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RESUMEN

El glutamato es el neurotransmisor excitador mas abundante en el Sistema Nervioso
Cenirél de los vertebrados. La expresion de receptores a neurotransmisores en
células gliales, ha sugerido un papel regulador de estos en la sinapsis. En la glia
radlal ‘los receptores de glutamato activan cascadas de serializacidon desde la
membrana hasta el nticleo y consecuentemente cambios en la expresion genética,

' ‘Con Ia f‘nalldad de conocer la regulacion de los niveles de RNA del gen GIuR4
' nosotros nos propusimos ver si la activaciéon de los receptores AMPA/KA en‘células
‘ghales de Bergmann mediados por glutamato, promueven camblos en Ia expresmn
del MRNA de la subunidad GIuR4 del receptor.

Para cuantificar la expresion del mRNA, empleamos la técnica de RT-PCR
semicuantitativo, se disefiaron iniciadores y se estandarizaron las condiciones para la
amplificacién de un fragmento de 720 pares de bases, con el que se evaluaron los
mRNAs de las células estimuladas a diferentes tiempos con glutamato 1mM.

Nuestros resultados confirman que los receptores a glutamato en células G|ia|esv de
Bergmann modulan la expresion del gen, ya que conforme pasd el tienjpb .de
estimulacion se observd una disminucién de la expresion del geh GluR4, cdn ééto
reforzamos el papel de que las células gliales partuc:pan en los camblos adaptativos'
en el sistema nervioso central. -




INTRODUCCION

1. ACIDO GLUTAMICO

El aminoacido L-glutamato o acido glutamico (Glu) es el principal neurotransmisor
excitador en el Sistema Nervioso Central (SNC) de los vertebrados (Watkins y Evans,
1981; Tanaka, 1994; Inoue et al., 1995). Se almacena en vesiculas en la neurona
presindptica y cuando se recibe un estimulo, es liberado a la hendidura sinaptica
activando a diferentes clases de receptores tanto metabotrépicos como ionotrépicos
que estan situados en las membranas pre y postsindpticas y sobre la astroglia,
transduciendo sefiales integradas mediante el uso de un flujo incrementado de iones
y las vias de segundos mensajeros {(Gegelashvili y Schousboe, 1997; Bacci et al.,
1999). La transmision glutamatérgica es terminada por una desensibilizacidn de los
receptores y por la captura del glutamato, esta funcion la llevan a cabo proteinas
transportadores transmembranales de alta afinidad que se localizan en células gliales
y neuronas, estas proteinas usan un gradiente Na*/K* como fuerza electroquimica y
son capaces de remover al neurotransmisor contra un gradiente de concentracion
100 veces mayor y de esta manera mantener una concentracién baja del Glu en la
hendidura sinaptica (<1 uM) que es inocua a las neuronas (Schousboe, 1981;
Fonnum, 1984; Nicholls y Attwell, 1990; Rothstein et al., 1984). En células gliales el
glutamato es convertido a glutamina por la enzima glutamina sintetasa. La glutamina
es un aminoacido 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 esta relacionado con diferentes procesos neurolégicos como la plasticidad
sinaptica, la neurotransmision, la memoria y el aprendizaje. La plasticidad es la
capacidad de responder diferencialmente a un mismo estimulo (Bliss y Collingridge,
1993; Tanaka, 1994). Sin embargo, una concentracién elevada de Glu en el medio,
puede actuar como una poderosa neurotoxina capaz de inducir dafio excitotdxico
severo, mecanismo implicado en varias enfermedades neurodegenerativas como
esclerosis lateral amiotrépica, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer
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y la ocasionada por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana. También puede
provocar procesos neuropatoldgicos 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., 19€3). La
exposicion cronica al Glu puede causar cambios en la morfologia de las células
gliales que no esta seguido por muerte celular (Gallo y Ghiani, 2000). Por otro lado la
remocion excesiva del Glu, puede producir hipofuncién glutamatérgica, que se cree
que ‘es uno de los mecanismos involucrados en esquizofrenia y otras psicosis
(Gegelashvili y Schousboe, 1997).

La accion del Glu es mediada por receptores especificos los cuales se clasifican de

acuerdo a su modo de accion en receptores metabotrépicos (mMGIUR) que se

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

receptores ionotrépicos (GIuR) que forman un canal idnico 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 (Steinhauser y Gallo, 1996) e incluso existen reportes de expresion de
algunas subunidades en las células B de pancreas (Inagaki 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 nemétodos (Steinhéuser y Gallo, 1996; Maricq et
al., 1995). Los receptores al Glu constitheh"fahﬁiliés genéticas independientes tanto
de los canales i6nicos abiertos por ligando como de los receptores de siete
segmentos transmembranales acdp|ados a proteinas G (Hollmann y Hinemann,
1994). En los invertebrados, ademas de los canales catidnicos que forman esta
familia de receptores existen una serie de receptores al Glu que forman canales
anidnicos. Los receptores de este tipo no estan relacionados con los receptores al
Glu anteriormente descritos, y de hecho presentan una mayor homologia con los
receptores a glicina (Cully et al., 1994).



El glutam‘ato' de las neuronas puede activar a los receptores glutamatérgicos de la
glia bara ca'Usér: ‘(1) la modulacion de la transmision que se lleva acabo en las
célulasgliale's‘ ademas de afectar la terminacion de la transmision sindptica, (2)
mbdu'.llacién de la conductividad de K' en las células gliales, con consecuencias sobre
.el ambiente ionico extracelular, y (3) la relacion de las sustancias neuroactivas de la
:glia puede ser retroalimentada y modular la transmision sinaptica (Araque et al.,
1999).

2. RECEPTORES IONOTROPICOS

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

con sus propiedades electrofisiologicas, farmacoldgicas y a la homologia entre sus
secuencias. La primera gran division se realiza por un criterio farmacolégico, la
capacidad de los receptores de ser activados por el andlogo N-metil-D-aspartato
(NMDA). El criterio farmacologico concuerda perfectamente con el criterio molecular,
sin embargo la variedad molecular de los receptores sobrepasa ampliamente su
variedad farmacolégica. Molecularmente existen tres subfamilias de receptores
NMDA y tres de receptores no NMDA (Hollmann y Hinemann, 1994).

Los receptores NMDA son canales idnicos abiertos por ligando y regulados por
voltaje. En condiciones de reposo el canal esta bloqueado por Mg? de una manera
dependiente del voltaje. Ademas el canal requiere de glicina para abrirse
eficientemente y puede regularse por poliaminas y Zn®* (Nicoll et al., 1990). Los
receptores NMDA estan formados por varias subunidades, la principal de ellas es
denominada NMDAR1 (Moriyoshi et al., 1991). Esta subunidad esta 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, NMDAR2B, NMDAR2C o NMDAR2D (Ishii et al.,
1993). Si bien los miembros de la familia NMDAR2 no forman canales funcionaies
por si solos, al coensamblarse con NMDAR1 confieren propiedades novedosas al
canal; determinando algunos parametros como regulacién por la proteina cinasa



dependiente de Ca? /dlaculgllcerol (PK :
(Kutsuwada et al., 1992, Stern et ‘a
subunidad NMDARL o chi,- esta sdbun'idéd 0 forma canales, pero al coexpresarse
produce canales no funmonales (Clabarra et al 1995).

Los receptores no NMDA estén formados por dos subgrupos, los receptores
activados por el acado cc-amlno 3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolpropiénico y el kainato
(AMPAJ/KA) 'y . los receptores al kainato (KA) (Holimann y Hinemann, 1994). Los
receptores’ ’AMPAIKA se denominan asi porque son activados por AMPA con alta
aﬁnid?d y pdr KA con baja afinidad. Inicialmente se les consideré como parte de los
~receptores a KA porque las respuestas a AMPA se desensibilizan muy rapidamente,
siendo los de respuesta a KA los de mayor eficiencia. La familia AMPA/KA esta
formada por cuatro subunidades denominadas GluR1, GIuR2, GIuR3 y GIuR4
(Hollmann et al.,, 1989; Keindnen et al, 1990). Estas subunidades pueden
ensamblarse entre si produciendo canales con diferentes propiedades, aumentando
enormemente la variedad molecular de los receptores (Keinanen et al., 1990). Las
propiedades fisioldgicas de los receptores de glutamato en glia se pueden predecir
basandose en la composicién de las subunidades (Patneau et al., 1934; Mdiler et al.,
1992; Jonas et al., 1994). Ademas 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 regidon que precede a la Ultima regién transmembranal, y son
diferencialmente expresadas en el cerebro (Keindnen et al.,, 1990; Monyer et al.,
1991). La subunidad GIluR4 presenta otra forma de procesamiento del carboxilo
terminal denominada GluR4c (Sommer et al., 1990; Gallo et al., 1992). La subunidad
GIuR2 sufre un fenémeno de edicion (sitio Q/R), que consiste en una deaminacion en
el RNA que cambia un coddén dentro del segmento transmembranal TMII de
glutamina a arginina (Sommer et al., 1991), este cambio determina importantemente
las propiedades biofisicas del canal. Cuando esté ausente GluR2, los canales son
permeables a Na* y Ca?, y las curvas corriente - voitaje son doble rectificantes. Pero
cuando se encuentra GIuR2 en el canal, éste pierde la permeabilidad a Ca® y las
curvas corriente - voltaje son lineales (Holimann et al., 1991). GluR1 y GIuR4 son los
componentes encontrados mayormente en el cerebelo (Tsuzuki et al., 2001).
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La falta de homologia entre’ :Ia$/ sééuenéias de los recept de ‘glutamato .y los

(Kemanen et al. 1990)

GIuR5 GIuR6 y GIuR7. Estas subumdades‘presentan ademas varlas variantes de
procesamiento, en especial GIURS, y tanto’ GIuRS como GluR6 sufren la edicion del
sitio Q/R aunque a diferencia de la subumdad GIUR2 no siempre se editan. Forman
canales abiertos por KA pero no por AMPA, por ensayos de unién de ligando
radioactivo se ha medido la Kp para KA en estos receptores (alrededor de 50 nM).
Los receptores de alta afinidad estan formados por las subunidades KA-1 y KA-2,
estas no forman canales funcionales pero pueden coensamblarse con GIuR5 o
GIuR6 y de esta manera modifican las propiedades del canal. No se han reportado
variantes de procesamiento para estas subunidades ni tampoco edicién en el sitio
Q/R. La Kp 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; Kein&nen et al., 1990). La funcién del receptor es mediada por
cambios conformacionales inducidos (Jayaraman et al., 2000).

Las cuatro subunidades de los receptores GluR1-GluR4 son de tamano similar
(aproximadamente 900 aa), su secuencia es idéntica de 68% a 73%. E! perfil de la
topologia para los receptores de glutamato consiste de un dominio hidrofébico en el
amino terminal extracelular que representa el peptido sefal requerido para la
insercién en la membrana, mas cuatro dominios hidrofébicos en la hendidura (tres
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: regnones hudroféblca cerca de Ia mltad de 1

brot'eina y. una cerca de la porcion del

carboxllo termma Ia protema) que son mterpretados como dominios

- ;transmembranales (TMDs) y.un domlnio carboxno termlnal intracelular (Hollmann et

al.,; 1994; Behnett and Dlngledlne "1995; Wo y Oswald 1995) E! glutamato y kainato

(thu'ra 1) se;unen al dominio extracelular en las subunidades GluR (Stern-Bach et

usmén et al., 1995). La unién. a los dominios de este ligando ha sido

! mo una fusién protelca soluble por dos subunidades de los receptores
IuR2 y GIuR4 (Kuusnnen et al 1995; Lampinen et al.,, 1998; Chen y

: ""Gouaux 1997)

En. GIuR4 todos los sitios consensc de N-glicosilacion estan localizados en el

‘domlnlo ammo termmal por lo que se ha propuesto que este dominio es extracelular.
‘Esta. topologua de largos segmentos entre los dominios TMD (Il y TMD IV scbre el
‘lado " citoplasmico, - coincide g:on la' presencia de varios sitios consenso de

fosforilacion en este dominio.. El dominio de! carboxilo terminal y hacia abajo de TMD
IV es extracelular de acuerdo ‘con’este modelo. (Hollmann y Heinemann, 1994)
(Figura 2) : ) o ’

“po

[o}
(<]
O‘Sﬁ
al
‘D

Fig. 1. Estructuras quimicas de (A)glutamato y (B) Kainato.




Amino Terminal

Carboxilo Terminal

Fig. 2. Representacion esquematica de Ia
topologia de la subunidad GluR4.

La expresriéhk de los genes GiuR1-GIluR4 durante el desarrollo inicia en el décimo dia
embrionario.eynk el SNC y en el SNP de rata, siendo mas pronunciado en &areas
ddnde 1Iasv heui’onés se diferencian y se ensamblan dentro de nucleos (Bettler et al.,
,' 1990).",l50:s't'natalrh'ente, la expresion del RNA de GIuR1-GluR4 en general se
4 Inckerﬁehta'gradualmente (Pellegrini-Giampietro et al., 1992).

Lo‘.s genes para GluR1-GluR4 estan localizados sobre cuatro cromosomas diferentes.
El GluR4 esta localizado en la regidon del cromosoma 11(q22-23), en un area 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 hibridacién in situ han revelado un esparcimiento con distribucién
diferencial del RNA de GIuR1-GluR4, también su regulacién es independiente
‘durante el desarrollo. Existen notables diferencias en la expresion de las
subunidades en las células granulares cerebelares, las cuales contienen RNA de
GluR2 y GluR4 pero no RNA de GIuR3 y de GIuR1, la glia cerebelar de Bergmann
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Los receptores AMPA en diferentes cnrcuutos neuronales asl como en; dlferentes:-'

‘tlpos celulares con el mismo circuito, difieren en sus propledades funcuonales (Gelger‘ o
et al., 1995) Ademas cada una de las subunidades de GIuR1-GIuR4 exlslen en dos‘ ;

: formas diferentes creadas por corte y empalme alternativo de un par de bases en’b

2 115 ‘region inmediatamente anterior de TMD IV (Sommer et al., 1990). Los dos'
‘exones alternativos han sido llamados “flip" y “flop” (aunque flip no es el reverso def‘
flop, como el nombre desafortunadamente lo sugiere). Las dos formas son-f,‘

" igualmente abundantes, pero muestran diferentes distribuciones en el cerebro,* :
particularmente en las células piramidales CA3 (solo flip) y en las células granuléres
del giro dental del hipocampo (mas flop que flip) (Sommer et al., 1990). Su expresién
en células cerebelares de Purkinje es regulada diferencialmente (Lambolez et al.,
1992), asi como su expresién 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., 1980), indicando que las propiedades
funcionales de los canales del receptor en la célula son definidos por la combinacién
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 codén de paro alternativo y crea una versién corta de GluR4 (Gallo et
Aél.. 1992). Esta variante de corte y empalme ha sido identificada con alta homologia
de aa (72%) con GluR1-GIuR3 en el carboxilo terminal, mas que con e! original
GluR4. La variante de! carboxilo terminal del GluR4c, la cual puede estar con cada
veréién de flip y flop del receptor, no parece cambiar las propiedades funcionales del
receptor. Sin embargo, las variantes de corte y empalme muestran una distribucién
en el cerebro que se sobrelapa, pero que es diferente de GIuR4 y son reguladas
durante el desarrollo en las células granulares cerebelares, donde aparecen para la

maduracidén paralela de estas células (Gallo et al., 1992) por lo que han especulado



que la variante - carboxulo termlnal pocfrna servnr para establllzar el receptor o
jocalizarlo en una reglén especufca de ia celula & ‘ : .

El GIuR4 puede generar vanas |soformas de corte y empalme y tres transcritos
principales (6.2, 4.2 y3 kb) que son expresadOS en neuronas ‘cereberales o corticales
(Gallo et al., 1992). El gen GluR4'es- procesadp de’ manera diferencial en glia y
neuronas (Gallo et al., 1995). Por ejemplo el trérisdﬁio dé GIUR-4 en células gliales
de Bergmann, esta completameme mednado en el smo QIR (Lomell et al., 1994).

La subumdad GluR4 promueve el ensamblaje de la umon répuda de los receptores
(Geiger et al., 1995), y se ha encontrado que GIuR4 es fosfon|ado sobre serina 842
en el domlnlo del carboxilo terminal in vitro e in wvo Las serma 842 es fosforilada por
PKA, PKC y CaMKll in vitro y es fosfonlada en células transfectadas por PKA.
Ademas se ha identificado a treonina 830 como smo potencial de fosforilacién de
PKC. Estos resultados sugieren que GIuR4, la cual es'la subunidad mas rapida de
desensibilizacion de los receptores AMPA, podria ser modulada por fosforilacion
(CarVtho et al.,, 1999). GluR4 es fosforilado directamente por lo que la fosforilacion
de éste puede ser un mecanismo importante en la regulaciéon de sus propiedades
funcionales y en la modulacion de la transmision sindptica excitatoria (Carvalho et
al.,-1999).

4. CELULAS GLIALES

_Las‘-neUronas estan rodeadas por un tipo celular denominado células gliales,
: eidétiendo entre 10 a 50 veces mas células de glia que neuronas en el sistema
nervioso de vertebrados, en este sistema existen dos grandes grupos de células
gliales, las células macrogliales y 1a 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 comun 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
aespecializadas en la formacion de la capa de mielina que rodea los axones de
algunas neuronas. Los astrocitos son células que estéan involucradas en la formacién
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de la barrera hematoenceféli‘car,f|a'sobyrevivencia y la diferenciacion neuronal, la
regulacion de la concentracion idnica y el volumen extracelular, la regeneracion y la
migracion neuronal (Martin, 1992; Pfrier.y Barres, 1996).

Durante el desarrollo, una de las primeras formas de células gliales en aparecer es la
denominada glia radial, que participa en la determinacion de los patrones de
migracion de las neuronas asi como la distribucién espacial de éstas. La glia radial
es de morfologia bipolar y expresa marcadores caracteristicos. Desde los primeros
dias postnatales la glia radial inicia un proceso denominado conversion astrocitica,
pierde su morfologia bipolar y adopta la morfologia clasica de los astrocitos; ademas
reduce la expresion de marcadores de glia radial como la vimentina y aumenta la
expresion de marcadores astrociticos como la proteina fibrilar acida de la glia
(GFAP). Esta conversién es reversible y esta regulada por factores producidos por
las neuronas (Cameron y Rakic, 1991).

En la corteza cerebelar de las aves, concretamente en la capa molecular, la
poblacion de la glia radial no sufre la conversién astrocitica 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 esta la sinapsis
mas abundante en el SNC. En este tipo celular, se ha descrito por medio de técnicas
moleculares y bioquimicas la presencia de receptores al Glu (Ortega et al., 1991,
Lépez-Colomé y Romo-de-Vivar, 1991; Lopez et al., 1994; Lépez et al., 1997). Estos
receptores son funcionales y se expresan tanto en células en cultivo como in vivo
(Lopez et al.,, 1994; Lopez et al., 1997; Burnashev et al., 1992; Muller et al., 1992).
Estas células tienen la capacidad de responder a la activacién neuronal. Por ejemplo,
la activacién de la fibra paralela produce en las células gliales de Bergmann una
despolarizacién mediada por receptores AMPA/KA y el transportador Na'/Glu
(Beverly y Barbour, 1997).

La estimulacién de las fibras paralelas causa un incremento en Ca®* localizado en
pequefios microdominios de glia de Bergmann (Grosche et al.,, 1999). Los
microdominios 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 transmisidn sinaptica entre las neuronas granulares y las células
de Purkinje en sinapsis especificas. L.os microdominios pueden regular la relacién de
sustancias neuroactivas de las células gliales de Bergmann sobre las neuronas.
(Gallo y Ghiani, 2000)

En cultivos’ de estés células derivados de embrién de pollo, el Glu dispara sefiales
de transduccnén (Cidy Ortega 1993; L.6pez-Colomé et al., 1993; Sanchez y Ortega,
1994; Lopez-Colomé 1995 Lépez-Colomeé y Ortega, 1997; Lépez-Colomé et al.,
2 1997).; La
_en estas ce ula re dlca por un lado, en la posibilidad de estudiar las células aisladas

ntaja. de utlllzar cultivos para estudiar los receptores del Glu presentes

. i de Ias neuronas 24 por otro la posibilidad de tener un cuitivo de tipo celular del cual se

’liconoce la Iocahzacuén precnsa en el sistema nervioso (Lépez, 1997) y en que la

semejanza de las secuencias de los receptores del glutamato entre aves y
kmamiferos es de alrededor del 90%. (Ottinger et al., 1995; Paperna et al., 1996), lo

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

Las células gliales de Bergmann expresan receptores acido o-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxasolpropidnico/kainato (AMPA/KA) y N-metil- D-aspartato (NMDA) y en
sus cultivos el Glu induce el influjo de Ca*" (Ortega et al., 1991; Lépez-Colomé y
Romo-de-Vivar, 1991), translocacién de la PKC a la membrana (Cid y Ortega, 1993;
Lopez-Colomé et al., 1993), aumento en los niveles de trifosfatc de Inositol (IP3)
(Lépez-Colomé et al.,, 1993; Lopez-Colomé et al., 1897), activacion de la proteina
cinasa activada por mitégeno (MAPK) (Lépez-Colomé y Ortega, 1997) y aumento en
la actividad de unién al DNA de la proteina activadora | (AP1), lo que sugiere que el
glutamato estd involucrado en la regulacion de la expresion génica en éstas células
(Lopez-Colomé et al.,, 1995; Sanchez y Ortega, 1994). Un sitio atractivo para esta
regulacion son las propias regiones reguladoras de los genes que codifican para los
receptores de glutamato, ya que esta bien establecido que el nivel de estos
receptores es critico para la sefializacion (Geiger et al., 1995).

Puesto que estas células rodean sinapsis glutamatérgicas y tienen receptores para
este aminoacido es evidente que durante el proceso de neurotransmision, son
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yacti)}édo‘s‘:Ids",feéeptores en las células gliales desencadenando la serie de
fenénﬁenbvs Ya descritos. El efecto funcional de esta activacién, asi-‘como la
impoﬂancia que pueda tener en la modificacién de las sinapsis que rodean, no ha
sido-evaluado. Se ha propuesto que estas células estarian implicadas en la
regulacion de la funcién neuronal liberando sustancias neuroactivas, controlando los
niveles extracelulares de K’ y modificando el curso temporal de la concentracion del
Glu en la sinapsis (Kettenmann, 1996; Danny et al., 1996).

5. REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA MEDIADA POR
RECEPTORES AL GLUTAMATO

La expresion de los receptores al Glu es modificada en multiples modelos de
aprendizaje (Kaczmarek, 1993), plasticidad sinaptica (Thomas et al., 1994) e
isquemia (Eastwood et al., 1995), asi como durante el envejecimiento (Pacliusi et al.,
1994) y en algunas alteraciones neurolégicas como la epilepsia (Eastwood et al.,
1995), la esquizofrenia (Pollard et al.,, 1993) y la enfermedad de Alzheimer (Garcia-
Ladona et al., 1994). Durante el desarrollo la expresion de los receptores se ve
modificada; por ejemplo, las variantes flip y flop de los receptores AMPA/KA son
expresadas diferencialmente durante el desarrollo. En cultivos celulares existe
regulacion de la expresion de algunas subunidades dependiendo del tiempo en
cultivo, la aplicacién del Glu o sus andlogos o la despolarizacién con K* (Lépez,
1997).

En las células gliales el Glu induce cambios en el patron de expresion de genes,
estas respuestas abren la posibilidad de cambios en las condiciones de las células
gliales como una consecuencia de la actividad sinaptica, que podria eventualmente
inducir cambios duraderos en las funciones: glia-célula, desarrollo, comunicacion
glia-neurona o interacciones glia-glia a través de la modulaciéon de la expresién
génica. Por ejemplo, en cultivos primarios de astrocitos la activacion de receptores al
Glu induce multiples factores de transcripcion como son: ¢-Fos, Fos B, c-Jun, Jun B,
2if/268 y est-1 (Lerea, 1996; Pechan et al.,, 1993), asi como algunos factores de
crecimiento; que es el caso del factor de crecimiento neural (NGF) y el factor de
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(Condorelll et al 1993 Pechan et al., 1993 Perez .‘Otano et al 1996) lnh|be Ia’~'
expresion de MHC clase 0, cJEBP 5, tiene ' u
proinflamatorias sobre Ia cmtasa de 6x1do nltrlco e expresuén npo I (Condorelh et
al,, 1993; Lee et al,, 1992 Lin y Murphy, 1997 éno et al 1996), y repnme la
expresion como en el caso de! receptor mGluRS (Balazs et al 1997) Durante
algunos procesos de isquemia en la retlna y. el cerebro anterlor exuste regulacmn de
la expresidon de algunos genes como, son las subumdades GIuR5 GIuRG GIuR7 y
NMDAR2, el transportador GLAST oel factor de transcnpcnén NF—nﬂ (Gottlieb y
Matute, 1997; Otori et al., 1994 Yano ot al., 1996)

efecto re’ulador de cnocmas

Se ha sugerido que los mecanismos de proteccion contra la neurotoxicidad del Glu
involucran, al menos en parte, cambios en el patrén de expresion de algunas
subunidades de los receptores (Eastwood et al., 1995). El estudio a nivel molecular
de los mecanismos que regulan la expresion de estos receptores sera importante
para entender los> mecanismos involucrados en la plasticidad sinaptica y la
neurotoxicidad inducida por el Glu. En vista de que el glutamato induce cambios en la
actividad transcripcional, decidimos explorar la posible regulacién del gen de la
subunidad GIuR4 del receptor ionotropico a glutamato.

6. RT-PCR SEMICUANTITATIVO

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica para la amplificacion in
vitro de secuencias especificas de DNA por una extensién simultanea de iniciadores
de cadenas complementarias al DNA (McPherson et al., 1991).

La PCR ha sido establecida rapidamente como una de las técnicas mas usadas en
biologia molecular y con buena razén; ya que es rapida, 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 e! procedimiento basico han sido descritas y aplicadas a muchas



diksciplyinas, por lo que se corjyigfte»en:dria estrategia importante - para cuantificar la
expresion del mensajero. R '

La" utilizacion de’ la techo]ogtaf 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 rﬁuy Util para observar una fuerte induccién o una
baja abundancia de. . mRNA en situaciones donde el Northern blot es
insuficientemente sensible o dénde las cantidades de material son limitadas
(McPherson et al.,, 1991), por. ello es pieza fundamental en la realizacién de este
trabajo. '
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ANTECEDENTES

. Este estﬁdio‘se llevé a cabo utilizando como modelo células gliales de Bergmann
'(CGB) de cerebelo de embriones de pollo de 14 dias, ya que Ias subunidades de los
récegtoreé ‘son expresadas muy tempranamente en el desarrollo embrionario
’(Mcbohald y Johnston, 1990; Bettler et al., 1990; Bahn et al., 1984). En SNC de los

. mamiferos los transmisores dan respuestas fisioldégicas 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 proliferacion y diferenciacién de las células durante la
neurogénesis (Lauder, 1993).

El analizar el papel que juega el glutamato en los receptores es importante, ya qUe
son conocidos por estar involucrados en migracién neuronal (Komuro y Rakic, 1993)
y maduracién (Mattson et al., 1988), lo que sugiere que los receptores de glutamato
pueden estar involucrados en la transduccidn de sefales durante el desarrollo (Gallo
et al., 1995). Ademas de que existe amplia evidencia que indica que los receptores
de glutamato juegan un rol importante en un gran numero de enfermedades
cerebrales y el dafo que ocurre después de estas, se ha sabido por décadas que el
glutamato es toxico para fas neuronas en cultivo e in vivo, por ello muchos
experimentos implican a los receptores de glutamato como mediadores de estos
efectos toxicos (Appel, 1993; Hollmann y Heinemann, 1994).

El glutamato y los receptores glutamatérgicos le confieren a la glia radial 1a habilidad
para emitir y recibir sefiales, sugiriendo esto un rol para estas células en el
procesamiento de informacién en el SCN (Hansson y Rénnbéck, 1995). Para tener
un mejor entendimiento del papel de estos en este proceso, es indispensable primero
establecer el papel de expresion de los receptores a glutamato (Lopez et al., 1997).

Ademas, 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 localizacion de las subunidades GIuR1-GluR4 en células gliales esta 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 ia
composicion molecular de los receptores de glutamato en tipos especificos de
célules y el estudio de su expresion durante el desarrollo (Gallo et al., 1992).

Los factores extrinsecos, como en este caso lo es el Glu, podrian jugar un rol clave
en la manera en que estan compuestas las subunidades de los receptores de
glutemato en la glia en los primeros estadios de desarrollo (Gallo y Ghiani, 2000). La
composumén molecular de los receptores gliales AMPA puede cambiar durante el
- desarrollo en términos de la expresidn relativa de las diferentes subunidades, las

g _|soformas de corte y empalme, y las formas editadas contra las no editadas (Gallo y

. Ghlanl 2000), la combinacién precisa de estos da diferentes propiedades al receptor
(Hollmann etal., 1991).

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

: de una famllla y son derivados de un ancestro comun (Hollmann y Heinemann, 1994)

“los genes que codifican para cada una de las subunidades estan localizados en
diferentes cromosomas en roedores y humanos. Los diferentes genes GIuR
pertenecen a distintas unidades de transcripcion, conformacion de la cromatina y
estados de metilacion que podrian ser regulados independientemente. La expresion
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 GIUR sean activados en respuesta a la misma
combinacion transcripcional y factores de desarrollo (Gallo et al., 1995).

Previamente las cuatro subunidades AMPA, designadas como receptores de
glutamato GIuR1, GluR2, GIuR3 y GIuR4 han sido caracterizadas por clonacion
molecular (Hollman y Heinemann, 1994). Y la secuencia para la subunidad GluR4 del
receptor ionotrépico de glutamato ha sido reportada (Paperna et al., 1996). Ademas
se han hecho estudios para ver el efecto del glutamato en la activacion y expresion
de las subunidades GIuR1 y GIuR4 de los receptores AMPA/KA en cultivos de
células gliales de Bergmann de pollo. En ellos se ha establecido que el glutamato
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altera la expresion: del pohpeptldo y del mensajero de GIuR4 en celulas gl|a|es de
Bergmann (Lopez 1997) : ;

La tecnlca de RT-PCR ha SIdO utilizada antes para correlacnonar Ia presencna de
mRNA -de cada subumdad con propiedades funcionales de Ios receptores AMPA
ongmales en eI nlvel celular, y detectar asi los mRNAs expresados en vanos tipos de
neuronas y células gliales (Lambolez et al., 1992). ' : :

Por todo Io antenor sabemos que el andlisisde la regulacion y Ia expresu‘)n de genes
“inducidos por glutamato en células gliales puede proveer mformacuén |mportante para
la funcién neuronal (Lopez et al., 1997).
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OBJETIVO

Estudiar la regulacion de los niveles del mRNA del gen de GIuR4 en células gliales
‘de Bergmann de cerebelo de pollo. :

Objetivos Particulares

« Establecer una metodologia para la determinacion semicuantitativa del mensajero
de GIuR4
« Establecer el efecto del glutamato en los niveles del mRNA de GIluR4
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Cultivo Celular

Los cultivos de células gliales de Bergmann (CGB) se realizaron de acuerdo al
método descrito por Ortega et al., (1991). Las células se extrajeron de cerebelos de
embrién de pollo de catorce dias de vincubacién, se disectaron los cerebelos y se
colocaron en medio de cultivo Dulbecco modificado (D-MEM) con 10% de suero fetal
bovino (FBS), 2mM de glutarn:iné y 50uM de gentamicina. El tejido se separo
mecénicamente pasandolo a través de agujas de diversos calibres con el fin de
disociar las células. Se conté el nimero de células viables utilizando azul de tripano y
se ajustd la concentracién celular a 1X10° células por ml. Una vez que se ajusté el
numero de células se distribuyeron en placas de cultivo. Las placas se incubaron a
37°C en una atmosfera de 5% de CO; (Ortega et al., 1991). Las célﬁlas se utilizaron
después de 4 o 5 dias. Estudios de inmunocitoquimica y de flujo de iones inducido
'p‘or kainato, han demostrado que las células obtenidas a partir de este.cultivo son
Qlia 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 extraccion de RNA total.

Extraccién de RNA

El RNA se prepard a partir de los cultivos primarios y de tejido (cerebelo de pollo)
usando el método de Chomnzinski y Sachi, 1987. Se retiré et medio de cultivo y se
lavo dos veces con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) (sin Ca?* ni Mg®"),
posteriormente las células se lisaron agregando 200ul de solucion D (tiocianato de
guanidina 4M, citrato de Na* 25 mM pH 7, Sarkosyl 0.5% y B-mercaptoetanol
300ul/50ml); al lisado celular se agregd una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (125:24:1). Esta mezcla se agitd e incubd a 4°C durante 15 min,
posteriormente se centrifugd a 13000 r.p.m. durante 20 min, la fase acuosa se
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resuspendlo en |sopropanol por 2 h y el RNA fue recuperado por centnfugacmn

en agua- DEPC al 0.1%: Cuando fue necésano se efectuo una segunda precipitacion,
la pureza e mtegndad del RNA fue evaluada en un ge| de agarosa 1.5% tenido con
bromuro de etidio, La concentramo

se delermlné en un espectrofotémetro por
absorbancia a 260nm.

Disenio de iniciadores -

Se analizd la secuencia para el cDNA de |a subunidad GluR4 del receptor AMPA en
Gallus gallus, reportada por Paperna, et al (1996) en la base de datos GenBank con
el nimero de acceso X89507, en la cual se evaluaron las secuencias de los
iniciadores para la amplificacion reportados por Abbie, M. et al. (1993), para esto se
utilizé el programa OLIGO 4.1 (National Biosciences Inc.) y se construyd el mapa
grafico de restriccion de la secuencia utilizando el programa Vector NT1.6.

Estandarizacién de RT-PCR

La estandarizacién de la RT-PCR, se realizé variando las diferentes temperaturas de
alineamiento, la primera utilizada fue la reportada por Abbie, M. et al. en 1993 de
56°C, pero como habia bandas inespecificas' decidimos aumentar un grado la
temperatura de alineamiento quedando esta en 57°C y también fue necesario
conocer {a Tm de los cebadores o “primers”, asi como hacer la amplificacion bajo
diferentes condiciones, primeramente se construyd una curva con diferentes
concentraciones de magnesio (1.5 mM, 2.0 rhM, 25 mM, 3.0 mM y 3.5 mM),
posteriormente se realizé la curva de ciclos (20, 25, 30, 35 y 40) y finalmente de la
extraccion de RNA se tomaron diferentes concentraciones (4ug, 6ug y 8ug) para
construir una curva de concentracion.

RT-PCR

La sintesis de cDNA se realizé a partir de 6ug de RNA total en un volumen final de
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2om usando ohgo dT (0 01 25pgl;d) oomo lmctador Y 20 U de transcrlptasa inversa
" (MMLV) La ampln‘" caclén de Ia secuencua del receptor GIuR4 se realizé a partir de
6ul de la. reaccuSn de reverso-transcnpcaén TﬂS HCI 10 mM (pH 8.3), KCI 50 mM,
= gelanna 0. 1% ATP CTP GCT y TTP (cada uno 125 mM), 2.5 U de Taq polimerasa
(Glbco). MgCIz 3. 0 mM y 20 pMoI de cada ollgonuc|e6tudo (ver en resultados). Bajo
. las sugmentes condmuones desnaturahzamén a 94°C por 1 min, alineamiento de los
: |n|cnadores a 57°C por 1 min, extensuén a 72°C por 1 min, durante 28 ciclos. Los
productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1.5%,
" tefidos con bromuro de etidio y las imagenes fueron digitalizadas con el programa
Kodak 1D 2.0.2.

Clonacién del Fragmento de PCR de 720 pb
a) Ligacién del fragmento de PCR en el vector pBSK+ (pBluescript)

Se prepard al vector pBSK+ para llevar a cabo una clonacién directa del producto de
PCR. La ligacién se hizo directamente en este plasmido ya que tiene una cola de
timinas que hibridan con las adeninas del fragmento de PCR. La reaccién de ligacién
se realizé mezclando 1pl del vector, 8ul de la reaccion de PCR, 2ul de la enzima T4
ligasa, 3ul del amortiguador de la enzima y 10ul de agua de ampolleta, manteniendo
la reaccién a 22°C por 2 horas.

b) Células competentes

Para preparar células competentes, se crecié un cuitivo de E. coli DH5« en medio
_ liquido Luria-Bertanni sin ampicilina, toda la noche a 37°C, se tomaron 500u! del
précultivo y se adicioné a 50ml de medio SOB complementado con MgSQO4 10nM y
se incub6 a 37°C hasta una DO de 0.5 a 550 de absorbancia, posteriormente se
incubd 20 min en hielo y se centrifugé a 2500 r.p.m. 12 min a 4°C y se resuspendi6 la
pastilla en 16 ml de RF1 (8g de RbCI, 4.95g de MnCI>2H,0, 1.47g de CHaCOOK,
0.75g de CaCl;2H,0, 59.5 ml de Glicerol se aforé a 500ml de H.O y se ajustd a pH a
5.8) se incubd 25 min en hielo, se centrifugd y resuspendio la pastilla en 4ml de RF2
{(2ml de MOPS 0.5M, 0.12g de RbCI, 1.1g de CaCl,2H,0, 11.9ml de Glicerol, aforado
a 100ml con H20), se incubd 25 min en hielo y se mantuvieron a —80°C.

23



c) Transformacién :
- Para introducir el plasmido a las celulas competenles E. coli DH5a, se puso en

: contacto a las células competentes con'la reaccuon de llgacmn y se incubé por 20 min
en hielo, posteriormente se les sometid

choque term|co a 42°C por 45 seg e
inmediatamente se colocaron en hpelo Urante’ 2 min; para posteriormente agregar
medio LB sin antibidtico e lncubarla n: agltacion una hora a 37°C. Estas células
r ‘ertar\vn’mbsolldo con ampicilina (100ug/ml) e
impregnado previaméhte_. con 40l ‘de ‘Xg‘ély val 2% en formamida y 40ul de IPTG
(100mM). Poksteriornwlé‘ntéf se incubd toda la‘ noche a 37°C. Se consideraron
candidatos -las colonias que no dégradarén la galactosa las cuéles tenian una
coloracion blanca, para sembrarlas en medio Luria- Bertanni ||qu1do con ampicilina y
realizar minipreparaciones de plasmido.

fueron sembradas en -medi

d) Minipreparaciones de plasmido

Para la extraccién del DNA plasmidico, las células fueron centrifugadas y la pastilla
se resuspendi6 en 200u!l de TS (Tris HCI 50mM, Sacarosa 25% a un pH final de 7.5)
y se agitd en vortex y después se le agregd 200ul de ELT (EDTA 100mM, lisozima
2pg/ml y tritén X 100 0.1%, pH mayor a 8.0) se incubaron primero a temperatura
ambiente por 5 min, posteriormente 10 min a 70°C, una vez transcurrido este tiempo
se centrifugaron 15 min a 13000 r.p.m., se eliminaron los restos celulares y se
agregaron 400ul de PEG (Polietilenglicol 6000 al 20% en NaCl 1M), se incubé 20 min
a temperatura ambiente y se centrifugd 3 min a 10 000 r.p.m., la pastilla de DNA
plasmidico se resuspendio en 30ul de agua destilada estéril.

e) Analisis por Restriccién
La restriccion se realizd en un volumen final de 4 pl en el cual se mezclaron 3 pl de
DNA plasmidico de las minipreparaciones con 0.5ul de cada una de fas enzimas de
restriccidn Hindlll y EcoR1, estas enzimas cortan secuencias que se encuentran en
el plasmido y que flanquean el fragmento de 720 pb.
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f Purificacién del plasmido y secuenciacién
Para la purificacion del plasmido se utilizé el protocolo de éxtraccién rapida (BioRad),
para obtener el DNA plasmidico con buena ,:Vpureza, para ' su seéuenciacién
automatizada (Big Dye Terminator). » o

Analisis de Resultados

Los geles de agarosa tras la electroforesis fueron fotografiados digitalmente usando
una cémara digital y el programa Kodak 1D 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 calculos y graficas con el programa Sigma Plot.
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RESULTADOS

Nuestro objetivo principal durante el presente trabajo fué la estandarizacion 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 polio. Decidimos utilizar la técnica
de RT-PCR por su sensibilidad y versatilidad para la deteccién de cantidades
variables de los mensajeros eucaridticos. En primer lugar fue necesario analizar la
secuencia reportada por Paperna et al., (1996) para el cDNA de la subunidad GIuR4
del receptor AMPA en Gallus gallus, a fin de disefar los iniciadores adecuados para
la amplificacion de una seccién del gen. En la figura 4(B) se muestra la secuencia de
2759 pares de bases reportada en la base de datos GenBank con el numero de
acceso X89507. Para evaluar las secuencias de los iniciadores o “primers” se utilizdé
el programa OLIGO 4.1 (National Biosciences Inc.) Las secuencias de los iniciadores
o “primers” a utilizar para la amplificacién fueron los reportados por Abbie, M. et al.
en 1993; en este punto es importante sefalar que estos iniciadores habian sido
reportados para un modelo de rata, sin embargo fueron igualmente Utiles para
aplicarios en nuestro modelo de pollo; la secuencia y posicidn 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)

-

Ladl

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 GAA 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 ARA TCC AAG GGC AAG TTT GCC TTC CTG CTG GAG
TCC ACC ATG AAT 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 AAG GAC ARG 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 AAA CGA ATG AAG CTT ACC TTT TCT GAA
GCC ATA CGA ARC 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
posicion de éstos en ella. B) Secuencia del cDNA de la subunidad GluR4 del receptor
AMPA de G. gallus. 2759pb (numero de acceso al Genbank: X89507). En esta se
subrayan las secuencias de los primers para la amplificacion, en cursivas se indica el
sitio de inicio de la traduccién y en mayusculas se encuentra el sitio de corte de la
enzima Pstl utilizada para la restriccion que identifica al amplificado.
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Fig. 4. Continuacion

B

1 gcaaaagaga agatgaggat aatttgcaga cagcttgtct tgttgtttte tggcttttgg
61 ggactagcaa tgggagcttt tcctagcagc gtgcaaatag gtggtctctt catcaggaac
121 acagatcagg aatatactgc ttttcgatta gcaatttttc ttcataacac cagccccaat
181 gcectcggaag caccttttaa tttggttcct catgtagaca acattgaaac agctaacage
241 ttcgctgtaa caaatgcctt ctgctcccag tattctagag gagtttttgc catttttgga
301 ctttatgata agagatcagt acataccttg acctcattct gcagcgcectt gcacatctecc
361 ctcatcacac caagtttccc cactgagggt gagagtcagt ttgtgctgca gctgcggceca
421 tcactgcggg gageccctceccect gagcecttgetg gatcactatg aatggaaccg ctttgtcettce
481 ctgtatgaca cagatcgagg ttattcaata cttcaagcta ttatggaaaa agcaggacaa
541 aatagctggc aagtcagtgce catctgcgtg gagaatttca atgatgccag ctacaggcgg
601 cttttagaag acctggaccg aagacaagaa aagaaatttg taatagactg tgaaatagag
661 aggctgcaga atctcttaga acagattgta agcgtgggaa agcatgttaa aggataccat
721 tacattgttg ccaacctggg attcaaagat atttctctgg agaggtttat gcatggagga
781 gctaatgtga cgggatttca gctagtagat ttcagtaccc caatggtaac taagttgatg
841 cagcgctgga agaagctgga ccagagagaa tacccgggat ccgagacccec accaaagtat
901 acatctgcat taacatatga tggagtgctt gtgatggctg aaactttccg caatcttaga
961 aggcaaaaaa tagatatttc aagaagagga aatgctggtg attgtcttgc taatcctget
1021 gctccatggg gtcaaggaat tgatatggag aggacattga aacaggttcg aatacaagga
1081 ttgacaggaa atgttcaatt tgaccactat ggtcgcagag tcaactacac tatggatgtc
1141 tttgagctga agaacacagg tcctcggaag gttggttact ggaatgacat ggataaatta
1201 gttctgattc agcatgaacce tacacttgga aatgacactt cagccatgga gaacaggact
1261 gtagttgtca ctacaatttt ggaagcccca tatgttatgt tcaagaaaaa ccatgatacg
1321 tttgaaggga atgacaagtt tgaaggatac tgtgtagatc tggcgtcaga aattgcaaaa
1381 catattggta tcaagtacaa aattgccatt gttcctgatg gaaaatatgg agcaagggat
1441 ccagagacaa aaatctggaa tgggatggtg ggagaacttg tttatgggaa agcagagatt
1501 gctgttgege ctctgaccat cactttggta cgagaagagg tcattgattt ttctaagect
1561 tttatgagtt tggggatatc cattatgatc aaaaagcccc agaaatctaa accaggagtg
1621 ttttccttet tggacccttt ggeogtatgag atctggatgt gcatagtctt tgcctacatt
1681 ggtgtcagtg tggtcetgtt cctagttagc aggtttagcc catacgagtg gcatacagaa
1741 gaaccagagg atgggaaaga aggacccagt gatcagcctc ccaatgaatt tggcatattc
1801 aacagcctct ggttttccct gggtgecttt atgcaacaag gatgtgatat ttccccaaga
1861 tccctctcag gtcgecattgt tggaggtgtce tggtggttct tcacactcat cattatttca
18921 tcctacactg ctaacctcge tgctttettg actgttgagc gaatggtctc acccatagaa
1981 agtgcagaag accttgccaa acaaactgaa attgcttacg ggacactgga ctcagggtca
2041 accaaagagt tcttcagaag atcaaaaata gcagtgtatg aaaagatgtg gacctacatg
2101 aaatcagcag agccgtcagt gttcactagg actaCTGCAG agggagtagce tcgtgtceege
2161 aaatccaagg gcaagtttgc cttcctgctg gagtccacca tgaatgaata cattgagcaa
2221 cgaaagcctt gtgacaccat gaaagtggga ggaaatctgg attcgaaagg ctatggcgta
2281 gccacaccga agggttctcc attaggaaat gctgttaace tcgcagtttt aaaactgaat
2341 gaacaaggcc tcttggacaa attgaaaaac aaatggtggt acgacaaagg agaatgtggc
2401 agcgggggag gtgactccaa ggacaagacg agtgccttga gtctcagcaa cgttgctgga
2461 gtcttctaca ttctggttgg aggcttgggce ttggcaatge tggtggcettt gatagagttce
2521 tgttacaagt ccagggcaga ggcgaaacga atgaagctta ccttttctga agccatacga
2581 aacaaagcca_gattatccat cacagggagt gtgggtgaaa atggccgcgt attgactccce
2641 gactgcccga aggctgtgca ttccggaact gcaattagac aaagttcagg attggctgta
2701 attgcatcgg acctaccata aaaaccaaaa aaataatcga gtgccttaat taaactgtg
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Para poder- amphf car I.fragmento pnmer fue necesarlo hacer Ia exlracmén de

RNA a pamr de los cultlvos pnmarlos y de tej do usando el método de Chomnzinski y
Sachi (1987) obteneﬂo Itmplo y en canhdad suf c1ente para posteruormente
: amphfcar - por RT-PCR el fragmento de Ia secuencna del gen GluR4 con los
iniciadores anteriormente descritos (fig. 4), se usaron las S|guuentes condiciones: 1
min 94°C, 1 min a 56°C, 1 min a 72°C por 35 ciclos, en un volumen final de reaccién
de 80 pl; conteniendo, 4 ul del cDNA molde, obtenido a partir de la retrotranscripcion
de RNA que proviene de Glia de Bergmann, 20 pmol de cada primer, 120M de cada
nucledtido, 2.5 mM MgClz, 10mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 0.1 gelatinay 5 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 construyé el mapa grafico de restriccion (fig. 6)
seleccionando a la enzima Pst/ para realizar la restriccion, obteniéndose 2 productos
de 249 y 472 pares de bases, para confirmar que el fragmento que estdbamos
amplificando pertenecia al gen GluR4 (fig.7).

Marcador C+ GluR4

2072 pb

600 pb
—>

125pb

Fig. 5. Fragmento amplificado con los primers
para GluR4, con un tamafio de 720 pb, se
observa también el marcador de 100pb y el
control positivo (C+) (fragmento del gen S17).
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AspEl ‘X
Bpm 1
Heom 11051 Drat Aert 1 P D1
Bsgl bpml Fn altl
Bl R
- |
Tt U 1 =t ™ t
GluR4
720 bp
1  TGGTGGTTET TCACACTCAT CATTATTTCA TCCTACACTG CTAACETCGE
... ACCACCAAGA AGTOTGAGTA OTAATAAAGT AGOATOTGAC GATYGOAGCT
Bsal Bsgl
MWANAMVY MWV
51  TGCTTTCTTG ACTGTTGAGE GAATGGTCTC ACCCATAGAA AGTGCAGAAG
.. ....MCOAAAGAAC TOACAACTCO CTTACCAQAG TOGGTATCTT TCACGTCTTC
Eam1105|
AspEl
101  ACCTTGECAA ACAAACTGAA ATTGCTTACG GGACACTGGA CTCAGGGTCA
| TGGAACGOTT TGTTTGACTT TAACGAATGC CCTGTGACCT GAGTCCCAGT
151 ACCAAAGAGT TCTTCAGAAG ATCAAAAATA GCAGTGTATG AAAAGATGTG
. .......TGOQTYTCTCA AGAAGTCTTC TAOGTTTTTAT COGTCACATAC TTTTCTACAC
Pstl
SMAAANAA
201 GACCTACATG AAATCAGCAG AGCCGTCAGT GYTCACTAGG ACTACTGCAG
... ._CTOOATATAC TTTAGTCATC TCGGCAGTCA CAAGTOATCC TOATGACATC
Bpm!
W
251 AAATCCAAGG GCAAGTTTGC CTTCCTGCTG
o TTTAGATTCG CAAACG GANGGACG
N aad
301 GAGTCCACCA TGAATGAATA CATTGAGCAA CGAAAGCCTT GTGACACCAT
.. __CTcAGUTGOT ACTTACTTAT OTAMCTCOTT GCTTTCOOAA CACTGTGATA
351 GAAMOTGGGA GGAAATCTGG ATTCGAAAGG CTATGGCAGTA GCCACACCGA
... CTTTCACCCT CCTTTAGACE TAMGCTTTCC GATACCGCAT CGGTGTGGCT
Bral
401 AGOGGTTCTCC ATTAGGAAAT GCTGTTAACC TCGCAGTTYIT AAAACTGA,
... _TCCCAAGAGG TAATCCTTTA CGACAATTGS AGCGTCAAAA TTTTGACTT
Aatl
MAAANAAAAN
451 GAACAAGGCE TCTTGGACAA ATTGAAAAAC AAATCGGTGGT ACGACAAAGG
... _CTTGTTCCGG AGAACCTGTT TAACTTTITG TTTACCACCA TOCTGTTTCC
501 " aoAATOTGOC AGCAOGGOAG GTGACTCCAM GOACAAGACG AGTGCCTTOA
TCTTACACCG TCGCCCCETC CACTGAGGTT CCYGTTCTGC TCACGUAACT
Bpmi
551 GTCTCAdCAA CGTTGCTGAA ATCTTCTACA TTCTOATTGG AGGETTGOCC
CAGAGTCGTT GCAACGACCT CAGAAGATGT AAGACCAACC TCCGAACCCG
BsDl
VMAAAANVY
601 TTAGCAATGE TGATOGGCTTT GATAGAGTTE TAGTTACAAGT
... ... AACCOTTACG ACCACCGAMA CTATCTCAAG ACAATGTTCA ¢
Hindll
651 GACOAMACTA ATGAAGCTTA CCTTTTCTAA AQCCATACGA AACAMAGCCA
__ CCGETTTGCT TACTTCGAAT GGAAMAGACT TCGGTATGCT TTGTTTCGGT
701~ GATTATCCAT CACAGGGAGT
CTAATAGGTA GTGTCCCTCA
Fig. 6. Mapa grafico de restriccion, en que se observa el sitio de corte de la
enzima Pstl que se selecciond para realizar la restriccion, obteniéndose 2
productos de 249 y 472 pb. Obtenido con el programa Vector NT1.6.
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Marcador

600 pb

—_— X L . 720 pb
472 pb o : ; ;
—>

249 ob

Fig. 7. Restriccion del fragmento de GiuR4
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 empled para realizar la restriccién y el
marcador de 100pb.

Después de amplificar el fragmento del gen de GIluR4 se decidid clonar el fragmento
para facilitar su posterior secuenciacion y eventualmente esta clonacién pudiera
convertirse en un control positivo en cada grupo de reacciones de PCR. La clonacién
se realizé en un vector preparado para la clonacion directa de productos de PCR,
utilizamos el plasmido pBluescript TA(pBSK lI+). El fragmento se ligo directamente
en el vector usando T4 ligasa y la ligacidn se transformé en E. coli DH5 alfa. Se
seleccionaron los posibles candidatos, como aquellas colonias de color blanco y se
procedio a la preparacion del DNA plasmidico mediante minipreparaciones por el
método de lisis alcalina. Se realizd la restriccion de los diferentes DNAs con las
enzimas de restriccion Hindill y EcoR! (Fig. 8) para liberar el fragmento de 720 pb, y
para conocer el sentido en que el fragmento fue clonado se hizo una segunda
restriccion soélo con Hindlll de algunos candidatos preseleccionados en la restricciéon
anterior (Fig. 9). Al analizar el patron de fragmentos obtenidos al restringir con Hindll!
usando el programa Vector NT1 6 (Fig. 6 y Fig. 10), concluimos que el fragmento fue
clonado en sentido 3'- 5. Los DNAs con el inserto fueron purificados por el método
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répido de obtencién de DNA plasmidico (BioRad) y analizados en un gel de agarosa
(fig."11). EI DNA fue cuantificado, secuenciado y se utilizé como control positivo en

las amplificaciones posteriores.

- - -

t 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 121314 1516 17 18 19 20

-
. C 9
> ——— | PO *
2072pb ’ R

.- -‘- ---- - - - e_

600 pb 670 ob

Marcador
.

Fig. 8. Restriccion de los 20 candidatos con Hindlll y EcoRl, se observa también el
marcador de 100 pb, los candidatos seleccionados son los que estan marcados (*).

,;5 7 12 8 12 11 12 20 Control

- w PO e o™

-— - - - - —=
e B70pb

600 pb

Fig. 9. Restriccion con Hindlll, aqui se observa que los candidatos 8, 11y
20 (") contienen el fragmento en sentido 3' - &', ya que el fragmento liberado
tiene un tamafo de 670 pb aproximadamente, también se encuentra el
marcador de 100 pb y el contro! positivo de corte, el candidato numero 12 fue
utilizado como control negativo de corte, es decir solo contenia el plasmido.
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a)

Find111 (768)

pGluR4VI3-5
3681 bp
GluR43-5
FEndlll (1440)
b) -
pGluR4VT5-3
3681 bp

GluR4

Find 111 (1580)

Find 111 (1440)

Fig. 10. Construccion del plasmido pGluR4VT Bluescript con el inserto del
fragmento de GluR4 . a) Construccién cuando el fragmento de GluR4 esta en
direccion 3’ - 5. b) Construccién cuando el fragmento de GluR4 esta en direccion
5 — 3'. En ambas figuras se pueden apreciar los sitios de corte con Hindlli, que
permitid saber que el fragmento estd en sentido 3' — 5', ya que al hacer la
restriccién el tamano del fragmento liberado fue de 670 pb aproximadamente a

diferencia de la construccién en el otro sentido en la que el fragmento es de 60
pb.
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8 11 20
alEah QR cemas

Fig. 11. 1.3 pg/pl de DNA plasmidico purificado,
se analizaron en un gel de agarosa al 1%.

Con los plasmidos purificados fue posible hacer la secuenciacion del fragmento
amplificado para GIluR4 (Fig.12). Esta secuencia muestra una homologia de 98 % y
una identidad de 98% con respecto a la secuencia reportada para GluR4.

Alincamicntoy
A)

Lcnglh = 2759

Score = 789 bits (398), Expect = G.0

Identitics = 420/425 (98%). Gaps = 3/425 (0%)

Strand = Plus/ Plus

Query: 99 tggtggttcttcacactcatcattatttcatcctacactgetaacctegectgetttcttg 158
| CEEREUI L b et essrr s estnbnntnn et
Sbjct: 1891 tggtggttcttcacactcatcattatttcatcctacactgctaacctcgetgetttettg 1950

Query: 159 actgttgagcgaatggtctcacccatagaaagtgcagaagaccttgeccaaacaaactgaa 218
{ R AR RN R R RN R R R R R RN R R RN R RN N R R AR RN RN R AR
Sbjct: 1951 actgttgagcgaatggtctcacccatagaaagtgcagaagaccttgccaaacaaactgaa 2010

Query: 219 attgcttacgggacactggactcagggtcaaccaaagagttcttcagaagatcaaaaata 278
{ hrrrerrrpsrrrerprernrreerreereerrrrverrreerreevieenneetinn
Sbjct: 2011 attgcttacgggacactggactcagggtcaaccaaagagttcttcagaagatcaaaaata 2070

Query: 279 gcagtgtatgaaaagatgtggacctacatgaaatcagcagagccgtcagtgttcactagg 338
| thegrreeerpverrrrrrerssinringssrenrrserrvereeeererer e
Sbjct: 2071 gcagtgtatgaaaagatgtggacctacatgaaatcagcagagccgtcagtgttcactagg 2130

Query: 339 actactgcagagggagtagctcgtgtccgcaaatccaagggcaagtttgecttectgetg 398
| PESTEUREET RS s ea it erereneersensrreinbgrnrnnrvnrrer
Sbjct: 2131 actactgcagagggagtagctcgtgtccgecaaatccaagggcaagtttgecttcetgetg 2190

Query: 399 gagtccaccatgaatgaatacattgagcaacgaaagccttgtgacaccatgaaagtggga 458
i tredrsrrrrsrerrneresrrerersrenrirrpreireernrrgriretsrinennt
Sbjct: 2191 gagtccaccatgaatgaatacattgagcaacgaaagccttgtgacaccatgaaagtggga 2250

Query: 459 ggaaatctggattccaaaggctatggcgta--cccaccgaagggttct-cattaggaaat 5156
| PEOREETE i et e ey ety vneeres et
Sbjct: 2251 ggaaatctggattcgaaaggctatggegtagccacaccgaagggttctccattaggaaat 2310

Query: 516 gctgt 520
(RN
Sbjct: 2311 gctgt 2315
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1)

Secuencias que producen alineamientos significativos

X89507.1/GGGLURY
US9708.4/GGUSY708
UGS993.1/GGUG5993
U65992.1/GGUG6SY92
Us9707.1/GGUSY707
U6S991.1/GGUGSY91
7.29920.1 CLRGLURY
XM 06233.31

NM (Ki0829.1
U16129.1/H5U 16129
S94371.1/S94371

NM 017263.1

MB5037. 1/GLUR{A
M38063.1RATAMPA
M36421. 1IRATGLUR
NM 019691.1
AB022913.1ABU22913
APO01023.4AP001023
XM 047335.1

mRNA para la subunidad GluR+4 de los receptores AMPA en Gallus gallus
Alternativo corte y empalme de los receptores glutamatérgicos AMPA cn G. gallus
Protcina GluR4d en Gallus gallus

mRNA dec 1a proteina GluR4c en Gallus galius

Altemativo corte y empalme de los receptores glutamatérgicos AMPA en G. gallus
mRNA (GluR4s) GluR4 la forma corta de Gallus gallus

mRNA GluP-1V C. #hivia

mRNA del receptor de glutanusto, ionotropico, AMPA 4 (GRIA4) en Homo sapiens
mRNA de receptor de gl en Homo

mRNA del receplor de glutamato (GluR4) en humano

Subunidad 4c¢ dc! receptor glutamatérgico

mRNA receptor glutamatérgico interactia con (GRIP2) de Rattus norvegicus
mRNA receptor glutamatérgico no-NMDA subunidad 4 (GluR4) en rata

mRNA receptor glutamatérgico selectivo AMPA cn rata

mRNA receptor glutamiatérgico (GluRD) en rata

mRNA receptor glutamatérgico cn AMus musculus

mRNA para gluR4 cn AMus musculus

DNA genémico de Homo sapiens

mRNA receptor g érgico dc fHomo

Fig. 12. A) Alineamiento del fragmento clonado y secuenciado, contra la secuencia
reportada para Gallus gallus de mRNA de la subunidad GIluR4 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 fragmento que secuenciamos.

Para poder llevar acabo nuestro objetivo general y conocer el efecto del Glu en la
expresion de! gen GluR4 de las células gliales de Bergmann, necesitabamos
estandarizar las condiciones de amplificacion por RT-PCR, lo que incluyd obtener
primeramente el RNA con una calidad y concentracion satisfactorias para su
procesamiento, con un grado de pureza aceptable, 1a cuantificacion de los
parametros se llevd a cabo por determinacién de su absorbancia a 260nm, la
relacién 260/280, asi como la visualizacion de su integridad en gel de agarosa al 1%
teAido con Bromuro de Etidio como el que se muestra en la figura 13.

0 hrs O hrs 3 hes 6hrs 9 hrs 12hrs 24 hrs

G QOIS GENES GMAEES WSS e Gatumes

Fig. 13. RNA extraido de células Gliales de Bergmann, estimuladas a
diferentes tiempos con Glu 1mM

35

S .

T
Teoly o

FALLA DE ORIGEN




Para continuar con la eétéﬁdarizaéién’ se realizaron amplificaciones del fragmento en
diferentes concentraciones de°MgCiz (Figi-14) de’las cuales podemos observar que
obtenemos una mejor amplificacién a una concentracion de 3.0 mM de MgCla.

Marcador - + 1.5mM  2.0mM 2.5mM 3.0mM 3.5mM
" S .

Fig. 14. Curva de PCR utilizando diferentes concentraciones de MgCl,,
la concentracion a la cual se obtiene una banda mas 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 amplificaciéon se hace mas intenso conforme
se incrementa el numero de ciclos, y llega a un punto maximo en el cual se
mantiene; los valores de la densitometria en la que se midid la intensidad de las
bandas son los siguientes:

No. de Ciclos Intensidad Neta
20 0
25 1123.05

: :2868.18
~35 2684.71
40 2500.60

Al graficar el niUmero de ciclos contra la intensidad de las bandas, la curva nos indica
que al utilizar entre 25 y 30 ciclos la amplificacion esta en la fase exponencial (Fig.
16).
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No. de ciclos

Marcador 20 25 30 38 40

—»
1200 pb

—
600pb

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.

Curva de Ciclos

Cidos

Fig. 16. Determinacion de la fase exponencial de la reaccién de
PCR, en la cual graficamos los valores de densitometria para cada
ciclo y podemos cbservar 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 amplificacion refleja la
abundancia relativa de un mensajero dado, se usaron diferentes cantidades de cDNA

-como molde. En Ia 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
expresion del mensajero de GluR4, el sistema permitird detectarlo en base a la
intensidad de la banda o producto de amplificacion.

cDNA 2ul 4ul opl

720 pb

Fig. 17. Amplificaciéon de GIuR4 utilizando
diferentes cantidades de cDNA.

Las condiciones finales estandarizadas para la amplificacion fueron las siguientes: 28
ciclos del siguiente programa de tiempos y temperaturas: 1 min. 94°C, 1 min. a 57°C,
1 min. a 72°C, en un volumen de reaccién de 40 pui; conteniendo, 6 ul del cDNA de »
reaccién de RT como molde, 20 pmo! de cada primer, 120uM de cada nucleétido, 3.0
mM MgClz, 10mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 0.1 gelatina y 25“U Taq DNA
polimerasa (Life Technologies); con estas condiciones se reahzaron los ensayos para
la determinacion semicuantitativa del RNAm del gen GIuR4.

Después de establecer las condiciones ideales para la RT-PCR, prbcedimds a hacer
las amplificaciones del RNA extraido de BGC estimuladas con Glu 1mM durante
diferentes tiempos de 0, 3, 6, 12 y 24 horas, pero cosechadas todas al mismo tiempo.
En estos experimentos se normalizé contra un amplificado del gen de la proteina
ribosomal s17 (fig. 18 y 19) (oligonucleétidos s17-upper 5'tac acc cgt ctg ggc aac gac
3' y s17-lower 5' ccg ctg gat gcg ctt cat cag 3'). Al realizar la desitometria de las
bandas amplificadas se logré determinar que el mensajero de GluR4 disminuye al
estimular las células con Glu a mayores tiempos de exposicion (fig. 20y 21).
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Marcador C - Cc+ Oh 3h 6h

Marcador C+ C- Oh 3h 6h

-
- R R S
’ !

600 pb pR—
. ——

12h 24 h

720 pb

12h 24 h

(_

720 pb

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

glu.

GluR4 por Glu
120

100
80
(1]

40

% de Intensidad

20

0 3 6 12 24

Tiempo (Horas) Giu 1mM

con respecto al tiempo de exposicion.

Regulaciéon de la expresiéon del mRNA de

Fig. 21. Regulacion de los niveles del mRNA de GIuR4 de pollo por
Glu. EI RNA total de BGC estimuladas con Glu a diferentes
tiempos, fue extraido y utilizado en ensayos de RT-PCR. En esta
grafica podemos cbservar que el RNAm disminuye gradualmente
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Marcador - Ohrs 3hrs G6hrs 12 hrs 24 hrs
> > —
€0pb o -—¢
v
[}

— [

20000 ecoped@ed

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

GluR4/517

20

© 3 6 12 24

Tiempo (horas)

Fig. 19. En esta grafica 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 logré determinar que el mMRNA de

GluR4 disminuye al tratar las células con Glu de forma gradual.
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DISCUSION

La glial radial de Bergmann de cerebelo de pollo fue escogida para este estudio por
= dos krAazones principales. Primero, este tipo celular ha sido frecuentemente cultivado
' yaque es un sistema libre de células neuronales, puede ser obtenido facilmente y en
cantidades suficientes para el analisis de RNA. Segundo, la localizacion precisa de
estas células en el SNC, por ejemplo, en contacto intimo con las sinapsis
glutamatérgicas, provee un sistema unico experimental con el cual se ha empezado
a elucidar la contribucién de los receptores gliales para la actividad eléctrica neuronal
(Ortega et al., 1991; Cid y Ortega, 1993; Sanchez y Ortega, 1994; Lopez-Colomé et
al., 1985), haciendo imperativo establecer |a identidad molecular de Ios receptores de
glutamato involucrados en estas respuestas.

La subunidad GluR4 ha sido identificada en varias especies, rata, humano, sapo, pez
y pollo. Es importante sefalar que la secuencia de los iniciadores que utilizamos para
la amplificacion esta 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 alineacién de las secuencias del gen de GIuR4 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 Inc) en la secuencia
de mMRNA de GIuR4 de G. gallus para conocer su Tm, estabilidad, y si no habia
hibridacién entre ellos o formaban estructuras secundarias complejas.

Para iniciar el analisis transcripcional de este gen, se amplificé un fragmento del gen
GluR4 de pollo con los oligonucledtidos anteriormente descritos, corroborando el
origen de este fragmento por corte enzimético y secuenciacién, se compard esta
secuencia con las ya reportadas por medio de un analisis Blast, y el fragmento tuvo
una identidad de 98% con la reportada para mRNA de GIuR4 de G. gallus, lo que
indica que el fragmento que amplificamos pertenece al gen GiuR4 de pollo.

‘Para tener un sistema semicuantitativo, se estandarizaron las condiciones de
amplificacion. Cabe sefalar que en nuestro sistema el mRNA de GluR4 es poco

abundante, su amplificacién es escasa. Es importante que al amplificar se presente
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“‘Una union eficaz de los iniciadores al DNA ya que de es‘tp depender'\'ylas vt‘:ondi:ciqn'es, :
“especificamente de las concentraciones de Mg2"y de la temperatura; la gspéCiﬁcidéd"v
-y pureza del producto final de amplificacion 'depend'é de la frecuencié con-que cada

iniciador sea extendido y a partir de la p_dsit:ic")n deseada enel DNAo témplado,

*A altas concentraciones el Mg?* estabiliza la doble cadena de DNA y previene la

desnaturalizacion completa del producto,eh cada ciclo, reduciendo el rendimiento. Un

~exceso de Mg® podria también alinear el iniciador en un sitio incorrecto del
‘templado, dando como resultado un mayor nimero de productos inespecificos y con
~-esto baja especificidad de la reaccion, esto es io que notamos en la curva de Mgz‘

(fig. 14) que se elabord, ya que al aumentar la concentracion empiezan a aparecer
productos inespecificos.

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

realizar el PCR semicuantitativo y conseguir una buena amplificacion. La
cuantificacion de mRNA por RT-PCR semicuantitativo 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 nimero de copias iniciales del RNA
muestra. Estos problemas pueden ser resueltos en el RT-PCR usando un contro!
interno estandar de RNA (Becker-Andre y Hahlbrock 1989; Kagami et al., 1996;
Lambolez y Rossieer 2000}, a condicién 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 usd un control
interno para normalizar los experimentos, y que sirvi6 como referencia, en este caso
fue un amplificado del gen de la proteina ribosomal s17.

Los resultados de!l presente trabajo cubrieron el objetivo de determinar si la
activacion de los receptores puede desencadenar cambios en el patrén de expresion
de genes especificos como el de GluR4, en este caso sobre los mismos receptores
al Glu. La activacion de los receptores en la membrana y la transcripcion en el nucleo
estan acoplados a través del flujo idnico y la formacion de segundos mensajeros

(Gallo et al., 1995) un fenomeno complejo en el desarrollo neuronal, aprendizaje,
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memoria’y . regeneracion .de nervios ‘es la habilidad ‘de los estimulos para inducir
cambios necesarios para la plasticidad en una célula dada que requiere la regulacion
transcripcional de! geri (Gallo et al., 1995).

Cambios en la asociécién del Ca*' con la activacién de los receptores de glutamato

pueden afectar la transcripcién de genes en glia a través de la modulacién de la

expresién‘y actividad de los factores de transcripcion (Gallo y Ghiani, 2000). El

g)utamato imita los efectos de algunos factores de transcripcién, lo cual se hace mas

evidente en lds primeros tejidos postnatales comparado con el tejido adulto (Mack et
al., 1994).

“La compdsicic’m molecular de los receptores para neurotransmisores incluyendo los
k'déyl glutamato es controlada al menos en pare a través de la regulacién
transcripcional de los genes que codifican para las diferentes subunidades proteicas
que ¢onforman 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 1a desitometria de las bandas amplificadas se logré determinar que el
RNAmM de GluR4 disminuye al estimular las células con glutamato conforme aumenta

el tiempo de estimulacion, lo que podriamos atribuir a una regulacion transcripcional.

Si bien los cambios en la expresion de GluR4 son pequefios, estas alteraciones son
_ténto cuantitativas como cualitativas. Utilizando una combinacién de “patch clamp” y
RT-PCR de una sola célula se ha demostrado que existe una correlacién inversa
entre el tiempo de desactivacion y desensibilizacion y la abundancia relativa de la
subunidad GluR4 (Geiger et al., 1995). Los canales formados en células que
proporcionalmente a las otras subunidades expresan mds GluR4 tienen una cinética
de desensibilizacién mas rapida. Esto implica que en las células en las que la
expresion relativa de GIuR4 aumenta, la corriente que pasa por los receptores
AMPAJ/KA es menor. Mientras que en las células en las que la expresiéon de GluR4
disminuye, los receptores AMPA/KA median potenciales excitadores de mayor
duracién.
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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 expresion de genes especificos en
respuesta a Glu. Los cambios en la expresion de GluR4 podrian producir
alteraciones en {as respuestas de Glu en estas células son cuantitativos y podrian
ser cualitativos. En neuronas, la desensibilizacidon y la desactivacion a tiempos
constantes de los receptores AMPA/KA muestra una correlacidon negativa con la
abundancia relativa de mRNA de GluR4 (Geiger et al, 1995) Los receptores
AMPAJ/KA formados con GluR4 se abren rapidamente, reduciendo el tiempo de ia
potenciacién glial evocada por Glu. La entrada de los iones Na* y Ca®* a través de
los receptores AMPA/KA en la glia radial podrian modular la conductacia de K' o el
Na' dependiente del transportador Giu/Aspartato (Newman y Reichenbach, 1996;
Steinhéduser y Gallo, 1996). Con esto se hace posible que la composicién por la
subunidad de iG!uRs este implicada en la regulacion extracelular de la concentracion
de K* vy los efectos de Glu en la hendidura sindptica (Kettenmann, 1996).

Un desarrollo fégico 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 sefalizacion en la glia.
(Gallo y Ghiani, 2000).

Nuestro entendimiento del rol fisioldgico de los receptores de Glu en glia dependeré
fuertemente de los estudios que modifiquen selectivamente la funcién de estos
receptores en subtipos especificos de células gliales. La identificacién de los

promotores de los genes que son usados especificamente en diferentes células

* '~ podria 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 podrian también ser usados como
blanco selectivo de sobreexpresién de receptores dominantes para varios subtipos
gliales. El impacto de ta modulacion de la actividad de los receptores glutamatérgicos
de glia sobre la fisiologia sinaptica y sobre el desarrollo de células gliales podria ser
analizado en mutantes transgénicos (Gallo y Ghiani, 2000). La activacién de factores
de transcripcidn represores o bien la inactivacion de algin o algunos factores de
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efecto posmvo sobre la transcnpcuén de GluR4 puede ser parte del mecanismo
molecular que ‘debe’ ser explorado en un futuro cercano. Se hace necesario el
es(udlo del la reglon promotora del gen, ya que esta no ha sido descrita, aunque la
'secuencza completa de GiuR4 de pollo ha sido reportada (Paperna et al., 1996), por
lo que es fundamental clonar y secuenciar la regién reguladora de este gen, a fin de
realizar el analisis bioquimico y funcional que Iieve a describir el mecanismo
transcripcional.
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CONCLUSIONES

Se logré uno de los objetivos del presente trabajo, que fue la estandarizacion 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
provenieﬁtes de cerebelo de polio y a partir de esto estudiar la regulacién
transcripcional del gen de GIuR4,

Ampliﬁcamos una region de 720 pb de gen GluR4 de células gliales de Bergmann, se
o clond y secuencié, este fragmento se localiza hacia el extremo 3° del gen.

= Con la: utulnzacuén Ia técnlca de RT-PCR semicuantitativo se logré determinar que hay
una dlsmlnumén de la_concentracion del RNA de GluR4 al estimular a las células

gllales de Bergmann ‘con glutamato, que se acentla a tiempos mayores de
exposwlon al Glu por lo que en las células gliales de Bergmann el Glu induce
camblos en la expresion de la subunidad GiuRA4.
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