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ABSTRACT
In this work, we cloned and functionally expressed two novel GABAAa receptor

subunits from Procambarus clarkii crayfish. These two new subunits, PCGABAA-a
and PcGABAa-B2, revealed significant sequence homology with the PcGABAA-f
subunit, previously identified in our laboratory. In addition, while PcGABAa-a subunit
also shared a substantial degree of identity with the Drosophila melanogaster gene
DmGRD (GABA and glycine-like receptor subunits of Drosophila), PCGABAa-2
subunit shared homology with DmLCCH3 (ligand-gated chloride channel homolog
3). Electrophysiological recordings showed that the expression in HEK cells of the
novel subunits, either alone or in combination, failed to form functional homo- or
heteromeric receptors. However, the co-expression of PCGABAa-a with PCGABAA-
evoked sodium- or chloride-dependent currents that accurately reproduced the time
course of the GABA-evoked currents in the X-organ neurons from crayfish,
suggesting that these GABA subunits combine to form two types of GABA receptors,
one with cationic selectivity filter while the other preferentially permeates anions. On
the other hand, PcCGABAA-B2 and PcGABAA-B co-expression generated a chloride
current that does not show desensitization. Muscimol reproduced the time course of
GABA-evoked currents in all functional receptors, and picrotoxin blocked these
currents; bicuculline did not block any of the recorded currents. RT-PCR
amplifications and FISH revealed that PcGABAa-o and PcGABAa-B2 are
predominantly expressed in the crayfish nervous system. Altogether, these findings
provide the first evidence of a neural GABA-gated cationic channel in the crayfish,
increasing our understanding of the role of these new GABAA receptor subunits in

native heteromeric receptors.



RESUMEN
En este trabajo se identificaron, clonaron y evaluaron funcionalmente dos

secuencias formadoras de receptores a GABAa del acocil Procambarus clarkii.
Estas dos nuevas secuencias, PCGABAa-a y PCGABAAa-B2, muestran un alto grado
de identidad y homologia con la subunidad PcGABAAa-B, previamente identificada
en nuestro laboratorio. Adicionalmente, la subunidad PcCGABAA-a comparte un alto
grado de identidad con el gen descrito de la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster, DMGRD (GABA and glycine-like receptor subunits of Drosophila),
mientras que la subunidad PcGABAA-B2 comparte mayor identidad con la subunidad
DmLCCH3 (ligand-gated chloride channel homolog 3). Los registros
electrofisioldgicos mostraron que la expresion de estas subunidades en la linea
celular HEK293T, expresadas individualmente o en combinacién entre ellas, no
forman receptores funcionales. Sin embargo, la co-expresion de cualquiera de ellas
con la subunidad PcGABAA-B favorece la formacion de receptores funcionales. La
co-expresion de las subunidades PcGABAA-a. con PCGABAAa-3 evoca corrientes
transitorias que son dependientes de sodio o cloruro, las cuales son muy similares
a las corrientes observadas en las neuronas del érgano X del acocil. Lo anterior
sugiere que estas subunidades se combinan para formar receptores activados por
GABA, con permeabilidad catidnica y con selectividad anionica. Por otro lado, la co-
expresion de las subunidades PcGABAA-B2 y PcGABAA-B generd corrientes de
cloruro que no muestran desensibilizacion. El muscimol reproduce el curso temporal
de las corrientes evocadas por GABA de todos los receptores funcionales
reportados en este trabajo. Ademas, la picrotoxina bloquea las corrientes evocadas
con GABA, mientras que la bicuculina no afecta estas corrientes. Las
amplificaciones por la RT-PCR y las sefales obtenidas por FISH muestran que las
subunidades PcCGABAa-a. y PCGABAA-2 son expresadas predominantemente en el
sistema nervioso del acocil. Todos estos hallazgos muestran, por primera vez,
evidencia de un receptor neuronal activado por el GABA con selectividad catiénica
en el acocil, aumentando el conocimiento de receptores activados por GABA

formados por distintas subunidades del acocil P. clarkii.



SIGNIFICANCE STATEMENT
For decades, crustacean GABAergic neurotransmission has been studied, leading

to the elucidation of several neural responses mediated by GABAA receptors.
Molecular cloning techniques have helped us to understand how GABA subunits
assemble to form functional receptors. For the first time, here we report two novel
GABAA receptor subunits, PcGABAa-o. and PcGABAa-f2. GABAA subunits
homologous to those described herein have been reported in the arthropod group,
making it possible to establish kinship relationships between species and the search
for a common ancestor. PCGABAA-a. or PCGABAA-B2 subunits, when combined with
PcGABAA-B, form functional GABAa receptors with different ionic selectivity;
therefore, it was necessary to explore, at a molecular level, the differences in the
amino acid sequence that determine these properties. As a result, discovering new
GABAA receptor subunits with distinct structural and functional properties will
significantly contribute to our knowledge of how GABAA receptors may mediate dual
behavior in neural transmission, governing excitatory or inhibitory inputs in

invertebrate animals.



DECLARACION DE IMPACTO
Durante décadas, la neurotransmision GABAérgica ha sido estudiada en los

crustaceos, y esto ha permitido entender muchos de las respuestas mediadas por
los receptores GABAA. Las técnicas de biologia molecular han ayudado a entender
como es que el ensamble de algunas subunidades es necesario para formar
receptores funcionales. Por primera vez, en este trabajo se reportan dos nuevas
subunidades formadoras de receptores GABAA, PCGABAA-a. y PCGABAA-B2. Estas
subunidades son homdlogas a las subunidades encontradas y reportadas de
algunos artropodos, lo que sugiere la existencia de un ancestro en comun entre
distintas especies. Las subunidades PcGABAa-o y PcGABAA-2 no forman
receptores funcionales cuando son expresadas individualmente o en combinacion
entre ellas, sin embargo, cuando se combinan con la subunidad PcCGABAa-B, se
forman receptores heteroméricos funcionales con diferentes propiedades y
selectividad idnica. Para entender dichas propiedades es importante considerar las
caracteristicas moleculares de cada subunidad, asi como determinar las diferencias
que existen en las secuencias de aminoacidos de cada una de ellas. Como
resultado se obtiene el descubrimiento de dos nuevos receptores GABAaA con
propiedades funcionales y estructurales que contribuyen al conocimiento y
entendimiento de los receptores GABAA de invertebrado, resaltando la importancia
de receptores con la subunidad PcGABAa-a que forma receptores de tipo catidnico,
los cuales pueden participar modulando la excitabilidad de las neuronas del 6érgano

X del acocil.



LISTA DE ABREVIATURAS
CX13C — motivo del asa cys

EC50 — concentracion efectiva media

DEC — Dominio extracelular

EXP-1 — proteina defectuosa de la expulsién

FISH — Hibridacion fluorescente in situ

GABA — acido y—aminobutirico

GRD — GABA and glycine-like receptor of Drosophila
HEK 293T — células de rindn de embrion humano 293
DIC — dominio intracelular

LCCH3 - ligand-gated chloride channel homolog 3
LGC-35 - ligand-gated ion channel 35

LGICs — canales idnicos activados por ligando

nu — coeficiente de Hill

NMDG — N-Metil-D-glucamina

PTX — picrotoxina

RDL — locus resistente a la dieldrina

TM — dominio transmembranal



INTRODUCCION

Canales i6nicos activados por ligando

Los canales idnicos activados por ligando (LGICs, por sus siglas en inglés), son
proteinas de membrana que contienen un poro que permite regular el flujo de ciertos
iones a través de la membrana plasmatica. Estos canales median la transmision
sinaptica rapida y son activados por distintos mecanismos, ya sea por la union de
un ligando, por cambios en la tension de la membrana, o bien, por la produccion de
mensajeros quimicos en el interior celular (Keramidas et al., 2004). El criterio para
clasificar estos receptores deriva de los distintos dominios transmembranales, los
cuales les confieren distintas propiedades funcionales. Estos canales son
clasificados en tres superfamilias: receptores activados por ATP (o receptores
purinérgicos), receptores activados por glutamato, y los receptores del asa Cys y
cada uno de ellos tiene un ensamble diferente, por ejemplo, los receptores
purinérgicos forma estructuras triméricas; los receptores de glutamato son
estructuras tetraméricas, mientras que los receptores del asa Cys son estructuras

pentaméricas (Alexander et al., 2019; Rao et al., 2022).

Superfamilia de receptores ionotrépicos del asa Cys

Los receptores ionotropicos del asa Cys son activados por distintos
neurotransmisores, y la unidon del neurotransmisor con el receptor promueve un
cambio conformacional en la proteina que permite la activacién y apertura del canal
idnico, resultando en un cambio del potencial de membrana de la célula nerviosa
(Keramidas et al., 2004; Lester, 1992). Actualmente, se han agrupado a estos
receptores por su parentesco filogenético y la conservacion de motivos funcionales,
tal como lo es el asa cys, un motivo formado por un par de cisteinas separadas por
13 aminoacidos y que forman un enlace disulfuro. Dicho motivo se ha conservado
entre estos receptores, tanto en vertebrados como en invertebrados, dando lugar a
la superfamilia de receptores del asa Cys (Keramidas et al., 2004; Ortells & Lunt,
1995; Thompson et al., 2010).

Un criterio funcional que ha permitido clasificar a estos receptores en dos categorias
es la selectividad idnica que tienen estos receptores y el cambio en el potencial de



membrana asociado a dicha permeabilidad iénica, es decir, se pueden clasificar

como receptores anionicos o cationicos (Lester et al., 2004; Thompson et al., 2010).

Los principales LGICs de tipo anioénico permiten el paso de iones Cl-, cuyo gradiente
de concentracion en organismos adultos favorece su flujo hacia el interior de la
célula, favoreciendo la hiperpolarizacion de la membrana. Algunos receptores
anionicos son los receptores para glicina (GlyR), los receptores para el acido y—
aminobutirico (GABAAR), y los receptores de glutamato (GIuCIR) e histamina
(HisCIR), recientemente reportados en invertebrados. Por otro lado, los LGICs de
tipo cationico permiten el paso de cationes (Na*, K* y/o Ca?*), que favorece la
despolarizacion de la membrana y aumentan la probabilidad de disparo de una
neurona. Los miembros que conforman este grupo son los receptores de acetilcolina
(AChR), los receptores tipo 3 de 5-hidroxitriptamina (5—HT3sR), y los receptores
activados por Zn?* (ZAC) (Keramidas et al., 2004; Smart & Stephenson, 2019).

Es importante resaltar que actualmente se siguen caracterizando nuevos miembros
de esta superfamilia de receptores LGIC en invertebrados, y que resultan ser
excepciones al criterio descrito; por ejemplo, el receptor MOD-1 es activado por 5—
HT y tiene permeabilidad anidnica, o bien, el receptor EXP—-1 que es activado por
GABA y que tiene una permeabilidad catiénica (Beg & Jorgensen, 2003;
Ranganathan et al., 2000). Ademas, se han descrito dos miembros de receptores
activados por ligando de estructura pentamérica provenientes de los patégenos
bacterianos Erwinia chrysanthemi'y Gloebacter violaceous, conocidos como ELIC y
GLIC (Erwinia o Gloeobacter ligand-gated ion channel, respectivamente) (Bocquet
et al., 2009; Hilf & Dutzler, 2009). En la Tabla 1 se resumen algunos miembros de la

superfamilia y su permeabilidad iénica.



Tabla 1. Miembros actualmente conocidos de la superfamilia del asa Cys de

vertebrados e invertebrados (modificada de Lester et al., 2004).

En vertebrados

Ligando Nombre del lones permeables Numero de
receptor subunidades
conocidas
ACh Receptor de ACh Cationes =216
5-HT Receptor de 5- Cationes 22
HT3
GABA Receptor de Aniones 219
GABAA
Glicina Receptor de Aniones 25
Glicina
Zn?* ZAC Cationes 1
En invertebrados
Glutamato GluCl Aniones 22
5-HT MOD-1 Aniones 1
GABA EXP-1 Cationes 1
LGC-35 1
GRD+LCCH3 22
Histamina HisCl Aniones 22

Todos las miembros que forman parte de esta familia comparten homologia en la
secuencia de aminoacidos y similitudes estructurales, por lo que es posible que
todas hayan evolucionado de un gen ancestral comun (Le Novere & Changeux,
1995; Sigel & Steinmann, 2012).

El GABA y sus receptores

Hace mas de medio siglo que el acido y-aminobutirico (GABA) fue encontrado y
caracterizado en preparaciones de crustaceo y de mamifero (Awapara et al., 1950;

Roberts & Frankel, 1950; Kuffler, 1954; Kuffler & Edwards, 1958) y es considerado

8



como el principal neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso de animales
adultos. Dicha inhibicién consiste en la hiperpolarizaciéon de la membrana vy, por lo
tanto, en la disminucion de la excitabilidad. Aproximadamente el 30% de las
neuronas en el sistema nervioso central (SNC) de mamiferos producen GABA, y
practicamente todas las neuronas pueden responder a este neurotransmisor
(Kleppner & Tobin, 2002).

Se han descrito dos tipos de receptores para el GABA, los ionotropicos GABAa y los
metabotropicos GABAB. Los primeros son canales ibnicos que pertenecen a la gran
familia del asa—Cys (Olsen & Tobin, 1990), selectivos para el cloruro, y cuyas
corrientes idnicas resultan en la inhibicion sinaptica rapida. Por otro lado, los
receptores GABAB estan acoplados a proteinas G triméricas (i/o) (Bowery, 1993; Xu
etal., 2014), y participan en la inhibicion sinaptica lenta, debido a la serie de eventos
intracelulares que involucran, tales como la apertura de canales de potasio de
rectificacion entrante (GIRK), o bien, la inhibiciéon de canales de calcio dependientes
de voltaje, asi como la modulacién de la actividad de la enzima adenilato ciclasa.
Adicionalmente, estos receptores se ensamblan con dos distintas subunidades R1
y R2, las cuales necesitan combinarse para formar a un receptor funcional (Bettler
et al., 2004; Smart & Stephenson, 2019). La Figura 1 ilustra los tipos de receptores

a GABA ya mencionados.
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Figura 1. Tipos de receptores activados por el GABA. En la parte superior de la ilustracion se
muestran los receptores ionotrépicos. Los receptores GABAAa se forman por diferentes subunidades
y son regulados por barbituricos y benzodiacepinas. Por otra parte, existen un subtipo de receptores
GABAA conocidos como receptores GABAp que se forman por las subunidades p y son insensibles
a los moduladores de los receptores GABAa. Ambos tipos de receptores son canales i6nicos que
permiten el flujo de iones cloruro. En la parte inferior de la imagen se muestra al receptor GABAS, el
cual esta acoplado a una proteina G heterotrimérica, donde la proteina efectora puede ser el
complejo B/y o la misma subunidad o de la proteina G (Modificado de Benarroch, 2012; Macdonald
& Botzolakis, 2010).
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GABA en el sistema nervioso de los invertebrados

La respuesta electrofisioldgica al GABA fue inicialmente descrita en preparaciones
de invertebrados, tales como el acocil (Kuffler, 1954; Boistel & Fatt, 1958; Edwards
& Ottosont, 1958; Van Der Kloot et al., 1958). Dichos trabajos en sinapsis periféricas
de crustaceos mostraron que la respuesta al GABA provocaba un aumento en la
conductancia al cloruro, es decir, la inhibicion GABAérgica convencional (Boistel &
Fatt, 1958; Kuffler & Edwards, 1958; Takeuchi & Takeuchi, 1965, 1966). Las
caracteristicas farmacolégicas mas relevantes de la respuesta GABAérgica
pusieron de manifiesto que la bicuculina y la picrotoxina son antagonistas, en tanto
el muscimol mimetiza los efectos del GABA (Furshpan & Potter, 1959; Olsen & Tobin,
1990).

Posteriormente se reportd una respuesta similar a la mediada por los receptores
GABAA pero insensible a la bicuculina o baclofeno, y activada por el acido
cis—aminocrotonico (c-ACA). Ademas, dicha respuesta no era regulada por
barbituricos y benzodiacepinas, lo que sugirié la existencia de un nuevo receptor
denominado GABAc. Tras la clonacion de la subunidad p, se pudo reproducir la
respuesta dada por el receptor GABAc (Cutting et al., 1991), y fue hasta 1998 que
la Union Internacional de Farmacologia propuso que los receptores GABAc en
realidad eran un subtipo de los receptores GABAa pero conformados de forma
diferente, por lo que le asignd el nombre de receptores GABAp (Bormann &

Feigenspan, 1995; Collingridge et al., 2009).

En afos recientes, se han reportado en invertebrados la existencia de receptores al
GABA cuya activacion resulta en un aumento en la conductancia a sodio (Beg &
Jorgensen, 2003; Gisselmann et al., 2004; Jobson et al., 2015), lo que conlleva a
una excitacion celular, particularmente de células musculares. Por otro lado, el
efecto excitador provocado por el GABA en neuronas fue descrito por primera vez
en 2016 por (Jiménez-Vazquez et al., 2016), sin embargo, la estructura de dicho

receptor o receptores aun no ha sido resuelta.
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Estructura de los receptores GABA ionotrépicos

Los receptores activados por el GABA pertenecen a la superfamilia de los LGICs,
particularmente a la familia de receptores del asa—Cys. Estos receptores participan
en las sinapsis inhibidoras rapidas y regulan la actividad neuronal de forma ténica
(Brickley & Mody, 2012; Kasaragod et al., 2022). De acuerdo con la [IUPHAR (The
International Union of Basic and Clinical Pharmacology), en vertebrados se han
descrito al menos 19 subunidades de receptores activados por GABA, las cuales,
de acuerdo con su homologia, han sido clasificados en 8 subclases: a (1-6), B (1—

3),v(1-3),0,¢,m 0,y p (1-3).

Estas subunidades se combinan para formar un complejo pentamérico con una
estructura central que forma el poro del receptor. La oligomerizacién de estas
subunidades puede ser heteromérica (con diferentes tipos de subunidades) u
homomeérica (que incluye un tipo unico de subunidad), siendo la subunidad GABAA-
p la unica que puede formar receptores homo-pentaméricos en vertebrados (Figura
2). Todas las subunidades que forman los receptores tienen la misma estructura
topolégica que consiste en: 1) un extremo extracelular (ECD), en donde se
encuentra el motivo del asa—Cys, y los sitios de unién para el neurotransmisor; 2)
cuatro segmentos transmembranales (TM1—4), donde el TM2 forma la pared del
canal ionico; 3) asas intra y extracelulares que conectan cada TM, donde el asa
TM1-TM2 determina el filtro de selectividad del canal; y 4) un asa intracelular muy
grande que conecta a los segmentos transmembranales TM3 y TM4, también
considerado como un dominio intracelular (ICD), con funciones particulares como
determinar la localizacion del receptor en la membrana plasmatica (Chang et al.,
1996).
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Figura 2. Estructura de los receptores de la familia del asa Cys. (A) Los receptores GABAa y
GABAp pertenecen a la gran familia de receptores del asa Cys, los cuales se caracterizan por formar
complejos pentaméricos. Cada subunidad tiene una estructura topoldgica similar, con un dominio
extracelular en donde se encuentra el sitio de unién al agonista, asi como el motivo del asa Cys;
también tiene cuatro segmentos transmembranales, y asas intracelulares que forman el dominio
intracelular. (B) El receptor puede estar formado de distintas subunidades, y en el arreglo
pentamérico del receptor, el M2 de cada subunidad contribuye en la formacion del poro del canal. El

modelo no esté a escala. Modificado de (Naffaa et al., 2017).

El dominio extracelular estda conformado por laminas plegadas B, y es la regién
donde se encuentran la mayoria de los sitios de modificacion postraduccional de
cada subunidad (Gupta & Brunak, 2002; Lummis, 2009). De manera interesante, los
segmentos transmembranales contienen motivos conservados que forman las
hélices a, mientras que los dominios intracelulares son regiones muy variables,
involucradas con el ensamble, el direccionamiento y agrupamiento del receptor
(Chua & Chebib, 2017).

Estos receptores se mantienen cerrados mientras no exista una interaccién con el
agonista y tras la union del ligando, el receptor sufre una serie de cambios

conformacionales que conllevan a la apertura del poro del receptor, proceso llamado
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“gating”. Se sabe que se requiere de dos moléculas del agonista para activar al
receptor. Una vez abierto el canal, hay un flujo iénico masivo en cuestion de
milisegundos. Resulta de particular interés que las multiples combinaciones le
confieran distintas propiedades electrofisioldgicas al receptor, aunado al hecho de
que algunas subunidades por si mismas pueden formar receptores GABAA homo-
pentaméricos de manera nativa (Hackam et al., 1997). Por lo tanto, a pesar de la
gran cantidad de estudios llevados a cabo en sistemas de expresion heterdlogos
(ovocitos de Xenopus laevis y células de mamifero), aun queda mucho para
entender el mecanismo por el cual un receptor adquiere una estequiometria dada,
o cuales son las “reglas” para el ensamblaje de un receptor conformado por distintas

subunidades.

Ensamble de las distintas subunidades en la formacién del receptor

Para la formacion de los receptores GABAAa, se requiere la seleccion de las
subunidades y su incorporacion en receptores funcionales. Un mecanismo que se
ha propuesto para la oligomerizacién del receptor es que las subunidades se
incorporan por accion de masas (ensamblaje al azar) (Fisher & Macdonald, 1997).
Sin embargo, se ha observado que dicha oligomerizacién parece no depender de la
disponibilidad de subunidades expresadas, lo que podria sugerir que se trata de

ensamblaje preferencial (Chang et al., 1996).

Por otro lado, se ha reconocido que los genes que codifican para las distintas
subunidades de los receptores GABAA estan organizados en 4 grupos en los
cromosomas 4, 5, 15 y X del genoma humano. En estos cromosomas existen dos
agrupaciones con 4 genes: a2, o4, 1y y1 en el cromosoma 4,y al, a6, f2yy2 en
el cromosoma 5, mientras las otras dos agrupaciones tienen 3 genes, a5, 3y y3
en el cromosoma 15y, a3, € y 0 en el cromosoma X. A estas agrupaciones se les
ha atribuido una expresion coordinada de genes, dada principalmente por sus
promotores correspondientes, permitiendo ciertos patrones de expresion temporal
y espacial, asi como la union de factores de transcripcion que respondan a senales
celulares tales como esteroides (Darlison, Pahal, & Thode, 2005).
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Recientemente se ha reportado que ciertas subunidades a. (a1 y a6) poseen
sefales intrinsecas relacionadas con la N-glucosilacion. Dichas modificaciones en
ambas subunidades o parecen ser necesarias para formar parte de diferentes
receptores pentameéricos al reclutar a las demas subunidades. Por otro lado, la
subunidad y2 es necesaria para la localizacién celular del receptor en la membrana
plasmatica y, que la subunidad & restringe la formacidn complejos proteicos entre

subunidades a6 y y2 (Martenson et al., 2017).

Tales datos han sido obtenidos de estudios con subunidades de los receptores
GABAA de vertebrados y conllevan a la creencia de que hay condiciones de
ensamblaje estrictas que determinan la estequiometria del receptor que, si bien
estan determinadas por patrones de expresion, también lo estan principalmente por
interacciones entre las subunidades (Chang et al., 1996). Un aspecto adicional y no
menos importante es la selectividad ionica del receptor, y aunque todas las
subunidades del pentamero contienen determinantes moleculares que sugieren la
selectividad idnica del canal, no todas las asas del poro contribuyen de la misma

manera (Jensen et al., 2002).

Selectividad idnica de los receptores al GABA

Como ya se menciond, de manera convencional se sabe que los receptores GABAA
median la inhibicién sinaptica rapida mediante un flujo anidénico hacia el interior de
la neurona. La selectividad idnica de estos receptores esta asociada a la presencia
de aminoacidos criticos en las posiciones -2 y -1 del TM2, region que se alinea
entre los cinco TM2 para formar un poro cuando se oligomerizan cinco subunidades
(Thompson et al., 2010). Basados en la secuencia de aminoacidos de una sola
subunidad, es posible predecir la selectividad del canal, es decir, si formara
receptores anionicos o catidnicos (Sigel & Steinmann, 2012). En este sentido, la
mayoria de las subunidades de receptores GABAAa poseen una prolina (Pro) y una
alanina (Ala) en dichas posiciones, lo cual confiere una selectividad anioénica (Hibbs
and Gouaux, 2011; Jensen et al., 2002). Adicionalmente, se ha reportado que el
aminoacido +13 (Thr) del TM2, también puede participar en determinar la

selectividad anidnica del receptor.
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En las ultimas décadas, se ha descrito un papel excitador evocado por el GABA,
mediado a través de corrientes catidnicas (principalmente de sodio), -principalmente
en invertebrados (Beg & Jorgensen, 2003; Gisselmann et al.,, 2004). Las
subunidades que forman estos receptores GABAAa “cationicos” presentan grandes
diferencias en la region del filtro de selectividad, en comparacién con las
subunidades GABAA anidnicos de vertebrados. Dichas diferencias son mostradas
en la Figura 3, donde se resaltan los aminoacidos criticos que contribuyen con la

selectividad i6nica a un receptor del asa Cys.

M2
2 1 5 10 15 20

GABA-R1 SFWIDRRAWVE VEPLGITTVLTMITI ITGVNAS anion
RDL SFWINRDAWFPARVALGVTTYLTMITLSSGSRAS Selective
LCCH3 SFWINHEATSARVALGI TTVLTMITISTGVRS S

GRD SFWLNREATADRVSLGTI TTVLTMIFLGLEARTD
AFF48539 SFWIEREATS VSLCVTEVLTLITIISLDSRTD

ExXP-=-1 SLWMETET-EQDM-ISIILAITFLIFSYNEI“I cation
SHT3 GFYLPPNSG-ERVSFKITLLLGYSVFLIIVSDT cgjective
ACH VFLLPADSG-ERISLGITVLLSLIVFMLLVAET

Figura 3. Secuencia de aminoacidos que le confieren la selectividad idnica a los diferentes
tipos de receptores. Los aminoacidos que se localizan en la posicion —2 y —1 corresponden a
aquellos presentes en el filtro de selectividad, localizados en el asa que une a los segmentos TM1 y
TM2, en el lado intracelular del receptor. El aminoacido +13 forma un vestibulo donde se empiezan
a separar las especies idnicas. Las subunidades que forman parte de receptores aniénicos presentan
una prolina (P) y una alanina (A) en el poro de selectividad, mientras que las subunidades que forman
receptores catidnicos de vertebrado presentan aminoacidos cargados negativamente en el asa del
poro, como el acido glutamico (E), mientras que las subunidades GABAA de invertebrados presentan

al acido aspartico (D). Tomado de (Gisselmann et al., 2004).

De manera interesante, se ha reportado que solo algunas subunidades presentes
en un receptor heteropentamérico contribuyen a la selectividad idnica, en particular,
cambios en los aminoacidos del filtro de selectividad de la subunidad 3 produjeron
un cambio en la permeabilidad en un receptor a2B3y2 (Jensen et al., 2002),
sugiriendo que mientras algunas subunidades le confieren la selectividad iénica al
canal, otras subunidades podrian estar implicadas en funciones estructurales o de

regulacion funcional (Olsen & Sieghart, 2008).
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Por lo tanto, las subunidades GABAA de invertebrado que forman receptores
cationicos presentan cambios al nivel molecular en el filtro de selectividad, tal como
se ha observado con las subunidades CeEXP-1 y CelLGC-35 clonadas del
nematodo Caenorhabditis elegans (Beg & Jorgensen, 2003; M. a. Jobson et al.,
2015), que presentan un acido glutamico en el filtro de selectividad y forman
receptores homomeéricos cationicos. También se han reportado algo similar para las
subunidades DmGRD (GABA and glycine-like receptor of Drosophila) y la subunidad
DmLCCH3 (ligand-gated chloride channel homolog 3), clonadas de D.
melanogaster, en donde DmGRD presenta un acido aspartico, y necesita ser co-
expresada con DmLCCH3 para formar receptores heteroméricos catidnicos
(Gisselmann et al., 2004). Recientemente se ha ampliado el numero conocido de
subunidades homdlogas de estas secuencias en otras especies de insecto, tal como
es el caso de la abeja Apis mellifera, y el piojo humano Pediculus humanus
humanus. En ambos casos, las secuencias también fueron nombradas subunidad
GRD o LCCH3 de acuerdo con su identidad molecular (Hashim et al., 2022; Henry
et al., 2020).

GABA en el sistema Organo X—glandula sinusal

El sistema neuroendocrino Organo X-glandula sinusal (OX-GS) ha sido
ampliamente utilizado como modelo de estudio para entender el funcionamiento de
neuronas peptidérgicas (Garcia & Aréchiga, 1998). Un hallazgo interesante es que
en estas neuronas el GABA provoca un aumento transitorio del disparo de
potenciales de accién, seguido de una hiperpolarizaciéon de la membrana e
inhibicion del disparo neuronal. Las corrientes asociadas a dicha respuesta se
evaluaron en condiciones de fijacion de voltaje a —60 mV de potencial de membrana,
y se determin6 que esos eventos coinciden temporalmente con una corriente
entrante transitoria, que es seguida de una corriente saliente sostenida,

respectivamente (Figura 4) (Gardufio et al., 2002).

17



Vm (mV)
)
Q

Vh -60 mV

Figura 4. Efecto del GABA en neuronas del érgano X en cultivo. En la parte superior de la figura
se registra la actividad eléctrica de una neurona del sistema OX-GS en fijaciéon de corriente. Se
observa que el GABA provoca una despolarizaciéon transitoria acompafada del disparo de
potenciales de accion, y después prosigue un silenciamiento del disparo neuronal. En la parte inferior
de la figura se muestra el registro de la misma neurona en fijaciéon de voltaje a —-60 mV de potencial
de mantenimiento (Vh). Se observa que hay una corriente transitoria que corresponde con la
despolarizacion transitoria, mientras que la corriente sostenida corresponde con la fase silente de la
respuesta, lo que sugiere que las respuestas son mediadas por receptores diferentes, activados por
el GABA (Gardufio et al., 2002).

La caracterizacion en estas neuronas mostré que el GABA y el muscimol producen
la misma respuesta, es decir, la respuesta transitoria y sostenida (Figura 5a-b),
mientras que el acido cis-amino-crotonico (c-ACA), solo evoca la respuesta
sostenida (Figura 5c), demostrandose que ambas respuestas pueden ser activadas
selectivamente. Adicionalmente, se evalué la participacion del sodio en las
corrientes evocadas por GABA y muscimol, sustituyéndolo por N-Metil-D-glucamina
(NMDG), lo que condujo a que la corriente transitoria se anulara, mostrando que

dicha corriente es debida a sodio (Jiménez-Vazquez et al., 2016).
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Figura 5. Corrientes representativas obtenidas aplicando distintos agonistas de los GABAARs
durante 5 s [100 pM], a distintos potenciales de mantenimiento, en neuronas aisladas del
oérgano X. En (A — B) se muestran las corrientes transitoria y sostenida, mientras que en (C) solo se
evoca la respuesta sostenida. (D) Relacion corriente—voltaje al pico de las corrientes transitorias
(puntos rojos), y de las sostenidas (puntos negros), en donde se aprecia que tienen distintos
potenciales de inversion. (E — G) muestra las corrientes obtenidas al sustituir el sodio extracelular.
Se observan corrientes transitorias en presencia de Na* extracelular (trazo negro), y su sustitucion
con NMDG las elimina; en ambos casos la corriente sostenida no fue afectada. (G) el c—ACA evocé
la corriente sostenida y se no se modifico la respuesta en presencia o ausencia de Na*. (H) muestra
el efecto de la picrotoxina (100 uM), la cual abolié las corrientes transitorias y sostenidas (en color
azul). Tomada de (Jiménez-Vazquez et al., 2016).

Los resultados anteriores permitieron sugerir la presencia de dos tipos de receptores
al GABA, con filtros de selectividad cationico y anionico, sin embargo, ningun
receptor GABAA capaz de mediar dicha funciéon ha sido identificado al nivel

molecular.

Clonacion de subunidades GABAA del acocil

En el 2016 (Jiménez-Vazquez et al.,, 2016), tras la busqueda de algunas
subunidades que reproduzcan y expliquen la respuesta observada en dicho sistema

neuronal, se clond la subunidad denominada PcGABAA-B, la cual, al ser expresada
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en la linea celular HEK 293T, reproducia la respuesta sostenida e inhibidora del
fendmeno observado (Figura 6) en las neuronas aisladas del érgano X. El analisis
farmacolégico de esta subunidad determind que el orden de potencia de los
agonistas probados fue: GABA > acido trans—4—aminocrotoénico (t-ACA) = acido cis—

4—aminocroténico (c-ACA) > muscimol (Jiménez-Vazquez et al., 2016).

Figura 6. Corriente evocada de la subunidad PcGABAA-B. La subunidad expresada en la linea
celular HEK 293T evoca respuestas con GABA (100 pM, 5 s), a distintos potenciales de
mantenimiento. La corriente es sostenida y decae varios segundos después del lavado del agonista.

Tomada de (Jiménez-Vazquez et al., 2016).

De este reporte se dedujo entonces que debe ser otra(s) la(s) subunidad(es) que
forma(n) al receptor responsable de la respuesta excitadora. Dicho receptor podria
compartir alguna similitud funcional con las subunidades que forman los receptores
cationicos reportados del nematodo Caenorhabditis elegans, o de los insectos como
la mosca de la fruta D. melanogaster, de la abeja Apis mellifera, y el piojo humano
Pediculus humanus humanus (Beg & Jorgensen, 2003; Gisselmann et al., 2004;
Hashim et al., 2022; Henry et al., 2020; Jobson et al., 2015). Por lo tanto, en este
estudio se buscaron secuencias con alta identidad y homologia a las reportadas en
los insectos. Dicha busqueda fue realizada en las bases de datos de transcriptomas
reportados del acocil (Tom et al., 2014; Manfrin et al., 2015).

Como resultado, se identificaron dos subunidades muy similares a PcCGABAA-

(Jiménez-Vazquez, et al., 2016), asi como a las subunidades GRD y LCCH3 de
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insectos. Estas secuencias fueron nombradas como PcCGABAAa-B2 and PcGABAAa-a
por sus caracteristicas moleculares. De manera interesante, estas subunidades
necesitan ser co-expresadas con la subunidad PcCGABAA-B, para formar receptores
funcionales, cuyas caracteristicas electrofisiolégicas y farmacolégicas son unicas.
Aun mas interesante es que la combinacion de las subunidades PCGABAAa-a con
PcGABAAa-B, forma receptores activados con el GABA 'y de selectividad cationica, el
cual puede ser el responsable de mediar la respuesta excitadora observada en las

neuronas del sistema neurosecretor del acocil.
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HIPOTESIS
Los receptores activados por GABA con permeabilidad cationica reportados en

invertebrados estan formados por subunidades que tienen sitios de unién para el
GABA y caracteristicas moleculares que confieren una selectividad catiénica. Por lo
tanto, la respuesta catidnica observada en las neuronas del 6érgano X del acocil
Procambarus clarkii, esta asociada a la expresion de subunidades que forman

receptores catidnicos activados por el GABA.

OBJETIVO GENERAL
Determinar las propiedades electrofisiologicas y farmacolégicas de los receptores

formados por las distintas subunidades GABAA clonadas de Procambarus clarkii, e

identificar su expresion en el tallo ocular.

Objetivos particulares

1. Identificar los motivos estructurales y funcionales de las subunidades
PcGABAA-a. y PCGABAA-B2, a partir de su secuencia de aminodacidos.

2. Caracterizar la funcionalidad de las subunidades PCGABAA expresadas en la
linea celular HEK 293T.

3. Determinar las propiedades electrofisiolégicas y farmacoldégicas de los
receptores formados por las subunidades PCGABAA.

4. Identificar el patron de expresion de las subunidades PcGABAA en regiones
del tallo ocular del acocil.

5. Detectar los transcritos de PCGABAa-a y PCGABAA-2 en distintas regiones

del tallo ocular del acocil.
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MATERIALES Y METODOS

Declaracién de ética

El Comité de Cuidado de Animales del CINVESTAV aprobé el uso del acocil P,
clarkii. Los procedimientos experimentales utilizados en este estudio fueron bajo las
recomendaciones de la Guia de los Institutos Nacionales de la Salud para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Publicacion No. 8023, revisado desde
1978), y por el Consejo Mexicano de Cuidado Animal (NOM-062-ZO0-1999).

Animales

Organismos adultos de P. clarkii fueron recolectados de la presa San Luis Taxhimay
(Estado de Meéxico, México). Durante dos semanas, los organismos fueron
aclimatados a periodos de luz/oscuridad 12/12 h, a temperatura ambiente (22 — 26
°C), y alimentados con rebanadas de zanahoria y croquetas para pez ad libitum. Los
animales fueron anestesiados sepultandolos en hielo durante 15 min antes de
cualquier manipulacion. Los tallos oculares fueron escindidos y colocados en
solucion salina fria, compuesta de (mM) 205 NaCl, 5.4 KCI, 13.5 CaClz, 2.6 MgClz y
10 HEPES, pH 7.4 ajustado con NaOH. El exoesqueleto y tejido conectivo fue
meticulosamente removido de las estructuras neuronales de interés. Algunos tallos

completos fueron transferidos a un homogeneizador para la extraccion de ARN total.

Para la técnica de hibridacion in situ los tallos oculares fueron extraidos y fijados en
paraformaldehido al 4% en una solucion de fosfatos 0.1 M (pH 7.4), durante 4 h a
temperatura ambiente (~22 °C), y posteriormente las muestras fueron colocadas en
una solucion PBS con 25% de sacarosa durante 2 h. Finalmente, los tallos oculares
fueron colocados en bloques de Tissue-Tek® con hielo seco pulverizado y
almacenados a -80 °C hasta su uso. Secciones seriadas de 20 um fueron
colectadas en PBS con un criostato Leica (Leica CM3050 S, Nussloch GmbH,
Germany). Las rebanadas descongeladas fueron montadas en portaobjetos
Fisherbrand Superfrost Plus (Thermo Fisher Scientific; Cat #12-550-15), secadas

con aire y almacenadas a —80 °C hasta su preparacién para la hibridacion in situ.

23



Identificacion de las secuencias de subunidades GABAA en el tallo
ocular del acocil

Para la identificacion de secuencias similares a subunidades GABAA, se realizaron
alineamientos multiples (BLAST, tblast), usando como secuencias de referencia a la
secuencia PcGABAa-B de P. clarkii, las secuencias DmGRD y DmLCCH3 de la
mosca de la fruta D. melanogaster, y la secuencia CeEXP-1 del nematodo C.
elegans, en la base de datos de los transcriptomas ensamblados del acocil (Manfrin
etal., 2015; Tom et al., 2014). En este estudio se seleccionaron aquellas secuencias
con un alto porcentaje de identidad, y que contengan las caracteristicas especificas,
tales como los sitios de unién para el GABA, el asa cys, y los cuatro segmentos
transmembranales. Las secuencias Pc 10711 (GBEV01010683.1;
GARH01000703.1) y Pc_11123 (GBEV01011095.1; GARH01034373.1), son las
secuencias que contienen las caracteristicas mencionadas. Dichas secuencias
fueron nombradas como PcGABAa-f2 (Pc_10711), y PcGABAa-a. (Pc_11123)

basadas en sus similitudes moleculares con otras subunidades GABAA.

Analisis bioinformatico

El software A Plasmid Editor (ApE; UT, USA) (Davis & Jorgensen, 2022), fue
utilizado para identificar los marcos de lectura abiertos (ORFs) de cada secuencia,
y el software Clustal Omega (EMBL-EBI), fue utilizado para realizar las imagenes de
los alineamientos multiples, y para obtener los datos de porcentaje de identidad. El
programa MEGA X (Molecular Evolutionary Genetic Analysis, PA, USA), fue utilizado
para crear el arbol filogenético con el método de maxima probabilidad y el modelo
basado en la matriz JTT (Jones et al., 1992). Arboles iniciales para la busqueda
heuristica fueron generados automaticamente por los algoritmos Neighbor-Join y
BioNJ, para generar una matriz de distancia por pares predicha utilizando el modelo
JTT y seleccionando los valores de mayor probabilidad. La base de datos final
generd 776 posiciones en total. El software MEGA también fue utilizado para el

analisis evolutivo de las secuencias.

Las siguientes secuencias de subunidades de receptores al GABAA fueron tomados

de la base de datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica para
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construir el arbol filogenético: de D. melanogaster, DmGRD (CAA55144),
DmLCCH3 (AAB27090); de Apis mellifera, AMGRD (AJE68942), AmLCCH3
(AJE68943); de Caenorhabditis elegans, CeEXP-1 (AAQ96595), CelLGC-35
(CAB60369); de Homarus americanus, HaB1a (AAM47020); de Homo sapiens,
Hsa6 (AAB36480), HsB3 (AAA52511); y de P. clarkii, PCGABAAR (AKA64699). Es
importante resaltar que en este trabajo se asigné a cada subunidad el nombre del
gen junto con dos letras que indican la especie a la que pertenece (por ejemplo, Dm
si proviene de Drosophila melanogaster, Am: Apis mellifera, Ce: C. elegans; Ha:

Homarus americanus, Hs: Homo sapiens).

Adicionalmente, las secuencias encontradas en el transcriptoma del tallo ocular se
evaluaron con servidores en linea que permiten sugerir estructuras o motivos
funcionales potenciales. Para predecir la estructura topoldgica de proteinas de
membrana, se utilizaron los servidores TMHMM — 2.0 y DeepTMHMM. Para predecir
por sitios de glicosilacion potenciales se utilizaron los servidores NetNGlyc — 1.0 y
NetOGlyc — 4.0, y los sitios de fosforilacion potenciales fueron obtenidos con
NetPhos — 3.1.

Extraccion de ARN total y clonacién molecular

EI ARN total fue extraido utilizando el protocolo de Trizol (Green & Sambrook, 2012),
y fue mantenido a —20 °C hasta que el protocolo de transcripcidn en reversa se
realizd. El ARN total fue obtenido del tallo ocular completo, o bien de distintas
regiones anatémicas aisladas de esta estructura para determinar el patrén de
expresion de las subunidades GABAAa, tales como la médula externa, la médula
interna, la médula terminal y el 6rgano X. Adicionalmente, se determiné la expresion
de dichas subunidades tomando una porcion del tejido muscular del abdomen del

organismo.

El programa Clone-Manager 9 (Scientific & Educational Software, NC, USA), fue
utilizado para disefar oligonucleétidos especificos para la secuencia PCGABAA-32
y para PcGABAa-a (Tabla 2). La reaccién de transcripcidon en reversa se realizd en
dos fases: 1) tomando 4 ul de ARN total (347 ng/ul) en conjunto con 1 uL de una

mezcla de oligonucledtidos en antisentido (linker—dT; oligonucleoétidos especificos
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r1 para cada subunidad) a una concentracion final de 120 yM; incubados a 65 °C
durante 5 min, enfridandose rapidamente en hielo. En la segunda fase se afiadio
regulador de reaccién, inhibidor de ARNasas (RiboLock; 40 U/uL), una mezcla de
dNTPs y la enzima ProtoScript® II (200 U/pl), en un volumen final de 20 ul. La
mezcla final se incubd a 42 °C durante 60 min. Finalmente, la mezcla fue incubada

a 80 °C durante 5 min antes de diluir con agua a un volumen final de 100 pL.

Las amplificaciones del ADN por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCRs),
fueron preparadas en reacciones de volumen final de 25 uL, en donde se incluye
0.8 mM de desoxinucleoétidos (dNTPs), 400 nM de oligonucledtidos especificos, 0.5
U de la polimerasa de AND Q5 (New England Biolabas, Ipswich, MA, USA) y 5 uL
de ADNc. Los amplicones resultantes para PCGABAA-B2 y PcGABAAa-a fueron
evaluados por analisis de restriccion e insertados en el vector de clonacién pJet1.2
(CloneJET™ PCR Cloning Kit, Thermo Scientific, CA, USA), que también permitid
el analisis de secuenciacion. Para la evaluacion funcional, cada secuencia fue
subclonada en el vector de expresion pIRES2—-EGFP (Clontech Laboratories, CA,
USA), o en un vector modificado pIRES2 que incluye a la proteina roja fluorescente
(RFP), nombrado como pIRES2—-RFP (datos no mostrados).
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Tabla 2. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de las
secuencias PCGABAA-B2 y PcGABAA-a.
Subunidad Oligonucleétido
GABAA
PcGABAA-32 B2f1 — GTGTTTGCGAGGTTAAGC
(Pc_10711) B2f2 - CGCGAGGATATGTAAGCC
B2r1 — GGACACAACTCGTCATGTAG
B2r2 — AAAGGTACGGAAGGGTAAGG
PcGABAA-a aflt — GTCAAGCGAGAGTCTGAAG
(Pc_11123) af2 — CAGCACAGGGAATCCATAC
aifd — CCCTCGTTATCAGCAGCTA
aif4 — CGGGTACACGGAGAAAGAT
ar1 — CCTAGCATAGCGACACTAGG
air2 — GTCCGCACTTATCATGGTTG
air3 — CCTCCTCCGTCATAATTTCG
PcGABAA-3 Bf — ATGGACCGACAGCTCTGCATCAT
(control positivo) | pr — CGGCGTATTCAAGCAGCGAAGC
Pc GAPDH GAf— TGCTCCTGTTGCGAAAGTC
(gen de GAr—- CCCAAACTCGTTGTCATACC
referencia)
Los oligonucledtidos fueron nombrados con una “f” si son en “sentido”,
con una “r’ si son en “antisentido” y con una “i” si se encuentra en la
region “interna” de la secuencia codificante.

Para determinar la expresion diferencial de las subunidades GABAA, las secuencias
fueron amplificadas utilizando 5 pl del ADNc obtenido de distintas muestras,
utilizando el protocolo de PCR descrito (Jiménez-Vazquez et al., 2016). Previo a la
extraccion del ARN, el tejido conectivo fue meticulosamente removido de cada

muestra.
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Los oligonucledtidos B2f1 - B2r2 fueron utilizados para la amplificacion de PCGABAA-
B2, mientras que los oligonucleétidos af1-air2 fueron utilizados para amplificar la
secuencia PcGABAa-a. Para amplificar la secuencia PCGABAAa-B, se utilizaron los
oligonucledtidos Bf-Br, y para amplificar el gen de referencia, la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa de P. clarkii, se utilizaron los oligonuclettidos GAf-GAr
(Jiang et al., 2015).

Sondas de ARNc para la hibridacién in situ

El vector de clonacion pGEM-T fue modificado para contener los sitios de restriccion
Xhol y Xbal, como ya ha sido descrito (Jiménez-Vazquez et al.,, 2016). Los
fragmentos de las secuencias PCGABAA-B2 (476 pb) o PcGABAa-a (621 pb), que
contienen las regiones 3' de las secuencias codificantes, fueron obtenidos con
dichas enzimas y subclonados en ese plasmido. Posteriormente, los plasmidos
fueron linearizados con la enzima apropiada, y las sondas en sentido y antisentido
marcadas con digoxigenina fueron sintetizadas con las polimerasas T7 y SP6,
respectivamente, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (DIG RNA
Labeling Kit (SP6/T7), numero de catalogo 11175025910, Roche, USA).

Cultivo celular

La linea celular de rindn de embrién humano (HEK) 293 T (ATCC, CRL-1573), fue
mantenida en medio Eagle modificado de Dulbecco (numero de catalogo
121000038, Gibco™, NY, USA), suplementado con suero fetal bovino al 10%
(numero de catalogo S1810-500, BioWest, FL, USA), adicionado con 3.7 g de
NaHCOs y 1% de solucién de antibidtico/antimicético (numero de producto
15240096, Gibco™ NY, USA). Las células fueron incubadas a 37 °C con una
atmosfera de 5% de CO2. Un dia antes de la transfeccidon, se sembraron cerca de
1.2 x 108 células en cajas de cultivo de 35 mm (Numero de producto 430165,
Corning, MA, USA). Para la transfeccion, las células incubadas con un total de 2
pg/caja de ADNc, ya sea transfectando una secuencia o en combinacion con otra
(con una estequiometria de 1:1), y con 3 ug de PEI-Prime (Nimero de producto
919012, Sigma-Aldrich, MO, USA) por ug de ADNCc. Las células transfectadas fueron

evaluadas 24-72 h después de la transfeccion. Posteriormente se resembraron
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~1 x 103 células en camaras de registro pre-cubiertas con poli-L-lisina, y se
incubaron al menos 1 h antes de ser evaluadas. Las células transfectadas fueron

identificadas por epifluorescencia.

Evaluacién electrofisiolégica

Las células fueron evaluadas con el protocolo de fijacion de voltaje, en célula
completa, utilizando un amplificador Axopatch 200A (Molecular Devices CA, USA),
y los datos fueron digitalizados y adquiridos con el sistema de adquisicion Axon
Digidata 1440A (Molecular Devices CA, USA). Las micropipetas de borosilicato con
resistencias que variaron entre 5—10 MQ fueron elaboradas con un estirador vertical
Modelo 730 (David Kopf Instruments), y fueron llenadas con solucién normal interna
que contiene (en mM): 140 KCI, 1 MgClz, 10 HEPES y pH de 7.4 ajustado con KOH.
La solucién externa contiene (en mM): 120 NaCl, 5 KCI, 2 MgClz, 2 CaClz2 y 10
HEPES, pH 7.4 ajustado con NaOH, y fue perfundida continuamente a un flujo de
2-3 mL/min. Para evaluar las corrientes dependientes de sodio, la N-Metil-D-
glucamina fue utilizada para reemplazar al sodio. La solucién libre de sodio contiene
(en mM): 140 NMDG-CI, 5 KCI, 2 MgClz, 2 CaClz, y 10 HEPES, con pH de 7.4
ajustado con NMDG-CI. Para demostrar la permeabilidad para el ion sodio, las
corrientes fueron evaluadas en una solucion con sodio que contiene (en mM): 150
NaCl, y 10 HEPES, con pH de 7.4 ajustado con NaOH. Esta solucion fue utilizada
tanto en la pipeta como en la solucién de registro. Posteriormente, la solucién con
sodio fue sustituida por una solucion de NMDG-CI, la cual contiene (en mM): 150
NMDG-CI, y 10 HEPES, con pH de 7.4 ajustado con NMDG. De esta manera, la
solucion de NMDG sélo modifica el potencial de equilibrio para el sodio, pero no se

modifica el potencial de equilibrio predicho para el cloruro.

Los agonistas GABA y muscimol, y los antagonistas picrotoxina y bicuculina fueron
comprados de Sigma-Aldrich (MO, USA). El GABA, el muscimol y la bicuculina
fueron preparados en agua y utilizados en la solucién de registro. En contraste, la
picrotoxina fue preparada en DMSO, a una concentracion de 10 mM y diluida en la
solucion de registro a una concentracioén final en la cual el DMSO no excedio el
0.1%. Las aplicaciones del GABA y del muscimol fueron realizadas con un sistema
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de tubo en Y, conectado a una valvula magnética. Las respuestas evocadas por
GABA fueron obtenidas con pulsos de dicho agonista a 100 uM, durante 5 s, a
distintos potenciales de mantenimiento, variando desde —-60 a +20 mV. Para la
evaluacién concentracion-respuesta, cada célula transfectada fue mantenida a un
potencial de —60 mV, y con aplicaciones de 1 s del GABA o del muscimol a
concentraciones crecientes (3, 10, 30, 100, 300 o 1,000 uM), seguidas de 2 min de
lavado entre cada pulso. La picrotoxina o la bicuculina fueron perfundidas en la
solucién externa a una concentraciéon de 100 pM. Todos los registros fueron

realizados a temperatura ambiente (~22 °C).

Hibridaciéon fluorescente in situ

La hibridacién in situ fue realizada como se ha descrito (Sanchez-Jaramillo et al.,
2022). Brevemente, secciones longitudinales del tallo ocular del acocil, de 20 um de
grosor, fueron incubados con las sondas marcadas con digoxigenina-UTP, con: a)
sonda antisentido de PcGABAa-a, b) sonda sentido de PcGABAa-a, c) sonda
antisentido de PcGABAAa-2, y d) sonda sentido de PcCGABAA-32. Posteriormente,
los tejidos fueron fijados en paraformaldehido 4% disuelto en buffer de fosfatos 0.1
M (pH 7.4), durante 10 min, y se enjuagaron con PBS durante 5 min, seguidos de
un proceso de acetilado con 0.25% de anhidrido acético en trietanolamina al 0.1 M
durante 10 min, deshidratado a través de concentraciones crecientes de alcohol
(70%, 80%, 95%, 100%; cada 2 min), y con cloroformo durante 10 min, parcialmente
hidratado en alcohol al 95%, para finalmente ser procesado para la hibridacion in
situ. Una mezcla de las ribosondas marcadas 100 ng/mL fue afiadido a 80 pl de
buffer de hibridacion (50% de formamida, 2x de solucion de citrato de sodio salino
[SSC], 1x de solucién de Denhardt, 10 mM de ditiotreitol [DTT], 250 ug/mL de ADN
desnaturalizado de esperma de salmon, 10% de dextran sulfato, y 0.5% de duodecil
sulfato sodico [SDS]), fue incubada en cada seccion del tallo ocular cortada,
montada en un cubreobjetos y sellada con papel Parafilm, incubada a 54 °C durante
toda la noche. Posteriormente, los cubreobjetos fueron removidos y las secciones
fueron enjuagadas con 1x SSC (0.15 M citrato trisddico, 0.015 M de cloruro de
sodio), durante 15 min a temperatura ambiente (aproximadamente 22 °C), digeridas
con ARNasa A (25 ug/mL; numero de catalogo 4875, Sigma, USA) por 1 h a 37 °C,
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enjuagadas con 1x SSC durante 15 min a temperatura ambiente, luego enjuagadas
con 0.5x SSC durante 15 min a 65 °C con 0.1x SSC dos veces mas durante 30 min
a 65 °C. La especificidad de la hibridacién de la sonda antisentido fue verificada
utilizando la sonda sentido, la cual resulto en la ausencia de sefial de hibridacion en

el tejido de interés.

Las sondas marcadas fueron detectadas con un anticuerpo anti-digoxigenina,
conjugado con peroxidasa (diluido 1:100 en 1% solucidon de bloqueo, numero de
catalogo 11096176001, Roche, USA). La sefal digoxigenina-UTP fue ampliada con
el sistema de tiramida (TSA), con el kit TSA™ Plus Biotina (nUmero de catalogo
NEL749B001KT, Perkin Elmer, USA), durante 30 min, utilizando el reactivo de
amplificacion en una dilucion 1:100 en 0.05 M de Tris (pH 7.5) que contiene 0.01%
de H20:2.

La sefial de biotina fue detectada con Alexa Fluor 488 conjugado con estreptavidina
(numero de catalogo S32354, Invitrogen, USA), o con Alexa Fluor 555 conjugada
con estreptavidina (numero de catalogo S32355, Invitrogen, USA). Las secciones
fueron enjuagadas minuciosamente en PBS y Tris 0.05 M (pH 7.5), y cubiertas con
medio de montaje antifade Vectashield con DAPI (numero de catalogo H-2000,
Vector Laboratories, USA). Las imagenes de confocal fueron obtenidas con un
microscopio confocal Leica DMi 8000 (Wetzlar, Germany). El programa ImageJ

(Maryland, USA), fue utilizado para la ediciéon y analisis de las imagenes.

Analisis estadistico

Cada experimento fue realizado con al menos 5 células registradas. La adquisiciéon
y analisis de datos fue realizado utilizando pClamp 8.0 (Molecular Devices CA,
USA), y los resultados fueron ajustados con GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, CA, USA). El programa Origin 8.0 (OriginLab Corporation, MA, USA), fue
utilizado para la elaboracion de las graficas. Las curvas concentracion-respuesta
fueron normalizadas a la corriente maxima, y los datos son reportados como media
y error estandar de la media. La concentracién efectiva 50 y el coeficiente de Hill
(nH) fueron determinados utilizando un andlisis de regresién no lineal con la

ecuacion log (agonist) vs. response—variable slope (GraphPad Prism 5, CA, USA).
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RESULTADOS
En este trabajo se identificaron y caracterizaron dos nuevas secuencias de

subunidades de receptores al GABAAa del tallo ocular del acocil P. clarkii. La
caracterizacion electrofisiolégica y farmacologica permitié identificar receptores
ionotropicos activados por el GABA con propiedades unicas, las cuales se asemejan
a las respuestas nativas observadas en las neuronas del acocil. Adicionalmente, la
amplificacion del ADNc y la FISH de cada secuencia mostré que estas subunidades

son ampliamente expresadas tanto en el érgano X, como en todo el tallo ocular.

Analisis bioinformatico de las dos nuevas secuencias PcGABAAa

Las secuencias Pc_10711y Pc_11123, fueron identificadas como dos transcritos de
ARNm similares a la secuencia PCGABAAa-B (numero de acceso AKAG4699), las
cuales fueron identificadas utilizando el algoritmo tBLASTn en la base de datos de
transcriptomas ensamblados (TSA) de P. clarkii, (Manfrin et al., 2015; Tom et al.,
2014). De acuerdo con las caracteristicas moleculares de estas secuencias, fueron
nombradas subunidades PcCGABAA-2 y PCGABAa-a, respectivamente (numeros de
acceso 0Q446622 and OQ446623). Las secuencias completas de cada transcrito,
incluyendo regiones 5—y 3'-UTR, fueron clonadas utilizando el protocolo de PCR
acoplada a la transcripcion inversa a partir del ARN total obtenido del tallo ocular del

acocil.

La secuencia PcGABAA-B32 tiene una longitud de 1,624 b, con un marco de lectura
de 1,403 b el cual codifica para una potencial proteina de 481 aminoacidos. Por otro
lado, la secuencia completa de PcGABAa-a tiene una longitud de 1,728 b con un
marco de lectura de 1,530 b que codifica para una potencial proteina de 510
aminoacidos. Ambas secuencias contienen la region del asa Cys, que consiste en
un enlace disulfuro entre dos cisteinas separadas por 13 aminoacidos, tal como se
ilustra en la Figura 7 (con asteriscos). Ademas, ambas secuencias se identificaron
varias caracteristicas moleculares que estan presentes en otras subunidades
formadoras de receptores del asa Cys, las cuales incluyen la estructura topoldgica
general que corresponde a extremos amino y carboxilo extracelulares (Figuras 8 y
9).
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Figura 7. Alineamiento
PcGABAA. La secuencia PcGABAa-B (AKA64699), es comparada con las secuencias PcCGABAa-2
(0Q446622) y PcGABAA-a (0Q446623), y se resaltan las caracteristicas conservadas entre las

subunidades de receptores GABAa. Los aminoacidos conservados son resaltados como idénticos
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de las secuencias de aminoacidos predichas para las subunidades

(color negro), o que mantienen su propiedad quimica (color gris). Las lineas de color café indican las

asas involucradas con la union al ligando (asas A — F). Los asteriscos muestran el par de cisteinas

que forman el asa Cys (CX13C). Las lineas azules denotan los segmentos transmembranales (TM1—

4). El marco de color rojo encierra a los aminoacidos que contribuyen a la selectividad iénica del

receptor. La secuencia PcGABAAa-B2 codifica para una proteina de 481 aminoacidos, mientras que

la secuencia PcGABAx-a codifica para una proteina de 510 aminoacidos.

De manera general, el analisis bioinformatico mostrd que las secuencias conservan

la estructura topoldgica general, asi como varios motivos funcionales asociados a
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modificaciones postraduccionales. Los cuatro segmentos transmembranales
identificados en PcCGABAA-B2 son: TM1, Y246—|268; TM2, R276-\/2%4: TM3, A306-\/328,
y TM4, Y45°-V/480 (Figura 8a). Cada segmento transmembranal es conectado por
asas intracelulares o extracelulares. Ademas, la secuencia de aminoacidos de
PcGABAA-B2 tiene dos posibles sitios de N-glicosilacion (Figura 8b—c), asi como 53
sitios posibles de fosforilacion (32 sitios para Ser, 15 para Thr y 6 para Tyr), de los
cuales 22 sitios se encuentran en aminoacidos presentes en el asa que conecta a

los segmentos TM3 con el TM4 (Figura 8d).
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Topologia transmembranal predicha para PCGABA&-B2, la cual contiene cinco regiones hidrofébicas
(color rojo), en donde los primeros 30 aminoacidos corresponden al péptido sefial y las cuatro
regiones restantes son los segmentos transmembranales. (b, c) Sitios de glicosilacién potenciales
para la secuencia PcGABAAa-B2. La secuencia muestra dos posibles sitios para la N-glicosilacion (b),
pero no se encuentran sitios potenciales para la O-glicosilacion (c). En “d” se muestran los sitios
predichos de fosforilacién, mostrandose los motivos candidatos para fosforilacion en serina, treonina
y tirosina para la secuencia PcGABAAa-B2 identificandose con un color diferente para cada tipo de
fosforilacion. En cada grafica se muestra una linea horizontal que indica la probabilidad de que el

motivo predicho sea funcional, indicandose como “umbral”.

Respecto a la secuencia PcGABAa-a, también se muestra una topologia clasica de
subunidades de receptores del asa Cys (TM1, Y226—|248; TM2, R2%6—T274; TM3, A%86—
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V308: TM4, \/4%6_Y474 Figura 9a) (Mdller et al., 2001), con 4 sitios candidatos para N-
glicosilacion y un sitio para la O-glicosilacion en el extremo amino terminal (Figura
9b—c). Ademas, la secuencia PcGABAa-a contiene 58 sitios potenciales de
fosforilacion (28 sitios para Ser, 22 para Thr, y 8 para Tyr), de los cuales, 26 sitios
se encuentran en el asa TM3-TM4 (Figura 9d). Finalmente, utilizando este enfoque
bioinformatico, se infiere que estas modificaciones postraduccionales podrian estar

relacionadas con la funcién de las nuevas subunidades GABAA.

a Sitios probables para pcGABA,a b NetNGlyc 1.0: sitios de N-glicosilacién en pcGABA,a
12 _ Umbral ——
- Umbrales adicionales ——
1 1 Potenciales
B o8 3
= h= R
§ 0.6 )
s S 03
o 04 a
02 .25
o o
o 100 200 300 400 500 o 100 200 0 400 =00
transmembranal  — intracelular — extracelular — Posicién en la secuencia
C DictyOGlyc 1.1: sitios de O-glicosilacién en pcGABA a d NetPhos 3.1a: sitios de fosforilacién en pcGABAa
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Figura 9. Analisis bioinformatico de la secuencia de aminoacidos de PcGABA-a. (a) Topologia
transmembranal predicha para PcCGABAx-a, la cual contiene cuatro regiones hidrofébicas (color rojo).
(b) La prediccion de los sitios de glicosilacion potenciales para la secuencia PCGABAa-o. muestra
tres posibles sitios para la N-glicosilacion, mientras que solo se encuentra un sitio potencial para la
O-glicosilacion (c). El analisis de prediccion de sitios de fosforilacion muestra que la secuencia
PcGABAa-a contiene residuos candidatos para fosforilacion en serina, treonina y tirosina (d). En cada
grafica se muestra una linea horizontal que indica la probabilidad de que el motivo predicho sea

funcional, indicandose como “umbral”.

Analisis de secuencia

Para entender la posible relacién que existe entre las secuencias de subunidades
de receptores GABAA de algunos artrépodos, se realizé un alineamiento multiple y
se compararon los motivos funcionales y esenciales que estan presentes en las

secuencias PCGABAA-B2 y PcGABAA-a, con las de algunos invertebrados.
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El analisis muestra que la secuencia de aminoacidos de los motivos funcionales
como las regiones de unién al GABA, el asa Cys, el asa que conecta a los
segmentos TM1-TM2 de PcGABAA-B2 son muy similares a aquellos que son
encontrados en la secuencia DmLCCH3 que proviene de la mosca de la fruta D.
melanogaster (Figura 10a — c). De manera muy interesante, la secuencia PCGABAa-
o comparte dichas similitudes con la secuencia DmMGRD. Es importante resaltar que
las secuencias LCCH3 y GRD han sido probadas y son funcionales cuando son
evaluadas por expresion heterologa (Gisselmann et al., 2004). Respecto a la region
que confiere la selectividad idnica, el asa que conecta a los segmentos TM1-TM2,
se resalta por un cuadro rojo con los numeros —2 y —1 que indican la posicion antes
del inicio del TM2, y se muestra que estan presentes los aminoacidos Pro y Ala en
la secuencia PCGABAA-, o bien, una Ser y una Ala en la secuencia PCGABAA-32,
asi como una Ser y un Glu en la secuencia PcGABAAa-a, lo que podria sugerir

algunas diferencias en la permeabilidad i6nica.

Asas de unién a ligando

a

DmGRD Tuldp D]
PcGABA,a WP DT
PcGABAB [ EBE

BfrsE rpsefEvl HrResE EEEIYNE ErpRfRIA
S/ CYTgRT EER-D (ESE  xLv--SHl

DH Hrifenf [EMTIO€ GDRSPvIE
DmLCCH3

IWVPDT SYGYTNED v LI OM VRl TP-—fRG
PcGABA,B2  INgzeN SYGYTNIAD Y LIYOM W3l HGD IP-—lVG
b Asa cys C 21

omGRD  EEECEEEE OmorD SIS E BLG 1oLy U i

PCGABA,a NEEWFEsE  PcGABA, o  EINEIENEEENE DR T ISR 1 |
PcGABAB  SEUVEOIMERIBREIE  PcGABA,B NREATRARVELG MESTNAZE
DmLCCH3 DRSSk I S/ S Fi INBEAT SARVELGI TTVLTMT T IS[ERWRER

CLY FoNc
CluMBLEY SeNe

Figura 10. Andlisis de secuencia de las subunidades PcGABAA-f2 y PcGABAx-a. (a) Las asas

A-F forman la cesta de union para el GABA, localizadas en el extremo amino terminal de las
secuencias PCGABAAa. Las regiones presentes en PcCGABAA-B2 son practicamente idénticas a las
mostradas para DmLCCH3 (numero de acceso CAA55144), mientras que las regiones presentes en
PcGABAa-a comparten dicha similitud con DmGRD (numero de acceso AAB27090). También se
compara las asas de union para el GABA de PcGABAA- (AKA64699). (b) Se muestra la secuencia
que forma el asa Cys, la cual esta conservada entre las subunidades PCGABAA. (c) Asa intracelular

que une a los segmentos TM1-TM2. Los aminoacidos presentes en esta region contribuyen en la
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formacion del filtro de selectividad. La secuencia de PcGABAa-a. es mucho mas similar a la de

DmGRD, mientras que la secuencia de PcCGABAa-B2 es practicamente idéntica a la de DmLCCH3.

Analisis filogenético

Para determinar la similitud entre las secuencias PcCGABAA con otras subunidades
GABAa, se generé una matriz de identidad basada en el alineamiento con las
secuencias de aminoacidos. Dicho analisis mostro que la secuencia PCGABAA-32
tiene un mayor parecido con las secuencias DmLCCH3 y AmLCCH3 (71.82% y
70.29% de identidad, respectivamente), mientras que la secuencia PcGABAa-a
comparte una mayor similitud con las secuencias DmGRD y AmMGRD (43.83% y
44.49% de identidad, respectivamente), como se muestra en la Figura 11. De
manera interesante, la secuencia PCGABAa-3 mostré un porcentaje de identidad
bajo con las otras secuencias PCGABAA. El porcentaje de identidad de PCGABAA-3
con PcGABAaA-B2 es del 37.5%, mientras que la identidad compartida con
PcGABAa-a es del 34.7%. Sin embargo, PCGABAAa-B presenta un alto grado de

identidad con HaB1a de Homarus americanus (97.11% de identidad, Figura 11).

CeEXP-1 CeLGC-35  Hsa6 PcGABA,a DmMGRD AMGRD PCcGABA PcGABA,f2 DmLCCH3 AmLCCH3

50 75
Valor porcentual

Figura 11. Matriz de identidad entre secuencias de subunidades GABAAR de invertebrados y
vertebrados. Las secuencias DmGRD, DmLCCH3, PcGABAAa-, PcGABAa-B2, y PcGABAAa-a, Y
también se incluyen para dicho analisis a las secuencias CeEXP-1 (AAQ96595), CeLGC-35
(CAB60369), AmGRD (AJE68942), AMLCCH3 (AJE68943), Hap1a (AAM47020), Hsp3 (AAA52511),
y Hsa6 (AAB36480). Las dos primeras letras pertenecen al nombre de la especie que corresponde
cada secuencia. El numero e intensidad del color corresponde al porcentaje de identidad entre las

secuencias.
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De manera adicional, se elaboré un arbol filogenético usando las secuencias de
subunidades formadoras de receptores GABAa, tomadas de vertebrados e
invertebrados, para identificar la posible relacion evolutiva. Como primer resultado
se muestra que la secuencia PcGABAA-B2 se relaciona con las secuencias
AmLCCH3, DmLCCH3, y HsB3, mientras que la secuencia PcGABAa-a se agrupa
con las secuencias AmMGRD, DmGRD, y Hsa6 (Figura 12). Este analisis permitio

clasificar a las subunidades como secuencias similares a subunidades -a o -p.

—— DmLCCH3 AAB27090
—— AmLCCH3 AJE68943
L PcGABA,B2 0Q446622

HsB3 AAAS52511
— PcGABA,B AKA64699
— HapBla AAM47020
Hsa6 AAB36480

PcGABA,a 0Q446623
—— DmGRD CAA55144
—— AmGRD AJEG8942

— CeEXP-1  AAQ96595
—— CelLGC-35 CAB60369

Figura 12. Arbol filogenético de secuencias de subunidades GABAAR de invertebrados y
vertebrados. El andlisis incluye las secuencias DmGRD, DmLCCH3, PcGABAa-B, PcCGABAA-B2, y
PcGABAa-a, asi como a las secuencias CeEXP-1 (AAQ96595), CeLGC-35 (CAB60369), AmMGRD
(AJE68942), AmLCCH3 (AJE68943), Hap1a (AAM47020), HsB3 (AAA52511), y Hsa6 (AAB36480).
Las dos primeras letras pertenecen al nombre de la especie que corresponde cada secuencia. El
numero e intensidad del color corresponde al porcentaje de identidad entre las secuencias. La
historia evolutiva de las subunidades GABAa fue inferida usando el método de Maxima Probabilidad
y el modelo de matriz basado en JJT. Los brazos representan las particiones replicadas al menos del

50% de repeticiones que fueron colectadas.
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Propiedades de las subunidades PcGABAAa

Para la evaluacién funcional de las secuencias PCGABAA,, las células HEK 293T
fueron transfectadas ya sea de forma independiente con cada subunidad, o en
combinacion de dos subunidades (proporcién 1:1 en masa) para evaluar si se
forman receptores heteroméricos funcionales. Los registros electrofisioldgicos
fueron realizados por la técnica del “patch-clamp” en la configuracién de célula
completa, y las respuestas fueron evocadas utilizando el GABA a una concentraciéon
final de 100 uM en la solucion de registro. De manera interesante, las subunidades
PcGABAA-B2 o PcGABAA-a no evocaron ninguna respuesta, sugiriendo que a
diferencia de lo que se sabe para PcCGABAa-B (Figura 13a) (Jiménez-Vazquez et al.,
2016), éstas no forman receptores homomeéricos funcionales (Figura 13b—c). Los
resultados anteriores podrian sugerir que necesitan elementos adicionales para
poder formar receptores funcionales. El siguiente paso en la evaluacién funcional
fue probar si la co-expresion de las subunidades forma receptores funcionales.
Cabe resaltar que aun combinando a las subunidades PCGABAAa-2 + PCGABAa-a
no logré evocar ninguna respuesta en presencia de GABA (Figura 13d).
a b c d' subunidad chABAABZ

Subunidad PcGABA B Subunidad PcGABA,2 Subunidad PcGABAa
Subunidad PcGABA  a

0.5nA

10s === GABA 100 pM
Figura 13. Caracterizaciéon funcional de las subunidades formadoras de receptores al GABA
de P. clarkii expresados en la linea celular HEK 293T. (a) Las corrientes evocadas por la aplicaciéon
del GABA (100 uM); la perfusion del agonista se realizo durante 5 s. La expresion de la subunidad
PcGABAA-B fue utilizada como control de expresion funcional (n = 15). (b—c) La expresion de las
subunidades PcGABAA-B2 y PcGABAa-a, de manera individual o en combinacion fue evaluada,
mostrando que no forman receptores homoméricos o heteroméricos funcionales entre dichas

subunidades (n = 10).
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Sin embargo, cuando se co-expreso cualquiera de las subunidades PCGABAA con
la subunidad PcGABAAa-B se obtuvieron respuestas con caracteristicas unicas,
como se ilustra en los trazos adquiridos a distintos potenciales de prueba (Figura
14). Respecto a la respuesta obtenida con la co-expresion de las subunidades
PcGABAA-B2 + PcGABAAa-B, las corrientes muestran un comportamiento muy
sostenido (Figura 14a), es decir, se evoca una corriente que no decae a pesar de
que el GABA es aplicado solo durante unos segundos. Lo anterior sugiere que el
receptor podria no desensibilizarse, aun en ausencia del agonista, siendo dicho
comportamiento muy diferente al obtenido con receptores homoméricos PCGABAa-
B (Figura 13a).

Por otro lado, la combinacion de las subunidades PCGABAAa-a + PCGABAA- mostré
corrientes con dos aparentes comportamientos (Figura 14b); por una parte, se
observa un componente transitorio que decae aun en presencia del agonista,
mientras que el segundo compartimento muestra cierta similitud con las respuestas
evocadas por receptores homomeéricos de la subunidad PCGABAA-B, es decir, una
corriente sostenida y que decae al lavar el agonista de la solucion de registro. Dicho
resultado es interesante, ya que sugiere que podrian existir distintos tipos de
receptores formados por ambas subunidades, siendo alguno (o algunos),
responsable(s) de la respuesta transitoria mientras que otro(s), responsable(s) de
la respuesta sostenida (Figura 14b). Los resultados mostrados hasta aqui
demuestran que las subunidades PCGABAA-2 o PcCGABAAa-a no forman receptores
homomeéricos funcionales, pero la subunidad PcGABAAa-B parece ensamblarse con
las otras subunidades para formar receptores hetero-pentaméricos funcionales, ya

que se evocan respuestas al ser co-expresadas con dicha subunidad.
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a Subunidad PcGABA,B2 + Subunidad b Subunidad PcGABA,a + Subunidad
PcGABA,B PcGABA,B

0.5nA
|0.1 nA

10s 10s

0mv
-20 mv
-40 mV
-60 mvV

=== GABA 100 uM

Figura 14. Co-expresion de las subunidades PcGABAA en la linea celular HEK 293T. En (a) se
muestran las corrientes evocadas al co-expresar las subunidades PcGABAa-B2 + PcGABAAa-B,
registradas a distintos potenciales de mantenimiento, observandose corrientes que decaen mucho
después del lavado del pulso de GABA (100 uM). En (b) se muestran las corrientes obtenidas al co-
expresar las subunidades PcGABAa-a. + PcGABAa-B, registradas a distintos potenciales de
mantenimiento. Se observan corrientes con comportamiento bifasico, en donde las corrientes decaen

aun en presencia o poco después del lavado del pulso de GABA.

Estos resultados demuestran que las subunidades PcGABAAa forman receptores
funcionales, y cada combinacion mostré diferencias en dos caracteristicas
principales: el tiempo a la respuesta maxima y el tiempo del decaimiento completo
de la corriente. Se demostré que los receptores heteroméricos PcGABAa-a +
PcGABAA-B muestran el menor tiempo para la respuesta maxima en comparacion
con los receptores homomeéricos PcGABAa-B y los receptores heteroméricos
PcGABAA-B2 + PcGABAA-B. En cuestion al tiempo de decaimiento, se demostrd que
la combinacion PcGABAA-B2 + PcGABAa-f mostré el mayor tiempo para la
recuperacion completa de la corriente, con diferencias significativas con la

combinacion PcCGABAa-a + PCGABAA-f.
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Figura 15. Curso temporal de las respuestas evocadas por GABA con la expresién de las
distintas combinaciones de subunidades PcGABAAx en células HEK 293T. (a) Tiempo registrado
a la respuesta maxima evocada de las tres combinaciones evaluadas. Los receptores heteroméricos
PcGABAAa-a. + PcCGABAA-B, muestran el menor tiempo para la respuesta maxima en comparacion
con los receptores homoméricos PcGABAa-B y los receptores heteroméricos PcGABAa-B2 +
PcGABAA-B. (b) La combinacion PcCGABAa-B2 + PcCGABAA-B mostro el mayor tiempo de recuperacion
completa, significativamente diferente a la combinacion PcGABAa-a + PcGABAa-B. La prueba
Kruskal — Wallis seguida de la prueba Dunn entre grupos fueron utilizadas para analizar los distintos
grupos. *** P<0.0001, ** P<0.001, * P<0.01. Los pulsos de GABA fueron de 5 s, [100 uM].

Debido a que la subunidad PcGABAA-a contiene en su secuencia aminoacidos que
podrian conferir una selectividad catidnica, se evaluo si la combinacién PCGABAa-
a + PCGABAA-B puede formar receptores catidnicos. Por lo anterior, se investigo si
la sustitucion del ion Na* de la solucion de registro afectd la respuesta descrita. En
dicho experimento se utilizé6 al cation no permeable N-metil-D-glucamina, y se
observd que la corriente transitoria fue afectada drasticamente en las corrientes
evocadas por el GABA. Este resultado es sorprendente ya que sugiere que el
componente transitorio podria ser resultado de wuna corriente cationica,

particularmente debida al ion Na*. Sin embargo, es importante resaltar que si bien,
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la corriente evocada con PcGABAAa-a + PCGABAA-B fue afectada por la sustitucion
de Na* extracelular, la respuesta no fue eliminada completamente ya que se
mantuvo el componente sostenido, sugiriendo que la naturaleza ionica de esta

corriente podria ser debida a otro ion (Figura 16).

Subunidad PcGABA,a + Subunidad
PcGABA,B

10s

== - 50 mV sol. normal
== - 50 mV sin Na*

== GABA 100 pM

Figura 16. Efecto de la sustitucion del Na* extracelular en las corrientes evocadas por el GABA
por la co-expresion de las subunidades PcGABAa-a + PcGABAA-B. El trazo en negro muestra la
corriente evocada con GABA en condiciones salinas normales, observandose una respuesta
bifasica, es decir, con un componente transitorio y otro componente sostenido. El trazo en rojo
muestra la corriente evocada con GABA, con una solucién de perfusion sin Na*, y donde se
demuestra que la corriente transitoria se afecta drasticamente, pero hay una corriente sostenida

remanente. Los trazos fueron obtenidos de la misma célula al potencial de mantenimiento indicado.

Para demostrar la participacion del ion Na* en las corrientes evocadas por la
combinacion de las subunidades PcGABAa, se realizé6 una prueba adicional,
utilizando dos tipos de soluciones. Primero se registraron las corrientes evocadas
con GABA en una solucién de cloruro de sodio simétrico (150 mM de NaCl en
solucion interna y externa), y posteriormente se sustituyo la solucion externa por
una solucién de cloruro de NMDG (150 mM de NMDG-CI). Se observé que las
corrientes evocadas con GABA de los receptores PCGABAa-a + PCGABAA-B son
transitorias y decaen en presencia del agonista (Figura 17a), y cuando se sustituye

el Na* extracelular, la corriente disminuye en amplitud (Figura 17b), lo que
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demuestra la importante participacién del sodio en las corrientes registradas con
dicha combinacion. El potencial de equilibrio electroquimico para el sodio en la
solucion de NaCl es cercano a 0 mV, y se modifica al ser sustituido por NMDG, a un
valor cercano a —130 mV. Es importante notar que la sustitucion de sodio afecta la
magnitud de la corriente, sin embargo, todavia se observa una corriente remanente
y que tiene un potencial de inversion cercano a 0 mV, el cual coincide con el
potencial de equilibrio para el CI- (Figura 17c), que no se modificd. Lo anterior
demuestra varios hechos: 1) en la corriente observada en las Figuras 16 y 173, la
participacion del sodio es muy importante; 2) al sustituir el Na* extracelular se
observa una corriente remanente que es debida el ion ClI- (Figura 17b); y 3) que la
combinacion de las subunidades PcCGABAAa-a. + PCGABAa-$ da lugar a la formacion

de receptores cationicos y receptores anionicos.

NaCl NMDG-CI
a Subunidad PcCGABA,a + Subunidad b Subunidad PCGABA ,a + Subunidad
— PCGABA,B
- 0omv
- -20mV TnA
= -40mV
= -60mVv
= GABA 100 uM 10s
C Subunidad PcGABA,a + Subunidad PcGABA 8
0.5- -e—-NaCl
-2-NMDG-CI
T 1
-80 -E -40 -20 20 40
. Vm (mV)
Enas =0 mV
Eq- =0mV
&; Epas = -130 mV
25 = Eqr =0mV
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Figura 17. Permeabilidad i6nica de los receptores PcGABAA. En (a) se muestran las corrientes
evocadas con 100 uM de GABA con la combinacion PcCGABAa-a + PcCGABAAa- en NaCl simétrico a
distintos potenciales de prueba (n =9). En (b) se muestran las corrientes de los receptores PcCGABAA
evocadas con GABA en una solucion sin Na* externo, donde se manifiesta la participacion del catién.
En (c) se muestra la relacion corriente/voltaje, donde se observa el cambio en el comportamiento de
las corrientes en presencia o ausencia de Na*, asi como la inversion de las corrientes cercano a

0 mV, que coincide con el potencial de equilibrio electroquimico para el CI-.

Por otro lado, con la combinacion PcGABAa-2 + PCGABAA-B se encontro que las
corrientes evocadas en presencia de GABA eran sostenidas y decaian varios
segundos después del lavado del agonista (Figura 18a). La sustitucion del Na*
externo no afecté la magnitud o el decaimiento lento de la corriente (Figura 18b),
siendo las respuestas observadas muy similares en presencia o ausencia de Na*
externo, lo cual sugiriere que el ion CI~ es el principal responsable de la corriente
macroscopica registrada. La Figura 18c muestra que el potencial de inversion de la
corriente, en presencia o ausencia de sodio externo, es cercano a 0 mV, lo cual

coincide con el potencial de equilibrio electroquimico calculado para el ion CI-.
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NacCl NMDG-CI

a Subunidad PcGABA,B2 + Subunidad b Subunidad PcGABA,B2 + Subunidad
PcGABA,B - PcGABA,B

=  30mV
= _30mV 1nA
= .60 mV

=== GABA 100 uM
10s

Cc Subunidad PcGABA,B2 + Subunidad PcGABA,
NaCl
0.51 / b
-m-NMDG-CI
-80 -60 -40 -20 20 40
54 Vm (mV)
-1.01 Enar =0 MV
1.5- Eqg- =0mV
e Enas = -130 mV
204 = Ecr =0mV

Figura 18. Permeabilidad i6nica de los receptores PcGABAA. En (a) se muestran las corrientes
evocadas con 100 yuM de GABA con la combinacién PcGABAa-B2 + PcGABAAa-B en NaCl simétrico,
a tres distintos potenciales de prueba (n = 8). En (b) se muestran las corrientes evocadas con GABA
en una soluciéon sin Na* externo. En (c) se muestra el analisis de potencial de inversion de las
corrientes activadas por GABA en presencia (linea negra) o ausencia (linea roja) de Na* externo. Los
receptores formados por PCGABAx-B2 + PcGABAa- no mostraron algun cambio en la corriente

evocada con GABA en las diferentes condiciones i6nicas del registro.

Los resultados obtenidos hasta aqui demuestran que las subunidades PcGABAa
pueden combinarse y formar receptores heteroméricos funcionales. Cada
combinacion de estas subunidades forma receptores con propiedades funcionales
exclusivas, con comportamiento y permeabilidad que parece depender del tipo de
subunidad que forme al receptor heteromérico, es decir, si esta presente la

subunidad PcGABAa-a, las corrientes pueden ser transitorias y catidnicas, en
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contraste, si el receptor contiene a la subunidad PcGABAA-$2, las corrientes

observadas son sostenidas y anionicas.

Farmacologia de los receptores PcGABAA

Para evaluar las propiedades farmacologicas de los receptores PcGABAa, se
realizaron curvas concentracion — respuesta para GABA y muscimol, y para evaluar
los efectos de bloqueo de antagonistas, se utilizaron la picrotoxina y la bicuculina
en concentraciones de 100 pM. De forma interesante, las combinaciones
PcGABAA-a + PcCGABAA- y PcGABAAa-2 + PcCGABAA-B mostraron una sensibilidad
muy parecida al GABA (EC50 ~20 uM), y mostraron un coeficiente de Hill (n+) de
1.9y 2.1, respectivamente, lo que sugiere una cooperatividad positiva en los sitios
de union para GABA. Respecto al muscimol, la combinacion PcGABAa-a +
PcGABAA- mostré una EC50 de 33.8 uM, mientras la combinacion PcCGABAA-B2 +
PcGABAA-B mostré una EC50 de 44.09 uM. Curiosamente, las respuestas de
muscimol de ambos receptores mostraron un n+ cercano a 2, apoyando la idea de

una cooperatividad positiva por los sitios de union al agonista (Figura 19).
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Figura 19. Respuestas farmacolégicas de los receptores PcGABAA. (a—b) muestran las curvas
de concentracién—-respuesta para concentraciones crecientes, mostradas en logio, de los agonistas
GABA y muscimol, respectivamente. Las corrientes fueron registradas a —60 mV, y normalizadas a

la respuesta maxima (n = 11).

Por otro lado, la Figura 20 muestra el efecto del bloqueador del poro de receptores
GABAA, picrotoxina (PTX), con las combinaciones de subunidades PcGABAa. Se

observa que las corrientes evocadas en presencia de una solucion normal son
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similares a las descritas previamente (trazos con color negro), sin embargo, la
perfusidon previa con PTX permite abolir las corrientes evocadas con GABA (trazos
en color rojo), demostrando que dicha toxina bloquea a los receptores

heteroméricos.

Picrotoxina

PCGABA,a + PCGABA,B b PCGABA,B2 + PcGABA,B

1nA ‘ 0.2 nA
10s 10s
== - 60 mV sol. normal + GABA
== - 60 mV sol. normal + PTX + GABA

== GABA 20 uM

Figura 20. Respuestas farmacolégicas de los receptores PcGABAAa. En (a—b) se muestran las
corrientes evocadas con GABA y obtenidas a —60 mV en ausencia (trazo negro) o presencia (trazo

rojo) de PTX (100 uM). Se observa el bloqueo de la PTX para ambas combinaciones.

En la Figura 21 se muestra el efecto de la bicuculina sobre las respuestas evocadas
con las subunidades PcGABAAa; se observa que este farmaco no afecta a las

corrientes evocadas por GABA en ninguna combinacién (Figura 21a-b).

Bicuculina
a b
PCGABA,a + PcCGABA,B __ PcGABA,B2 + PcGABA,B
0.2 nA
1nA
10s

10s

== - 60 mV sol. normal + GABA
== - 60 mV sol. normal + bicuculline + GABA

= GABA 20 uM

Figura 21. Respuestas farmacolégicas de los receptores PcGABAAa. En (a—b) se muestran las

corrientes evocadas con GABA, obtenidas a —60 mV en ausencia (trazo negro) o presencia (trazo
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rojo) de bicuculina (100 uM). Se observa que dicho antagonista no afect6 las corrientes registradas
con las combinaciones PcCGABAa-a. + PCGABAA-B, 0 PCGABAA-2 + PcCGABAA-.

Expresion diferencial de las subunidades PcGABAA

Para identificar el patron de expresion de las subunidades PcGABAA, se colectd
tejido nervioso de diferentes regiones del tallo ocular del acocil, que incluyé el
organo—X, la médula terminalis, la médula interna, la médula externa, asi como los
ganglios presentes en todo el tallo ocular. También se colectd tejido muscular
tomado de la region abdominal del organismo, para determinar la expresion de estas
subunidades en este tejido. Se encontrdé que la subunidad PcGABAa-a se expresa
exclusivamente en tejido nervioso, mientras que las subunidades PCGABAA-$2 y
PcGABAA-B fueron amplificadas tanto de tejido nervioso como de tejido muscular
(Figura 22). La amplia expresion de las subunidades en tejidos similares sugiere
fuertemente que estas subunidades podrian interactuar entre ellas formando
receptores heteroméricos nativos, lo que es consistente con los datos
electrofisiologicos reportados en este trabajo. Un hallazgo intrigante es que la
amplificacion de cada una de las secuencias parece ser muy similar en el érgano-
X, apoyando la idea de que estas subunidades forman a los receptores
responsables de la respuesta observada y descrita en dichas neuronas (Jiménez-
Vazquez et al., 2016).
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Figura 22. Expresion diferencial de los ARNm codificantes para las subunidades PcGABAA.
La electroforesis en el gel de agarosa muestra la expresion de las subunidades PcGABAa en tejido
nervioso y muscular de P. clarkii. El amplificado para PcCGABAa-B2 (1.5 kpb) se observa en todos los
tejidos analizados. Respecto al amplificado para PcGABAa-a. (1.4 kpb) éste se restringe al tejido
nervioso. Por otro lado, la secuencia PcCGABAa-B fue abundante tanto en tejido nervioso como en
tejido muscular. La amplificacion de GAPDH de P. clarkii fue utilizado como control de expresion. OX,
organo—X; MT, Médula terminalis; OX — MT, érgano—X — Médula terminalis; Ml — ME, Médula Interna

— Médula Externa; Musc, tejido muscular; Tallo ocular; y CN, control negativo.

Fluorescencia por hibridacion in situ

La expresion del ARNm de las subunidades PcGABAAa fue confirmada con el uso de
ribosondas antisentido, marcadas con digoxigenina (dig-labeled), para el ARNm de
cada secuencia (PcGABAa-a. y PCGABAA-B2). La deteccion se realizé en neuronas
del rgano—X, asi como en la retina del acocil. En la Figura 23a se muestra la seial
de hibridacion de la ribosonda antisentido para PcGABAa-a, detectandose en la
region perinuclear y citoplasmatica de las células fotorreceptoras (ph). También se
detecta una intensa sefal de hibridacion en la membrana basal (bm), asi como en
la lamina ganglionaris (lg), lo que sugiriere que la expresion de esta subunidad en
estas regiones puede tener un papel importante. En la Figura 23b se muestra la
senal de fondo obtenida con la ribosonda en sentido, en donde no se observa una
sefal evidente. Adicionalmente, se observd que la ribosonda antisentido se hibrido
ampliamente en las neuronas del 6rgano—X (Figura 23c), en la regidn perinuclear y
citoplasmatica, lo que apoya la idea de que esta subunidad puede formar receptores
funcionales en estas neuronas, en combinacion con la expresiéon de la secuencia

PcGABAA-B, reportada previamente (Jiménez-Vazquez et al., 2016).
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Figura 23. Expresion regional de la subunidad PcGABAAa-a en la retina y en el érgano-X. (a)

Fluorescencia de la hibridacion in situ con la ribosonda antisentido para PcCGABAa-a, donde se
muestra una amplia expresion del ARNm en los fotorreceptores (ph), localizada en el citoplasma,
pero excluida de los rabdomos (rh), (que corresponde a la parte central de cada omatidio, que tiene
forma de huso). También se observa la intensa expresion de esta subunidad en la membrana basal
(bm, flechas blancas). En esta regién estan localizadas las células “pie”, que proveen de estabilidad
mecanica en la retina, siendo consideradas como células gliales (Krebs, 1972). Ademas, se observa
la senal de la ribosonda antisentido de PcGABAa-a en la lamina ganglionaris (lg), que forma parte
del tallo ocular. En (b) se muestra el control negativo de la hibridacion in situ con la ribosonda sentido

para PcGABAa-a. (c) Fluorescencia de la ribosonda antisentido de PcGABAa-a en las neuronas del
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o6rgano—X (ox), donde la expresion de esta subunidad se restringe a la regiéon perinuclear y
citoplasmica.

Respecto a la subunidad PcGABAA-B2, la ribosonda antisentido también fue
detectada en las células fotorreceptoras, en la membrana basal y en la lamina
ganglionaris (Figura 24a). De manera similar, la ribosonda en sentido para la
secuencia PcCGABAA-B2 no fue detectada, ya que no se observo ninguna marca
especifica. (Figura 24b). Finalmente, la sefal para PcCGABAa-B2 fue detectada por
la ribosonda antisentido en las neuronas del érgano—X (Figura 24c), demostrandose
que se expresa en estas células con una intensidad similar a lo observado con las
secuencias PcCGABAAa-a y PCGABAa-B. En conjunto, todos estos resultados apoyan
el hecho de que las subunidades se pueden combinar para formar receptores

heteroméricos.

52



Figura 24. Expresion regional de la subunidad PcGABAA-B2 en la retina y en el érgano-X. (a)

Fluorescencia de la hibridacién in situ con la ribosonda antisentido para PcGABAa-2, donde se
muestra una sefial en el citoplasma y axones de los fotorreceptores (ph), pero excluida de los
rabdomos (rh). También se observa la sefial en la membrana basal (bm, flechas blancas), donde la
terminal de los fotorreceptores interactua con las células monopolares de la lamina ganglionaris (1g).
(b) Se muestra el control negativo de la hibridacion in situ con la ribosonda en sentido para PCGABAa-
B2. Notese que al nivel de la lamina ganglionaris se detecta una fluorescencia nativa. (c)
Fluorescencia de la hibridacion in situ con la ribosonda antisentido de PcCGABAa-2 en las neuronas
del 6rgano—X (ox), donde la expresion de esta subunidad se restringe a la region perinuclear y

citoplasmica.
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Papel funcional del receptor al GABA catiénico

Los experimentos anteriores demuestran la existencia de un receptor activado por
GABA con selectividad cationica conformado por dos subunidades, las subunidades
PcGABAa-a y PcCGABAAa-B2. Aunque todavia no es clara la estequiometria o arreglo
espacial de este receptor, se comprob6 que estas subunidades son expresadas
tanto en el érgano X, como en otros grupos neuronales que se encuentran en el
tallo ocular del organismo. Algunos datos obtenidos en el laboratorio mostraron que
a concentraciones bajas del GABA (1 uM), las neuronas muestran un aumento en
la excitabilidad celular, mientras que a altas concentraciones (20 uM), predomina el
papel inhibidor del neurotransmisor (datos no publicados). Este fendbmeno podria
estar relacionado con cambios en la concentracion de GABA en la hemolinfa,
registrados de manera circadiana. De manera interesante, el soma de las neuronas
del 6rgano X es la region que esta en contacto con la hemolinfa y, por lo tanto, podria
ser la zona en la que los cambios en la concentracion de GABA pueden modular la
actividad eléctrica de estas neuronas (Garduno et al., 2002). Para demostrar el
papel del GABA sobre el soma de las neuronas del érgano X, se realizé una prueba
experimental en la que se fij6 el tallo ocular en una camara de registro y se perfundié
con solucién Van Harreveld (VH) normal, y se colocé un electrodo intracelular en el
soma de una neurona del 6rgano X (Figura 25a). En dicho experimento se observé
que en una condicion control la neurona tiene actividad eléctrica espontanea, sin
embargo, al aplicar 1 yM del GABA (con un micro-aplicador justo en la region
periférica del rgano X), se produjo un aumento en la generacion de potenciales de
accion (Figura 25b). Estos datos muestran que la perfusion del GABA en el soma
de las neuronas del 6rgano X producen un aumento en la excitabilidad celular,
fendbmeno que podria ser explicado por la activacién de receptores activado por el

GABA con selectividad cationica localizados en esta region.
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Figura 25. Efecto del GABA aplicado directamente sobre el soma de neuronas del érgano—X.
(a) Esquema del tallo ocular en una camara de registro en donde se realizé el registro intracelular de
una neurona del 6rgano—X en ausencia y presencia del GABA en la solucion de registro. (b) Registro
intracelular en condicién de fijacion de corriente de una neurona del 6rgano—X, donde se muestran
cambios en la excitabilidad celular tras la aplicacion de 1 uM de GABA, asociada al aumento en la

generacion de potenciales de accion.

En resumen, los resultados mostrados en este trabajo indican que las subunidades
PcGABAAa-a. y PCGABAA-B2 tienen similitudes estructurales y funcionales tanto con
PcGABAA-B, como con otros miembros de la superfamilia de receptores—canales
pentaméricos activados por ligando (pLGIC) o de la familia del asa Cys. También
aumentan el numero de subunidades de receptores GABAAa conocidas del acocil, y

contribuyen a un mejor entendimiento de cémo el GABA desempefia diferentes

respuestas en un mismo grupo neuronal.
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DISCUSION
En este trabajo se clond y evaluo la expresion funcional de dos nuevas secuencias

de subunidades formadoras de receptores GABAAa del acocil P. clarkii, nombradas
PcGABAa-ao y PcGABAA-B2. Los péptidos deducidos de dichas secuencias
comparten caracteristicas estructurales y propiedades funcionales con las de los
receptores GABAa reportadas de otros invertebrados y vertebrados (Beg and
Jorgensen, 2003; Bormann, 2000; Gisselmann et al., 2004; Henry et al., 2020;
Jobson et al., 2015; Knipple & Soderlund, 2010). El analisis bioinformatico predice
que las secuencias codifican para proteinas cuya longitud esta entre 480 a 510
aminoacidos, con una estructura topolégica de cuatro segmentos
transmembranales, con sitios de glicosilacién en el dominio amino extracelular que
podrian regular la expresién funcional de este tipo de subunidades (Barnard et al.,
2008; Henderson et al., 1993). Adicionalmente, se encontraron algunos sitios
potenciales de fosforilacion que estan presentes en el asa que conecta a los
segmentos TM3-TM4, los cuales podrian regular la actividad del receptor desde el

interior celular (Thompson et al., 2010).

El analisis de secuencia mostré que las subunidades PCGABAA estan relacionadas
con subunidades reportadas en algunas especies de insectos (Gisselmann et al.,
2004; Hashim et al., 2022; Henry et al., 2020). De manera interesante, el analisis
filogenético reveld que hay un gran porcentaje de identidad entre la secuencia
PcGABAA-B2 y las secuencias de insecto DmLCCH3 y AmLCCH3, que oscila entre
70-72%, mientras que la subunidad PCGABAA-a. comparte una gran identidad con
las subunidades DmGRD y AmGRD, cuyo intervalo fluctua del 43-45 %. Dicha
identidad entre secuencias esta asociada a la presencia de los principales motivos
funcionales y altamente conservados (el asa Cys, los sitios de union para el
agonista, la secuencia de los segmentos transmembranales, y la regién del filtro de
selectividad) (Pearson, 2013), lo que sugiere que las subunidades del acocil son
homdlogas a las secuencias reportadas en los insectos. De manera adicional, la
identidad molecular conservada entre estas secuencias indica que todas estas
subunidades podrian estar relacionadas por un ancestro comun, y las regiones

conservadas se mantienen a causa de funciones moleculares cruciales (por
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ejemplo, conservar la afinidad para el ligando, mantener la estructura topologica
general y poseer una selectividad idnica exclusiva). Es interesante reconocer que
las diferencias moleculares entre las secuencias comparadas podrian estar
relacionadas con las funciones particulares de cada proteina, resaltando la
importancia de entender la asociacion entre la estructura y la funcion de cada
proteina (Thompson et al., 2010). Respecto a este ultimo punto, las principales (pero
no unicas) diferencias moleculares se encuentran en las asas que conectan a los
segmentos transmembranales, principalmente en el asa intracelular TM3-TM4, la
cual es la de mayor longitud en estas proteinas. Esta region es muy diversa, y su
funcién principal esta asociada al control de la actividad del canal ibnico mediante

mecanismos de sefalizacion intracelular (Macdonald & Botzolakis, 2010).

Tomando en cuenta lo anterior, se puede sugerir que las secuencias PCGABAA son
homoélogas a secuencias GABAAa de insecto, es decir, que la secuencia PCGABAA-
B2 es homologa a las secuencias LCCH3, mientras que la secuencia PCGABAa-a
es homodloga a las secuencias GRD, reportada en D. melanogaster, asi como en
otros insectos (Gisselmann et al., 2004; Ménard et al., 2018; Henry et al., 2020;
Hashim et al., 2022). Cabe mencionar que la secuencia PcCGABAA- (Jiménez-
Vazquez et al., 2016), también muestra gran identidad y puede ser considerada
como homodloga a la subunidad de receptores resistentes a la dieldrina RDL
(P25123) de D. melanogaster, la cual también forma receptores homoméricos
funcionales con selectividad al cloruro (Dupuis et al., 2010; Millar et al., 1994). En
resumen, se puede considerar que las secuencias PCGABAA son homdélogas a las

reportadas en algunos insectos.

Lo que se ha descrito para los receptores pentaméricos activados por ligando
(pLGIC), de la superfamilia del asa Cys, es que se necesita de la oligomerizacién
de cinco subunidades para formar un canal iénico, y que puede ser formado por
subunidades del mismo tipo o subunidades diferentes en el arreglo pentamérico,
localizandose el filtro de selectividad por los aminoacidos que se encuentran en el
TM2, particularmente los que se orientan hacia el interior celular en la posicién -2 y

-1 (Keramidas et al., 2004). En esta region, la subunidad PcCGABAA-B contiene una
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Pro y una Ala, formando receptores pentaméricos con selectividad anionica, como
se ha descrito también para DmRDL (Chen et al., 1994; Millar et al., 1994; Dupuis
etal., 2010; Ménard et al., 2018). Respecto a la subunidad PcCGABAA-B2, esta region
del filtro de selectividad es muy similar al de las subunidades LCCH3, donde se
presenta una Ser y una Ala, sin embargo, parece que esta subunidad puede formar
receptores anidnicos o catidnicos, dependiendo de la subunidad con la que se co-
exprese (Dupuis et al., 2010; Gisselmann et al., 2004; Hashim et al., 2022; Henry et
al., 2020). De forma interesante, las subunidades LCCH3 o la subunidad PcGABAA-
B2 no pueden formar receptores homomeéricos funcionales, y parecen necesitar de
otras subunidades para formar un receptor heteromérico funcional. Por otro lado, la
subunidad PcGABAa-a, asi como se ha descrito para las subunidades GRD,
presenta en la region del poro los aminoacidos Ser y Glu. Se ha demostrado que
dichos aminoacidos contribuyen en conferir selectividad catidnica, sin embargo, es
necesario que las subunidades GRD se combinen con LCCH3 para formar
receptores funcionales (Gisselmann et al., 2004; Hashim et al., 2022; Henry et al.,
2020; Ménard et al., 2018). Curiosamente, tampoco la subunidad PCGABAA-a. es
capaz de formar receptores homoméricos funcionales, y fue necesaria la co-
expresion con otra subunidad para detectarse respuestas evocadas por GABA; sin
embargo, todavia no es claro cdmo es que algunas subunidades pueden formar
receptores homomeéricos funcionales o como es que algunas subunidades
necesitan co-ensamblarse con otras para formar un receptor heteromérico
funcional. Una posible explicacién podria estar asociada a la activacion del receptor

y, en particular, con la union de agonista en la cesta de unién del ligando.

Recientemente se ha demostrado que en las asas de union para el GABA hay siete
aminoacidos que son criticos para la interaccién con el GABA en su estado de
zwitteriéon (Ashby et al., 2012; Comitani et al., 2016; Ménard et al., 2018). Estos siete
aminoacidos estan presentes en las subunidades PcGABAa-p y DmRDL (Y99,
R101, F136, S166, E194, F196 and Y244 encontrados en PcGABAAa-B; Y109, R111,
F146, S176, E204, F206, and Y254 en DmRDL), y podrian explicar por qué estos

receptores homomeéricos pueden ser funcionales al ser activados con GABA. Por lo
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tanto, la presencia de estos aminoacidos parece conferir la capacidad de unir
apropiadamente el neurotransmisor al receptor, y como consecuencia, la activacion
del receptor homomeérico. Las subunidades PcGABAa-B2 y PcCGABAA-a conservan
solo cuatro de los siete aminoacidos (en negritas los aminoacidos conservados:
Y90, N92, F125, G155; E183, Y185,y Y231 en PcGABAA-B2; Y68, R70, Y103, S224,
S161, Y163 y Y210 en PcGABAAa-a) lo que podria sugerir una interaccion parcial
con el agonista, y por lo tanto, no permitir la activacién de un receptor formado por
una misma subunidad, como se ha observado con la expresion individual de las
subunidades GRD y LCCHS3 (Ashby et al., 2012; Comitani et al., 2016; Henry et al.,
2020a). Sin embargo, la co-expresion de las subunidades GRD y LCCH3 permite la
formacion de receptores heteroméricos funcionales, lo que sugiere que hay una
cesta de union funcional para que el GABA permita la activacion y funcion del

receptor (Gisselmann et al., 2004; Hashim et al., 2022; Henry et al., 2020).

Debido a que las subunidades PcGABAa-B2 y PcCGABAa-a parecen ser homologas
a las subunidades LCCH3 y GRD de insectos, respectivamente, se supondria que
la combinacién de las subunidades del acocil formaria receptores funcionales
cuando son co-expresadas, sin embargo, no ocurri6 de esa manera. Lo anterior
sugiere que podrian necesitarse de componentes celulares o subunidades
adicionales para restaurar la funcionalidad de un receptor formado por las
subunidades PcGABAA-f2 y PcGABAa-a. Adicionalmente, dado que las
subunidades evaluadas son clonadas a partir de un crustaceo y que fueron
evaluadas en una linea celular de humano, se considera que podria haber factores
criticos que estén presentes en el sistema nativo y que estén ausentes en la linea
celular de humano (Frommer & Ninnemann, 1995). Fue sorprendente que cuando
las subunidades PcCGABAA-2 o PcGABAa-a son co-expresadas con la subunidad
PcGABAA-B, se evocan respuestas por el GABA, lo que muestra que se forman
receptores heteroméricos funcionales, y que cada combinacion posee propiedades
unicas y diferentes a lo reportado para receptores homoméricos PcGABAA-

B (Jiménez-Vazquez et al., 2016)
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Se observo que con la co-expresion de las subunidades PCGABAa-B2 + PCGABAA-
B se evocan respuestas dependientes del GABA, y que el comportamiento de la
corriente tiene un decaimiento lento, es decir, la corriente se mantiene varios
segundos después de que se removio el agonista. Una posible explicacion para esto
es que el GABA podria quedar unido a la cesta de unién del receptor heteromérico,
permitiendo que el poro del canal permanezca abierto, resultando en una corriente
sostenida. Ademas, para demostrar que el receptor heteromérico PcCGABAA-f2 +
PcGABAA-B permea una corriente anionica, se evalu6 el comportamiento de dicha
corriente en presencia o ausencia de Na* externo. Como se esperaba, la corriente
sostenida no se modificd, lo cual es consistente para lo reportado con las
subunidades homodlogas LCCH3 + RDL de D. melanogaster, asi como lo reportado

para A. mellifera (Dupuis et al., 2010; Henry et al., 2020).

De manera sorprendente, en este trabajo se encontré una corriente catidnica
dependiente de GABA, obtenida de la co-expresion de las subunidades PCGABAA-
o y PcGABAa-B. Las corrientes evocadas por el GABA tuvieron dos
comportamientos importantes, el primero fue un componente transitorio y el
segundo un componente sostenido. Una posible explicacion para las respuestas
evocadas es que posiblemente las subunidades PcGABAa-a + PCGABAA- pueden
formar mas de un tipo de receptores heteroméricos, sin olvidar que la subunidad
PcGABAA-3 puede formar receptores homomeéricos funcionales (Jiménez-Vazquez
et al., 2016). Considerando que la subunidad PcGABAa-o. contiene algunos
aminoacidos que podrian conferir una selectividad catidnica, se evalué la
dependencia al Na* de las corrientes descritas, sustituyendo al Na* de la solucion
de registro por el cation NMDG*. De manera sorprendente, la corriente transitoria
fue drasticamente reducida al sustituir el sodio, lo que demuestra que hay un
receptor heteromérico formado por las subunidades PcCGABAA-a. + PCGABAA-§ que
permea una corriente de Na*. Sin embargo, en la condicion sin Na* todavia se puede
observar una corriente “remanente”. Esta corriente residual tiene un potencial de
inversion muy cercano al potencial de equilibrio predicho para el ion CI~, sugiriendo

que se trata de una corriente anionica. Es interesante reconocer que también se
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puede observar una corriente transitoria residual en ausencia de Na*, que se invierte
cerca del Ecr, es decir 0 mV, y que no se puede explicar por el ensamble de
receptores homomeéricos PCGABAAa-B, sino que mas bien podria ser explicada por
una pequena poblacion de receptores heteroméricos PCGABAa-a + PCGABAAa-,
con una estequiometria y arreglo espacial que permite la formacién de un receptor
heteromérico de tipo anidnico. Algunos hallazgos similares fueron descritos por las
subunidades homdlogas GRD y RDL, respectivamente, reportadas del piojo
humano y de la abeja comun (Hashim et al., 2022; Henry et al., 2020), en donde
dichas subunidades forman receptores heteroméricos con selectividad cationica.
Por lo tanto, es importante resaltar que si bien la subunidad PcCGABAA- puede
formar receptores homoméricos de tipo anidnico, la co-expresion con la subunidad
PcGABAA-a. permite formar receptores heteroméricos funcionales, resaltando
aquellos que tienen una selectividad cationica. Dicha selectividad es atribuida a la
naturaleza quimica de los aminoacidos presentes en las posiciones -2 y -1 del TM2
(Gurley et al., 1995; Jensen et al., 2002). En este sentido, se resalta la importancia
del acido aspartico presente en la posicion -1, el cual es de suma importancia para
conferir una selectividad catiénica, como ocurre con las subunidades GRD (Hashim
et al., 2022; Henry et al., 2020; Gisselmann et al., 2004).

Adicionalmente, los nuevos receptores descritos en este trabajo respondieron al
GABA y al muscimol de una manera dependiente de la concentracion. Respecto a
las curvas concentracion—respuesta, se evidencio que los receptores heteroméricos
PcGABAAatienen una mayor sensibilidad para el GABA que para el muscimol. Ambos
tipos de receptores heteroméricos tienen un nH muy similar, lo que sugiere que tanto
para el GABA como para el muscimol hay una cooperatividad positiva en las cestas
de unién para el neurotransmisor, y que es necesario que estén ocupados al menos
dos cestas de union para una activacion completa del receptor. Considerando que
los datos farmacologicos de los receptores heteroméricos PcGABAaA-f2 +
PcGABAA-B y PCGABAA-a. + PCGABAA-B son similares, se sugiere que la subunidad

PcGABAA-B podria ejercer un papel crucial en la sensibilidad de los receptores
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heteroméricos formados ya que contribuye con una de las interfases necesarias

para formar la cesta de unién para el agonista.

Uno de los resultados mas interesantes es que las respuestas obtenidas con ambas
combinaciones (PcCGABAa-B2 + PcGABAA-f y PcCGABAa-a. + PcCGABAA-f), fueron
sensibles a la picrotoxina. Esto es particularmente intrigante debido a que se ha
descrito ampliamente a la PTX como un bloqueador del poro de receptores
anionicos del asa Cys. Sin embargo, en este trabajo se demostrd que también inhibe
la corriente catidnica registrada por los receptores PCGABAa-a + PCGABAA-B. Para
poder entender dicho efecto, se ha demostrado que el sitio de unién para la PTX se
encuentra en el poro del canal, a unos aminoacidos de distancia de la region del
filtro de selectividad (Gurley et al., 1995; Hibbs & Gouaux, 2011; Shu et al., 2021).
Sorprendentemente, todas las subunidades PcGABAAa presentan en esta region
aminoacidos muy similares, lo cual permitiria entender por qué la sensibilidad para
la PTX es compartida. Ademas, se evaluo la sensibilidad de receptores PCGABAA
para la bicuculina, y como se ha descrito para otros receptores del asa Cys de
invertebrados, se demostré que este agonista tampoco tuvo el efecto inhibidor
descrito en receptores de vertebrados (Jiménez-Vazquez et al., 2016; Nicholl et al.,
2017).

Respecto a la amplificacion del ADN complementario, todas las subunidades
clonadas a partir del tallo ocular de acocil son ampliamente expresadas en esta
region, sugiriendo un papel muy importante en la neurotransmision. Es interesante
resaltar que el caimulo de neuronas que forman las distintas médulas, asi como el
organo—X regulan distintas funciones fisioldgicas del organismo, tal como el
metabolismo hidromineral, crecimiento, reproduccion, etc. (Garcia & Aréchiga,
1998; Gardufio et al., 2002; Mykles & Chang, 2020; Purna & Nagaraju, 2011). Por
lo tanto, reconocer el tipo de subunidades que son expresadas en estas regiones
podria ayudar a predecir el tipo de receptores que se pueden formar, asi como
plantear un posible papel fisiolégico, como se ha descrito en otros trabajos en tejido
nervioso y muscular (Reddy & Reddy, 2012; Serrano et al., 2003). También se

encontro que las subunidades PCGABAA-B y PCGABAA-B2 son expresadas en tejido
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nervioso y muscular, reafirmando que estas subunidades se pueden combinar para
formar receptores heteroméricos funcionales de manera nativa, formando
receptores anionicos que podrian modular la transmision inhibidora, tal como se ha
encontrado para las subunidades homélogas RDL y LCCHS3 de insectos (Dupuis et
al., 2010; Henry et al., 2020; Ménard et al., 2018). En contraste, la subunidad
PcGABAa-a. parece ser expresada exclusivamente en tejido nervioso, formando
parte de receptores heteroméricos restringido a neuronas. Aun mas importante es
que la subunidad PcGABAa-a parece formar parte de receptores con selectividad
catidnica, muy similar a lo reportado para la subunidad GRD de insectos (Beg and
Jorgensen, 2003; Gisselmann et al., 2004; Hashim et al., 2022; Henry et al., 2020;
Jobson et al., 2015). Sin embargo, aunque este trabajo ha demostrado evidencias
que apoyan la idea de que las subunidades PCGABAA se pueden combinar para
formar receptores heteroméricos funcionales, la estequiometria y arreglo espacial
de éstas todavia no es claro, ni como es que se forman de manera nativa. Cabe
mencionar que las respuestas anidnicas y catidnicas han sido observadas en las
neuronas del 6rgano—X y, por lo tanto, se puede concluir que las subunidades
descritas en este trabajo son las responsables de dicho fenédmeno. Sin embargo, el
como estas subunidades participan en la neuromodulacion de la transmisidn

GABAérgica por medio de excitacion o inhibicién todavia permanece poco clara.

Respecto a la fluorescencia por hibridacién in situ, se determiné que las
subunidades PcCGABAA son expresadas en las neuronas del érgano X, asi como en
los fotorreceptores. Se determiné que los ARNm de las subunidades PCGABAA-32
y PcCGABAAa-a estan presentes en las regiones citoplasmaticas y perinucleares de
las neuronas del 6rgano—X. En conjunto, todos estos resultados confirman que
estas subunidades son expresadas en dichas neuronas y que se pueden combinar
entre ellas para ensamblar receptores heteroméricos funcionales que reproducen la

respuesta al GABA observada previamente (Jiménez-Vazquez et al., 2016).

Finalmente, para explicar el papel funcional del receptor catidnico descrito en este
trabajo, se realizo la estrategia experimental descrita en la Figura 25a. Es importante

destacar que la estructura del tallo ocular contiene al tejido nervioso dentro de una
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capsula que permite aislarlo del contenido hemolinfatico circundante del pedunculo
ocular. Curiosamente el soma de las neuronas del 6rgano—X no esta dentro de dicha
capsula, lo que permite que estas neuronas sean irrigadas por la hemolinfa del
organismo. Ademas, se ha demostrado que el GABA puede modular la actividad de
las neuronas del 6rgano X (Garduno et al., 2002), aunado al hecho de que la
concentracion del GABA en la hemolinfa cambian durante el dia, fluctuando desde
0.16 uM medido a las 00:00 hrs, y alcanzando la concentracion de 41 yM a las 18:00
hrs (datos no publicados). Por lo tanto, se puede sugerir que el GABA circulante en
la hemolinfa podria modificar la actividad de las neuronas del érgano X en
condiciones fisiolégicas normales. Por lo tanto, el GABA puede llegar directamente
al soma de estas neuronas por cambios en su concentracion en la hemolinfa,
promoviendo un cambio en su excitabilidad, como se observa en la Figura 25. Esto
permite suponer que los cambios en la concentracion del GABA en la hemolinfa
modifican la actividad eléctrica de estas neuronas, lo cual tendria importancia en
regular la liberacion del contenido neuropeptidico, favoreciendo algunas funciones

celulares y conductuales.
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CONCLUSIONES
Este trabajo contribuye al repertorio y conocimiento de nuevos receptores activados

por GABA, pertenecientes a la superfamilia del asa Cys del acocil P. clarkii. La alta
similitud molecular de las subunidades PcGABAA-f2 y PcGABAa-a. con otras
subunidades de receptores activados por el GABA procedentes de insectos, sugiere
que pudo haber un ancestro en comun del cual se diversificaron en las distintas
especies animales. Ademas, la caracterizacion funcional de estas subunidades
mostro que pueden formar receptores con propiedades electrofisiolégicas y
farmacoldgicas unicas. Estos hallazgos son muy importantes para investigacion
futura que permita la caracterizacion de un perfil electrofisiolégico y farmacoldgico
completo, proponiendo la concatenacién de proteinas como una estrategia que
permita entender la estequiometria y arreglo espacial exacto de las subunidades
que forman a los receptores heteroméricos, o bien, experimentos de mutacion
puntual o intercambio de dominios que permitan entender las bases moleculares de

la selectividad i6nica en receptores formados por distintas subunidades.
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