707 
U6S991.l/GGU6S991 
Z.299211.1 CLRGLUR4 
XM tHl(•2JJ.J l 
NM tHlllK29.I 
U 16129.1/llSU 1"129 
S94371. l/S9437 I 
NM 1117263.l 
MH5037. l/GLUR4A 
MJH063.IRATAMPA 
M36421.IRATGLUR 
NM 019691.I 
All0229t3.IAD022913 
APOOl02J.4AP0011123 
XM 047JJS.I 

111RNA p:im la subunidad GluR4 de los receptores AMPA en Ga//us gallu.1· 
Altcmalivo corte y empalme de los receptores glu1amatérgicos AMPA en G. gallus 
Proteína GluR4d en Gal/us gallus 
111RNA de la protelna GluR4c en Gallus gallus 
Altcmalivo corte y empalme de los receptores glutamatérg.icos AMPA en G. gal/us 
111RNA (GluR4s) GluR4 la forma corta de Ga//us ga//us 
mRNA Glul'-IV C. /i1-1<1 
mRNA del receptor de glutamato. ionotrópico. AMPA 4(GRIA4)en1/01110 saplens 
mRNA de receptor de glutamato en /lomo :mplens 
mRNA del receptor de glutamato (GluR4) en humano 
Subunidad 4c del receptor glutamatc!rgico 
mRNA receptor glutamatérgico interactúa con (GRIP2) de Rattus non'eglcus 
mRNA receptor glut:imatc!rgico no-NMDA subunidad 4 (GluR4) en rata 
mRNA receptor glulamatérgico selectivo AMPA en rata 
mRNA receptor glutamatc!rgico (GluRD) en rata 
mRNA receptor glutamatérg,ico en ~\Jus mu.~u/us 
mRNA par.i gluR4 en ,\/us muscu/us 
DNA gcnómico de /lomo .'iapiens 
mRNA receptor g)utamatérgico de /lomo sapif!ns 

Fig. 12. A) Alineamiento del fragmento clonado y secuenciado, contra la secuencia 
reportada para Gal/us gallus de mRNA de la subunidad GluR4 de los receptores AMPA. 
con la cual nos podemos dar cuenta que la que obtuvimos fue precisamente ésta. B) 
Secuencias reportadas que tienen cierto parecido con el fra¡¡mento que secuenciamos. 

Para poder llevar acabo nuestro objetivo general y conocer el efecto del Glu en la 

expresión del gen GluR4 de las células gliales de Bergmann, necesitábamos 

estandarizar las condiciones de amplificación por RT-PCR, lo que incluyó obtener 

primeramente el RNA con una calidad y concentración satisfactorias para su 

procesamiento, con un grado de pureza aceptable, la cuantificación de los 

parámetros se llevó a cabo por determinación de su absorbancia a 260nm, la 

relación 260/280, as! como la visualización de su integridad en gel de agarosa al 1 % 

teñido con Bromuro de Etídio como el que se muestra en la figura 13. 

o hrs Ohn J hrs 6hn 9hn 12hn 24 hn -- - _.. - ........ 
- - - -

Fig. 13. RNA extraído de células Gliales de Bergmann. estimuladas a 
diferentes tiempos con Glu 1 mM 
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nnrlAmr"> Observar que 

obtenemos una mejor amplificación a una concentración de 3.0 mM de MgCl2. 

Marcador - + l.5mM 2.llml\1 2.5mM J.OmM J.5mM ,h 

íi.ifi+-
· .. :.:::··.~: · '' :· . ," . ' -.-: ' 720 pb 

Fig. 14. Curva de PCR utilizando diferentes concentraciones de MgCJ,, 
Ja concentración a Ja cual se obtiene una banda más nitida es de 3.0 
mM, también se observa el control negativo, el control positivo que 
amplifica para el gen Glast (679 pb) bajo estas mismas condiciones y 
el marcador de 100 pb. 

También se realizaron amplificaciones a 20, 25, 30, 35 y 40 ciclos (Fig. 15), de las 

cuales podemos ver que el producto de amplificación se hace más intenso conforme 

se incrementa el número de ciclos, y llega a un punto máximo en el cual se 

mantiene; los valores de la densitometría en la que se midió la intensidad de las 

bandas son los siguientes: 

No. de Ciclos Intensidad Neta 

20 o 
25 1123.05 

35 2684.71 

40 2500.60 

Al graficar el número de ciclos contra la intensidad de las bandas, la curva nos indica 

que al utilizar entre 25 y 30 ciclos la amplificación está en la fase exponencial (Fig. 

16). 
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No. de ciclos 

Marcador 20 25 30 35 40 

---1200 pb ---600pb 

~+-
720 pb 

Fig. 15. Curva de ciclos, en la que observamos que la fase exponencial se 
encuentra del ciclo 25 al 30, y a partir del ciclo 30 encontramos la fase 
constante o de meseta. 

Cunra de Ciclos 

:axl 

xoo 

2&lO 

1 
2000 

tS'.Xl 

100) 

S'.X) 

o 

1S 21) 2S :n :is 

Cidet 

Flg. 16. Determinación de la fase exponencial de la reacción de 
PCR, en la cual graficamos los valores de densitometria para cada 
ciclo y podemos observar que a partir del ciclo 30 empieza la fase 
de meseta o constante. 
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Diferentes cantidades de cDNA, contienen diferentes cantidades de los diferentes 

mensajeros expresados en una célula. Para determinar que la amplificación refleja la 

abundancia relativa de un mensajero dado, se usaron diferentes cantidades de cDNA 

como molde. En la fig. 17 se observa que la intensidad de la banda se hace mayor a 

mayor cantidad de cDNA, lo que sugiere que cuando exista una mayor o menor 

expresión del mensajero de GluR4, el sistema permitirá detectarlo en base a la 

intensidad de la banda o producto de amplificación. 

cDNA 2µ1 4µ1 

·,;-~ 4--
'.{i~- 720 pb 

Fig. 17. Amplificación de GluR4 utilizando 
diferentes cantidades de cDNA. 

Las condiciones finales estandarizadas para la amplificación fueron las siguientes: 28 

ciclos del siguiente programa de tiempos y temperaturas: 1 min. 94ºC, 1 min. a 57ºC, 

1 min. a 72ºC, en un volumen de reacción de 40 µ1; conteniendo, 6 µI del cONA de 

reacción de RT como molde, 20 pmol de cada primer, 120µM de cada nucleótido, 3.0 

mM MgCl2, 10mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 0.1 gelatina y 2.5 U Taq DNA 

polimerasa (Life Technologies); con estas condiciones se realizaron los ensayos para 

la determinación semicuantitativa del RNAm del gen GluR4. 

Después de establecer las condiciones ideales para la RT-PCR, procedimos a hacer 

las amplificaciones del RNA extraído de BGC estimuladas con Glu 1mM durante 

diferentes tiempos de O, 3, 6, 12 y 24 horas, pero cosechadas todas al mismo tiempo. 

En estos experimentos se normalizó contra un amplificado del gen de la proteína 

ribosomal s17 (fig. 18 y 19) (oligonucleótidos s17-upper 5'tac acc cgt ctg ggc aac gac 

3' y s17-lower 5' ccg ctg gat gcg ctt cal cag 3'). Al realizar la desitometría de las 

bandas amplificadas se logró determinar que el mensajero de GluR4 disminuye al 

estimular las células con Glu a mayores tiempos de exposición (fig. 20 y 21 ). 
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J\t:arcador C- e+ Oh 3h 6h 12 h 24 h -.~M 
-~-

... ~· - tiiiiiiiiiiii. - ~ 

600 pb 
720 pb 

Marcador e+ C- Oh 3h 6h 12h 24h 

- .~::-~ 11"··· -~ .. 1- ~ - 720 pb 
600 pb -

Fig. 20. Electroforesis de los productos de PCR, en el que observamos que las 
cantidades del mensajero disminuyen conforme aumenta el tiempo de exposición al 
glu. 

Regulación de la expresión del mRNA de 
GluR4 por Glu 

Tiempo (Horas) Glu 1mM 

Fig. 21. Regulación de los niveles del mRNA de GluR4 de pollo por 
Glu. El RNA total de BGC estimuladas con Glu a diferentes 
tiempos, fue extraído y utilizado en ensayos de RT-PCR. En esta 
gráfica podemos observar que el RNAm disminuye gradualmente 
con respecto al tiempo de exposición. 
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Marcador O hrs 3 hrs 6 hrs 12 hrs 24 hrs 

~:~ • • 
• 

--+ ~ 
200pb ----- .___ 

~ 
~ 

~ 
= c:s 

125 pb 

Fig. 18. Electroforesis de los productos de PCR amplificando 
el gen de la proteina ribosomal s17, el cual fue utilizado para 
normalizar contra gluR4. En esta imagen podemos observar 
que los valores de intensidad de las bandas se mantienen 
constantes. 

Expresion del mRNA de GluR4 
120 

100 

80 

60 

-'ll 

20 

o 

Tiempo (horas) 

Flg. 19. En está gráfica se muestran los cocientes obtenidos con los 
valores densitométricos de las bandas amplificadas de los niveles de 
GluR4 entre los niveles de s17 y se logró determinar que el mRNA de 
GluR4 disminuye al tratar las células con Glu de forma gradual. 
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DISCUSIÓN 

La glial radial de Bergmann de cerebelo de pollo fue escogida para este estudio por 

dos razones principales. Primero, este tipo celular ha sido frecuentemente cultivado 

ya que es un sistema libre de células neuronales, puede ser obtenido fácilmente y en 

cantidades suficientes para el análisis de RNA. Segundo, la localización precisa de 

estas células en el SNC, por ejemplo, en contacto intimo con las sinapsis 

glutamatérgicas, provee un sistema único experimental con el cual se ha empezado 

a elucidar la contribución de los receptores gliales para la actividad eléctrica neuronal 

(Ortega et al., 1991; Cid y Ortega, 1993; Sánchez y Ortega, 1994; López-Colomé et 

al., 1995), haciendo imperativo establecer la identidad molecular de los receptores de 

glutamato involucrados en estas respuestas. 

La subunidad GluR4 ha sido identificada en varias especies, rata, humano, sapo, pez 

y pollo. Es importante señalar que la secuencia de los iniciadores que utilizamos para 

la amplificación está reportada para la secuencia del gen GluR4 en rata (Abbie, M. et 

al., 1993), sin embargo resultaron ser buenos candidatos para este estudio, ya que al 

realizar la alineación de las secuencias del gen de GluR4 de rata y pollo, estas 

resultaron tener una identidad de 87%, por lo que decidimos utilizar estos iniciadores 

y probarlos con el programa OLIGO 4.1 (National Biosciences lnc) en la secuencia 

de mRNA de GluR4 de G. ga//us para conocer su Tm, estabilidad, y si no había 

hibridación entre ellos o formaban estructuras secundarias complejas. 

Para iniciar el análisis transcripcional de este gen, se amplificó un fragmento del gen 

GluR4 de pollo con los oligonucleótidos anteriormente descritos, corroborando el 

origen de este fragmento por corte enzimático y secuenciación, se comparó esta 

secuencia con las ya reportadas por medio de un análisis Blast, y el fragmento tuvo 

una Identidad de 98% con la reportada para mRNA de GluR4 de G. ga//us, lo que 

indica que el fragmento que amplificamos pertenece al gen GluR4 de pollo. 

Para tener un sistema semicuantitativo, se estandarizaron las condiciones de 

amplificación. Cabe señalar que en nuestro sistema el mRNA de GluR4 es poco 

abundante, su amplificación es escasa. Es importante que al amplificar se presente 
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una unión eficaz de los iniciadores al DNA ya que de esto dependen las condiciones, 

específicamente de las concentraciones de Mg2 • y de la temperatura; la especificidad 

y pureza del producto final de amplificación 'depende de la frecuencia con que cada 

iniciador sea extendido y a partir de la posiC:ión deseada en el DNA o templado. 

A altas concentraciones el Mg2
• estabiliza la doble cadena de DNA y previene la 

desnaturalización completa del producto en cada ciclo, reduciendo el rendimiento. Un 

exceso de Mg2
• podría también alinear el iniciador en un sitio incorrecto del 

templado, dando corno resultado un mayor número de productos inespecíficos y con 

esto baja especificidad de la reacción, esto es lo que notamos en la curva de Mg2
• 

(fig. 14) que se elaboró, ya que al aumentar la concentración empiezan a aparecer 

productos inespecíficos. 

Los resultados obtenidos de la estandarización de las condiciones nos ayudaron a 

realizar el PCR semicuantitativo y conseguir una buena amplificación. La 

cuantificación de mRNA por RT-PCR sernicuantitativo es importante por el hecho de 

que la eficiencia de RT y PCR muestran amplias variaciones de muestra a muestra, 

dependiendo de muchos factores incluyendo el número de copias iniciales del RNA 

muestra. Estos problemas pueden ser resueltos en el RT-PCR usando un control 

interno estándar de RNA (Becker-Andre y Hahlbrock 1989; Kagami et al., 1996; 

Larnbolez y Rossieer 2000), a condición de que el RNA blanco y el control interno de 

RNA sean reverso transcritos y amplificados con la misma eficiencia, y que las 

porciones relativas de los productos del blanco y el control interno puedan ser 

medidas exactamente (Tsuzuki et al., 2001 ), es por esto que se usó un control 

interno para normalizar los experimentos, y que sirvió como referencia, en este caso 

fue un amplificado del gen de la proteina ribosomal s17. 

Los resultados del presente trabajo cubrieron el objetivo de determinar si la 

activación de los receptores puede desencadenar cambios en el patrón de expresión 

de genes específicos como el de GluR4, en este caso sobre los mismos receptores 

al Glu. La activación de los receptores en la membrana y la transcripción en el núcleo 

están acoplados a través del flujo iónico y la formación de segundos mensajeros 

(Gallo et al., 1995) un fenómeno complejo en el desarrollo neuronal, aprendizaje, 
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memoria y regeneración de nervios es la habilidad de los estímulos para inducir 

cambios necesarios para la plasticidad en una célula dada que requiere la regulación 

transcripcional del gen (Gallo et al., 1995). 

Cambios en la asociación del Ca2
• con la activación de los receptores de glutamato 

pueden afectar la transcripción de genes en glia a través de la modulación de la 

expresión y actividad de los factores de transcripción (Gallo y Ghiani, 2000). El 

glutamato imita los efectos de algunos factores de transcripción, lo cual se hace más 

evidente en los primeros tejidos postnatales comparado con el tejido adulto (Mack et 

al., 1994). 

La composición molecular de los receptores para neurotransmisores incluyendo los 

del glutamato es controlada al menos en parte a través de la regulación 

transcripcional de los genes que codifican para las diferentes subunidades proteicas 

que conforman los canales de los receptores a glutamato (Bettler et al., 1990; 

Pellegrini-Giampietro et al., 1991; Werner et al., 1991; Bahn et al., 1994; Keinanen et 

al., 1990). 

Al realizar la desitometrfa de las bandas amplificadas se logró determinar que el 

RNArn de GluR4 disminuye al estimular las células con glutamato conforme aumenta 

el tiempo de estirnulación, lo que podríamos atribuir a una regulación transcripcional. 

Si bien los cambios en la expresión de GluR4 son pequeños, estas alteraciones son 

tanto cuantitativas como cualitativas. Utilizando una combinación de "patch clamp" y 

RT-PCR de una sola célula se ha demostrado que existe una correlación inversa 

entre el tiempo de desactivación y desensibilización y la abundancia relativa de la 

subunidad GluR4 (Geiger et al., 1995). Los canales formados en células que 

proporcionalmente a las otras subunidades expresan más GluR4 tienen una cinética 

de desensibilización más rápida. Esto implica que en las células en las que la 

expresión relativa de GluR4 aumenta, la corriente que pasa por los receptores 

AMPA/KA es menor. Mientras que en las células en las que la expresión de GluR4 

disminuye, los receptores AMPA/KA median potenciales excitadores de mayor 

duración. 
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Los datos presentados en este trabajo proveen evidencia que implica a las células 

gliales de Bergmann como capaces de cambiar la expresión de genes específicos en 

respuesta a Glu. Los cambios en la expresión de GluR4 podrian producir 

alteraciones en las respuestas de Glu en estas células son cuantitativos y podrian 

ser cualitativos. En neuronas, la desensibilización y la desactivación a tiempos 

constantes de los receptores AMPA/KA muestra una correlación negativa con la 

abundancia relativa de mRNA de GluR4 (Geiger et al., 1995) Los receptores 

AMPAJKA formados con GluR4 se abren rápidamente, reduciendo el tiempo de la 

potenciación glial evocada por Glu. La entrada de los iones Na• y ca2
• a través de 

los receptores AMPA/KA en la glia radial podrian modular la conductacia de K' o el 

Na• dependiente del transportador Glu/Aspartato (Newman y Reichenbach, 1996; 

Steinhauser y Gallo, 1996). Con esto se hace posible que la composición por la 

subunidad de iGluRs este implicada en la regulación extracelular de la concentración 

de K• y los efectos de Glu en la hendidura sináptica (Kettenmann, 1996). 

Un desarrollo lógico de estos estudios moleculares y un reto para experimentos 

futuros, es identificar los genes que son regulados por factores transcripcionales 

mediados por receptores de glutamato asociados con la señalización en la glia. 

(Gallo y Ghiani, 2000). 

Nuestro entendimiento del rol fisiológico de los receptores de Glu en glia dependerá 

fuertemente de los estudios que modifiquen selectivamente la función de estos 

receptores en subtipos especificas de células gliales. La identificación de los 

promotores de los genes que son usados específicamente en diferentes células 

podría permitir seleccionar genéticamente los receptores de glutamato por el uso de 

sistemas recombinantes para subpoblaciones especificas de células gliales. (Van der 

Neut, 1997) Los genes de glia especificamente podrían también ser usados como 

blanco selectivo de sobreexpresión de receptores dominantes para varios subtipos 

gliales. El impacto de la modulación de la actividad de los receptores glutamatérgicos 

de glia sobre la fisiología sináptica y sobre el desarrollo de células gliales podria ser 

analizado en mutantes transgénicos (Gallo y Ghiani, 2000). La activación de factores 

de transcripción represores o bien la inactivación de algún o algunos factores de 
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efecto positivo 'sobre la transcripción de GluR4, puede ser parte del mecanismo 

molecular, que 'debe ser explorado en un futuro cercano. Se hace necesario el 

estudio del la región promotora del gen, ya que esta no ha sido descrita, aunque la 

secuencia completa de GluR4 de pollo ha sido reportada (Paperna et al., 1996), por 

lo que es fundamental clonar y secuenciar la región reguladora de este gen, a fin de 

realizar el análisis bioquímico y funcional que lleve a describir el mecanismo 

transcripcional. 

4S 



CONCLUSIONES 

Se logró uno de los objetivos del presente trabajo, que fue la estandarización de las 

condiciones necesarias para determinar la presencia del mensajero que codifica para 

la subunidad GluR4 de los receptores AMPA, en células de Glia de Bergmann 

provenientes de cerebelo de pollo y a partir de esto estudiar la regulación 

transcripcional del gen de GluR4. 

Amplificamos una región de 720 pb de gen GluR4 de células gliales de Bergmann, se 

clonó y secuenció, este fragmento se localiza hacia el extremo 3· del gen. 

Con la utilizaéión la técnica de RT-PCR semicuantitativo se logró determinar que hay 

una dismÍnu~Íón d~ la concentración del RNA de GluR4 al estimular a las células 

glÍ~le~ de Berg~ann • con glutamato, que se acentúa a tiempos mayores de 

exposición al Glu, por lo que en las células gliales de Bergmann el Glu induce 

cambios en la expresión de la subunidad GluR4. 
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