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Resumen

Objetivo. Identificar la influencia de los cambios respecto a la estructura secundaria y a la relacién evolutiva de los receptores NMDA,
AMPA'Y KAINATO en las especieslomo sapiensPan troglodytesPongo pygmaeyg Macaca mulataMateriales y métodosSe
recopilaron 91 secuencias correspondientes a los receptores NMDA, AMPA y Kainato y se sometieron a los programas ddeprediccion
estructura secundaria, sitios de fosforilacién, alineamientos mdltiples, seleccion del modelo de evolucion y predicéidrafiRemiitados.

Se encontrd que las subunidades GLURS5, NR2A, NR2C y NR3A presentaron cambios de estructura en la region C-terminal y aparicion
o pérdida de sitios de fosforilacion en esta zona. Adicionalmente la prediccion filogenética nos propone que las subudidades NR
NMDA son las mas cercanas al nodo ancestral que da origen a los demas sub@odatiesoneslL os cambios de estructura y sitios

de fosforilacion en las subunidades GLUR5, NR2A, NR2C y NR3A nos sugieren variaciones en la interaccion de la regionc@iterminal
proteinas quinasas y con proteinas con dominios PDZ lo cual podria afectar el trafico y anclaje de las subunidadesrt®da otra p
prediccion filogenética nos propone que los cambios que se presentaron en las subunidades NR2 dieron origen a las dateaslsubunid
los receptores ionotropicos de glutamato, basicamente porque son las subunidades de NMDA y en particular NR2D las drense encuen
mas estrechamente relacionadas con el nodo ancestral que posiblemente dio origen a los iGIuRs.

Palabras clave receptores ionotrépicos de glutamato, iGIuRs, NMDA, NR1, NR2A NR2C, NR3A, AMPA, GIuR5.

Abstract

Computational study of the evolutionary relationships of the ionotropic receptors NMDA, AMPA and kainate in four species of
primates. Objective. To identify the influence of changes on the secondary structure and evolutionary relationship of NMDA, AMPA and
kainate receptors iHomo sapiendPan troglodytesPongo pygmaeusndMacaca mulattaMaterials and methods.We identified 91
sequences for NMDA, AMPA and kainate receptors and analyzed with software for predicting secondary structure, phospitesylation s
multiple alignments, selection of protein evolution models and phylogenetic predregults.We found that subunits GLURS5, NR2A,
NR2C and NR3A showed structural changes in the C-terminal region and formation or loss of phosphorylation sites in this zone.
Additionally the phylogenetic prediction suggests that the NMDA NR2 subunits are the closest to the ancestral nodeifieatigilres r
other subunitsConclusions.Changes in structure and phosphorylation sites in GLUR5, NR2A, NR2C and NR3A subunits suggest
variations in the interaction of the C-terminal region with kinase proteins and with proteins with PDZ domains, whichesziutteaff
trafficking and anchoring of the subunits. On the other hand, the phylogenetic prediction suggests that the changesdhatbedir2
subunits gave rise to the other subunits of glutamate ionotropic receptors, primarily because the NMDA and particulabystiteuNR2

are the most closely related to the ancestral node that possibly gave rise to the iGluRs.

Key words: glutamate ionotropic receptors, iGIuRs, NMDA, NR1, NR2A, NR2C, NR3A, AMPA, GIuR5.
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Resumo

Estudo computacional das relagées evolutivas dos receptores ionotropicos NMDA, AMPA e cainato em quatro espécies de
primatas. Objetivo. Identificar a influéncia das mudancas da estrutura secundaria e da relagdo evolutiva dos receptores NMDA,
AMPA e cainato nas espécielomo sapiens, Pan troglodytes, Pongo pygmaedscaca mulattaMateriais e métodosForam

recopiladas 91 seqiiéncias correspondentes aos receptores NMDA, AMPA e cainato e foram submetidos a programas de predi¢do de
estrutura secundéria, sitios de fosforilagdo, alinhamentos multiplos, sele¢do do modelo de evolugéo e predi¢éo dRefloiyreies.
Descobrimos que as subunidades GLURS5, NR2A, NR2C e NR3A apresentaram altera¢des estruturais na regido C-terminal e aparecimento
ou perda de sitios de fosforilagdo nesta area. Além disso, a predicao filogenética sugere ainda que as subunidades NR2ale NMDA

as mais préximas ao né ancestral que da origem as demais subunCaidesées As mudancgas na estrutura e nos sitios de
fosforilagédo nas subunidades GLUR5, NR2A, NR2C e NR3A sugerem variagBes na interagéo da regido C-terminal com proteinas
quinase e com proteinas de dominios PDZ que poderia afetar o trafego e fixagdo das subunidades. Além disso, a predicdo filogené
sugere que as mudancas ocorridas nas subunidades NR2 deram origem as outras subunidades de receptores ionotrépicps de glutamato
principalmente porque sé&o subunidade NMDA e particularmente NR2D aquelas que séo mais estreitamente relacionadas com o né
ancestral que provavelmente deu origem aos iGluRs.

Palavras-chave:receptores ionotropicos de glutamato, iGluRs, NMDA, NR1, NR2A NR2C, NR3A, AMPA, GIuR5.

Introduccidén funcion principal es recibir la sefial quimica del glutamato
gue se une a un dominio extracelular del receptor,
Una forma de entender la evolucién humana es a travégenerando la permeabilidad del mismo a cationes de Na
del estudio de los primates basicamente por similitude€&*y K* que contribuyen a una variacion en el potencial
morfoldgicas, bioquimicas y de comportamiento en res€léctrico de la membrana post-sinaptica (7).
puesta a condiciones ambientales parecidas; por ejemplo
una caracteristica importante es que los primates preseMolecularmente los iGLURs se caracterizan por ser
tan cerebros con mayor tamafio respecto al tamafio coproteinas integrales de membrana que presentan tres
poral en relacién a otras especies (1). Esta tendencia 8eminios transmembranales designados como M1, M3y
mayor en los seres humanos y es una caracteristica evol4, un bucle reentrante en la membrana en la zona
tiva que favorece los procesos de memoria y aprendizajeitoplasmatica designado como M2, el extremo amino-
(2). Adicionalmente las habilidades cognitivas estan diterminal localizado en la zona extracelular y el carboxi-
rectamente relacionadas con el incremento en el tamaffgrminal en la zona citoplasmatica, dos dominios de union
del cerebro (3). a ligando designados como S1 y S2 que se encuentran
adyacentes al dominio M1y en el bucle que se forma entre
Varios de los aportes que hasta el momento se han realizatfis dominios M3y M4 y un dominio flip/flop representado
respecto al funcionamiento y estructura del cerebro, depor una estructura helicoidal, en el lado opuesto del
sistema nervioso central (SNC), de los procesos sinapticogdominio de unién a ligando S2 (8).
entre otros, para los mamiferos y en especial para el ser
humano involucran al glutamato. Este aminoéacidoEn €l aspecto evolutivo, una prediccion filogenética re-
excitatorio es uno de los principales neurotransmisorekciond la familia de genes iGLURs en animales y los

del SNC, el cual actla a través de receptores ionotropicdienes GLR (glutamate receptor-like) en plantas como
y metabotrdpicos (4). Arabidopsis thalianalos andlisis por parsimonia demos-

traron que los genes GLR son el grupo basal para la familia
Los receptores ionotropicos (iGLURS) conforman canalesle receptores de glutamato, esta ubicacion indica que la
permeables a iones comoN&&* y K*; se dividen en divergencia entre los receptores putativos de la planta y
cuatro grupos denominados NMDA, AMPA, Kainato y los iGLURs en animales surgio antes de la divergencia
Delta. Los receptores metabotropicos (NGLURs) estarentre los iGLURs en animales (NMDA, AMPA, Kainato).
acoplados a segundos mensajeros como diacilglicero partir de estos resultados se sugiere que la sefializacion
inositol-3-fosfato y AMP ciclico (4, 5). célula-célula por aminoéacidos excitatorios en el cerebro

de los animales, surgié de un mecanismo de sefializacion
Los iGLURs son mediadores importantes de las sefiales geimitivo que existié inicialmente en las plantas (9).
excitacion sinaptica, y contribuyen a los procesos de
memoria y aprendizaje (6), asi como en diversad traves, de procedimientas silico se analizo la evolu-
neuropatologias como la epilepsia y la isquemia. Si€ion molecular del dominio C-terminal en el receptor

184 Moreno-Pedraza et al



Estudio computacional de las Proteinas iGIuRs

NMDA, los resultados demuestran que la evolucion genefincluye todas las subunidades para los tres receptores en
ré un dominio C-terminal no estructurado en la subunidadina especie) y uno con todas las secuencias para los tres
NR2 en el linaje de los vertebrados, el cual participa emeceptores en las cinco especies.

complejos de sefializacién que influyen en la plasticidad

neuronal y puede contribuir a la diferenciacion de las es- L )

pecies en relacién a su comportamiento y funciénPrediccion de estructura secundaria

cognitiva, teniendo en cuenta que esta regién es mucho . . . e
mas corta en especies invertebradas y solo presenta el as secuencias de las subunidades en las que se identifica-

o AL ; ron una mayor proporcion mbi n la region C-ter-
minio de sefializacién denominado PDZ (10). on una mayor proporclo de cambios en la €gio C e
minal fueron sometidas al programa de prediccién de

En este trabajo, se relacionaron evolutivamente las esp‘g_struc'[ura secundaria Psipkmtein Structure Prediction

ciesHomo sapiensPan troglodytesPongo pygmaeug Ser\_/er(http:/lwvxéw.pS|pred.mlat/psﬁorm.htmleste servi- .
Macaca mulataa través de las secuencias de los recepd®" incorporaredes neuronales para reconocer patrones de

tores ionotrpicos NMDA, AMPA y KAINATO, emplean- estru?tura secundaria a partir de una base d.e datos dp

do herramientas computacionales que permitieronPrOte'”aS resueltas estructuralmente en estudios experi-

identificar los cambios que se presentaron en los recep'[ét'em"’lIeS (12).

res, reconocer la influencia de estos cambios en la estruc-

tura sepundaria} y proponer una relacion evolutiva a partiprediccién de sitios de fosforilacion

de las inferencias filogenéticas para algunos de estos re-

ceptores. Las secuencias de las subunidades en las que se identifica-
ron varios cambios en la regiéon C-terminal fueron someti-
das al programa de prediccién de sitios de fosforilacion en
proteinas eucariotas, NetPhos 2@/ www.cbs.dtu.dk/

Materiales y métodos services/NetPhog/el cual trabaja con métodos de redes
neuronales artificiales, tomando como base secuencias
Recopilacion de datos verificadas experimentalmente como sitios de fosforilacion,

estas redes reconocen patrones de secuencias bioldgicas
Las secuencias proteicas de las subunidades de los recefe-7-12 residuos de aminoacidos que pueden ser reconoci-
tores ionotropicos tipo AMPA (GLUR 1, GLUR 2, GLUR 3 das por quinasas y la especificidad en el reconocimiento
y GLUR 4), NMDA (NR 1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, esta determinada por las caracteristicas de hidropatia de
NR3AyNR3B)y Kainato (GLUR 5, GLUR 6, GLUR 7, KA |os residuos aminoacidicos adyacentes al residuo
1y KA 2) en las especi¢tomo sapiensPan troglodytes  fosforilado (13).
Pongo pygmaeusMacaca mulaty Rattus norvegicuse
obtuvieron de las bases de datos NGBip(//www.ncbi. . .
nim.nih.gov/sites/entrez?db=Protein&itool=toolpar ~ Seleccion del modelo de evolucion
Ensembl (ttp://www.ensembl.org/index.htilLas se- _ ) ., )
cuencias de la espedRattus norvegicuse incluyeron en Los aI|nee_1[n|entos también fuer_on sometidos a,.l programa
el estudio como representacién del grupo externo, el cu&ie selecmo_n de_modelos evolutivos para proteinas Prottest
es importante para las reconstrucciones filogenéticas pofttP://darwin.uvigo.es/software/prottest_server.hd),

que permite reconocer en qué parte de los arboles se sitfgd0 que los modelos evolutivos son la base de las recons-
el nodo ancestral trucciones filogenéticas porque emplean matrices que des-

criben la probabilidad de cambio de un aminoéacido por

otro. Para este procedimiento fue necesario descargar el
Alineamientos multiples programa Prottest con el propésito de mejorar la eficiencia

computacional, el programa arrojo los resultados para los
Todas las secuencias se sometieron al programa dgineamientos por subunidad, pero no fue posible obtener-
alineamientos mdltiples ClustalX (11), empleando los si-los para los demas alineamientos debido a que por el ta-
guientes parametrogap openindl5,gap extensiod,3 y mafio de los archivos se requeria de una mayor plataforma
Gonnet como matriz interna. Se realizaron cuatro tipos deomputacional, por lo tanto fue necesario emplear el servi-
alineamientos multiples por subunidad (incluye las secuendor PALM (http://palm.iis.sinica.edu.tw/index.html) el cual
cias de las cinco especies por subunidad de receptor), pesta representado por un marco integrado de programas
receptor (incluye las secuencias de las cinco especies gamo ClustalW, PhyML, ModelTest, ProtTest, y varios
las subunidades que representan el receptor), por espe@igbgramas internos, evallia la aptitud de 112 modelos de
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sustitucion de secuencias de proteinas con las puntuacique se presentaron limitantes en la disponibilidad de los
nes en los diversos criterios y realiza la estimaciérmodelos de evolucion los cuales se encuentran reportados
filogenética por maxima verosimilitud (15), que resulté en los recursos electronicos.

importante como resultados preliminares en las inferencias

filogenéticas. Resultados

Recopilacion de datos y Alineamientos

multiples

Una vez se determiné cual fue el mejor modelo de evolu-

cion para los diferentes alineamientos se realiz la predid-0s codigos correspondientes a las secuencias de las pro-
cién filogenética empleando el programa PHYML (16), teinas que se emplearon en este estudio se reportan en la
que emplea el método de reconstruccion filogenética poiabla 1, La busqueda se inicid en el servidor NCBI em-
de méxima verosimilitud. La base de este método es uRleando los posibles nombres que se pueden asignar a las
algoritmo que inicia desde un arbol inicial construido porsubunidades con base en los reportes literarios, identificar
un método rapido basado en las distancias y modifica esfé €Xistian reportes en las especies seleccionadas, y solo
arbol para mejorar sus probabilidades en cada iteraciogeleccionar aquellas secuencias con longitudes muy cer-
Debido a este ajuste simultaneo de la topologia y longitu§anas a las reportadas en estudios de tipo experimental,
de las ramas, s6lo unas pocas iteraciones son suficientBara evitar seleccionar secuencias que correspondieran a
para llegar a un punto de topologia éptimo (16). Comdluplicaciones del gen o fragmentos de este. Los resultados
prueba de confiabilidad se realiz6 un Bootstrap de 10@ncontrados fueron limitados, no se encontraron reportes
que es un valor estandar que emplean los servidores cudpara algunas de las especies seleccionadas y fue necesario
do se aplica esta prueba, fue necesario hacer uso de varfgnplementar la busqueda con la base de datos Ensembl,
servidores que trabajaran con el programa Phyml, debido@n este caso la busqueda se hizo a partir de los nombres de

Estimacion filogenética

Tabla 1. Cédigos de acceso de las secuencias empleadas en el estudio

NOMBRE ESPECIES
DEL
RECEPTOR  Homo sapiens Pongo pygmaeus Pan troglodytes Macaca mulata Rattus norvegicus
GluR1 NP_000818 ENSPPYP00000017871 QLAEJ%1169416 XP_001111040 NP_113796
GIuR 2 NP_000817 ENSPPYPO00000016933 XP_001141404 XP_001095129 NP_058957
GIuR 3 NP_015564 X ENSPTRP00000038297 ENSMMUP00000011880 NP_116785
GluR 4 NP_000820 X ENSPTRP00000007287 ENSMMUP00000014398 NP_058959
1-1a ENSP00000360614 X ENSI':'P’IREI)ZQJ0000036984 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 ENSPPYPO00000009666 XP_511665 ENSMMUPO00000007584 NP_036707
NR2D NP_000827 ENSPPYP00000011404 X ENSMMUPO00000007863 NP_073634
NR3A NP_597702 ENSPPYP00000021802 ENSPTRP00000039833 ENSMMUP00000021930 ENSRNOP00000007957
NR3B NP_619635 X ENSPTRP00000049173 X NP_579842
KAINATO
GluR 5 NP_000821 ENSPPYP00000012647 XP_001161838 ENSMMUP00000006495 NP_058937
GIuR 6 NP_068775 ENSPPYP00000018887 ENSPTRP00000031512 X NP_062182
GluR 7 NP_000822 ENSPPYP00000001771 ENSPTRP00000000961 ENSMMUP00000012661 NP_852038
KA1l NP_055434 ENSPPYP00000004555 NP_001029331 ENSMMUP00000029417 NP_036704
KA2 NP_002079 ENSPPYP00000011230 XP_524469 ENSMMUP00000022947 NP_113696
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los genes, los resultados mostraron los transcriptos pataos resultados de los alineamientos multiples por
cada geny las proteinas que codifican, para seleccionar lagbunidad para cada receptor permitieron identificar los
secuencias de aminoacidos se tuvieron en cuenta los criteambios que se presentan en cada secuencia proteica, las
rios mencionados anteriormente, finalmente se recopilasubunidades que se destacaron por presentar una mayor
ron 91 secuencias de 100 posibles con la limitante de proporcion de sustituciones fueron GIuR5, NR2A, NR2C
secuencias en la espeBiengo pygmaeusna secuencia Yy NR3A (Tablas 2, 3, para cada columna de cambio, el

en la especiPan troglodytesy 2 secuencias en la especie primer aminoacido representa el aminoacido que se man-
Macaca mulata tiene conservado en las demas especies de estudio y el

Tabla 2. Cambios Identificados en las Subunidades GLUR5

Receptor Especie Posicién Cambio Posicién Cambio Posicién Cambio Posicién Cambio
GLUR5 Homo sapiens 838
843
848

852 K por N 853 K or

S
858 K por T 859 [ L 860 861
862 S por D 863 F por L 864 865
866 867 Iﬁ. 868 869

870 H por R 871 Q por E 872 874

K por T

K or S

R por E
875 878 E por Q 879 T por S 880
Pan troglodytes 838 839 | F| 840 841
848 ﬁ- 849 K por H 850 851

K por T

K or S

R por E

T S

854 856

|

852 K por N 853 K por 854 856

s
858 K por T 859 [ L 860 861
862 S por D 863 F por L 864 ﬁ 865
866 867 Iﬁ. 868 869

|

870 H por R 871 Q por E 872 874
875 ﬁ- 878 E por Q 879 por 880

Pongo pygmaeus 296 H por V

Rattus norvegicus 108 N por S 109 K por K 127 I por V 173 S por P
174 G por A 188 G por G 341 H por R 348 N por D
398 S por G 400 K por K 402 K por R 404 S por N
459 [1_por L] 696 [T por S| 700 790 N por S

824 | por L 833 I por V

Los cambios sombreados en verde representan cambios no conservados, los sombreados en amarillo son cambios menos<ausenratosados
son cambios conservados y los que se resaltan con un recuadro negro son cambios que se ubican en los dominios dedanin yaoliG2n

Tabla 3. Cambios Identificados en las Subunidades NR2A.

Receptor Especie Posicion Cambio Posicion Cambio Posicion Cambio Posicion Cambio
NR2A Homo sapiens 354 Q or H 879 N  por S 991 H por V 1010 G por A
1127 1194 L por M
Pan troglodytes 109 354 Q or H 991 H por V 1010 G por A
1053 1127 h 1131 F por L 1146 H por Q
Pongo pygmaeus 174 Q por K 1010 A por G 1063 [IVANgerEn 1151 PEpgerE
Macaca mulata 4 P por S 19 V  por M 92 H por Q 95 V  por |
155 E por D 302 VvV por | 914 L por M 944 Q por H
1010 A por G 1034 I por \Y 1143 N por K 1152 S or P
1153 N por D 1154 N por T 1155 D por E 1236 h
1387 | por M
Rattus norvegicus 12 M por L 26 | por N 34 A por T 92 H por Q
95 V. por | 155 E por D 160 VvV por | 297 _
299 R por K 302 304 M  por L 309
680 684 [K por R 895 A por T 95 M por V
915 M or | 926 E por D 944 Q por H 949 N  por S
979 -i- 992 D por E 994 | por L 1000 S por N
1010 1029 M por \Y 1039 N por S 1050 S por N
1063 \ por M 1073 E por D 1075 E por D 1079 L por M
1083 S por A 1100 G por S 112 vV por | 1119 D por G
1123 [ por T 1128 S or N 1149 E por D 1152 S or =
1161 S por A 1176 h 1178 E por D 1236
1238 Q por E 1245 A por S 1252 L por F 1260 S or N
1335 T por A 1343 S por T 1344 H por Y 1345 h
1393 N por S 1410 N por T

Los cambios sombreados en verde representan cambios no conservados, los sombreados en amarillo son cambios menos<onssorabmsados
son cambios conservados y los que se resaltan con un recuadro negro son cambios que se ubican en los dominios dedarfidnydoli§2n
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segundo es el aminoacido sustituyente para la especie & encontré que la posicién 596 es muy variable en la
particular. subunidad NR3A vy participa en el dominio de union S1,
en esta posici6hlomo sapieny Pan troglodytepresen-
En la subunidad Glur5 el mayor nimero de sustitucionegan una argininaylacaca mulatay Rattus norvegicupre-
se presentaron en las especi#®mo sapiensy Pan  sentan una serina Bongo pygmaeusna asparagina
troglodytesentre los aminoacidos 843-87kapla 2), los  (Tabla 5), adicionalmenteMacaca mulata presenta un
cuales se distribuyeron hacia el extremo C-terminal, dgambio conservado en la posicién E804Q (dominio S2).
igual forma ocurri6 en la subunidad NR2A para las cincoLa especieRattus norvegicusomo grupo externo se ca-
especies, en NR2C los cambios se ubican en el N y Gacteriz6 por presentar un considerable nimero de sustitu-
terminal, la especie con mayor proporcién de sustituciociones en comparacion a las cuatro especies de primates
nes esMacaca mulatay en ninguno de los casos se esto se debe a su distancia evolutiva dado que pertenece a
involucran los dominios de unién a ligand@bla 3, 4). otro orden.

Tabla 4. Cambios ldentificados en las Subunidades NR2C.

Receptor Especie Posicion Cambio Posicion Cambio Posicion Cambio Posicion Cambio
NR2C Homo sapiens 18 G por S 27 V  por F 52 N por T 70 R or H
81 G or D 300 A por V 577 S por A 1108 *
1193
Pan troglodytes 13 G or S 22 \ or F 67 H por R 295 A por V
329 341 342 H or Q 827 S por T
862 E or S 864 866 — 868 A por P
869 895 897 903 G por S
Pongo pygmaeus 22 F por V 47 N  por T 282 H por Y 293 \% or A
353 vV por | 824 S por T 1047 R por Q 1118 —
Macaca mulata 27 F or V 12 T por S 115 * 116
117 * 118 or  Q 119 A or T 120 F or H
121 L por V 122 123 124
125 \% or L 126 127 128
129 130 Q por R 132 133
134 135 F por V 136 137
138 140 h 141 Y por F 143 S or A
145 F por C 146 A por T 147 V. por L 148 *
149 | or P 150 S por E 151 * 152 H por R
155 156 157 L or V 158 H por H
159 162 163 * 164 A por G
165 166 A or © 177 D por E 169 S or A
171 S or A 173 174 L or M 175 —
176 — 179 A por T 180 182
184 185 G por D 187 189 A por G
191 T por A 193 R por E 194 195 L por |
196 R por K 197 Q or K 198 L por V 199 D por K
200 A or P 202 203 F or | 204 V. por |
205 206 207 h 208 S por A
210 212 A por S 213 E por Q 214 \% por |
215 217 A or S 218 E por Q 219 A por P
220 221 222 A por P 223 G por S
224 226 G or S 228 G or 229 H por F
230 V.  por F 231 h 232 233 \% or |
234 P or S 235 N por G 236 240 *
241 242 h 243 246 A or S
247 248 F por L 249 250
252 253 | por V 255 256
257 T por S 258 281 S  por 283
298 \% por A 829 S por T 1114 A or T 1146 H por Q
Rattus norvegicus 5 G por A 6 M por V 18 * 20 A por T
24 A por F 28 P por S) 32 S por N 53 L por |
76 G por D 83 I por L 87 | por V 166 H por Y
198 L por V 200 F por L 244 T por A 280 | W por R
283 H por Y 331 Q por R 352 E por D 368 A por T
422 \% por L 423 A por T 443 R por K 496 \% por |
512 A por S 564 R por K 568 S por P 756 F or L
844 S por N 1044 L por M 1046 H or R 1104 —
1107 T S 1109 1113 * 1116
117 120 A por V 1121 P por A 1122 A por T
1125 135 A por T 1136 H por R 1143 A por T
1146 1148 _ 1152 A por T 1155 G or S
1156 S 1159 1161 A or T 1163 —
1165 166 G por A 1169 * 1183
1190 1199 1200 P por S

Los cambios sombreados en verde representan cambios no conservados, los sombreados en amarillo son cambios menos aomservados, |
sombreados son cambios conservados y los que se resaltan con un recuadro negro son cambios que se ubican en los démiaios de un
ligando S1 y/o S2.

188 Moreno-Pedraza et al



Estudio computacional de las Proteinas iGIuRs

Tabla 5. Cambios ldentificados en las Subunidades NR3A.

Receptor Especie Posicion Cambio Posicion Cambio Posiciéon Cambio Posicion Cambio
NR3A Homo sapiens 4 G por S 45 G por D 95 T por A 596 S por R
664 | por V 859 S por A 876 V por M 883 K por R
962 \Y por | 1015 R por Q 1032 S por L 1033 L por R
Pan troglodytes 93 A por T 112V por M 314 E por K 596
664 | por V 876 V. por M 883 K por R 1032 S por L
Pongo pygmaeus 34 T por A 49 G por A 50 A por T 62 S por P
66 S] por L 323 P por S 423 | por V 507 D por A
596 973 R por H 982 P por L 1023 P por L
Macaca mulata 91 A por T 92 R por G 361 H por Y 431 V por |
43 WEMMGSONEN sz s pr A 50 804
957 | por L 1002 | por M 1027 R por K
Rattus norvegicus 4 G por S 43 P por Q 46 S por G 54 E por D
57 P por S 60 R por W 62 S por P 75 T por A
87 P por L 92 R  por G 107 D por E 138 L por M
188 L por S 195 | por L 258 Q por E 266 G por E
268 | por V 276 P por S 279 Q por K 287 | por V
289 L por M 290 E por D 291 S por N 293 K por R
299 \Y por M 307 E  por D 311 R por Q 315 | por M
316 T por S 321 V  por L 322 M  por S 327 R por H
361 H por Y 387 | por L 395 E por D 397 E por K
424 R por K 431 V  por | 462 K por R 467 Y por S
485 N por S 527 T por M 530 S por R 560 K por Q
s 1 por L s 500 677 L per M
685 S por N 706 V. por A 804 930 Y por H
953 L por F 957 | por L 967 Q por P 968 H por R
969 F por S 1000 VvV  por L 1003 R por Q 1006 T por M
1018 R por Q 1024 S por N 1034 | por T 1035 R por Q
1036 | por A 1044 P por Q 1065 S por T 1067 N por S
1070 M por |

Los cambios sombreados en verde representan cambios no conservados, los sombreados en amarillo son cambios menos aomservados, |
sombreados son cambios conservados y los que se resaltan con un recuadro negro son cambios que se ubican en los démiaios de un
ligando S1 y/o S2.

Prediccidn de Estructura Secundaria En la subunidad NR2C la regién C-terminal esté caracteri-
zada por presentar una baja estructuracion a partir del

Esta prediccion se realiz con el propdsito de reconocer giminoacido 847 para las espediesno sapieng Macaca
las sustituciones identificadas en la region C-terminal inyyatg mientras que en las deméas especies aunque predo-
fluian en cambios de estructura. En la subunidad GIur5 Sgina una baja estructuracion o coil se presentan cuatro

observa que las especlgésmo sapieny Pan troglodytes  nhgjices 4 erPan troglodytes ydos hélices & eRongo
presentan la misma estructura en su region C-terminal (dgsygmaeus(datos no mostrados).

tos no mostrados), mientras que para las espBoiago

pygmaeusMacaca mulatay Rattus norvegicuse obser-  En |a subunidad NR3A se presentan pequefios cambios de
van las siguientes diferencias: la esp@tiago pygmaeus estructura entre los aminoacidos 944-958 en la especie
presenta una secuencia mas larga (915 aminoacidos) y lggmo sapiense observa una hélice 4y dos hojas Raen
diferencias se presentan a partir del aminoacido 848 con lgoglodytesuna hélice 4y una hoja a yRango pygmaeus
presencia adicional de una hoja &, dos helices a y regiongsviacaca mulataina hélice 4, y entre los residuos 1023-
de baja estructuracion, en la espddacaca mulatala 1035 Homo sapienresenta dos hélices Bongo
secuencia es mas corta (873 aminoacidos), su estructuragggmaeusina hélice & y una hoja 4Ran troglodytesy
semejante a la de las otras especies sin embargo no coinfzcaca mulataina hélice &datos no mostradok
de en la posicion de los aminoacidos vy finaliza con una
region de baja estructuracion desde el aminoécido 838.

Estimacion de sitios de fosforilacion
En la subunidad NR2A se presentan pequefios cambios
estructurales a partir del aminoéacido 845, la espémieo Se identifico la presencia de nuevos sitios de fosforilacion
sapienresenta una hélice 4 entre los residuos 980-990 Y la ausencia de otros en las secuencias de la subunidad
la especieMacaca mulatapresenta dos hélices & entre los GIURS para las especietomo sapieny Pan troglodytes
residuos 1263-1273 y 1312-1319 y finaliza su extremo Casi como emMacaca mulatgpara la subunidad NR2A 'y
terminal con una baja estructuracion en comparacion a le&1 Pan troglodytesara la subunidad NR2C (Tabla 6).

otras especies donde se observan tres hélices & (datosfer lo tanto seria interesante comprobar experimental-
mostrados). mente de qué forma los cambios en estructura y sitios de
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fosforilacién alteran la afinidad por las proteinas que sdos receptores NMDA, AMPA y Kainato, dentro de los que
unen a motivos en el dominio C-terminal de lasse destacan las sustituciones que involucran los dominios
subunidades mencionadas. de unién aligando S1 y/o S2, y que fueron identificados
teniendo en cuenta los reportes de estudios de cristalografia
) o . con residuos de unién al agonista en las subunidades
Estimacion filogenética GIuR2, GIuR5, GIuR6, NR2A y NR1, y por comparacion

e ” , ara los demas iGIuRs (17), estos resultados sugieren va-
La reconstruccion filogenética consenso se llevé a cab

S laciones en la interaccion con el glutamato particular-
empleando el modelo de evolucion JTT++G+F que se bas%ente en la subunidad NR3A, dada la variacién de los
en el intercambio de amino&cidos estimado a partir d '

matrices de bases de datos de las alineaciones de rot‘?esiduos en 1a posicion 596 en las cuatro especies de
b ghmates, por lo que seria importante comprobar a través

nas, que incorporan una fr ncia promedi min ; S .
cidosq £l érbolpobteniddg( uer;ui) ?e?le?’aoeneguo rgz %”,a %%e estudios de dinamica molecular el papel que juega este
‘ 9 J y residuo en el dominio de union S1.

las topologias o formas de las ramas observadas en las
reconstrucciones por especie, por subunidad y por recejgE dominio C-terminal de los iGIuRs sirve como platafor-
tor (datos no mostradoy Se puede observar que las ma de importantes modificaciones postraduccionales, re-
subunidades se relacionan en grupos o linajes de acuerggesenta un buen dominio de anclaje para interacciones
al receptor, a excepcion de las subunidades NR2 donde peoteina-proteina con una variedad de proteinas que es-
destaca que la subunidad mas cercana al nodo ancestrali@@ envueltas en el direccionamiento, trafico y anclaje
los iIGLURs es NR2D. de estos receptores (18). Adicionalmente esta region pre-
senta importantes sitios de fosforilacion para serina,
La subunidad NR2D se encuentra relacionada con los noddgeonina y tirosina quinasas como es el caso de la protei-
gue originan a las subunidades NR2C y NR2A y B, a swna quinasa C, proteina quinasa A, entre otras (19). Lo
vez las subunidades NR2A y B aparecen mas estrechamemAterior resulta importante teniendo en cuenta que las
te relacionadas con los nodos que originan a lasubunidades GLUR5, NR2A, NR2C y NR3A se destaca-
subunidades NR3 y NR1, finalmente las subunidades NRon por presentar una mayor proporcion de sustituciones
comparten una relacién estrecha con el nodo que originaen la region C-terminal, que pueden estar influyendo en
las subunidades AMPA y Kainatbigura 1). los cambios de estructura secundaria observados a través
de la prediccidn, adicionalmente el reconocimiento de
variaciones en los sitios de fosforilacidn en el C-terminal
Discusion de las subunidades GLUR5, NR2A y NR2C plantean la
posibilidad de que las interacciones con proteinas que se
Los alineamientos multiples permitieron identificar los unen a dominios ubicados en esta region puedan estar
cambios que se presentan en las diferentes subunidadeswdgiando. Por lo tanto seria importante complementar es-

Tabla 6. Sitios de fosforilacién que hacen parte de los cambios

Sitios de fosforilacion que  Sitios de fosforilacion que se

aparecen pierden
Subunidad  Especie Posicion ~ Cambio Score  Posicién Cambic Score
GLURS Homo sapiens 853 K por S 0,965 844 Spor Q 0,979
879 T por S 0,962 862 Spor D 0,938
874 T por G 0,984
Pan troglodytes 853 K por S 0,965 844 Spor Q 0,979
879 TporS 0,962 862 Spor D 0,938
874 T por G 0,984
NR2A Macaca mulata 1152 Spor P 0,903
NR2C Pan troglodytes 827 SporT 0,957
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AMPAZMacaca rmulata
AMPAZPan troglodytes
AMPA2Pongo pigmeus
AMPAZRattus norvegicus
AMPAZHOMO sapiens
AMPA4PaR troglodytes
AMPAAMacaca mulata
AMPAGHOmMmo sapiens
ANMPA4Rattus norvegicus
AMPA3Macaca mulata
AMPA3Rattus norvegicus
AMPA3HOomo sapiens
AMPA3Pan troglodytes
AMPATMacaca mulata
AMPA1P=aR troglodytes
AMPATRattus norvegicus
AMPATHOMO sapiens
AMPA1Pongo pigmeus
KAZPan troglodytes

100

100

100

or| KAZ2HOMO sapiens

yoo || KAZRattus norvegicus
KA2ZPongo pigmeus
KA2Macaca rmulata

KATPongo pigmeus
KA71Homo sapiens

KA 1Rattus norvegicus
KATMacaca rmulata
KA1Pan troglodytes
SLUR7Macaca mulata
GLUR7Pan troglodytes
SLUR7Rattus norvegicus

GLUR7Pongo pigmeus
GLUR7Homo sapiens
SLUR6GRattus norvegicus
GLUR6Pongo pigmeus
GLUR6Homo sapiens
GLUR6Pan troglodytes
GLURSPongo pigmeus
GLURSMacaca rmulata
GLURSRattus norvegicus
GLURSPan troglodytes
100l GLURSHOmMO sapiens
NR1-3bPongo pigmeus

16
NR1-1bPongo pigmeus

NR1-1bHomo sapiens
NR1-2bHomo sapiens
NR1-1aHomo sapiens
NR71-2bRattus norvegicus
NR71-1bRattus norvegicus
NR71-1aRattus norvegicus
NR1-1bPar troglodytes
NR1-1aParn troglodytes
NR1-2bPar troglodytes

N

100

100

TOO | NRT-4bPan troglodytes

NR1-3Pan troglodytes
NR1-3bHomo sapiens
NRT1-4bHomo sapiens
NR1-3bRattus norvegicus
NR1-4bRattus norvegicus
NR1-3bMacaca mulata
NR1-4bMacaca rmulata

NR71-2bMacaca rmulata

NR1-1bMacaca rmulata

NR71-1aMacaca mulata

NR3BRattus norvegicus
NR3BParn troglodytes
NR3BHomo sapiens

7]

NR3ARsattus norvegicus
NR3AMacaca mulata
NR3APongo pigmeus
NR3APan troglodytes
NR3AHOmo sapiens

NR2BRattus norvegicus
700 | NR2BMacaca rmulata
NR2BPan troglodytes
NR2BPongo pigmeus

T00

7100 NRz2BHomo sapierns

NR2ARattus norvegicus
NR2AMacaca mulata
NR2APongo pigmeus
NR2APan troglodytes
NR2AHOomo sapiens

700
89

o
NR2CRattus norvegicus
NR2CMacaca mulata
NR2CPan troglodytes

NR2CHomo sapiens

NR2CPongo pigmeus
NR2DRattus norvegicus
NR2DMacaca rmulata

NR2DPongo pigmeus

NR2DHomo sapierns

Figura 1. Arbol Filogenético de los receptores ionotropicos de Glutamato para las especies Homo sapiens, Pan troglodytes,
Pongo pygmaeus, Macaca mulata y Rattus norvegicus. El método de reconstruccion filogenética empleado fue Maxima
Verosimilitud, el modelo de evolucidon seleccionado fue JTT+I+G+F y un Bootstrap de 100.
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tos resultados con estudios de prediccion de estructuttaal de los iGIuRs. Lo anterior sugiere que los cambios que

terciaria. evolutivamente se presentaron en las subunidades NR2
dada su cercania al nodo ancestral dieron origen a las de-

Las subunidades de los receptores Kainato interactiamas subunidades de los receptores ionotropicos de

con numerosas proteinas que afectan su funcion y distrglutamato.

bucion intracelular, investigaciones en esta area se han

centrado en la influencia de las proteinas con dominiog, opologia observada se relaciona con los resultados
PDZ, como es el caso de las proteinas PSD-95, GRIP yptenidos en los analisis de parsimonia realizado para
PICK1 que interactUan en diferentes grados con 1os Motigenes iGLURS en animales y genes GLR en plantas como
vos que se ubican en el C-terminal de las subunidades g¢apidopsis thaliang9), donde se mostré que los recep-

Kainato e involucran aminoacidos como serina y treoningygres AMPA y Kainato estan mas estrechamente relaciona-
lo que sugiere una interaccion proteina-proteina pofos entre si, comparados con los receptores NMDA y la
fosforilacion (17). cercania de las subunidades NMDA al ancestro com(n su-

i ., . giriendo que la divergencia que se presenté en estas
Para las subunidades del receptor NMDA también existg v inidades dio origen a los demés iGLURS.

una variedad de proteinas que actdan directamente con el

dominio C-terminal como es el caso de las proteinagampien es de resaltar que en las subunidades NR2, se
MAGUK (PSD-95, PSD-93, SAP97y SAP102), estas pro-presenta una relacion mas estrecha entre NR2A y NR2B y
teinas presentan tres dominios PDZ que se unen a los d@nire NR2C y NR2D, estos resultados son acordes con l0s
minios PDZ de las subunidades NMDA y forma un opyestos en estudios previos, donde se sugiere que

complejo molecular que se puede asociar a otras proteinggo|utivamente se produjo una duplicacion que dio ori-
alrededor de la densidad post-sinaptica (PDS), favorecierg—en a los cuatro paralogos de NR2 (10).

do la unién de los receptores NMDA a otros receptores de
glutamato o canales iénicos (20-22).

Conclusiones
La identificacién por prediccién de sitios de fosforilacion

que aparecen o se pierden en la region C-terminal, a través identificacion por prediccion de sitios de fosforilacion
de los cambios que presentan las subunidades GIURS euuie aparecen o se pierden en la regiéon C-terminal a través
las especieslomo sapieny Pan troglodytesNR2A enla  de los cambios que se presentan las subunidades GIuRS5,
especieMacaca mulatay NR2C en la especiPan NR2A y NR2C sugieren la existencia de variaciones en la
troglodytes,proponen la existencia de variaciones en lainteraccién de estas subunidades en las especies corres-
interaccion de estas subunidades en las especies corrg®ndientes con proteinas quinasas y con proteinas con
pondientes con proteinas quinasas y con proteinas caibminios PDZ que estan involucradas en los procesos de
dominios PDZ que se unen a los dominios PDZ en la redireccionamiento, trafico y anclaje de los receptores en las
gion C-terminal de los iGluRs y puedan estar alterando Iposiciones intracelulares. La estimacion filogenética ge-
conformacion de complejos moleculares alrededor de laeral propone que los cambios que evolutivamente se pre-
densidad postsinaptica (PDS), por lo tanto se hace necessentaron en las subunidades NMDA y posiblemente en la
rio comprobar de forma experimental como afecta o favosubunidad NR2D dieron origen a las demas subunidades
rece la interaccion con proteinas con dominios PDZ comale los receptores ionotrépicos de glutamato

PSD-95, PSD-93y proteinas quinasas la presencia de nue-

vos sitios de fosforilacion y la ausencia de otros, en las o

secuencias de la subunidad GIuR5, NR2A y NR2C. Agradecimientos
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