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RESUMEN

El glutamato es uno de los principales neurotransmisores del sistema nervioso
central (SNC), actua a través de receptores ionotrdpicos y metabotrépicos siendo
esencial para procesos que estimulan el aprendizaje y la memoria asi como
diversas patologias. El estudio de los receptores sensibles al glutamato ha
permitido contribuir al conocimiento de diversos procesos que se llevan a cabo en
el SNC, en ese sentido la bioinformatica se ha convertido en una herramienta
indispensable en la coleccion, organizacion, almacenamiento y recuperacién de la
informacion biolégica que se encuentra en bases de datos relacionada con los
receptores y que ha permitido dar respuesta o generar nuevas ideas en el
contexto biolégico.

El objetivo de este proyecto fue analizar la influencia que tienen los cambios que
se presentan en las secuencias proteicas de las subunidades de los receptores
NMDA, AMPA Y KAINATO en la estructura secundaria para las especies Homo
sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus y Macaca mulata y en la relacion
evolutiva que se pueda establecer para las mismas.

Empleando herramientas computacionales se encontr6 que las subunidades
GIuR5, GluR6, NR2A y NR3A presentan cambios que involucran los dominios de
union a ligando S1y S2 y sugieren variaciones en la interaccion con el glutamato o
en la estabilizacion del bolsillo de union al ligando. Por otra parte las subunidades
GLURS5, NR2A, NR2C y NR3A se destacaron por presentar una mayor proporcion
de cambios en la region C-terminal, los cuales generan cambios en la prediccion
de estructura secundaria y proponen variaciones en las interacciones con las
proteinas que se unen a dominios ubicados en esta regidn y que estan
involucradas en los procesos de direccionamiento, trafico y anclaje de los
receptores en las posiciones intracelulares. Lo anterior se relaciona con la
prediccion de sitios de fosforilacidn que aparecen o se pierden en la region C-
terminal en las subunidades GIuRS (especies Homo sapiens y Pan troglodytes),
NR2A (especies Macaca mulata y Rattus norvegicus), NR2C (especies Pan
troglodytes y Rattus norvegicus) y NR3A (especie Rattus norvegicus), que nos
plantean cambios en la interaccion de estas subunidades con proteinas quinasas y
con proteinas con dominios PDZ que se unen a los dominios PDZ en la regién C-
terminal de los iGluRs y actuan como complejos moleculares que se puede
asociar a otras proteinas en la zona intracelular.
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Por ultimo las inferencias filogenéticas por subunidad nos permitieron observar
relaciones mas estrechas entre las especies Homo sapiens, Pan troglodytes y
Pongo Pigmeus en las subunidades NR2A y B, y entre las especies Pan
troglodytes, Pongo Pigmeus y Macaca mulata en las subunidades AMPA 1y 2.
Para las demas subunidades la informacién en el alineamiento no fue suficiente
para establecer relaciones significativas de parentesco.

ABSTRACT

Glutamate is the most important neurotransmitter in central nervious system
(CNS). It works through ionotropic and metabotropic receptors being essential for
several processes as learning and memory. The study of receptors sensitive to
glutamate has lead to an understanding of various processes that take place in the
CNS, in that sense, bioinformatics has become an indispensable tool in the
collection, organization, storage and retrieval of biological information found in
databases related to the receptors, which allowed to answer or generate new ideas
in the biological context.

The goal of this project was to analize the influence of modifications on the protein
sequences of NMDA, AMPA and Kainate receptors and its influence over the
secondary structure of themselves. We established an evolutive relationship
between the species Homo sapines, Pan troglodytes, Pongo pigmeus and Macaca
mulata from this information.

We used bioinformatic tools and found that GIuR5, GIuR6, NR2A and NR3A
subunits present modifications that involve the S1 and S2 ligand binding domains
and suggest some variations in the interaction with glutamate or a modification in
the pocket of binding to ligand. Moreover, GIuR5, NR2A, NR2C and NR3A subunits
presented a higher number of modifications on the C-terminal region that could
generate some modifications on the secondary structure (prediction) and proposed
some variations on the interaction with some proteins that are involved in directing,
trafficking and anchorage of those receptors to membrane. All that is related to the
prediction of phosphorylation sites that are lost or not on the C-terminal region of
GIuR5 in Homo sapiens and Pan troglodytes species, on NR2A subunit in Macaca
mulata and Rattus norvegicus species, on NR2C subunit in Pan troglodytes and
Rattus norvegicus species and on the NR3A subunit in Rattus norvegicus species.
Those changes are indicating that could generate some modifications on the
interaction with some proteins involved in signaling processes, as Kkinases
cascades, and with some proteins that have the PDZ domain in the intracellular
region.

Finally the phylogenetic inferences subunit allowed us to see closer relations
between the species Homo sapiens, Pan troglodytes and Pongo pigmeus in NR2A
and B subunits, and between species Pan troglodytes, Pongo pigmeus and
Macaca mulatta in AMPA1 and 2 subunits. For the other subunits in the alignment
information was not sufficient to establish meaningful relationships of kinship.

16



INTRODUCCION

El ser humano es el producto de una serie de transformaciones que nos conectan
con una cadena de descendientes con caracteristicas simiescas. La seleccion
natural permiti6 la aparicion de numerosas y complejas adaptaciones que
conducen a la evolucion de los simios en humanos, por lo tanto para comprender
lo que somos ahora es necesario entender cOmo ocurrieron esas
transformaciones. En esta medida, las herramientas que brindan la biologia
molecular y la bioinformatica juegan un papel importante en el entendimiento de
cdmo surge una nueva especie, permitiendo reconstruir la historia de la vida a
partir de las caracteristicas de los seres actuales (Boyd, R. and Silk, J. 2001).

Una forma de entender la evolucidn humana es a través del estudio de los
primates basicamente por similitudes morfolégicas, bioquimicas y de
comportamiento en condiciones ambientales parecidas; por ejemplo una
caracteristica importante es que los primates presentan cerebros con mayor
tamafo respecto al tamano corporal en relacién a otras especies (Boyd, R. and
Silkk, J. 2001). Esta tendencia es mayor en los seres humanos y es una
caracteristica evolutiva que favorece los procesos de memoria y aprendizaje
(Moore, B. R. 2004). Adicionalmente las habilidades cognitivas estan directamente
relacionadas con el incremento en el tamafo del cerebro (Dorus, S. et al 2004).

Los aportes que hasta el momento se han realizado respecto al funcionamiento y
estructura del cerebro, del sistema nervioso central (SNC), de los procesos
sinapticos, entre otros, para los mamiferos y en especial para el ser humano son
innumerables. Por ejemplo es de resaltar que uno de Ilos principales
neurotransmisores del SNC es el glutamato que es un aminoacido excitatorio el
cual actua a través de receptores ionotropicos y metabotrépicos (Nakanishi, S. et
al.1992).

Los receptores ionotrépicos (iGLURs) conforman canales permeables a iones
como Na®*, Ca* y K*; se dividen en cuatro grupos denominados NMDA, AMPA,
Kainato y Delta. Los receptores metabotropicos (MGLURs) estan acoplados a
segundos mensajeros como diacilglicerol, inocitol-3-fosfato y AMP ciclico
(Nakanishi, S. et al. 1992), (Monaghan, D.; Bridges, R.; and Cotman, C.; 1989). El
estudio de estos receptores ha contribuido no solo en el conocimiento de la
funcién del SNC sino en el desarrollo de los procesos de memoria y aprendizaje
(Maren, S. and Baudry, M. 1995).

La bioinformatica ha jugado un papel importante en el entendimiento de la funcién
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de los GluRs porque a través de las herramientas computacionales se ha podido
analizar, comprender y predecir algunos procesos biolégicos en los que éstos
participan, a partir de la informacion acumulada en bases de datos. Los datos en
varias ocasiones han sido analizados para determinar los genes que codifican
para ciertas proteinas, asi como también secuencias reguladoras. La
bioinformatica también ha sido util en la comparacion de genes en una especie o
entre especies puede mostrar similitudes entre funciones de proteinas, o
relaciones entre especies a través de inferencias filogenéticas.

Con base en lo anterior en este trabajo se relacionaron evolutivamente las
especies Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus y Macaca mulata,
a través de las secuencias proteicas de las subunidades de los receptores
ionotropicos  NMDA, AMPA y KAINATO, empleando métodos in silico que
permitieron: identificar los cambios que se presentan en las secuencias, reconocer
la influencia que estos cambios tuvieron en la estructura secundaria de algunos de
estos receptores, y proponer un modelo de evolucion a partir de las inferencias
filogenéticas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Un objeto de estudio para el ser humano ha sido entender como ocurrieron las
transformaciones que desde el aspecto molecular permitieron la evolucion de los
simios en humanos, en esa medida una caracteristica importante que se ha tenido
en cuenta en los primates es la presencia de cerebros con mayor tamafno respecto
al tamano corporal (Boyd, R. and Silk, J. 2001), cualidad que esta directamente
relacionada con el desarrollo de las habilidades cognitivas (Dorus, S. et al 2004).
En ese sentido es importante tener presente el papel que juega el glutamato
siendo éste uno de los principales neurotransmisores del sistema nervioso central,
que actua a través de receptores ionotropicos y metabotropicos (Nakanishi, S. et
al.1992), y es esencial para procesos que estimulan el aprendizaje y la memoria.
Los receptores ionotropicos conforman canales permeables a iones y se dividen
en familias dentro de las que se destacan los receptores del tipo NMDA, AMPA y
Kainato, el estudio de estos receptores ha contribuido considerablemente al
conocimiento de la funcion del SNC.

En ese sentido las bases de datos bioldgicas representan un instrumento
importante para ayudar a comprender y explicar una serie de fendmenos
biolégicos desde la estructura molecular de los receptores y los tipos de
interacciones que éstos presentan. Dentro de las bases de datos mas empleadas
se encuentran las bases de datos de secuencias que son una gran coleccion de
secuencias principalmente de ADN y proteinas. Partiendo de la informacion
disponible en estas bases para los iGluRs, cabe preguntarse cuales son los
cambios en las secuencias de las subunidades de los receptores NMDA, AMPA y
Kainato que permiten establecer una relacion evolutiva para las especies Homo
sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus y Macaca mulata, y su efecto
sobre la estructura secundaria de estos receptores.
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JUSTIFICACION

La bioinformatica es una disciplina que incorpora una gran variedad de
herramientas para analizar las bases de datos con el fin de mejorar no solo la
calidad de vida del ser humano, por su accion en el disefio de farmacos, terapias
genéticas, entre otras, sino porque juega un papel muy importante en el
entendimiento de coémo surge una nueva especie, permitiendo reconstruir la
historia de la vida a partir de las bases de datos de los organismos actuales. Estas
bases se clasifican en primarias y son aquellas que contienen informacion directa
de la secuencia, estructura o patron de expresion de ADN o proteinas, y las
secundarias que contienen datos e hipétesis derivados del analisis de las bases
de datos primarias, como mutaciones, relaciones evolutivas, agrupacién por
familias o funciones, implicacion en enfermedades, entre otras.

Partiendo de la informacién disponible en las bases de datos para los iGluRs vy
teniendo en cuenta la importancia que tienen estos receptores en el desarrollo de
habilidades cognitivas en los mamiferos y, en especial, en el ser humano (Maren,
S. and Baudry, M. 1995), es necesario identificar los cambios que se presentan en
las secuencias de los receptores NMDA, AMPA y Kainato, la influencia que
puedan tener estos cambios en la estructura secundaria, ademas de establecer un
modelo de evolucion entre el ser humano y parientes vivos muy cercanos como
el chimpancé y el orangutan y un primate mas alejado como el macaca, con el
proposito de tener un acercamiento al papel desarrollado por los receptores
ionotrépicos en el proceso evolutivo de estos cuatro primates.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la influencia de los cambios en las secuencias proteicas de los receptores
NMDA, AMPA Y KAINATO en la estructura secundaria de estos receptores para
las especies Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus y Macaca
mulata y en la relacion evolutiva que se pueda establecer para las mismas.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Clasificar los diferentes variantes de la isoforma NR1 de NMDA reportadas
para las especies Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus y
Macaca mulata, en el sistema de nomenclatura propuesto.

e Reconocer cambios en las secuencias proteicas de los receptores NMDA,
AMPA Y KAINATO para las especies Homo sapiens, Pan troglodytes,
Pongo Pigmeus y Macaca mulata.

e Realizar inferencias filogenéticas para relacionar evolutivamente a las
especies Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus, y Macaca
mulata a partir de las subunidades de los receptores NMDA, AMPA Y
KAINATO.

e Predecir la presencia y ubicacién de dominios transmembranales en las
secuencias proteicas de los receptores NMDA, AMPA Y KAINATO en las
especies Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus, y Macaca
mulata.

e Predecir, a través de una herramienta computacional, la estructura
secundaria de los receptores NMDA, AMPA Y KAINATO en las especies
Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus, y Macaca mulata.

e Determinar el tipo de influencia que tienen los cambios en relacion a la
estructura secundaria de las subunidades de los receptores NMDA, AMPA'Y
KAINATO en las especies Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo
Pigmeus, y Macaca mulata.

HIPOTESIS

Los cambios identificados en las secuencias proteicas de los receptores NMDA,
AMPA y KAINATO son suficientes para establecer una relacion evolutiva entre las
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especies Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus, y Macaca mulata
y generan cambios en la estructura secundaria predicha para estos receptores
especialmente en las regiones donde se ubican los dominios de union a
glutamato.
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2. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 FILOGENIA

Los procesos evolutivos, dentro de ellos la seleccion natural, han moldeado la
especie humana y es a partir de ellos que se da explicacion respecto a la
morfologia, fisiologia, genética y comportamiento del ser humano. La seleccién
natural permitio la aparicion de numerosas y complejas adaptaciones que
conectan al ser humano con una cadena de descendientes con caracteristicas
simiescas, comprender como ocurrieron estas transformaciones permite
reconstruir la historia de la vida a partir de las caracteristicas de los organismos
que se encuentran en la actualidad (Boyd, R. and Silk, J. 2001).

En esa medida la filogenia nos permite representar la historia evolutiva entre
diferentes grupos de organismos (taxones), una reconstruccion filogenética tiene
como objetivo utilizar de la mejor manera la informacion actual para hacer
inferencias acerca del pasado, es decir, para obtener hipodtesis, Las hipotesis
resultantes se expresan en forma de un arbol o cladograma; dentro de las
funciones mas importantes de la sistematica filogenética encontramos las
siguientes (Morrone, J.; 2000):

e Proveer a través de la clasificacion, los elementos conceptuales mediante
los cuales los cientificos pueden comunicar informacion acerca de los seres
VIvVOS.

e Proporcionar a través de arboles o cladogramas las bases para proveer
diferentes interpretaciones evolutivas.

e Predecir mediante los arboles y las clasificaciones que se derivan de éstos,
las propiedades de los organismos poco conocidos o recién descubiertos.

Un arbol filogenético consta de dos elementos los nodos y los brazos. Un brazo
es una linea que conecta dos nodos, los nodos pueden ser externos, cuando
representan los taxones que se estan estudiando o, internos, los cuales son
puntos que representan un ancestro comun de otros dos nodos (véase figura 1),
(Hall, B.; 2001).

Un nodo es bifurcado cuando tiene dos descendientes inmediatos o multifurcado si
tiene mas de dos descendientes inmediatos (politomias), las politomias se
clasifican en suaves o duras, se consideran suaves cuando los linajes se bifurcan
pero el cambio en la rama interna es tan corto que no pude identificarse, o duras
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cuando el linaje ancestral se divide simultaneamente en varios linajes. (Hall, B.;
2001).

Los arboles filogenéticos pueden presentar o no raiz y ésta constituye el ancestro
comun de todos los taxones que se estan analizando. Cuando se tienen arboles
sin raiz se puede conocer en qué parte del arbol situar el ancestro comun (el nodo
raiz) al incluir un outgroup o grupo externo, que puede ser una proteina o gen
homologo pero de otra familia, o una especie cercana pero de un grupo distinto al
que se esta analizando (Hall, B.; 2001).

Famas

Figura 1. Partes de un Arbol Filogenético. En este caso se destacan dos
elementos los brazos representados por lineas negras y los nodos éstos pueden
ser internos (puntos azules) o externos cuando representan los taxones (letras
mayusculas).

Es importante tener en cuenta que los grupos de organismo se pueden clasificar
como Monofiléticos cuando incluyen un antepasado comun en todos los
descendientes, Parafiléticos si faltan algunos de los descendientes, los cuales
han sido incluidos en otros grupos y Polifiléticos si contienen organismos de
varios clados, es decir que no proceden de un antepasado comun cercano
(Morrone, J.; 2000).
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2.1.1 Métodos de Reconstruccién Filogenética

En los analisis filogenéticos se deben tener en cuenta los métodos de
reconstruccién de filogenias que se dividen en dos grupos: los basados en
distancia y los basados en caracteres (Véase tabla 1):

Tabla 1. Métodos de Reconstruccién Filogenética

Métodos de Reconstruccion Filogenética

Basados en Distancias Basados en Caracteres
UPGMA Maxima Parsimonia (MP)
Neighbor Joining (NJ) Maxima Verosimilitud (ML)

Bayesiano (BAY)

e Meétodos Basados en Distancias

En los métodos basados en distancias, la distancia es expresada como la fraccién
de los sitios que difieren entre dos secuencias en un alineamiento, estos métodos
convierten las secuencias alineadas en una matriz de distancias para diferenciar
pares entre las secuencias (Hall, B.; 2001).

El método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic means) es un
meétodo basado en distancias, emplea un algoritmo de clustering o agrupamiento,
el algoritmo recibe una matriz de distancias y a partir de ella genera un éarbol
filogenético. El programa encuentra inicialmente el par de taxones con la menor
distancia entre ellos y define la ramificacidon, entonces combina los dos taxones
dentro de un grupo o cluster, en cada paso se unen los dos grupos mas cercanos
y se recalculan las distancias, definiéndose la distancia entre dos grupos como la
media de las distancias que hay entre los miembros de cada grupo (Hall, B;
2001).

El método Neighbor Joining es similar al método UPGMA porque manipula una
matriz de distancias que minimiza en cada paso la longitud del arbol, se basa en el
concepto de vecinos que son pares de nodos que estan mas cercanos entre si
que en relacion al resto, asume que el mejor arbol es aquel que minimiza la
longitud global, y se diferencia porque no construye clusters y calcula directamente
las distancias para los nodos internos (Hall, B.; 2001).
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e Meétodos Basados en Caracteres

Los métodos basados en caracteres emplean el alineamiento multiple para
comparar los caracteres dentro de cada columna.

El método de maxima Parsimonia se basa en la hipdtesis de que el mejor arbol
es aquel que requiere menor numero de cambios para explicar los datos del
alineamiento, este método selecciona el arbol o los arboles que minimizan el
numero de pasos evolutivos incluyendo las homoplasias (cuando un caracter se
desarrolla independientemente a partir de ancestros diferentes), se fija en los sitios
informativos del alineamiento es decir aquellos en los que al menos existen dos
estados diferentes brindando informaciéon sobre como se relacionan los taxones
(Hall, B.; 2001).

El método de Maxima Verosimilitud requiere un modelo de evolucion para
calcular las probabilidades y generar el arbol que maximiza la probabilidad de
observar los datos del alineamiento, es un método de reconstruccién filogenética
que brinda informacién sobre las tasas probables de reemplazamiento de
aminoacidos o nucledtidos y requiere del bootstrap como método de confiabilidad
para la estructura del arbol (Hall, B.; 2001).

El método Bayesiano se basa en el teorema de Bayes que recurre a la técnica de
generacion de cadenas de Markov de tipo Monte Carlo (Markov Cain Monte Carlo
6 MCMC) éstas consisten en la aplicacion de un algoritmo de muestreo que realiza
un movimiento de desplazamiento al azar a través del espacio de parametros,
mediante el muestreo de valores y el calculo de la funcion de probabilidad. Cada
muestreo equivale a una modificacion aleatoria de la topologia del arbol, de las
longitudes de las ramas y de los parametros del modelo de substitucién. Si la
probabilidad posterior calculada con los parametros muestreados es mayor que la
probabilidad del arbol actual, dicho movimiento es aceptado y si el numero de
muestreos es lo suficientemente grande puede converger hacia la probabilidad
maxima correspondiente a la topologia, longitudes de ramas y conjuntos de
parametros optimos que describe mas apropiadamente al conjunto de datos. Por
lo tanto este método encuentra un set de arboles con las mayores probabilidades
para observar los datos, sus resultados son faciles de interpretar porque la
frecuencia dada para un clado en el set de arboles es idéntica a la probabilidad de
ese clado, adicionalmente no es necesario el bootstrap como prueba de
confiabilidad para la estructura del arbol (Hall, B.; 2001).

El Bootstrap es un método de comprobacion de hipétesis en el cual se toman
submuestras de los sitios en el alineamiento y se producen arboles basados en
estas submuestras, este proceso se repite varias veces (100-1000) y los
resultados son un arbol consenso en el que se indica para cada rama en cuantas
ocasiones se ha obtenido esa topologia (Huelsenbeck, J. and Ronquist, F. 2001).
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En la construccion de arboles filogenético a partir de informacion molecular se
deben tener en cuenta los siguientes pasos (Hall, B.; 2001):

1. lIdentificar la proteina o secuencia de ADN de interés.

2. lIdentificar otras secuencias que estén relacionadas con la secuencia de
interés y obtener archivos electrénicos de estas secuencias.

3. Alinear las secuencias.

4. Usar los resultados del alineamiento para generar un arbol filogenético

2.2PRIMATES

Una criatura semejante a una musarafa que vivio hace millones de afos dio
origen a los primates, que han crecido con el tiempo y se han transformado para
dar origen a una gran variedad de formas. Los primates representan un orden de
mamiferos bastante diverso que se define por una serie de caracteres derivados
compartidos como los que se mencionan a continuacion, sin embargo no todos los
primates compartes todos estos caracteres (Boyd, R. and Silk, J. 2001):

e El dedo del pie es opuesto y las manos son prensiles, permitiéndole a los
primates usar sus pies y manos para agarrarse, sin embargo en los
humanos el dedo pulgar opuesto del pie se ha perdido.

e En lugar de garras hay ufas planas en manos y pies, de igual forma
presentan carnosidades tactiles sensibles con huellas dactilares.

e Las extremidades posteriores dominan la locomocion y su centro de
gravedad se encuentra mas cerca de estas extremidades.

e Presentan un sentido del olfato no especializado que se ve reducido en
primates diurnos.

e Tienen un sentido de la vista altamente desarrollado, presentan ojos
grandes ubicados en la parte anterior de la cabeza.

e Presentan un cerebro grande en comparacion a los cerebros de mamiferos
con tamano similar.

e Las hembras tienen camadas pequenas y los periodos de gestacion y
juveniles son mas largos que en mamiferos de tamafo similar.

e En la mitad de las mandibulas superior e inferior presentan dos incisivos, un
canino, tres premolares y tres molares.

2.2.1 Prosimios y Antropoides

Los primates estan conformados por los Prosimios y los Antropoides (Véase
figura 2). Los Prosimios son los mas parecidos a los antepasados de los
primates, también se denominan primates inferiores, conforman el grupo mas
numeroso y se caracterizan por ser de habitat nocturno y con una vida social
pobre, se dividen en tres infradérdenes los Lemuriformes, los Lorisiformes y los
Tarsiiformes (De Vore, |. and Eimerl, S. 1969).
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Figura 2. Clasificacion de Primates Actuales. Disponible en
http://www.portalciencia.net/images/clasifi.jpg

Los Antropoides se dividen en dos infradrdenes (Platyrrhini y Catarrhini), el
infraorden Platyrrhini estad conformado por los monos del nuevo mundo, éstos se
ubican en centro y sudamérica, se diferencian de los monos del viejo mundo
porque los monos del viejo mundo tienen sociedades con jefes y partidarios,
mientras que los del nuevo mundo tiene una organizacibn menos rigida, en este
grupo encontramos los Cebidos, los Tities, los Aotus, entre otros (De Vore, I. and
Eimerl, S. 1969).

En el infraorden Catarrhini se encuentran los monos del viejo mundo, los
Pongidos, los Hilobatidos y los Hominidos; los monos del viejo mundo se ubican
en Africa, Asia Sudoriental y en el archipiélago de Malayo, pero no en Madagascar
donde los unicos primates son los prosimios, en este grupo encontramos los
Colobos, los Hanumantes, los Babinos, los Macacos, los Guenones y los
Mangabis. Los Pongidos estan representados por el Orangutan, el Gorila y el
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Chimpancé, se localizan en Africa y junto con los Hilobatidos (Gibones) se
conocen como primates superiores, finalmente los Hominidos estan representados
por el humano y sus ancestros (De Vore, I. and Eimerl, S. 1969).

Hace aproximadamente unos 50 millones de afos los primates empezaron a
presentar tendencias al aumento en el volumen del cerebro y al desplazamiento
de las Orbitas de sus ojos hacia la parte frontal de la cara, estos factores
permitieron un aumento en el numero de neuronas y en los niveles de percepcidon
y asociacién en los hemisferios cerebrales, favoreciendo la capacidad para
comprender el espacio y el tiempo coordinados con la memoria (Estrada, A. 1996).

De estos primates se originaron los primates actuales como Lemures, Tarsidos y
Loris que conservaron en general la organizacién de sus ancestros, los monos del
viejo mundo se diversificaron en numerosos géneros y especies adaptadas a la
dieta vegetariana. Los Pungidos, los Hilobatidos y los Hominidos aparecieron mas
tarde, los Hilobatidos se adaptaron gradualmente al salto en el vacio que daban
gracias al impulso de sus grandes brazos; los Pongidos fueron adaptandose
tardiamente al uso de los brazos para poderse desplazar entre los arboles y
avanzar en tierra apoyandose sobre el nudillo de las manos (Estrada, A. 1996).

Los primeros Hominidos surgieron hace 14 millones de afios en Africa y
posteriormente en Asia, caracterizados por una postura erguida y la liberacion de
las manos; durante la larga evolucién de los hominidos se generaron varios
generos Yy especies de los cuales solo persistieron las formas africanas; dentro de
sus cambios se destacan la reduccion del aparato dental, el aumento en el
volumen del cerebro, el prefeccionamiento de la postura erguida y la locomocion
bipeda (Estrada, A. 1996).

Los humanos evolutivamente nos encontramos mas cerca de los primates no
humanos que de otra especie animal, compartimos con ellos muchos aspectos
morfoldgicos, fisioldégicos, moleculares, de desarrollo y de comportamiento, de esta
manera los primates no humanos representan un modelo unico para comprender
las raices evolutivas de la naturaleza humana (Boyd, R. and Silk, J. 2001).

A la especie Homo sapiens pertenecen todos los hombres modernos aunque con
variantes debido a la diversidad de razas existentes (Véase figura 3), dentro de
éstas se destacan las siguientes: los Australoides que se caracterizan por ser la
raza mas difundida, los Caucasoides que es un grupo diverso que se especializd
en vivir en climas templados, los Mogoloides que estan mas adaptados para vivir
en climas frios y los Negriodes que se especializaron en vivir en climas tropicales
(Cockrum, E. and McCauley, W.; 1967).
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Figura 3. Razas Humanas. Disponible en http://www.etnografo.com/races.jpg

El chimpancé (Pan troglodytes) es una especie muy variable en cuanto a
coloracion, tamafio corporal, zonas desnudas de su cuerpo, morfologia craneal
entre otras; sin embargo existen muchas caracteristicas comunes en toda la
especie, es un primate mas pequeio que el orangutan, los machos pueden
alcanzar a medir como maximo 1.5 metros, presentan miembros posteriores mas
cortos que los anteriores, se mantiene erguido sobre sus extremidades
posteriores, sus orejas son de gran tamafo, tiene una nariz pequefa, cara
desnuda, presencia de pelo blanco en las axilas en forma de mechoén, sus manos
y dedos son largos menos el pulgar que es corto para permitirle efectuar un agarre
de precision y manipular herramientas simples con eficacia. Viven en familias muy
numerosas integradas por un macho viejo, diversas hembras y jovenes con edad
variada, no tienen una residencia fija y vagan continuamente entre los limites de
una region (Sabater, P.; 1992), (Véase figura 4).
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Figura 4. Chimpancé (Pan troglodytes). Disponible en
http://www.geocities.com/robbinknapp/romdap/ptroglol.jpg

El orangutan (Pongo Pigmeus) se caracteriza por presentar miembros anteriores
muy largos en relacién a los posteriores, sus extremidades posteriores tienen un
escaso desarrollo, su frente es alta, sus orejas son pequenas, su cuello es corto,
presentan un pelaje largo y de color rojizo y su tamano supera los 1.4 metros. Son
arboricolas por excelencia, son trepadores y su existencia transcurre en la
espesura de los bosques lejos de las zonas que frecuenta el hombre (Scortcci, G.;
1960), (Véase figura 5).

Figura 5. Orangutan (Pongo Pigmeus). Disponible en http:/adi-
38.bio.ib.usp.br/bio5706/2005/orangutan.jpg
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El mono Rhessu o Bunder (Macaca mulata) es un primate que habita en la India y
parte de la China, los ejemplares machos alcanzan los 60 centimetros
aproximadamente, su cuerpo es robusto y su cola mide 25 centimetros, su parte
superior se encuentra cubierta de un denso pelaje de color gris amarillento,
mientras que en la parte inferior su pelaje es poco espeso y de color blanquecino,
el rostro, las orejas las manos y pies presentan una coloraciéon cobre y las
callosidades son de un rojo intenso. Se caracterizan por vivir en bandadas
dirigidas por machos, se hallan en lugares donde la vegetacion es abundante y
proxima a fuentes de agua y su alimentacion es a base de frutos y semillas
(Scortcci, G.; 1960), (Véase figura 6).

Figura 6. Mono Rhessus (Macaca mulata). Disponible en
http://www.fotonatura.org/galerias/fotos/usr16782/12423179zW.jpg

2.3ESPECIE SELECCIONADA COMO GRUPO EXTERNO

La especie Rattus norvegicus se caracteriza por sus pies grandes y cola
cilindroconica, presentan un pelaje espeso y de color variable, la especie Rattus
norvegicus es conocida como la rata de las cloacas es un poco mas grande que la
rata comun o la rata negra, se caracteriza por presentar un color gris parduzco en
las partes superiores y mas claro en las partes inferiores (Scortcci, G.; 1960),
(Véase figura 7).

32



Figura 7. Rata de las Cloacas (Rattus norvegicus). Disponible en
http://www.discoverlife.org/IM/l_RB/0000/320/Rattus_norvegicus,|_RB27.jpg

2.4RECEPTORES DE GLUTAMATO

Una caracteristica importante en el ser humano y los primates es que presentan
cerebros con mayor tamafio respecto al tamafo corporal en relacion a otros
mamiferos, lo anterior se explica a partir de la evolucién acelerada de los genes
que se expresan en el sistema nervioso, que involucraron cambios en el tamafo y
complejidad del cerebro durante la evolucidén de los primates y especialmente del
linaje de la especie Homo sapiens (Dorus, S. et al. 2004).

Las habilidades cognitivas estan directamente relacionadas con el tamafio del
cerebro, por esta razén en los primates la actividad pre y postsinaptica es mayor
mejorando la capacidad de memoria y aprendizaje, estos procesos se ven
favorecidos por la accion de los receptores de glutamato (Maren, S. and Baudry,
M. 1995).

El glutamato es el principal neurotransmisor del sistema nervioso central en los
mamiferos, su funcidén esta relacionada con varios procesos como el desarrollo
neuronal, neurotoxicidad, modelos de plasticidad neuronal, como sustrato celular
en el aprendizaje, entre otros, este aminoacido actua a través de receptores
ionotrépicos que conforman canales i6nicos y metabotropicos que modulan la
accioén intracelular de segundos mensajeros (Nakanishi, S. et al. 1992), (Véase
figura 8).
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Figura 8. Clasificacion de los Receptores de Glutamato

Los receptores metabotrépicos (MGLURs) estan acoplados a segundos
mensajeros como diacilglicerol (DAG), inositol-3-fosfato (IP3) y AMP ciclico (AMPc)
y los receptores ionotrépicos (iGLURs) conforman canales permeables a iones
como Na*, Ca®* y K*; se pueden clasificar de acuerdo con su estructura molecular,
propiedades fisicoquimicas y sensibilidad al agonista en cuatro grupos
denominados NMDA, AMPA, Kainato y Delta. (Nakanishi, S. et al. 1992.;
Monaghan, D.; Bridges, R.; and Cotman, C.; 1989), (Véase figura 9).

Los receptores (iGLURs) son mediadores importantes de las sefales de excitacidon
sinaptica, y contribuyen a los procesos de memoria y aprendizaje, asi como en
diversas neuropatologias como la epilepsia y la isquemia. Su funcion principal es
recibir la sefial quimica del glutamato que se une a un dominio extracelular del
receptor, y convertirla en una sefal eléctrica a través de la formacion de canales
transmembranales permeables a los cationes (Mayer, M.; and Armstrong, N.;
2004).

34



hLT

Comunicackony
5 remodelacion
pre ¥ postsinaptica

Eliminacion
sinapbca

Remodelacidn
Migracidn

Migracién ~
Desarrollo dendnitico
espinas ¥ sinapsis

Figura 9. Participacion de los Receptores de Glutamato en los diferentes
procesos del desarrollo neuronal. La activacion de los receptores del tipo NMDA
promueve la entrada de Ca®" extracelular, mientras que los receptores del tipo no
NMDA favorecen la entrada de Na® y K', en el caso de los receptores
metabotropicos se modulan la actividad de segundos mensajeros como DAG, IP3 y
AMPc. La actividad de estos receptores converge en vias de sefializaciéon que son
importantes en procesos de sobrevivencia, diferenciacion, crecimiento dendritico,
comunicacioén sinaptica, entre otros. Tomado de Moreno, G.; y Zarain, A.; 2006.
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Un Estudio a nivel estructural de los canales ionicos de glutamato en lineas
celulares HEK proporciona evidencias de que estos receptores presentan una
estructura heteroligoméricas (Rosenmund, C.; Stern-Bach, Y.; and Stevens, C.;
1998). Molecularmente los iGLURs se caracterizan por ser proteinas integrales de
membrana que presentan tres dominios transmembranales designados como M1,
M3 y M4, un bucle reentrante en la membrana en la zona citoplasmica designado
como M2, el amino terminal localizado en la zona extracelular y el carboxi terminal
en la zona citoplasmatica, dos dominios de union a ligando designados como S1'y
S2 que se encuentran adyacentes al dominio M1 y en el bucle que se forma entre
los dominios M3 y M4 y un dominio flip/flop representado por una estructura
helicoidal, en el lado opuesto del dominio de unidn a ligando S2 (Véase figura 10)
(Dingledine, R.; Borges, K.; et al. 1999).

Figura 10. Ubicacién en la Membrana de los Receptores lonotrépicos de
glutamato. Tomado de Mayer, M.; and Armstrong, N.; 2004.
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En un estudio reciente se resolvio la estructura cristalina de los dominios
extracelulares y transmembranales en un homotetramero de subunidades GluR 2
de rata (Véase figura 11 y 12), estos hallazgos sugieren que la estructura que
adoptan los canales conformados para las interacciones de subunidades NR1 y
NR2A de NMDA puede ser similar (Sobolevsky, A.; Rosconi, M.; and Gouaux, E.;
2009).

Figura 11. Exploracién de interfaces en las intersubunidades GIuR2 del
receptor AMPA. a), diagrama de cintas de la estructura cristalina GIuR2 con un
color diferente para cada subunidad. b-d), planos de cierre entre: dos dimeros de
la region extracelular (b), dos dimeros en la region de unién a ligando (c) y dos
dimeros en la parte inferior del canal idbnico. Tomado de Sobolevsky, A.; Rosconi,
M.; and Gouaux, E.; 2009.
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Figura 12. Simetria de los Dominios Transmenbranales en las Subunidades
Glur2 de AMPA. Tomado de Sobolevsky, A.; Rosconi, M.; and Gouaux, E.; 2009.

2.4.1 NMDA

Este receptor esta conformado por estructuras tetraméricas compuestas por dos
subunidades NR1 y dos subunidades de la familia NR2 (NR2A-NR2D) en donde la
subunidad NR1 es esencial para la funcionalidad del receptor (Dingledine, R.;
Borges, K.; et al. 1999). Las cuatros subunidades NR2 es propia de los animales
vertebrados y dada la similitud de sus secuencias proteicas sugieren que son
paralogos que se originaron por eventos duplicacién en el gen, en contraste con
un solo ortélogo que se presenta en el linaje de los invertebrados (Ryan, T.; Emes,
R.; et al. 2008). Dentro del grupo de subunidades que pertenecen al receptor
NMDA también se encuentran las subunidades NR3A y NR3B que al asociarse
con las otras subunidades actuan como reguladores negativos del receptor NMDA,
porque alteran las propiedades de permeabilidad al calcio y sensibilidad al
magnesio (Al-Hallaq, R.; Jarabek, B. ; et al. 2002).

Estudios realizados con las proteinas de las subunidades NR1 y NR2 mutadas
demuestran que cuando se sustituyen los residuos que se situan antes del
dominio transmembranal M1 y los residuos correspondientes al bucle que separa
los dominios transmembranales M2 y M3 en la subunidad NR2, la afinidad por el
glutamato decrece considerablemente, y cuando la sustitucién de estos mismos
residuos se presenta en la subunidad NR1 la afinidad por la glicina disminuye,
confirmando que el sitio de union a glicina se encuentra en la subunidad NR1 y el
sitio de unién a glutamato se ubica en la subunidad NR2 (Kuryatov, A.; Laube, B.;
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et al. 1994).

La subunidad NR1 contiene tres sitios alternativos de splicing: en el exén 5 en el
N-terminal designado como N1, en el exon 21 en el C-terminal designado como
C1 vy en el exén 22 en el C-terminal designado como C2, cuando C2 esta ausente
se presenta un nuevo marco de lectura que codifica una secuencia alternativa que
aparece antes del codon de parada designada como C2’ (Zukin, R.; and Bennett,
M.; 1995), (Véase figura 13).

A
insert name: N1 c1 Q2 cz’
Exon number: 5 21 —2——»
5 3
. Coding Non-coding Coding C2’ if C2-coding
region is spliced out

B
Genocmic positions of exons

1 2 3 4 5. 2.1 22

+——&— —+—+—H—H HHH-——

5kb

Figura 13. Propuesta del ARNm de NR1 que muestra el empalme alternativo
de tres exones y la ubicacion de éstos en la estructura gendémica. A) El gen
NR1 presenta un total de 22 exones, tres de ellos (los exones 5, 21 y 22) son
sometidos a empalme alternativo para generar ocho variantes de la subunidad
NR1. El exdon 5 codifica una secuencia de empalme de 21 aminoacidos acidos
(denominado N1) que se inserta en el dominio amino-terminal prevista en el
residuo 190 de la proteina. Los exones 21 y 22 codifican dos secuencias
independientes con empalmes consecutivos de 37 aminoacidos (C1) y 38
aminoacidos (C2) respectivamente, que conforman el ultimo tramo del dominio
carboxi-terminal. B) Representacion esquematica de la organizacion del gen NR1
mostrando sus 22 exones. Los exones 5, 2 1 y el primer segmento del exdn 22
corresponden a los exones empalmados alternativamente en el ARN de la
subunidad NR1. Tomado de Zukin, R.; and Bennett, M.; 1995.
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Son varios los tipos de nomenclatura que se emplean para las variantes de
splicing de la subunidad NR1, una de ellas consiste en nombrar las variantes
como NR1-1 cuando se encuentran presentes C1 y C2, NR1-2 cuando C1 esta
ausente, NR1-3 cuando C2 estd ausente y NR1-4 cuando C1 y C2 estan
ausentes, adicionalmente en cada una aparecen las letras (a) y (b) que indican la
ausencia y presencia de N1 respectivamente (Véase tabla 2), (Hollmann, M.
Boulter, J.; et al. 1993).

Tabla 2. Nomenclatura para las Variantes de la Subunidad NR1 de NMDA
(Hollmann, M. Boulter, J.; et al. 1993)

Sitios Alternativos de Splicing

N1 Ci1 Cc2 Nombre de la variante
- - - NR1-4a
- - + NR1-2a
- + - NR1-3a
- + + NR1-1a
+ - - NR1-4b
+ - + NR1-2b
+ + - NR1-3b
+ + + NR1-1b

El tiempo de permanencia del glutamato en la subunidad NR2 es fundamental
para la regulacién de la potencia en los receptores NMDA, empleando receptores
recombinantes NR1/NR2A en oocitos de la especie Xenopus lavéis se evalud la
funcién del residuo serina 670 en el dominio de unién a ligando S2 de la
subunidad NR2A, el cual juega un papel importante en relacion al tiempo en el que
permanece unido el glutamato a esta subunidad (Véase figura 14), la mutacién
puntual de S670 por alanina provoca una reduccion en la potencia del glutamato
en 124 veces, adicionalmente el residuo S670 es un residuo que se mantiene
conservado en los receptores ionotropicos de glutamato excepto en las
subunidades Glur6 y Glur7 de Kainato que presentan una alanina en esta
posicion, lo que sugiere que la alanina no juega un papel importante en la union a
glutamato en estas subunidades (Wyllie, D.; Johnston, A.; et al. 2006).
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S1 domain

LSZ domain L

Figura 14. Ubicacion Ser670 en la subunidad NR2Adel receptor de NMDA A)
estructura del bolsillo de unién al ligando S1S2 para la subunidad NR2A del
receptor de NMDA. B) ampliacion visual del bolsillo de unién a ligando resaltando
los residuos Ser670 y Thr671 que interactuan con el glutamato. Tomado de Wyllie,
D.; Johnston, A.; et al. 2006.

En otro estudio se evalud la potencia y la eficacia del glutamato y de varios
compuestos semejantes a éste en relacion al sitio de unidn en los receptores
NR1/NR2A, NR1/NR2B, NR1/NR2C y NR1/NR2D, los resultados demuestran una
mayor potencia en la subunidad NR2D en comparacion con la subunidad NR2A; a
partir de simulaciones de dinamica molecular con el dominio de unién a ligando
S2, se observa que el residuo Tyr 732 en NR2D (Tyr 711 en NR2A) puede cambiar
la interaccion con el ligando generando mas interdominios de contacto y
favoreciendo la potencia del glutamato en 46 veces (Erreger, K.; Geballe, M.; et al.
2007).

El modelamiento con los dominios de unién a glicina y glutamato en las
subunidades NR1 y NR2B respectivamente, demuestra que estos sitios son muy
similares en su estructura y difieren en algunas cadenas laterales y en el tamafo
de los residuos aromaticos; adicionalmente la prediccion muestra que la
sustituciéon de los residuos E387, K459, R493 y S664 en la secuencia de la
subunidad NR2B disminuye la afinidad por el glutamato de 100 a 200 veces, la
sustitucion del residuo E387 por una alanina causa una pérdida de la interaccion
ionica con el grupo amino del agonista, el residuo K459 al parecer no interactua
directamente con el glutamato pero puede jugar un papel importante en la
estabilizacion del bolsillo de unidn al ligando y la sustitucion del residuo R493 por
una lisina genera un receptor no funcional (Loube, B.; Hirai, H.; et al. 1997).
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2.4.2 AMPA

Son otro tipo de receptores de glutamato que se conforman a partir de las
combinaciones de las subunidades GIluR1, GluR2, GIuR3 y GluR4, la asociacion
de las subunidades GIuR1, GIuR3 y/o GluR4 favorecen la permeabilidad al Ca2",
mientras que cuando se asocia la subunidad GIluR2 en la conformacion del
receptor la permeabilidad al Ca2" se reduce (Seeburg, P. 1993; Verdoorn, T.;
Burnashev, N. et al., 1991; Geiger, J.; Melcher, T.; et al., 1995; Hollmann, M.;
Hartley, M.; et al.,, 1991). Estos canales ionicos presentan una estructura
tetramérica la cual se activa para generar una apertura del canal a partir de la
union de moléculas de glutamato, en estudios de cristalografia se determiné que
la sustitucion del residuo leucina 497 por tirosina genera un efecto de no
desensibilizacién lo que impide el movimiento en la interfaz del dimero y por
consiguiente en el ensamble del tetramero (Sun, Y.; Olson, R.; et al., 2002). A
partir de la expresion de la subunidad GIuR1Qflip en células HEK-293, que
presenta la mutacion L497Y se realizaron experimentos de pulso laser y fotdlisis a
partir de los cuales se determin6 que el numero minimo de moléculas de
glutamato que se requieren para unirse al receptor y generar una apertura del
canal es de 2 (Pei, W.; Ritz, M.; et al., 2007).

2.4.3 KAINATO

El receptor Kainato esta representado por una familia de cinco subunidades
designadas como GIluR5, GIuR6, GIuR7, KA1 y KA2, las subunidades GluR5-
GIuR7 se caracterizan por ser altamente homdlogas presentando un porcentaje
de identidad entre 70% y 80%, las subunidades KA1 y KA2 presentan un 68% de
identidad pero solo conservan un porcentaje de identidad del 40% respecto a las
subunidades GIuR5-GIuR7 (Werner, P.; Voight, M.; et al.,1991; Sakimura, K
Morita,T.; et al., 1992; Herb, A.; Burnasheyv, N.; et al., 1992).

A través de estudios de cristalografia con los dominios S1 y S2 en las subunidades
GIuR se ha podido proponer que la union del agonista genera un cierre en la
cubierta del dominio de union y promueve la apertura del canal, mientras el
ligando esté unido, los receptores de glutamato sufren un cambio conformacional
entrando en un estado de insensibilidad en el que el sitio de unién a ligando se
desacopla del poro del canal, después de entrar en este estado los receptores
deben invertir el cambio conformacional antes de ser reactivados por el agonista
(Armstrong, N.; Sun, Y.; et al. 1998; Mayer, M.; 2005; Nanao, M.; Green, T.; et al.
2005).

Los residuos A518, A689 y N721 ubicados en el dominio de union a ligando de la
subunidad GluR6 sustituyen aminoacidos conservados de serina y treonina en se
encuentran en otros recetores ionotrépicos de glutamato y juegan un papel
importante en la funcién de la subunidad GIuR6, ya que a partir de la mutacién de
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estos residuos (A518T, A689S, N721T) (Véase figura 15), se pudo determinar que
estan involucrados en la influencia estérica con el agonista, definen el tamafo del
bolsillo de unién a ligando, participan en la desactivacion, la desensibilizacion y la
cinética de recuperacion del receptor (Kistler, T.; and Fleck, M.; 2007).

GIuR2 GIuR6 s1

A (s1) B Gilu (81)
A518
R506 r R523
E726 E738
S675
(S2) (S2)
T705  T676 T690

N721

Figura 15. Sitios de union a ligando para las subunidades GIuR2 y GIuR6. A)
sitio de unién al ligando representado con el glutamato y su interaccion con los
residuos T501 y R506 que se encuentran en el dominio S1 y S675, T676, T705 y
E726 que se encuentran en el dominio S2, en la subunidad GIuR2. B) sitio de
unién al ligando representado con el glutamato y su interaccidn con los residuos
A518 y R523 se encuentran en el dominio S1 y A689, T690, E738 y N721 que
estan situados en el dominio S2, en la subunidad GIuR®6.

En un estudio filogenético se relacionaron la familia de genes iGLURs en animales
y los genes GLR (glutamate receptor-like) en plantas como Arabidopsis y se
empled como grupo externo secuencias bacterianas, los analisis por parsimonia
demuestran que los genes GLR son el grupo basal para la familia de receptores
de glutamato, esta ubicacidn indica que la divergencia entre los receptores
putativos de la planta y los iGLURs en animales surgié antes de la divergencia
entre los iGLURs en animales (NMDA, AMPA, Kainato), (Véase figura 16); a partir
de estos resultados se sugiere que la sefalizacion célula-célula por aminoacidos
excitatorios en el cerebro de los animales, surgi® de un mecanismo de
sefalizacion primitivo que existié inicialmente en las plantas (Chiu, J.; Desalle, R.;
et al. 1999).
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Figura 16. Arbol Filogenético Generado por Andlisis de Parsimonia entre los
Genes iGLURs en Animales y GLR en Plantas como Arabidopsis. Tomado de
Chiu, J.; Desalle, R.; et al. 1999.

A través de procedimientos in silico se analiz6 la evolucién molecular del dominio

C-terminal en el receptor NMDA, los resultados demuestran que la evolucion
generd un dominio C-terminal no estructurado en la subunidad NR2 en el linaje de
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los vertebrados, el cual participa en complejos de sefalizacion que influyen en la
plasticidad neuronal y puede contribuir a la diferenciacion de las especies en
relacion a su comportamiento y funcién cognitiva, teniendo en cuenta que esta
region es mucho mas corta en especies invertebradas y solo presenta el dominio
de senalizacion denominado PDZ (Véase figura 17) (Ryan, T.; Emes, R.; et al.
2008).

A Vertebrate B Invertebrate

Fyn

Figura 17. Modelo de la Subunidad NR2 en Vertebrados e Invertebrados.
Tomado de Ryan, T.; Emes, R.; et al. 2008.

El resultado de un analisis filogenético con la region central de las subunidades
NR2 muestra una topologia en la cual las subunidades NR2A y NR2B se agrupan
en un clado y las subunidades NR2C y NR2D en otro (Véase figura 18), esta
agrupacion se confirma a partir de los resultados obtenidos en un alineamiento con
la regién C-terminal, la cual resultd ser rica en serinas y con un porcentaje de
identidad del 29% en las subunidades NR2A y NR2B, en comparacion con las
subunidades NR2C y NR2D, en donde esta region es mas corta, es rica en
prolinas y con un porcentaje de identidad del 19%, lo que sugiere que
evolutivamente se produjo una duplicacion que dio origen a los cuatro paralogos
de NR2 (Ryan, T.; Emes, R.; et al. 2008).
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Figura 18. Arbol Filogenético para las subunidades NR2 en Humano (Hs),
Rat6én (Mm), Rata(Rm), zebrafish (Dr), ciona (Ci), Drosophila (Dm), C. elegans

(Ce). Tomado de Ryan, T.; Emes, R.; et al. 2008.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1Recopilacion de Datos

Las secuencias proteicas de las subunidades de los receptores ionotrépicos tipo
AMPA (GLUR 1, GLUR 2, GLUR 3 y GLUR 4), NMDA (NR 1, NR2A, NR2B, NR2C,
NR2D, NR3A y NR3B) y Kainato (GLUR 5, GLUR 6, GLUR 7, KA 1y KA 2) en las
especies Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus, Macaca mulatay
Rattus norvegicus se obtuvieron de las bases de datos NCBI y Ensembl.

La busqueda se inici6 en NCBI empleando los posibles nombres que pueden
asignar a las subunidades con base en los reportes literarios, identificar si existian
reportes en las especies seleccionadas, y solo seleccionar aquellas secuencias
con longitudes muy cercanas a las reportadas en estudios de tipo experimental,
para evitar seleccionar secuencias que correspondieran a duplicaciones del gen o
fragmentos de este. Los resultados encontrados fueron limitados, no se
encontraron reportes para algunas de las especies seleccionadas y fue necesario
complementar la busqueda con la base de datos Ensembl, en este caso la
busqueda se hizo a partir de los nombres de los genes, los resultados mostraron
los transcriptos para cada gen y las proteinas que codificas, para seleccionar las
secuencias de aminoacidos se tuvieron en cuenta los criterios mencionados
anteriormente.

3.2ldentificacion del Péptido Sefal

La identificacidn de la secuencia correspondiente al péptido sefal se realizé a
través del servidor SIGNALP, el cual idéntica la secuencia correspondiente al
péptido sefal y el sitio de hendidura en secuencias proteicas de varios organismos
procariotas y eucariotas, empleando en sus métodos de prediccion las redes
neuronales artificiales y los modelos ocultos de Markov (Bendtsen, J.; Nielsen, H.;
Heijne, H.; and Brunak, S.; 2004). Los resultados permitieron identificar una
secuencia en el N-terminal de las proteinas seleccionadas que oscilo entre los 20
y 30 aminoacidos la cual fue retirada manualmente, teniendo en cuenta que esta
secuencia tiene como funcion ser reconocida por otra proteina que la dirige hacia
organelos celulares donde culmina su proceso de maduracion, finalmente esta
secuencia es retirada por una peptidasa cundo la proteina se ubica en el lugar
donde va a cumplir con su funcién biolégica.

3.3 Clasificaciéon de transcriptos de la subunidad NR1 en un sistema de
nomenclatura

Este procedimiento se llevd a cabo debido a que de las secuencias proteicas
seleccionadas para las variantes de la subunidad NR1 solo se encontraban
clasificas en un sistema de nomenclatura las correspondientes a la especie
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Rattus norvegicus. A partir de un alineamiento con las secuencias de todas las
variantes de NR1 encontradas y con base en la informacién reportada en la
literatura respecto a los sitios de splicing que presenta esta subunidad designados
como N1, C1 y C2 se clasificaron los diferentes transcriptos obtenidos para las
especies Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus y Macaca mulata,
segun la nomenclatura propuesta en HOLLMANN, M. BOULTER, J.; etal. 1993, la
cual se basa en la presencia o ausencia de las secuencias correspondientes a N1
(SKKRNYENLDQLSYDNKRGPK), C1
(DRKSGRAEPDPKKKATFRAITSTLASSFKRRRSSKDT) y C2
(STGGGRGALQNQKDTVLPRRAIEREEGQLQLCSRHRES) como se describe en
el marco referencial.

3.4Estimacion de Dominios Transmembranales

Cada una de las secuencias recopiladas fue sometida al programa de prediccion
de dominios transmembranales TMHMM (Prediction of transmembrane helices in
proteins), con el propdsito de tener mayor informacion respecto a la ubicacion de
los cambios identificados a través de los alineamientos en cada secuencia
proteica. Este programa se caracteriza por emplear uno de los métodos con mayor
rendimiento en la prediccion de dominios transmembranales, emplea modelos
ocultos de Markov, para determinar la topologias estadisticamente mas fiable a
partir de una base de datos de secuencias que presentan dominios
transmembranales comprobados experimentalmente (Mdller, S.; Croning , M.; and
Apweiler, R. 2001).

3.5Alineamientos Multiples

Los alineamientos se iniciaron por subunidad empleando los programas ClustalX,
Muscle y T-coffee, dada la alta homologia en las secuencias para cada subunidad,
los alineamientos obtenidos a través de estas tres herramientas fueron muy
similares, por tal razon se decidié realizar los demas alineamientos con el
programa ClustalX. Se realizaron cuatro tipos de alineamientos multiples por
subunidad (incluye las secuencias de las cinco especies por subunidad de
receptor), por receptor (incluye las secuencias de las cinco especies en las
subunidades que representan el receptor), por especie (incluye todas las
subunidades para los tres receptores en una especie) y uno general (incluye
todas las secuencias para los tres receptores en las cinco especies).

3.6Curacion de los Alineamientos

Los alineamientos multiples fueron sometidos al programa de curacion de
alineamientos Gblock. Este programa elimina las regiones problémicas de los
alineamientos multiples, es decir aquellas regiones que presentan un alto
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porcentaje de gaps o de posiciones no informativas, favoreciendo de esta manera
la prediccion filogenética (Talavera, D.; and Castresana, J.; 2007).

3.7Seleccion del Modelo de Evolucién

Los alineamientos también fueron sometidos al programa de seleccién de modelos
evolutivos para proteinas Prottest (Abascal, F.; Zardoya, R.; and Posada, D. 2005),
dado que los modelos evolutivos son la base de las reconstrucciones filogenéticas
porque emplean matrices que describen la probabilidad de cambio de un
aminoacido por otro. Para este procedimiento fue necesario descargar el
programa Prottest con el propdsito de mejorar la eficiencia computacional, el
programa arrojo los resultados para los alineamientos por subunidad, pero no fue
posible obtenerlos para los demas alineamientos debido a que por el tamafio de
los archivos se requeria de una mayor plataforma computacional, por lo tanto fue
necesario emplear el servidor PALM el cual esta representado por un marco
integrado de programas como Clustal / W, PhyML, ModelTest, ProtTest, y varios
programas internos, evalua la aptitud de 112 modelos de sustitucion de
secuencias de proteinas con las puntuaciones en los diversos criterios y realiza la
estimacion filogenética por maxima verosimilitud (Chen, S., Su, S.; et. al 2009),
que resultdé importante como resultados preliminares en las inferencias
filogenéticas.

3.8Estimacién Filogenética

Una vez se determind cual es el mejor modelo de evolucion para los diferentes
alineamientos se realizo la prediccion filogenética empleando programa PHYML,
que emplea el método de reconstruccion filogenética por de maxima verosimilitud.
La base de este método es un algoritmo que inicia desde un arbol inicial
construido por un método rapido basado en las distancias y modifica este arbol
para mejorar sus probabilidades en cada iteracion. Debido a este ajuste
simultdneo de la topologia y longitud de las ramas, s6lo unas pocas iteraciones
son suficientes para llegar a un punto de topologia 6ptimo (Guindon, S.; and
Gascuel, O. 2003). Como prueba de confiabilidad se realizé un Bootstrap de 100 y
fue necesario emplear varios servidores que trabajaran con el programa Phyml,
debido a que se presentaron limitantes en la disponibilidad de los modelos de
evolucion. Los servidores empleados se encuentran reportados en los recursos
electronicos.

También se intentd realizar las predicciones filogenéticas a través del método de
reconstruccion bayesiano empleando el programa MrBayes, sin embargo el
requerimiento computacional es mayor en comparacion a PHYML vy
adicionalmente el programa presentd problemas en el reconocimiento de los
archivos de las secuencias proteicas, lo cual no me permitié obtener resultados.
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3.9Estimacién de Estructura Secundaria

Las secuencias de las subunidades en las que se identificaron una mayor
proporcion de cambios en la region C-terminal fueron sometida al programa de
prediccidon de estructura secundaria Psipred (Protein Structure Prediction Server),
este programa incorpora redes neuronales para reconocer patrones de estructura
secundaria a partir de una base de datos de proteinas resueltas estructuralmente
en estudios experimentales (McGuffin, L.; Bryson, K.; and Jones, D.; 2000).

3.10 Estimacién de Sitios de Fosforilacidn (serina, treonina y tirosina)

Las secuencias de las subunidades en las que se identificaron varios cambios en
la region C-terminal fueron sometidas al programa de prediccion de sitios de
fosforilacion en proteinas eucariotas, NetPhos 2,0, el cual trabaja con métodos de
redes neuronales artificiales, tomando como base secuencias verificadas
experimentalmente como sitios de fosforilacidon, estas redes reconocen patrones
de secuencias bioldgicas (7-12 residuos de aminoacidos) que pueden ser
reconocidas por quinasas Yy la especificidad en el reconocimiento esta determinada
por las caracteristicas de hidropatia de los residuos aminoacidicos adyacentes al
residuo fosforilado (Blom, N.; Gammeltoft, S.; and Brunak, S.; 1999).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Recopilacion de Datos

Las secuencias de las proteinas que se emplearon en este estudio se encuentran
disponibles en el anexo 1 y en la tabla 3 se reportan los correspondiente codigos
con los cuales se puede acceder en las bases de datos NCBI y Ensembl. Como se
puede observar para las especies Pan troglodytes, Pongo Pigmeus y Macaca
mulata aun no se reportan algunas secuencias, motivo por el cual no fue posible
contemplar dentro del analisis las secuencias correspondientes a las variantes
NR1-2a, NR1-3a y NR1-4a de NMDA, teniendo en cuenta que para un analisis
filogenético el numero minimo requerido es de tres secuencias.

Tabla 3. Codigos de Acceso de las Secuencias Empleadas en el Estudio

NOMBRE ESPECIES
DEL
RECEPTOR Homo sapiens Pongo pigmeus Pan troglodytes Macaca mulata Rattus norvegicus
AMPA
AMPA1 NP_000818 ENSPPYP00000017871 XP_001169416 XP_001111040 NP_113796
AMPA2 NP_000817 ENSPPYP00000016933 XP_001141404 XP_001095129 NP_058957
AMPA3 NP_015564 X ENSPTRP00000038297 ENSMMUP00000011880 NP_116785
AMPA4 NP_000820 X ENSPTRP00000007287 ENSMMUP00000014398 NP_058959
NMDA
1-1a ENSP00000360614 X ENSPTRP00000036984 ENSMMUP00000002231 AAB50926
1-1b ENSP00000360608 ENSPPYP00000022212 ENSPTRP00000041565 ENSMMUP00000040250 AAB50928
1-2b ENSP00000360605 X ENSPTRP00000036983 ENSMMUP00000002232 AAB50929
1-3b ENSP00000360616 ENSPPYP00000022211  ENSPTRP00000036985 ENSMMUP00000040251 AAB50931
1-4b ENSP00000360615 X ENSPTRP00000036982 ENSMMUP00000002228 AAB50933
NR2A NP_000824 ENSPPYP00000008016 NP_001029361 ENSMMUP00000013265 NP_036705
NR2B NP_000825 ENSPPYP00000004930 XP_528744 ENSMMUP00000025129 NP_036706
NR2C NP_000826 ENSPPYP00000009666 XP_511665 ENSMMUP00000007584 NP_036707
NR2D NP_000827 ENSPPYP00000011404 X ENSMMUP00000007863 NP_073634
NR3A NP_597702 ENSPPYP00000021802 ENSPTRP00000039833 ENSMMUP00000021930 ENSRNOP00000007957
NR3B NP_619635 X ENSPTRP00000049173 X NP_579842
KAINATO
GLUR5 NP_000821 ENSPPYP00000012647 XP_001161838 ENSMMUP00000006495 NP_058937
GLU R6 NP_068775 ENSPPYP00000018887 ENSPTRP00000031512 X NP_062182
GLUR7 NP_000822 ENSPPYP00000001771  ENSPTRP00000000961 ENSMMUP00000012661 NP_852038
KA1 NP_055434 ENSPPYP00000004555 NP_001029331 ENSMMUP00000029417 NP_036704
KA2 NP_002079 ENSPPYP00000011230 XP_524469 ENSMMUP00000022947 NP_113696

52



4.2 Clasificacion de transcriptos de la subunidad NR1

De las secuencias reportadas en las bases de datos NCBI y Ensembl para las
variantes de la subunidad NR1, solo se encontraron clasificadas en un sistema de
nomenclatura las correspondientes a la especie Rattus norvegicus, éstas se
tomaron como referencia para clasificar el resto de variantes a partir de un
alineamiento multiple y la clasificacion se hizo con base en el sistema de
nomenclatura propuesto en Hollmann, M. Boulter, J.; et al. 1993.

La ausencia de la secuencia N1 (SKKRNYENLDQLSYDNKRGPK) en el N-
terminal permitié clasificar a cuatro de las variantes como NR1-1a las cuales se
encuentran sombreadas en color verde (Véase figura 20).

L A s A s AR AR R R Lk & 8 &) o i i iy i i i A
gi | MR1-dbHomosmapiens |
tl-dbRattusnorvegicus|
gi|HR1-3bHomosapiens |
1| HR1=3bPongopigmeus |
INRl=4bMacacamulattal
|INRl1=-3bMacacamulatta|
ti-3bRattusnorvegicua |
gi|NRl1-ZbHomosapiana |

-2bRi [0 W

gi|NRl1-laHomosapiens |
l-laRattusnorvegicus |
NEl=1pMacacamulatial
INEl=laMacacamulattal

e &l B Tt Tt g L e
Ii | MRi-1lbPongopigmeus |
tl-lbRattusnorvegicus|
gi|NRl1-1bHomosapiens |
HEl-dbrFantroglodycas |
HEl-3bPantroglodytes|
HEl=1bBPantroglad

Figura 20. Clasificacion de las variantes NR1-la de NMDA de las especies
Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus y Macaca mulata. En el
recuadro verde se resalta la ausencia de la secuencia N1 representada por gaps.

La ausencia de la secuencia C1
(DRKSGRAEPDPKKKATFRAITSTLASSFKRRRSSKDT) en el C-terminal permitié
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clasificar cuatro variantes como NR1-2b que se encuentran sombreadas en color
rojo (Véase figura 21).

| i
GLlERl-4bHemssaplatd
i IHRl-4bRat tisRoFegLeua |
giiml-IbHomcaaplens|
gL | 8Ll -3bPangepLaseis |
gilbdRl-dbMacacamulattal
gilBRl-IbMacacasulattal
giinRl-JbRattuspozreglicual
gi|BRl-IbHcaczapianal

gi |MRl~-2bRattusnorvegicual |
illmi-!-i:—:llfl enm|
giiMmi=lsRattusnorvegicus|
gilsml={bMacacamulatiai
i |BR =] alacacamy lattal

g1 iERi=foMacacamulateal |
gi IRl ={bPongopiqguaus|
gi 1Rl =ibRattusnorregicus|
i 1HRE = ibHomcaapienn |
JLINRI-4bPancroqlodyces|
gilNRl=ToPantroqlodycen|
gilNRI-IbFanvroqlodycen|
gL INEl*IaFantroglodyes|
| gulsRl-dbPancroglodyves|

Figura 21. Clasificacion de las variantes NR1-2b de NMDA de las especies
Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus y Macaca mulata. En el
recuadro rojo se resalta la ausencia de la secuencia C1 representada por gaps.

La ausencia de la secuencia C2
(STGGGRGALQNQKDTVLPRRAIEREEGQLQLCSRHRES) en el C-terminal
permitid clasificar cinco variantes como NR1-3b que se encuentran sombreadas
en color morado, adicionalmente se confirma que cuando C2 esta ausente se
presenta la secuencia alternativa C2° (QYHPTDITGPLNLSDPSVSTVV) que se
encuentran sombreadas en color amarillo (Véase figura 22).
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gi I¥RL=1bRattusnorvegicun | i ﬂ
gi lWRi=1bRomcaapieny| -7
i lNR =SbPancrogiodysen|
| gi I¥RI=ToPantroglodycenl |

[ Iﬁl-lnmmulmull
gilWRI=1laPancrogiodyces|
gi I¥RI-ZoPancoqlodytes| | QER--------=-sssssssssmsiciicninsacanaas

ﬁ

11

Figura 22. Clasificacion de las variantes NR1-3b de NMDA de las especies
Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus y Macaca mulata. En los
recuadros de color morado y amarillo se resalta la ausencia de la secuencia C2 y
la presencia de la secuencia C2’ respectivamente.

Finalmente la ausencia de las secuencias C1 y C2 en el C-terminal permitid
clasificar cuatro variantes como NR1-4b que se encuentran sombreadas en color
azul, en este caso también se observa la presencia de la secuencia C2’
sombreada en color amarillo (Véase figura 23). Las variantes que presentaron las
secuencias C1 y C2 se clasificaron como NR1-1, se asign¢ la letra (b) cuando la
variante present6 la secuencia N1 y la letra y (a) en ausencia de ésta. Estos
resultados demuestran que los sitios alternativos de splicing en las 22 secuencias
que corresponden a las variantes de la subunidad NR1 de NMDA, estan
representados por las mismas secuencias peptidicas en las cinco especies.
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Figura 23. Clasificacion de las variantes NR1-4b de NMDA de las especies
Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus y Macaca mulata. En los
recuadros de color azul se resalta la ausencia de las secuencias C1y C2 y en los
recuadros amarillos la presencia de la secuencia C2’.

4.3 Alineamientos Multiples

Los alineamientos multiples se realizaron empleando el programa Clustal X que
presenta una interfaz grafica para la visualizacién del alineamiento, se caracteriza
por ser un programa rapido que permite el alineamiento de un numero
considerable de secuencias.

Los resultados de los alineamientos multiples por subunidad para cada receptor
permitieron identificar los cambios que se presentan en cada secuencia,
adicionalmente se realizaron alineamientos por subunidad con los residuos
correspondientes a los dominios de unién a glutamato S1 y S2 reportados en
estudios de cristalografia como residuos de union al agonista en las subunidades
GluR2 GIuR5, GIuR6, NR2A y NR1, y por comparacién para los demas iGluRs
(Gereau, R.; and Swanson, G.; 2008), lo anterior con el propésito de identificar los
cambios que se presentan especificamente en estas regiones.
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Los cambios en un alineamiento son clasificados como conservados, menos
conservados y no conservados, esta clasificacion se realiza con base en las
caracteristicas de tamafo e hidropatia de las cadenas radicales de los residuos de
aminoacidos, con base en lo anterior los aminoacidos se clasifican como apolares,
polares, aromaticos, acidos y basicos, en ese sentido cuando los cambios de
residuos en la columna de un alineamiento conservan el tamafo e hidropatia se
dice que el cambio es de tipo conservado, representado por un caracter de dos
puntos (:), cuando las caracteristicas de tamafo e hidropatia no se conservan por
completo el cambio es menos conservado, representado por un punto (.) y se dice
que es no conservado cuando ninguna de las caracteristicas se conserva,
ejemplos de sustituciones conservadas o0 menos conservadas se representan en
la tabla 4 (Hall, B.; 2001).

Tabla 4. Clasificacion de los Cambios de los Aminoacidos en un
Alineamiento. A) Representa cambios conservados ocurren cuando los residuos en la
columna tienen aproximadamente el mismo tamafo o hidropatia. B) Representa cambios
menos conservados.

A) cambios conservados “.” | B) Cambios menos conservados “.”

STA CSA
NEQK ATV
NHQK SAG
NDEQ STNK
QHRK STPA
MILV SGND

MILF SNDEQK

HY NDEQHK

FYW NEQHRK
FVLIM
HFY

Los resultados se reportan en las tablas 6, 7 y 8, para cada columna de cambio, el
primer aminoacido representa el aminoacido que se mantiene conservado en las
demas especies y el segundo es el aminoacido sustituyente para la especie en
particular. Los cambios sombreados en verde representan cambios no
conservados, los sombreados en amarillo son cambios menos conservados y los
que no se resaltan son cambios conservados.

Se puede observar en la tabla 5 que la proporcién de cambios para las diferentes
subunidades del receptor AMPA es pequefia, solo la subunidad AMPA 2 se
destaca por presentar mayor cantidad de sustituciones no conservadas en relacion
al resto. En la tabla 6 se presentan los cambios identificados en las subunidades
del receptor Kainato, donde la subunidad con mayor proporciéon de sustituciones
es GLUR 5, de forma semejante en la tabla 7 se observa que las subunidades con
mayor proporcion de sustituciones para el receptor NMDA son NR2A, NR2C,
NR3A y NR3B, estas subunidades seran tenidas en cuenta mas adelante en la
estimacion de estructura secundaria, con el propdsito de reconocer cambios en la
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estructura que puedan estar involucrados en la funcién del receptor.

Tabla 5. Cambios Identificados en las Subunidades AMPA1, AMPA2, AMPA3y
AMPAA4. Los cambios sombreados en verde representan cambios no conservados,
los sombreados en amarillo son cambios menos conservados y los cambios no
sombreados son cambios conservados.

Receptor Especie Posicién Cambio Posicién Cambio Posicién Cambio Posicién Cambio
AMPA1 Homo sapiens 740 G por N 750 S por N 760 S por N 772 K por G
773 D por G 774 S por G 775 G por D
Pongo pigmeus 358 D por N
Rattus
norvegicus 113 D por E 126 K por T 142 K por R 247 K por R
253 K  por R 254 N por T 257 A por S 740 G por N
750 S por N 760 S por N 772 K por G 773 D por G
774 S por G 775 G por D 852 S por G 864 H por Q
AMPA2 Homo sapiens 583 Q por R 741 N por T 742 A por P 751 N por
755 L por \% 772 S por A 773 G por K 774 G por D
775 G por S 776 D por G
Rattus
norvegicus 167 M  por T 267 T por A 583 Q por R 740 R por G
741 N por T 742 A por P 751 N por S 755 L por V
772 S por A 773 G por K 774 G por D 775 G por S
776 D por G
AMPA3 Pan troglodytes 562 P por L
Macaca mulata 748 T por N 749 P por A 758 S por N 779 A por
780 K por G 781 D por G 782 S por G 783 G por D
Rattus
norvegicus 127 H por Y 145 I por V 390 A por S
AMPA4 Pan troglodytes 9 P por X
Rattus
norvegicus 252 I por T 381 M por M

Tabla 6. Cambios Identificados en las Subunidades GLUR5, GLUR6, GLUR?7,
KA1y KA2. Los cambios sombreados en verde representan cambios no conservados,
los sombreados en amarillo son cambios menos conservados y los no sombreados son
cambios conservados, adicionalmente se resaltan en un recuadro rojo los cambios que
se ubican en los dominios de unién a glutamato (S1-S2).

Receptor Especie Posicién Cambio Posicién Cambio Posicién Cambio Posicién Cambio

GLURS Homo sapiens 838 M por C 839 E por F 840 E por F 841 L por
843 I por L 844 S por Q 845 L por C 847 N por
848 Q por T 849 K por H 850 K por P 851 L por
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Tabla 7. Cambios ldentificados en las Subunidades NR1, NR2A, NR2B, NR2C,
NR2D, NR3A y NR3B. Los cambios sombreados en verde representan cambios no
conservados, los sombreados en amarillo son cambios menos conservados y los no
sombreados son cambios conservados, adicionalmente se resaltan en un recuadro rojo
los cambios que se ubican en los dominios de unién a glutamato (S1-S2).

Receptor Especie Posicién Cambio Posicién Cambio Posicién Cambio Posicién Cambio
NR1-_b  Pongo pigmeus 83 L por M Solo en NR1-1b y NR1-3b
Macaca mulata 2 I por L 3 S por C 4 S por P 632 A por D
Rattus n 139 S por N 213 K por R 268 L por |1
NR1-1a Macaca mulata 2 I por L 3 S por C 4 S por P 611 A por D
Rattus n 139 S por N 192 K por R 247 L por |
NR2A Homo sapiens 354 Q por H 879 N por S 991 H por V 1010 G por A
1127 H por P 1194 L por M
Pan troglodytes 109 A por N 354 Q por H 991 H por V 1010 G por A
1053 H por P 1127 H por P 1131 F  por L 1146 H por Q
Pongo pigmeus 174 Q por K 1010 A por G 1063 V.  por G 1151 L por P
Macaca mulata 4 P por S 19 V. por M 92 H por Q 95 V por |
155 E por D 302 vV por | 914 L por M 944 Q por H
1010 A por G 1034 I por V 1143 N por K 1152 S por P
1153 N por D 1154 N por T 1155 D por E 1236 G por R
1387 I por M
Rattus n 12 M por L 26 I por N 34 A por T 92 H por Q
95 vV por | 155 E por D 160 vV por | 297 M por A
299 R por K 302 V por T 304 M por L 309 P por Q
680 684 895 A por T 905 M por V
915 M por | 926 E por D 944 Q por H 949 N por S
979 V por G 992 D por E 994 I por L 1000 S por N
1010 A por K 1029 M por V 1039 N por S 1050 S por N
1063 V por M 1073 E por D 1075 E por D 1079 L por M
1083 S por A 1100 G por S 1112 vV  por | 1119 D por G
1123 P por T 1128 S por N 1149 E por D 1152 S por P
1161 S por A 1176 T por G 1178 E por D 1236 G por R
1238 Q por E 1245 A por S 1252 L por F 1260 S por N
1335 T por A 1343 S por T 1344 H por Y 1345 R por G
1393 N por S 1410 N por T
NR2B Pongo pigmeus 1266 N por T
Macaca mulata 413 vV por | 1155 T por A
Rattus n 244 A por S 414 vV por | 415 | por S 970 A por T
988 S por P 1152 I por L 1158 D por E 1164 S por G
1178 E por D 1200 T por S 1203 T por A 1229 E por K
1251 T por S 1316 S por P 1321 T por S 1340 G por S

1388 A por T 1411 A por G
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4.4 Estimacion de Dominios Transmembranales

En este procedimiento se empled el método de prediccion TMHMM, que basado
en un modelo oculto de Markov determina la topologia estadisticamente mas
probable para la proteina completa (Mdller, S.; Croning , M.; and Apweiler, R.
2001), lo cual nos permite hacer una prediccion de los dominios
transmembranales en las secuencias en estudio.

En la tabla 8 se presentan los resultados de la prediccion de los dominios
transmembranales para las subunidades del receptor AMPA, se puede observar la
presencia de tres dominios transmembranales, la ubicacién del N-terminal en la
region extracelular y el C-terminal en la region intracelular, que es acorde con el
modelo molecular propuesto para los receptores de glutamato en el que se
destacan tres dominios transmembranales designados como M1, M3 y M4
(Dingledine, R.; Borges, K.; et al. 1999).

Al relacionar estos resultados con los obtenidos en los alineamientos se puede
destacar que los cambios que se presentan en la subunidad AMPA1 de la especie
Homo sapiens y que en su mayoria son cambios poco conservados (Véase tabla
6), se ubican entre el segundo dominio transmembranal (M3) y el tercero (M4)
(aminoacidos 740-775), de forma semejante ocurre en la especie Rattus
norvegicus, sin embargo estos cambios no se ubican dentro de la region
correspondiente al dominio de union a ligando S2 por lo tanto no interfieren en la
interaccion con el glutamato. De igual forma ocurre con la subunidad AMPA 2 en
donde las sustituciones se presentan entre los aminoacido 741-776, mientras que
en la subunidad AMPA 3 las sustituciones se presentan principalmente en la
especie Macaca mulata, entre los aminoacido 748-783.

En la tabla 9 se presentan los resultados de la prediccion de los dominios
transmembranales para las subunidades del receptor Kainato, al igual que en
receptor AMPA se pueden observar tres dominios transmembranales acordes al
planteamiento molecular realizado para los receptores ionotropicos de glutamato,
adicionalmente en la subunidad KA1 se observa un cuarto dominio
transmembranal, en las graficas correspondientes a esta prediccion (Véase Anexo
3, figura 1), se observa que el segundo dominio presenta una baja probabilidad
(0.7 segun escala del programa) en relacién al resto, el cual podria estar
representando el bucle reentrante en la membrana en la zona citoplasmatica
designado como M2 (Dingledine, R.; Borges, K.; et al. 1999).
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Tabla 8. Prediccion de los Dominios Transmembranales para las
Subunidades del Receptor AMPA. La region extracelular e intracelular corresponden
al dominio N-terminal y C-terminal respectivamente, los dominios 1, 2 y 3 representan los
dominios M1. M3 y M4.

Receptor  Especie Extracelular 1.7 Intracelular 2.% Extracelular 3.5 Intracelular
Dominio Dominio Dominio

AMPA1 Homo 1-516 517-539 540-599 600-622  623-789 790-812  813-888
sapiens
Pan 1-420 421-443 444-503 504-526  527-693 694-716  717-792
troglodytes
Pongo 1-498 499-521 522-581 582-604  605-771 772-794  795-870
pigmeus
Macaca 1-420 421-443 444-503 504-526  527-693 694-716  717-792
mulata
Rattus 1-516 517-539 540-599 600-622  623-789 790-812  813-889
norvegicus

AMPA2 Homo 1-517 518-540 541-600 601-623  624-790 791-813  814-859
sapiens
Pan 1-517 518-540 541-600 601-623  624-787 - -
troglodytes
Pongo 1-517 518-540 541-600 601-623  624-790 791-813  814-859
pigmeus
Macaca 1-517 518-540 541-600 601-623  624-790 791-813  814-877
mulata
Rattus 1-517 518-540 541-600 601-623  624-790 791-813  814-859
norvegicus

AMPA3 Homo 1-522 523-545 546-607 608-630 631-797 798-820 821-866
sapiens
Pan 1-522 523-545 546-607 608-630 631-778 779-801  802-847
troglodytes
Pongo - - - - - - -
pigmeus
Macaca 1-522 523-545 546-607 608-630 631-797 798-820 821-866
mulata
Rattus 1-522 523-545 546-607 608-630 631-797 798-820 821-866
norvegicus

AMPA4 Homo 1-521 522-544 545-604 605-627  628-794 795-817  818-881
sapiens
Pan 1-499 500-522 523-582 583-605 606-772 773-795  796-859
troglodytes
Pongo - - - - - - -
pigmeus
Macaca 1-521 522-544 545-604 605-627  628-794 795-817  818-881
mulata
Rattus 1-521 522-544 545-604 605-627  628-794 795-817  818-881
norvegicus

Tabla 9. Predicciobn de los Dominios Transmembranales para las
Subunidades del Receptor Kainato. La region extracelular e intracelular
corresponden al dominio N-terminal y C-terminal respectivamente, los dominios 1, 2 y 3
representan los dominios M1. M3 y M4. Los valores resaltados en rojo presenta un
dominio de baja probabilidad y en el caso de KA1 puede estar representando el bucle
reentrante en la membrana M2.
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Receptor  Especie Extracelular 1. Intracelular 2.%° Extracelular 3.5 Intracelular
Dominio Dominio Dominio

GLURS5 Homo 1-543 544-563 564-619 620-642 643-802 803-825 826-884
sapiens
Pan 1-543 544-563 564-619 620-642 643-802 803-825 826-884
troglodytes
Pongo 1-543 544-563 564-619 620-642 643-802 803-825 826-915
pigmeus
Macaca 1-530 531-550 551-606 607-629  630-789 790-812  813-873
mulata
Rattus 1-543 544-563 564-619 620-642 643-802 803-825 826-886
norvegicus

GLUR6 Homo 1-531 532-551 552-607 608-630 631-790 791-813  814-877
sapiens
Pan 1-531 532-551 552-607 608-630 631-790 791-813  814-877
troglodytes
Pongo 1-457 458-477 478-533 534-556  557-716 717-739  740-803
pigmeus
Macaca - - - - - - -
mulata
Rattus 1-531 532-551 552-607 608-630 631-790 791-813  814-877
norvegicus

GLUR7 Homo 1-533 534-553 554-609 610-632  633-791 792-814  875-888
sapiens
Pan 1-533 534-553 554-609 610-632  633-791 792-814  875-888
troglodytes
Pongo 1-533 534-553 554-609 610-632 633-666 - -
pigmeus
Macaca 1-533 534-553 554-609 610-632  633-791 792-814  875-888
mulata
Rattus 1-533 534-553 554-609 610-632  633-791 792-814  875-879
norvegicus

KA2 Homo 1-520 521-543 544-600 601-623  624-781 782-801  802-958
sapiens
Pan 1-540 541-563 564-620 621-643  644-801 802-821  822-978
troglodytes
Pongo 1-310 311-333 334-390 391-413  414-571 572-591  592-663
pigmeus
Macaca 1-520 521-543 544-600 601-623 624-781 782-801  802-953
mulata
Rattus 1-523 524-546 547-603 604-626 627-784 785-804  805-960
norvegicus

Receptor  Especie Extracel. 1. Intracel. 2.% Extracel. 3.5 Intracel. 4 Extracel

Domin. Domin. Domin. Domin

KA1l Homo 1-523 524-546  547-566  567-589  590-603 604-626 627-784  785-807 808-936
sapiens
Pan 1-523 524-546  547-566  567-589  590-603 604-626 627-784  785-807 808-936
troglody.
Pongo 1-472 473-495  496-515  516-538  539-5562  553-575  576-733 734-756 757-885
pigmeus
Macaca 1-523 524-546  547-566  567-589  590-603 604-626 627-784  785-807 808-936
mulata
Rattus 1-523 524-546  547-566  567-589  590-603 604-626 627-784  785-807 808-936
norvegic.

Dentro de las subunidades del receptor Kainato se encontré que en la subunidad
Glur5 los cambios se presentaron en mayor proporcion en las especies Homo
sapiens y Pan troglodytes, entre los aminoacidos 843-875 (Véase tabla 6),
estos residuos se ubican en la region C-terminal y podrian estar involucrados en
procesos de sefalizacién, razén por la cual esta subunidad se tuvo en cuenta para

la prediccion de estructura secundaria y sitios de fosforilacion.

También es de
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resaltar que en la especie Rattus norvegicus se encontraron tres cambios
conservados que se ubican en los dominios de union a ligando en las posiciones
[459L, T696S y R700K (Véase tablas 6), de forma semejante ocurre en la
subunidad GLURG6 donde se reporta un cambio menos conservado que se ubica
en la regién del dominio de unién S1 en la posicidn A463V, estos cambios podrian
influir en la interaccion con el agonista o en la estabilizacion del bolsillo o pocket
de unién al ligando, por lo que a futuro seria interesante comprobar de manera
experimental la accién de estos residuos en la interaccion con el glutamato.

Para la subunidad GLUR7 los cambios que se reportan no participan en los
dominios de unién ni en la region C-terminal, en la subunidad KA1 la mayor
proporcion de cambios se presentd en la especie Rattus norvegicus con cambios
gue en su mayoria son conservados y se ubican en la regién C-terminal, de forma
similar ocurrié con la subunidad KA2 pero en la especie Macaca mulata, entre los
aminoacidos 817 y 870 (véase tabla 6).

Los resultados de prediccion de dominios transmembranales para las subunidades
del receptor NMDA se presentan en la tabla 10. Se observé que las variantes de la
subunidad NR-1 presentan los tres dominios transmembranales excepto en el
caso de la especie Pan troglodytes, que presenta un solo dominio
transmembranal, lo anterior se debe a que la extension de las secuencias para
esta subunidad en esta especie solo llega maximo hasta los 598 aminoacidos
dependiendo de la variante, y los resultados del alineamiento muestran que la
region ausente corresponde al primer dominio transmembranal (M1), al bucle
reentrante en la membrana (M2), al primer dominio de unién a glutamato (S1), al
segundo dominio transmembranal (M3) y parte del segundo dominio de union a
glutamato S2 (se conservan 13 residuos), sugiriendo que la interaccion con el
glutamato seria diferente para esta especie.

Es de resaltar que las subunidades NR2A-D, NR3A y NR3B al igual que la
subunidad KA1 presentan cuatro dominios transmembranales. La subunidad
NR2A presenta un dominio transmembranal con una probabilidad mas baja (0.7)
en relacion a los otros tres (Véase anexo 3, figura 2), el cual podria estar
representando un bucle reentrante en la membrana similar a M2 y que se ubica
entre los dominios que podrian corresponder a M3 y M4; la gran mayoria de
cambios que presentan las cinco especies en esta subunidad se ubican en la
region C-terminal, adicionalmente en la especie Rattus norvegicus se
encontraron dos cambios conservados que pertenecen al dominio de unién S2 en
las posiciones K680R y K684R (Véase tabla 7), que como anteriormente se
propuso, seria interesante comprobar de forma experimental la influencia de estos
cambios en la interaccion con el agonista.

Los cambios que se presentan en la subunidad NR2B son en su mayoria

conservados y no involucran los dominios de union a glutamato, la especie en la
que se observan mas cambios es Rattus norvegicus los cuales se ubican
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principalmente en la zona C-terminal, NR2B presenta un dominio transmembranal
con menor probabilidad (0.8) en relacion al resto (Véase anexo 2, figura 3), el cual
se situa después del primer dominio transmembranal y podria corresponder al
bucle reentrante en la membrana en la zona citoplasmatica designado como M2
(Véase tabla 10). De forma semejante se presenta en la subunidad NR2C donde
el segundo dominio transmembranal presenta una probabilidad cercana a 1 en las
especies Homo sapiens, Pongo pigmeus, y Macaca mulata, y de 0.8 en las
especies Pan troglodytes y Rattus norvegicus (Véase anexo 2, figura 4).

Tabla 10. Prediccién de los Dominios Transmembranales para las
Subunidades del Receptor NMDA. La region extracelular e intracelular corresponden
al dominio N-terminal y C-terminal respectivamente, los dominios 1, 2 y 3 representan los
dominios M1. M3 y M4. Los valores resaltados en rojo presentan un dominio de baja
probabilidad y en el caso de NR2A y NR2B puede estar representando el bucle reentrante
en la membrana M2.

Receptor Especie Extracelular 1.5 Dominio Intracelular 2.9 Dominio Extracelular 3. Dominio Intracelular

NR1-1a Homo 1-540 541-560 561-614 615-637 638-794 795-817 818-918
sapiens
Pan 1-469 470-492 493-593 - - - -
troglodytes
Pongo - - - - - - -
pigmeus
Macaca 1-479 480-499 500-511 512-534 535-691 692-714 715-815
mulata
Rattus 1-540 541-560 561-614 615-637 638-794 795-817 818-918
norvegicus

NR1-1b Homo 1-561 562-581 582-635 636-658 659-815 816-838 839-939
sapiens
Pan 1-490 491-513 514-614 - - - -
troglodytes
Pongo 1-526 527-546 547-600 601-623 624-779 780-802 803-887
pigmeus
Macaca 1-500 501-520 521-532 533-555 556-712 713-735 736-836
mulata
Rattus 1-561 562-581 582-635 636-658 659-815 816-838 839-939
norvegicus

NR1-2b Homo 1-561 562-581 582-635 636-658 659-815 816-838 839-902
sapiens
Pan 1-490 491-513 514-577 - - - -
troglodytes
Pongo - - - - - - -
pigmeus
Macaca 1-500 501-520 521-532 533-555 556-712 713-735 736-799
mulata
Rattus 1-561 562-581 582-635 636-658 659-815 816-838 839-902
norvegicus
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NR1-3b Homo 1-561 562-581 582-635 636-658 659-815 816-838  839-923
sapiens
Pan 1-490 491-513 514-598 - - - -
troglodytes
Pongo 1-526 527-546 547-600 601-623  624-779 780-802 803-871
pigmeus
Macaca 1-500 501-520 521-532 533-555  556-712 713-735  736-820
mulata
Rattus 1-561 562-581 582-635 636-658 659-815 816-838  839-923
norvegicus

NR1-4b Homo 1-561 562-581 582-635 636-658 659-815 816-838  839-886
sapiens
Pan 1-490 491-513 514-561 - - - -
troglodytes
Pongo - - - - - -
pigmeus
Macaca 1-500 501-520 521-532 533-555  556-712 713-735 736-883
mulata
Rattus 1-561 562-581 582-635 636-658 659-815 816-838 839-886
norvegicus

Receptor  Especie Extracel. 1.7 Intracel. 2.7 Extracel. 3.5 Intracel. 4 Extracel

Domin. Domin. Domin. Domin

NR2A Homo 1-529 530-552 553-605 606-628 629-719 720-738 739-790 791-810 811-1437
sapiens
Pan 1-529 530-552 553-605 606-628 629-719 720-738 739-790 791-810 811-1437
troglody.
Pongo 1-529 530-552 553-605 606-628 629-719 720-738 739-790 791-810 811-1437
pigmeus
Macaca 1-529 530-552 553-605 606-628 629-719  720-738 739-790 791-810 811-1391
mulata
Rattus 1-529 530-552 553-605 606-628 629-719 720-738 739-790 791-810 811-1437
norvegic.

NR2B Homo 1-529 530-552 553-570 571-593 594-602 603-625 626-792 793-815 816-1456
sapiens
Pan 1-529 530-552 553-570 571-593 594-602 603-625 626-792 793-815 816-1456
troglody.
Pongo 1-529 530-552 553-570 571-593 594-602 603-625 626-792 793-815 816-1456
pigmeus
Macaca 1-529 530-552 553-570 571-593 594-602 603-625 626-792 793-815 816-1456
mulata
Rattus 1-530 531-553  554-571  572-594  595-603 604-626 627-793 794-816 817-1455
norvegic.

NR2C Homo 1-532 533-555 556-575 576-598 599-607 608-630 631-796 797-816 817-1214
sapiens
Pan 1-530 531-553  554-573 574-593 594-602 603-625 626-791 792-811 812-1001
troglody.
Pongo 1-528 529-551  552-571  572-591 592-600 601-623 624-789 790-809 810-1207
pigmeus
Macaca 1-533 534-556  557-576 577-596 597-605 606-628 629-794 795-814 815-1205
mulata
Rattus 1-530 531-553  554-573 574-593 594-602 603-625 626-791 792-811  812-1213
norvegic.

NR2D Homo 1-560 561-583 584-595 596-618 619-632 633-655 656-820 821-840 841-1311
sapiens
Pan - - - - - - - - -
troglody.
Pongo 1-485 486-508 509-674 675-694 695-915 - - - -
pigmeus
Macaca 1-558 559-581  582-633 634-656 657-725 - - - -
mulata
Rattus 1-557 558-580 581-592 593-615 616-629 630-652 653-817 818-837 838-1298
norvegic.

68



NR3A Homo 1-648 649-668 669-687 688-707 708-721 722-744 745-907 908-930 931-1089
Iiirr)llens 1-648 649-668 669-687 688-707 708-721 722-744 745-907 908-930 931-1089
ggggoody. 1-648 649-668 669-687 688-707 708-721 722-744 745-907 908-930 931-1079
F;/:gg‘ait;s 1-648 649-668 669-687 688-707 708-721 722-744  745-907 908-930 931-1089
gautltautsa‘ 1-648 649-668 669-687 688-707 708-721 722-744 745-906 907-929 930-1109
norvegic.

NR3B Homo 1-552 553-575 576-587 588-606 607-625 626-648 649-805 806-828 829-1021
sapiens
Pan 1-360 361-383  384-430 431-453  454-472  473-495  496-522 - -
troglody.
Pongo - - - - - - - - -
pigmeus
Macaca - - - - - - - - -
mulata
Rattus 1-551 552-574  575-586  587-609 610-623 624-646 647-803 804-826 827-978
norvegic.

En NR2C Macaca mulata es la especie que presenta mayores cambios (Véase
tabla 7), los cuales se ubican principalmente en el N-terminal, sin involucrar el
dominios de unién S1, la segunda especie con mayor proporcién de cambios es
Rattus norvegicus y se encuentran distribuidos en el N y en el C-terminal, de
forma semejante pero con menor proporcién de cambios ocurre en las especies
Homo sapiens, Pan troglodytes y Pongo pigmeus.

En la subunidad NR2D se presentan cuatro dominios transmembranales en las
especies Homo sapiens y Rattus norvegicus, el segundo dominio presenta una
probabilidad de 0.8 y podria corresponder al bucle M2, en las especies Pongo
pigmeus y Macaca mulata solo se destacan dos dominios transmembranales
(Véase anexo 2, figura 5), esto se debe principalmente a que la longitud de estas
secuencias es mas corta en relacion a las otras dos especies y las regiones
ausentes se ubican principalmente en el C-terminal. Los cambios que se
presentan en esta subunidad son muy pocos y se ubican en la region N-terminal
sin reportar sustituciones ubicadas en las regiones correspondientes a S1 y S2
(Véase tabla 7).

Los cuatro dominios transmembranales en la subunidad NR3A presentan una
probabilidad de 1 (Véase anexo 2, figura 6), en este caso el segundo dominio
podria estar representando el bucle reentrante en la membrana, sin embargo seria
importante comprobar de forma experimental la conformacion estructural que
adopta la subunidad. En relacién a los cambios, se encontré que la posicion 596
es muy variable y participa en el dominio de unién S1, en esta posicion Homo
sapiens y Pan troglodytes presentan una arginina, Macaca mulata y Rattus
norvegicus presentan una serina y Pongo pigmeus una asparagina (Véase
tabla 8), adicionalmente Macaca mulata presenta un cambio conservado en la
posicion E804Q (dominio S2), y Rattus norvegicus en las posiciones H600N
(dominio S1) y E804Q (dominio S2); como se planteé anteriormente se requiere
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de la comprobacién experimental para poder determinar la influencia de estos
residuos en la interaccion con el agonista. En esta subunidad Rattus norvegicus
se destaco por ser la especie con mayor proporciéon de cambios en el N-terminal y
C-terminal.

Por ultimo para la subunidad NR3B solo se tienen tres especies de las cuales
Homo sapiens y Rattus norvegicus presentan cuatro dominios
transmembranales donde el segundo podria estar representando el bucle
reentrante en la membrana, en Pan troglodytes solo se destacan tres dominios
debido a su corta longitud (Véase anexo 2, figura 7), en este caso con base en el
alineamiento las regiones ausentes se ubican en el N-terminal y una regién amplia
que involucra el dominio S2, sugiriendo que la interaccion con el glutamato podria
ser diferente para esta especie. Adicionalmente la especie que se destaca por su
gran proporcién de cambios en la region N-terminal es Rattus norvegicus (Véase
tabla 7).

De acuerdo con los anteriores resultados las secuencias de las subunidades
GLURS5, NR2A, NR2C y NRB3A son la que presentaron mayores cambios en la
region C-terminal, por lo tanto fueron sometidas a la prediccion de estructura
secundaria y sitios de fosforilacidon, teniendo en cuenta que se han identificado
proteinas con dominios PDZ que interactian con el C-terminal de los iGluRs,
como es el caso de la subunidad NR2 que participa en complejos de sefializacion
que influyen en la plasticidad neuronal (Cull-Candy, S.; Brickley, S.; and Farrant,
M.; 2001.; Lim, I.; Merrill, M.; et al. 2003.; Kim, E.; and Sheng, M.; 2004).

4.5 Curacion de los Alineamientos

Este procedimiento se realiz6 con el propdsito de favorecer la estimacion
filogenética, teniendo en cuenta que se ha demostrado que la eliminacién de las
regiones problematicas (alto porcentaje de divergencia y de gaps) del alineamiento
de forma manual o empleando métodos automaticos como en este caso el
programa Gblocks, permite generar mejores arboles filogenéticos y a pesar de la
pérdida de informacién existe un aumento de la senal filogenética (Talavera, D.;
and Castresana, J.; 2007). Este procedimiento no se llevd a cabo con los
alineamientos por especie, por receptor y el general, debido a que los resultados
obtenidos nos muestran que las diferentes subunidades proteicas no fueron
alineables, y para llegar a hacer una curacion adecuada es necesario la
implementacion de otros algoritmos donde el requerimiento computacional y de
tiempo son mayores, por lo tanto el procedimiento que se sigue para las
inferencias filogenéticas solo se realizd con los alineamientos por subunidad.
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4.6 Seleccion del Modelo de evolucion

En el proceso evolutivo de las proteinas se puede destacar por ejemplo, que los
sitios que se ubican en el nucleo de una estructura proteica aceptaran
aminoacidos hidrofébicos, mientras que los residuos en un sitio activo son mas
propensos a ser cargados electrostaticamente. Esto sugiere una forma alternativa
de describir la evolucibn de una proteina, en ese sentido los modelos
probabilisticos estan explicitamente formulados en términos de las variaciones de
aminoacidos a través de sitios. Para la selecciéon del modelo de evolucién se
emplearon los programas Palm y ProtTest de acuerdo con lo descrito en la
metodologia y los resultados obtenidos para cada alineamiento se presentan en la
tabla 11.

Dentro de los modelos seleccionados se destacan JTT (Jones-Taylor-Thornton),
que se basan en el intercambio empirico de aminoacidos estimado a partir de
matrices de bases de datos de las alineaciones de proteinas, que incorporan una
frecuencia promedio de aminoacidos (Wang, H.; Li, K.; et al. 2008), Blosum, en
este caso la matriz de sustitucion se basa en los bloques de alineamientos de
proteinas menos homologas (Henikoff, S.; and Henikoff, J. 1992) y HIV que
emplea una matriz basada en maxima verosimilitud (Nickle, D.; Heath, H. et al.
2007), algunos de estos métodos presentan ajustes de aminoacidos invariables
(+1), consideran las frecuencias de los aminoacidos (+F) o asignan a cada sitio la
probabilidad de pertenecer a una categoria (+G) (Abascal, F.; Zardoya, R.; and
Posada, D.; 2005).

Tabla 11. Modelos de Evolucion Seleccionados para los Diferentes
Alineamientos por subunidad.

RECEPTORES NOMBRE Modelo
AMPA AMPA1 JTT
AMPA 2 VT
AMPA 3 vT
AMPA 4 JTT
NMDA 1-1a JTT
1-1b JTT
1-2b JTT
1-3b JTT
1-4b JTT
NR2A JTT+G+F
NR2B HIVb+F
NR2C JTT+I+F
NR2D JTT+F
NR3A HIVw+G+F
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NR3B JTT+F

KAINATO GLURS5 Blosum62
GLU R6 J1T
GLU R7 VT+
KA1 JTT
KA2 Blosum62+G+F

4.7 Estimacion Filogenética

Una vez seleccionado el modelo de evolucion mas apropiado para cada
alineamiento se precedid a realizar la estimacion filogenética empleando el
método de reconstruccidon por maxima Verosimilitud, que se caracteriza por
generar el arbol que maximiza la probabilidad de observar los datos del
alineamiento, adicionalmente este programa presenta un mayor rendimiento
respecto a los métodos por distancia y basados en parsimonia, con una reduccién
considerable en el tiempo de calculo (Guindon, S.; and Gascuel, O. 2003).

Subunidades AMPA

Para la subunidad AMPA1 se observa que las especies Pan troglodyes, pongo
pigmeus y Macaca mulata se encuentran mas estrechamente relacionadas dado
que comparten un mismo linaje, y las especies Rattus norvegicus y Homo
sapiens se presentan como ramas no resueltas. En el caso de la subunidad
AMPA2 se observa una topologia semejante a la subunidad AMPA1, con la
diferencia que la especie Rattus norvegicus presenta una rama mas corta (Véase
figura 24 A y B). Lo anterior se debe a que los cambios que se presentan en las
secuencias AMPA 1 y AMPA 2 no son suficientes para establecer relaciones de
parentesco mas estrechas.

En las subunidades AMPA3 y AMPA4 no se observan nodos internos sino linajes
independientes, por lo tanto son estimaciones filogenéticas poco informativas
debido a que no existen relaciones de parentesco de las especies a partir de éstas
subunidades, esto se debe a que los alineamientos resultan poco informativos
para la inferencias filogenéticas debido a la poca cantidad de cambios (Véase
figura 24 C y D).
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A)

AMPA1Pongo pigmeus
AMPA1Maca camulatta
AMPA1Pan troglodytes
AMPA1Rattus norvegicus

100

AMPA1Homo sapiens
—
0.001
B)
AMPA2Pan troglodytes
100
AMPA2Macaca mulata

AMPA2Pongo pigmeus
AMPAZ2Rattus norvegicus

AMPA2Homo sapiens
—
0.001
C)

AMPA3Rattus norvegicus

AMPA3Macaca mulata

AMPA3Pan troglodytes

AMPA3Homo sapiens
=
0.0005
D)

AMPA4Homo sapiens

AMPA4Pan troglodytes
AMPA4Rattus norvegicus

AMPA4Macaca mulata

—
n nnn?

Figura 24. Arboles Filogenéticos de las subunidades AMPA1, AMPA2, AMPA3
y AMPA4. EI método de reconstruccion filogenética empleado fue Maxima Verosimilitud
con un Bootstrap de 100, los valores en rojo indican el porcentaje con en el cual se generé
esa topologia.

Subunidades Kainato

El arbol para la subunidad GLURS nos muestra que las especies Homo sapiens y
Pan troglodytes se presentan como ramas no resueltas, mientras que las
especies Pongo Pigmeus, Macaca mulata y Rattus norvegicus se encuentran
mas relacionadas entre ellas porque comparten un ancestro comun (Véase figura
25 A), esto se debe a que los cambios para Homo sapiens y Pan troglodytes
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son los mismos (Véase tabla 7). Las subunidades GLURG6 y GLUR7 al igual que
en las subunidades AMPA3 y AMPA4 se observan como ramas no resueltas lo
cual se debe a las razones anteriormente expuestas (Véase figura 25 B y C).

A)
— GLUR5Macaca mulata
100
GLURS5Pongo pigmeus
GLURSRattus norvegicus
GLURS5Pan troglodytes
GLUR5Homo sapiens
—
0.005
B)

| GLURG6Pan troglodytes

GLURG6Rattus norvegicus
GLUR6Pongo pigmeus

GLUR6Homo sapiens
i
0.0002
C)

GLUR7Pongo pigmeus

GLURT7Rattus norvegicus
GLUR7Homo sapiens

GLUR7Macaca mulata

GLUR7Pan troglodytes

—
0.002
D)

62 | KA1lMacaca mulata

KA1Rattus norvegicus
KA1Pan troglodytes

KA1Pongo pigmeus

KA1Homo sapiens

H
0.0005
E)

59

KA2Pan troglodytes
-l- KA2Homo sapiens
— KA2Rattus norvegicus

KA2Maca mulata

KA2Pongo pigmeus

—
0.01

Figura 25 Arboles Filogenéticos de las subunidades GLUR5, GLURG, GLUR7, KAly
KA2. El método de reconstruccion filogenética empleado fue Maxima Verosimilitud con
un Bootstrap de 100, los valores en rojo indican el porcentaje con en el cual se genero esa
topologia.
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En la estimacion para la subunidad KA1 se destaca por presentar relaciones de
parentesco mas estrechas en comparacion a las subunidades GIuR de Kainato, en
este caso las especies mas relacionadas son Macaca mulata y Rattus
norvegicus seguidas por la especie Pan troglodytes, (Véase figura 25 D). Para
la subunidad KA2, aparecen las especies Homo sapiens y Pan troglodytes
relacionadas por un nodo ancestral mientras que las demas especies se presentan
como ramas no resueltas (Véase figura 25 E).

Subunidades NMDA

Los arboles filogenéticos para las variantes de la subunidad NR1 se caracterizan
por no presentar nodos internos indicandonos que los cambios identificados en los
alineamientos no son suficientes para presentar arboles resueltos, (Véase figura
26 A-E).

El arbol para la subunidad NR2 nos muestra que las especies Homo sapiens vy
Pan troglodytes estan mas relacionadas entre ellas en comparacion a la especie
Pongo Pigmeus vy las especies Macaca mulata y Rattus norvegicus se
presentan como ramas no resueltas (Véase figura 27 A).

Para la subunidad NR2B el arbol nos muestra que las especies Homo sapiens,
Pan troglodytes y Pongo Pigmeus comparten un linaje ancestral por lo tanto su
relacion evolutiva es mas estrecha mientras que para las especies Macaca
mulata y Rattus norvegicus no se observan relaciones de parentesco (Véase
figura 27 B).

En la subunidad NR2C aparecen las especies Macaca mulata y Rattus
norvegicus compartiendo un linaje ancestral, seguidos por la especie Pongo
Pigmeus Yy las especies Homo sapiens y Pan troglodytes presentan ramas no
reseultas (Véase figura 27 C). El arbol que se observa para la subunidad NR2D
presenta un nodo internos que relaciona las especies Macaca mulata y Rattus
norvegicus a diferencia de las especies Homo sapiens y Pongo Pigmeus
donde no se observan relaciones evolutivas (Véase figura 27 D).
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A)

NR1-laMacaca mulata

NR1-laRattus norvegicus
NR21-laHomo sapiens

NR1-1aPan troglodytes

0.001

B)

NR1-1bRattus norvegicus
NR1-1bMacaca mulata

NR1-1bPongo pigmeus
NR1-1bHomo sapiens
NR1-1bPan troglodytes

—
0.0005
C)

NR1-2bHomo sapiens

NR1-2bRattus norvegicus
NR1-2bMacaca mulata

NR1-2bPan troglodytes

—
0.0005
D)

NR1-3bMacaca mulata

NR1-3bRattus norvegicus

NR1-3bPongo pigmeus
NR1-3bPan troglodytes
NR1-3bHomo sapiens

A
0.0005
E)

NR1-4bHomo sapiens
NR1-4bMacaca mulata

NR1-4bPan troglodytes

NR1-4bRattus norvegicus

—
0.0005

Figura 26. Arboles Filogenéticos de las subunidades NR1 de NMDA. EI
método de reconstruccién filogenética empleado fue Maxima Verosimilitud con un
Bootstrap de 100, los valores en rojo indican el porcentaje con en el cual se
genero esa topologia.
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A)
ﬂlr NR2APan troglodytes
100 NR2AHomo sapiens

—— NR2APongo pigmeus

NR2ARattus norvegicus

NR2AMacaca mulata

—
0.002
B)
NR2BPan troglodytes

NR2BHomo sapiens
NR2BPongo pigmeus

I_ NR2BRattus norvegicus
NR2BMacaca mulata

[n
0.0005
C)
50 NR2CRattus norvegicus
74 NR2CMacaca mulatta
NR2CPongo pigmeus
NR2CPan troglodytes

NR2CHomo sapiens

H
0.005
D)

37 NR2DMacaca mulata

NR2DRattus norvegicus
NR2DPongo pigmeus
NR2DHomo sapiens

=
0.002

Figura 27. Arboles Filogenéticos de las subunidades NR2 de NMDA. El
método de reconstruccién filogenética empleado fue Maxima Verosimilitud con un
Bootstrap de 100, los valores en rojo indican el porcentaje con en el cual se
genero esa topologia.

La estimacion para la subunidad NR3A nos muestra que las especies Homo
sapiens y Pan troglodytes no presentan relaciones de parentesco y que las
especies Macaca mulata y Rattus norvegicus se encuentran mas relacionadas
entre ellas y a su vez se relacionan con la especie Pongo Pigmeus (Véase figura
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28A), mientras que en la subunidad NR3B no se observan nodos internos (Véase
figura 28B).

A)

96 NR3AMacaca mulata

NR3ARattus norvegicus

NR3APongo pigmeus
NR3APan troglodytes

NR3AHomo sapiens
—
0.005
B)
NR3BHomo sapiens
|: NR3BPan troglodytes
NR3BRattus norvegicus
-

0.02

Figura 28. Arboles Filogenéticos de las subunidades NR3 de NMDA. El
método de reconstruccién filogenética empleado fue Maxima Verosimilitud con un
Bootstrap de 100, los valores en rojo indican el porcentaje con en el cual se
genero esa topologia.

Es importante resaltar que las anteriores inferencias filogenéticas se
caracterizaron por presentar politomias, estas secciones en las filogenias nos
muestran que las relaciones evolutivas no pudieron ser resueltas por completo, es
posible que los linajes se separaron en diferentes momentos pero los datos
disponibles de los alineamientos no son suficientes para establecer relaciones de
parentesco dentro de la filogenia. Esto se debe a que la tasa de cambio en
proteinas es mas lenta y genera cambios poco informativos en el contexto
evolutivo en comparacion con la informacion que brindan las secuencias de ADN.

4.8 Estimacion de Estructura Secundaria

En este caso se empled el programa de prediccion PSIPRED, el cual incorpora
redes neuronales artificiales en las que se alinea la secuencia de la proteina en
estudio con bases de datos de pliegues que facilitan la asignacién de la estructura
secundaria. Las predicciones empleando este programa han logrado un score
promedio de 76,5% que se considera un alto nivel de precision en comparacién
con otros meétodos (McGuffin, L.; Bryson, K.; and Jones, D.; 2000). A continuacion
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se presentan las predicciones de estructura secundaria para las subunidades
GLURS5, NR2A, NR2C y NR3A que se caracterizaron por presentar cambios en la
region C-terminal, esto se realiza con el propdsito de identificar la influencia de
éstos cambios sobre la estructura secundaria que adoptan las subunidades y que

puedan sugerir cambios en la interaccion del dominio C-terminal con otras
proteinas.

La prediccién de estructura en la subunidad Glur5 nos muestra que las especies
Homo sapiens y Pan troglodytes presentan la misma estructura en su region C-
terminal (Véase figura 29 Ay B), mientras que para las especies Pongo Pigmeus,
Macaca mulata y Rattus norvegicus se observan diferencias; en el caso de la
especie Pongo Pigmeus la secuencia es mas larga (915 aminoacidos) y las
diferencias se presentan a partir del aminoacido 848 con la presencia adicional de
una hoja B, dos hélices a y regiones de enrollamientos (Véase figura 29C), la
especie Macaca mulata presenta la secuencia mas corta (873 aminoacidos), su
estructura es semejante a la de las otras especies sin embargo no coincide en la
posicién de los aminoacidos y finaliza con un enrollamiento desde el aminoacido
838 (Vease figura 29D) y en la especie Rattus norvegicus las diferencias se
presentan desde el aminoacido 850 donde prima la estructura de enrollamiento
(Véase figura 29E).
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C) Pongo pigmeus Glurd
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E) Ratlus norvegicus Glurd
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Figura 29. Prediccion de Estructura Secundaria para el Dominio C-terminal
en la Subunidad GLUR5. A) Homo sapiens, B) Pan troglodytes, C) Pongo
Pigmeus, D) Macaca mulata y E) Rattus norvegicus. Los recuadros rojos
resaltan las regiones de cambio. Los barriles verdes representan hélices a, las
flechas amarillas hojas B y las lineas negras regiones de enrollamiento.

En la subunidad NR2A se presentan pequefios cambios estructurales a partir del
aminoacido 845 resaltados por los recuadros rojos, las secuencias mas
semejantes son las que corresponden a las especies Homo sapiens y Pan
troglodytes mientras que la secuencia de Macaca mulata es en la que se
observa mayor variacion (Véase figura 30).
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A) Homo sapiens NR2A B) Pan roglodytas NR2A
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Figura 30. Prediccion de Estructura Secundaria para el Dominio C-terminal en la
Subunidad NR2A. A) Homo sapiens, B) Pan troglodytes, C) Pongo Pigmeus, D)
Macaca mulata y E) Rattus norvegicus. Los recuadros rojos resaltan las regiones de
cambio. Los barriles verdes representan hélices a, las flechas amarillas hojas B y las
lineas negras regiones de enrollamiento.
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En la subunidad NR2C la region C-terminal esta caracterizada por una estructura
de enrollamiento a partir del aminoacido 847 en las especies Homo sapiens y
Macaca mulata (Véase figura 31 Ay D), en las especies Pongo Pigmeus vy
Rattus norvegicus prima la estructura de enrollamiento sin embargo se presentan
algunas hojas B o hélices a que se resaltan en los recuadros rojos (Véase figura
31 C y E), por ultimo en la especie Pan troglodytes la secuencia es mas corta y
se caracteriza por la presencia de hélices a y enrollamientos (Véase figura 31B).

A} Homo saplens NR2C B) Pan trogiodytas NIR2C

=2 {11030311300012000 10000 12533001002 1000
Prad:

FTEELD LS P I P S R AUSH B USH IS L LA L LR
ARl TRALLVAMS LA BLVFAREH LY TRE, LEHS Y PHE U AR Li-AF

L at:] 0 0 40
Prad:
Fawal: HEHHHLHE EEEEE EESEEE AR FEFFECERPUT LI AR AN AN EA QAT FATSI T CARSTAT
Ahc SR TVECEBEY0S LASE FROASE DLTAS SACAS ¥ LEHLOA 850 aea 75 .
w0 LT T e
van o | AT 1031943334071 3330 3333000000
cent : 133304304400430004 40004000 s 100 a0 % [ —
Fomads Prac:| HHIHHHHHERECCCCCHE HHHEC CCCCE COCOE CORECED
Prad: COCCCOEEECCEEEOEEE CEEEEOEEDE CEEDE CECEEEE ARl CLOALACA FMCLFITFRACORS ECAGA PAMTHROEVTLH
Ri: ARCSATTACVERA LORATRTTRHMOOSR RAFFF 2 REFTRR aea a2z sl *za
pa wna viw au
A3 B a1
zwei - 11130333300033323303300 33222200 10000000% ey
Prad: Prad:| CEOOCCCCOOODECCCOC CECCOOCENNROOOE CODOEEL
Pred: COCCCOOLECOECLOOEE COCEEOEELE CELOE BECELEE Ak AHAHLPFEMGIVE PRLPP CAS HG SFNLEC AP LLRPLE TL
AAT LA FLLE TELE T FRETE LU FULLA AR LT AL, 970 2 930 e
w0 B LEE w0
cer 2 | IIT339300393.51 1 11T AN TS 385002.00
cent = 1I3T00330204003040303403324000003004030: Frasd) "
Faaada Famnls
TE ACOTOSFPOr ST
r"u: EEEEEEEE EEEEE EOEEE CEELE BEEEE CELEE BELEEEE bl | 1= - Sty
" RPPTRGPFLSOVA YRR FAWRA RWPVR TGRCG RHLER R 270 EI] LR 1oan
o g wrw Uy
vong: 10
2uee . TITI303000020030200030030303003 30000030 3 ey
Frad: Frad: C
AR W

Frad: COCCCOOC DT CODEC CODC S OO ol DD Sl el D
AAs RPLEFARCHYERF FRADR SGRFF LPLFPELADLF LAGFED
poLm igra 1039 Lo4n

Comt
Prad:

PFrad: COCCCOCCCOOCCCOOCe COfCCCoCeC OO SLOni Tl
AA: LARFPEALLHAMARCERPRALSL FRFVA LAFARFESLENG

poso 1gea 1a7a Ltamn

Comf
Prad:

Prad: COCCCOCCCOOCCCOOCC COfCC e OO SLOni Tl
AA: CTGPACARPIGHSACRRLAGAOEMCLPT TRAAC DRGEONG

IU'ilil llﬁﬂ IE:Q E:ZU

L=
Frad
Frecd: COCOCCOCCCCOOCOOCC DI ::mu:mm:c-;c

L WEIEMNHL LP?{ASMSHI&

1L3a 11'II J.i.:-ﬂ 11-!-'}

Conki
Fradi

Fred CCCCCCOT OO OO ECoCCCCCooCOi oo TCCCD
AN CAWCFLGHFCR TLGLETE YROSCO L0 T SRVARE TOCF PG

1T 1laa 19 1200

cent I1I00TI0I00N

Frad|

Frad CCCCCCOCOCCOCD
AL PCTWRPIZSLEIEY

1210

85



&) Pongo pigmeus NR2G

2ont . TITITTIIITIII10 1100 T AT T T 0

Frwds

Pred: HHHHHHHHHHHHE HHESHRRHCE CCCEC HHHHHE HHHEH S
AR :ummquwmqnnmnlynmlrn;

L] B0 Ld ] L1

cent : 123000300000000000000 0305 530335530000
Prad) l - |

Frad) HODCODDOOCCCOCOOOnOCCCC EOCRA g
Al FEGWOELAEETROESFOLTASSA ™
L

arl add are ag

cant TIIIIINNIIIDIna T30 30101000178
Fras

Frad: COCCOOLCOCCCCCCOiiiCC il CORCOCLLics
Ad REVEEELERATRE I ERSCERiA Pl G T S AL

L3 ] i bt

cone . ITII I INNITINIE

Prad)

L T e e e e
Ak ! PTPGFPPEPSPTGRGPPGEGRAALNPRA FOPFGRPFTRGE

$34 as 4 e

conr : T1110100MI122100200000203 2000000000

Pradi
Pl COCCCECOECCCCCCEEn e OO rrrC ool
M| mmﬂmﬂmmwwq
hr -] ] 70 igon

cane 1111131001031133133000011303 30039319501 17F
Prad:

PFrad: EOCCOOCCCCCCCCOioOCECCotl COCECECooted
Ak mmwumm Ld.ﬂ'l.l:t.h.l.lm

e e 1030 1040

cont: JTIIIII0NINNI3300 0011011 000001000 30E

Prad)

Frecd: COCCOCCCOCCOCECCoDOCCCECECODOOCCEEECCTDC
AR | LARAMEOC CRPRARSLPEFUADK FARPE S LG CTRPACY

1II!|DI 1HDI 1Dl'.|'I1I 1I:|l o

tenr; 1111320000 0011020000000 02220 2000000 0000
Fradi

Prad SOUCODCCCC LLooooog
Abi REDGEEACEREAQRNSHE mﬂmﬂ
L ey 111n 1120

€ont . ORI 0000 100NN T 1T 03 00000

Fred: ©OCOCCCECOOOEEOO0COO00CCO0ECEO00ECOO00nE
¢ OHYELHARAHLIF CHENY CPILPPEASBESHLECAMEFLE

f L g e hhsg
cant: 1300033711301000333003303500 013013007200
Frad: I
Prad: CCOCCCECCECCE COCOHBNNRARRERC CEODE DEEEELDE
Ak: EFCETLELOTGYRGLOE T OGFPC FETMRRT
1T THEY 1198 13906
Cont: ool
FPrad:
Pred: Coooooe
AAr SELESEV

) Macaca mulaia NR2G

eent: 11IIII1000000 0011000050000 105095

Frash
Pradi BHHHHHRREC ECCOs HERRHHA
A mmuummummwﬂmmu

810 820 L3] £l

Cont s 1332352011033 30130 000130 33033 Taan 130
Fradi

Fredl HEHEHCCC COOCOCCOOCOrCCCOCOCCODOCCCCCl
Ak: EIVECFICVOELASFEROFEEDLTASSACATYLIHLOAAR

B L1 T LD

et : 111300000333301 30120000030 3300000000023

Frad:

Fraeds COCOCCCC COo e COCo oo C o CC COQn D CoCC e
Ak CRVTTACY SSELDRATRT DENWCCCRPAPFEPPCPTRR SE

B9 e 10 a2

tont : 110000001100000 00220000030 303331320 200033

Frads

EEE P sadesdad i daadadadadadsssdudsadas a4
M PEPELPTRCIAPE POPROLRPECOCRAN LVRRA POPFC P

tant : TTIIIIINI0INI0I0000000T2 2000000000033
Frad:

Frads COCOCCCL CODECCCCOD Do CeOOi DL CO0OOoCoo D
Az FTPCPPLE OV ERY SRPPAREAFR FYRAC HOCRH LEASE R
| N

eant = 1100110000200 30000010 3300012000003
Frad:

Prad: CODCCCCCCOOECCCOOROECCOOiCECCOriDECCoD
Al : ALPERPLE PARCHYSSFPRADRSCRPFLPLAPEPPEPEDOL
1 L

1 L
101 4 pL-rd] pL-EL] 1o

€ant = 1103002033032273012300013332030 132002003

Frad:

Prad: COCOECCCCCDCCOCOERECOCEOORECCOODDER00EEL
W45 PLLGLEQLAPRES LLRANSANGS PFRHAGLETS LARAF AR

cane - 11130000000000000000 002203 1000000000010

Frad:

Prad: COCODCCCCODECCCCEEDECCCO il COODl DECET T
AL: PEELEASELUALE S P Ee AL TS

1040 1186 1118 1126
EL PO 10w RN RN |
Frad)
Prac: COCCCLCCOCCCTCCIPCECCCCOOC LD EECOCDo DT
LY wmmmmmsm\wmn
18 1140 1150 1180
conr: 1113302000011539932202330 330000001 00322 4
h.dl

Frod COOCORELOCCECCECEERLECCEOIE I LLEnnED
AN CRTLELOTOYROSCCLOBVERYACSTUOFECFETRRRIEE

e PR E:]] 110 Ee-l]

cont il

Prach:

Prad: EEE8E
Ah LS



E) Ratius norvegicus NR2C

e |

rE— 3 -ar

| I— P 1 =Taar e P o e
= S Mmid et = comiidsnces of pred =

i'ﬂl Mﬂ [ EL] LED]
Fred) predicteld setondary #Lreiture

0]

Pred: OOCOODOE COOOE CI00C COCCC COCCC COCCOOCICO DD
AR HTAD S LA TR ISR WL R FVTAR TASCEREI TR

Lk T30 '!‘lﬂ p il

Fred: CEECOOOECCeiECiCoCCeCee CECCCECEECEEICEEn
AA: POOFSFSCWCEPOOCRTF LARPA FORFARPATCORLFDY

$30 il P 248

P td- mm:umn::cmcc::u CECCCIniceon

FRALFERFLLTA
s70 *Ea E @30

- BT RIIANII333113 311 15E T

Fred. OO CCC o OO O o CCCCCOCCCCCCCCOCCCCCOIEC D
EEN lﬂl“mlﬂll’ﬂmmm

1D10 oz loyo L340

PFred| CHHRCOCOC CCOOC LSO C CECEC CHHRE CEFCC OEZECO0
Ak mmwﬂniwimmlww: ™

1838 1860 16Ta 1840
zont. 113337733701715 3100937230300 5 saa3a
Prad: S

Fren: (IECCEOCCELCOCiCesCECll COCCHHHHHK CCon
Ak mmmmwm:ﬂrpﬂ_ﬁm

1098 1100 1120

Prad;

Fred: COCCCCCOCCCCC OO OODOC OOCCC CCCOCCCIOnnT
Ak J.mmv:mu‘nwrnl:nmmu HEPH'I.TE

jl!ﬂ 111& FERT-] 11-&5

Foed, COODCCOCCCCODOOEED EEEERHHHCCRCIioCT

Mui TWEFEAHRVETLGLETCYROSCN LEEVEREACS TIOFRRE
biTo iim izaq

tent . 1I0BNIxsn=IE

Fred:

Fred: CCCOCCCCOCECD
AX: CTWRIVSSLESEY

L]

Figura 31. Prediccion de Estructura Secundaria para el Dominio C-terminal
en la Subunidad NR2C. A) Homo sapiens, B) Pan troglodytes, C) Pongo
Pigmeus, D) Macaca mulata y E) Rattus norvegicus. Los recuadros rojos
resaltan las regiones de cambio. Los barriles verdes representan hélices a, las
flechas amarillas hojas B y las lineas negras regiones de enrollamiento.

87



En la subunidad NR3A se presentan pequefios cambios de estructura resaltados
en los recuadros rojos entre los aminoacidos 944-958 y 1023-1035 para las
especies Homo sapiens, Pan troglodytes, Pongo Pigmeus, y Macaca mulata
(Véase figura 32 A-D), mientras que la secuencia con mayor variacion de
estructura se presenta en la especie Rattus norvegicus con cambios adicionales
entre los aminoacidos 962-977, 1002-1020 y 1048-1066 (Véase figura 32 E).
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Figura 32. Prediccion de Estructura Secundaria para el Dominio C-terminal
en la Subunidad NR3A. A) Homo sapiens, B) Pan troglodytes, C) Pongo
Pigmeus, D) Macaca mulata y E) Rattus norvegicus. Los recuadros rojos
resaltan las regiones de cambio. Los barriles verdes representan hélices a, las
flechas amarillas hojas B y las lineas negras regiones de enrollamiento.

El dominio C-terminal de los iGluRs sirve como plataforma de importantes
modificaciones postraduccionales , asi como representar un buen dominio de
anclaje para interacciones proteina-proteina con una variedad de proteinas
intracelulares que estan envueltas en el direccionamiento, trafico y anclaje de
estos receptores (Scannevin, R.; and Huganir, R.; 2000). Adicionalmente esta
region presenta importantes sitios de fosforilacién para serina, treonina y tirosina
quinasas como es el caso de la proteina quinasa C, proteina quinasa A, entre
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otras (MacDonald, J.; Kotecha, S.; et al. 2001).

Con base en lo anterior, los cambios de estructura que muestran las predicciones
nos proponen que la interaccion de los dominios C-terminal con otras proteinas
puede ser diferente en las especies en estudio para las subunidades Glur5, NR2A,
NR2C y NR3A, por lo tanto resulta importante reconocer sitios de fosforilacién que
estén variando en estas subunidades y que brinden una mayor informacién en
relacion cuales son los sitios de interaccion que estan cambiando.

4.9 Estimacion de Sitios de Fosforilacion

Este procedimiento se llevd a cabo empleando el servidor NetPhos que emplea
un método de redes neuronales artificiales para predecir los sitios de fosforilacion
en secuencias independientes, con un rango de sensibilidad del 69% al 96%
(Blom, N.; Gammeltoft, S.; and Brunak, S.; 1999). El programa resalta secuencias
de 9 aminoacidos que involucran un residuo de fosforilacion (motivos), seguida de
una puntuacién de 0.000-1.000, donde los valores cercanos a 1 representan una
alta probabilidad de que la secuencia sea reconocida como motivo de fosforilacion.
Los resultados de la prediccion de sitios de fosforilacidn en las secuencias de las
subunidades Glur5, NR2A, NR2C y NR3A se encuentran en el anexo 3, a
continuacion se presentan los resultados de los sitios de fosforilacion que se
encuentran dentro de los cambios identificados a partir de los alineamientos con
sus respectivos valores de puntuacion.(Véase tabla 12).

Tabla 12. Sitios de Fosforilacion que hacen Parte de los Cambios.

Sitios de Sitios de
fosforilacién que fosforilacién que se

aparecen pierden
Subunidad Especie Posicion Cambio  Score Posicién  Cambio  Score
GLUR5 Homo sapiens 853 K por S 0.965 844 S por Q 0.979
879 T por S 0.962 862 S porD 0.938
874 T por G 0.984
Pan troglodytes 853 K por S 0.965 844 S por Q 0.979
879 T por S 0.962 862 S por D 0.938
874 T por G 0.984
NR2A Macaca mulata 1152 S por P 0.903
Rattus norvegicus 1393 N por S 0.973 1152 S porP 0.903
1260 S porN 0.716
1343 SporT 0.985
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NR2C Pan troglodytes 827 SporT 0.957
Rattus norvegicus 1107 Tpor S 0.993

NR3A Rattus norvegicus 969 F por S 0.781 1006 T por M 0.917
1024 S por N 0.974

Las subunidades de los receptores Kainato interactuan con numerosas proteinas
que afectan su funcién y distribucion subcelular, investigaciones en esta area se
han centrado en la influencia de las proteinas con dominios PDZ, como es el caso
de las proteinas PSD-95, GRIP y PICK1 que interactuan en diferentes grados con
los motivos que se ubican en el C-terminal de las subunidades e involucran
aminoacidos como serina y treonina, lo que sugiere una interaccion proteina-
proteina por fosforilaciéon (Gereau, R.; and Swanson, G.; 2008).

Para las subunidades del receptor NMDA también existe una variedad de
proteinas que actuan directamente con el dominio C-terminal como es el caso de
las proteinas MAGUK (PSD-95, PSD-93, SAP97 y SAP102), estas proteinas
presentan tres dominios PDZ que se unen a los dominios PDZ de las subunidades
NMDA y actuan como complejo molecular que se puede asociar a otras proteinas
alrededor de la densidad postsinaptica (PDS), favoreciendo la union de los
receptores NMDA a otros receptores de glutamato o canales ionicos.(Cull-Candy,
S.; Brickley, S.; and Farrant, M.; 2001.; Lim, I.; Merrill, M.; et al. 2003.; Kim, E.; and
Sheng, M.; 2004).

La presencia de nuevos sitios de fosforilacion y la ausencia de otros en las
secuencias de la subunidad GIuRS para las especies Homo sapiens y Pan
troglodytes, asi como en Macaca mulata y Rattus norvegicus para la
subunidad NR2A, en Pan troglodytes y Rattus norvegicus para la subunidad
NR2C y Rattus norvegicus en la subunidad NR3A (Véase tabla 12), nos sugieren
que los procesos de direccionamiento, trafico o anclaje de estas subunidades
puede estar variando en estas especies. Por lo tanto seria interesante comprobar
experimentalmente de qué forma estos cambios en estructura y sitios de
fosforilacion alteran la afinidad por las proteinas que se unen a motivos en el C-
terminal de las subunidades mencionadas.

Por otra parte resulta importante la relacion que se puede establecerlos resultados
obtenido en las inferencias filogenéticas y las predicciones de estructura
secundaria, en el caso de la subunidad GIuR5 las especies Homo sapiens y Pan
troglodytes se presentan como ramas no resueltas en comparacion a las otras
tres especies que comparten un nodo ancestral, presentaron los mismo cambios
en el C-terminal el cual se ve reflejado en un mismo patrén de estructura
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secundaria a diferencia de las especies Pongo Pigmeus, Macaca mulata y
Rattus norvegicus.

Para la subunidad NR2A se observa que las especies Homo sapiens y Pan
troglodytes que se encuentran mas estrechamente relacionadas presentan
estructuras secundarias mas semejantes seguidas por la estructura de la especie
Pongo Pigmeus, lo cual también se ve reflejado en el arbol. En el caso de la
subunidad NR2C Pan troglodytes se destacd por presentar la secuencia C-
terminal mas corta y aparece en el arbol como una rama independiente, sin
embargo las relaciones de parentesco en el arbol no se pueden relacionar con la
estructura secundaria dado que en esta region C-terminal para esta subunidad
priman la estructura de los enrollamientos al azar.

Por ultimo para la subunidad NR3A las especies Homo sapiens y Pan
troglodytes que presentan estructuras secundarias muy semejantes, se
presentan en el arbol como ramas sin resolver, mientras que para las especies
Pongo Pigmeus y Macaca mulata que también presentan estructuras similares
se presenta una relacion evolutiva porque comparten un ancestro comun y la
relacion estrecha entre Macaca mulata y Rattus norvegicus no se ve reflejada
en sus estructuras secundarias.

De acuerdo con lo que se podria pensar la relacion filogenética que se establece a
partir de los cambios en las secuencias de las proteinas deberia verse reflejada
en la estructura secundaria, sin embargo los resultados obtenidos nos muestran
que no necesariamente una relacion evolutiva entre dos secuencias implica
estructuras secundarias semejantes.
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5. CONCLUSIONES

Los alineamientos multiples permitieron identificar los cambios que se
presentan en las diferentes subunidades de los receptores NMDA, AMPA y
Kainato, dentro de los que se destacan los cambios que involucran los
dominios de unién aligando S1 y/o S2, porque proponen variaciones en la
interaccion con el glutamato o en la estabilizacion del bolsillo o pocket de
unién al ligando, en la especie Rattus norvegicus para las subunidades
GIuR5, GIuR6 y NR2A, y en la subunidad NR3A para las cinco especies
dada la variacion de los residuos en la posicidén 596 y posiciones adicional
en las especies Macaca mulata y Rattus norvegicus.

La prediccion de dominios transmembranales nos mostré que las
subunidades NR2 A-D y NR3A-B de NMDA y la subunidad KA1 de Kainato
a diferencia del resto de subunidades presentaron cuatro dominios
transmembranales; En las subunidades NR2B-D, NR3A-B y KA1 el
segundo dominio transmembranal podria corresponder al bucle reentrante
en la membrana M2, mientras que en la subunidad NR2A el tercer dominio
transmembranal puede estar representando un bucle similar a M2 ubicado
entre los dominios M3 y M4.

Las subunidades GLURS, NR2A, NR2C y NR3A se destacaron por
presentar una mayor proporcidon de cambios en la region C-terminal,
mostraron cambios en la prediccion de estructura secundaria los cuales
sugieren variaciones en las interacciones con las proteinas que se unen a
dominios ubicados en esta regién y que estan involucradas en los procesos
de direccionamiento, trafico y anclaje de los receptores en las posiciones
intracelulares.

La identificacion por prediccion de sitios de fosforilacion que aparecen o se
pierden en la region C-terminal a través de los cambios que presentan las
subunidades GIluR5 en las especies Homo sapiens y Pan troglodytes,
NR2A en las especies Macaca mulata y Rattus norvegicus, Pan
troglodytes y Rattus norvegicus en la subunidad NR2C y Rattus
norvegicus en la subunidad NR3A, nos plantean la existencia de
variaciones en la interaccion de estas subunidades en las especies
correspondientes con proteinas quinasas y con proteinas con dominios
PDZ como PSD-95, PSD-93 que se unen a los dominios PDZ en la regién
C-terminal de los iGluRs y actuan como complejos moleculares que se
puede asociar a otras proteinas alrededor de la densidad postsinaptica
(PDS).

La comparacion entre las inferencias filogenéticas y la estructura
secundaria para las subunidades GLUR5, NR2A, NR2C y NR3A nos
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permitid observar que no siempre una relacion evolutiva entre proteinas
implica la adopcion de estructuras secundarias semejantes, o que proteinas
que presenten estructura secundaria provengan de un mismo linaje
ancestral.
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6. PERSPECTIVAS Y APLICACIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permitieron identificar cambios en
algunas subunidades de los iGluRs que sugieren variaciones en las interacciones
con el glutamato o con las proteinas que se unen a motivos en la regién C-
terminal, estos hallazgos requieren de acciones experimentales como:

Identificar la influencia que tienen en la afinidad con el glutamato las
siguientes sustituciones 1459L, T696S y R700K en la subunidad GLURS,
A463V en la subunidad GLURG, K680R y K684R en la subunidad NR2A, y
596R-N-S, H600N E804Q en la subunidad NR3A.

Identificar como afecta o favorece la interaccion con proteinas con dominios
PDZ como PSD-95, PSD-93 y proteinas quinasas la presencia de nuevos
sitios de fosforilacion y la ausencia de otros, en las secuencias de la
subunidad GIuR5 en las especies Homo sapiens y Pan troglodytes, NR2A
en las especies Macaca mulata y Rattus norvegicus, Pan troglodytes y
Rattus norvegicus en la subunidad NR2C y Rattus norvegicus en la
subunidad NR3A.
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