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RESUMEN

Se ha encontrado que el gen GRIN-1 juega un papel fundamental en muchas funciones cerebrales y se le
ha asociado con numerosas enfermedades razón por la cual ha despertado un gran interés científico el
conocimiento del polimorfismo de este gen entre la población normal y enferma. Hasta el momento no
han sido identificados polimorfismos que lleven a un cambio de aminoácido en la proteína y los estudios
poblacionales hechos hasta la fecha sólo incluyen caucásicos, africanos americanos y asiáticos. En este
trabajo se estudiaron los polimorfismos genéticos del gen GRIN-1 ubicados en la región 5’-UTR y en los
exones 3, 6 y 16. Se encontró que la población estudiada se diferencia significativamente de caucásicos
y no difiere significativamente de otros grupos étnicos.
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ABSTRACT

It is well known that the gene GRIN-1 plays a fundamental role in many cerebral functions and it has been
associated with numerous diseases. For this reason it has awakened a great scientific interest in understanding
how the polymorphisms of this gene are distributed among normal and diseased populations. Up to now
the polymorphisms that lead to an amino acid change in the protein have not been identified, and the
population studies done so far only include Caucasians, African Americans and Asians. In this project the
genetic polymorphisms located in gene GRIN-1’s 5'-UTR region and in exons 3, 6 and 16 were studied.
It was found that the population studied differs significantly from the Caucasians and but doesn’t differ
significantly from the other ethnic groups.
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INTRODUCCIÓN

El receptor ionotrópico de glutamato acti-
vado por N-Metil-D-Aspartato (iGluR-
NMDA) se ha identificado, en las últimas
dos décadas, en la molécula central de to-
dos los procesos que ocurren en células

excitables y aún en otro tipo de células
como osteoblastos. El hecho se debe a que
los receptores de glutamato cumplen un rol
importante en la neurotransmisión media-
da por el glutamato y además de ser un re-
ceptor constituye un canal de calcio, el cual
es un mineral fundamental en todos los pro-
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cesos de señalización. El iGluR-NMDA es
un complejo constituido por tres tipos de
subunidades denominadas NR1, codifica-
da por un solo gen que presenta por
“ splicing” alternativo, ocho isoformas
(Gorter et al., 1997), en rata, de las cuales
tres han sido identificadas en el humano.
El tipo NR2 que tiene cuatro formas, de la
A a la D, codificados por cuatro diferentes
genes (Conti et al., 1999) y el tipo NR3
con dos formas la A y la B (Andersson et
al., 2001).

Funcionalmente este complejo es de
esencial importancia en todos los procesos
fisiológicos como memoria y aprendizaje
(Bear, 1996), patológicos como dolor
crónico (Parson, 2001), epilepsia (Clark et
al., 1994), depresión (Murphy et al., 2000),
enfermedad de Alzheimer (Sze et al., 2001),
enfermedad de Huntington (Davis y Ram-
sden, 2001), enfermedad de Parkinson
(Meldrum y Chapman, 1994), síndrome de
Rett (Genic et al., 1993), esclerosis lateral
amiotrópica (Andreassen et al., 2001), en-
tre otros. Participa también en procesos
farmacológicos como dependencia del al-
cohol (Costa et al., 2000), drogas alucinó-
genas (Hyytia et al., 1999), interacción con
toxinas de diversos orígenes (Parks et al.,
1991) y otros procesos como el de desarrollo
o migración neuronal del sistema nervioso
central en los organismos superiores
(Garthwaite, 1994).

Además de ser uno de los más receptores
más abundantes del glutamato, el más
abundante neurotransmisor. En su forma
activada es un canal (Farrant et al., 1994)
por el que difunden el calcio, el sodio y el
potasio lo cual lo hace esencial para siste-
mas de señalización diferencial (Vianna et
al., 2000) integrados que, dependiendo de
su actividad llevan a la memoria y el apren-
dizaje, por procesos denominados de
potenciación a largo plazo (Sakimura et al.,
1995) o a la muerte celular por procesos de
excitotoxicidad (Lynch, 2002).

Con la expectativa del aumento de la espe-
ranza de vida en el mundo, a corto y media-
no plazo, la incidencia de las enfermedades
neurodegenerativas será cada vez más sig-
nificativa y esto ha despertado en el mun-
do la apertura de un nuevo campo de
investigación en estos aspectos desde mu-
chos puntos de partida. Uno de los más sig-
nificativos ha sido la identificación del
papel fundamental del iGluR-NMDA en
patologías como enfermedad de Alzheimer,
Parkinson, Huntington (Sze et al., 2001;
Dunah et al., 2000; McMurray, 2001) sín-
drome de Retts (Wenk y Hauss-Wegrzyniak,
1999), entre las más notables enfermeda-
des neurodegenerativas.

De otro lado las disfunciones asociadas al
glutamato son una de las más conocidas
hipótesis para explicar la patología de la
esquizofrenia. Las observaciones origina-
les provienen de la década de los sesenta
cuando se observó que la intoxicación con
fenciclidina (PCP) producía síntomas y sig-
nos muy similares a la esquizofrenia (Luby
et al., 1959). Posteriormente se identificó
que dicha droga interactúa específicamente
con el iGluR-NMDA como un antagonista
no competitivo (Javitt y Zukin, 1991). La
ketamina y el MK-801, otros dos antago-
nistas no competitivos del iGluR-NMDA
producen, también, síntomas de la esqui-
zofrenia y exacerban los síntomas en los
pacientes que tienen la enfermedad (Abi-
Saab et al., 1998).

Sin embargo, hasta el momento existen
pocos estudios extensos y sistemáticos para
conocer la variación o polimorfismos exis-
tentes en los genes que codifican para las
proteínas que constituyen, el receptor en
una población sana. Este se torna entonces
en el punto central para avanzar en el en-
tendimiento y planteamiento de posibles
terapias centradas en esta molécula. No
existe ningún estudio reportado en pobla-
ciones latinoamericanas y menos colom-
bianas.
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Este trabajo que se enmarcó dentro del “Pro-
yecto Ubaté-Carupa: estudio de cohortes
para evaluar los determinantes de morbi-
mortalidad en dos poblaciones colombia-
nas”, establecido en estas poblaciones por
el Instituto de Genética de la Facultad de
Medicina de la Pontificia Universidad
Javeriana. Se estudió una población de re-
cién nacidos sanos, durante el período mar-
zo-abril de 2003, para identificar los
polimorfismos de las zonas 5’-UTR, exón
3, exón 6, exón 16 y los intrones 7, 10 y 12
del gen GRIN1 que codifica para la subu-
nidad NR1 del receptor.

MATERIALES Y MÉTODOS

Población de estudio

Fueron 91 recién nacidos en el Hospital de
Ubaté con consentimiento informado de sus
madres. Los niños seleccionados para el
estudio nacieron de un embarazo normal,
controlado periódicamente en el Hospital
de Ubaté, sin antecedentes de patologías
congénitas. Al momento del nacimiento no
presentaron ninguna evidencia de anoma-
lías heredadas.

Nomenclatura utilizada

Para la numeración e identificación corres-
pondiente de los nucleótidos que forman

parte del gen como su estructura, se trabajó
con las secuencias contenidas en el Gen-
Bank, la accesión identificada como
Z32772 incluye la región 5’ UTR, los
exones 1 y 2, el intrón 1 y la porción 5’ del
intrón 2. La accesión Z32773 incluye la
porción 3’ del intrón 2, los exones 3, 4 y 5,
y la porción 5’ del intrón 5. Finalmente la
accesión Z32774 incluye la porción 3’ del
intrón 5, los exones 6 al 22 y la porción 3’
UTR (figura 1).

Extracción y cuantificación de DNA

Se utilizó sangre de cordón umbilical con
recuperación de glóbulos blancos y poste-
rior extracción con el “kit” comercial DNA
2000 de Corpogen, luego se observó su
calidad en geles de agarosa al 1% en buffer
TBE 1X.

Amplificación de los segmentos
seleccionados

Con base en la literatura se seleccionaron
los segmentos con potencialidad de pre-
sentar polimorfismos (Tani et al., 2002, Rice
et al., 2001, Hung, 2001) y la posibilidad
de ser identificados a partir de una diges-
tión con enzimas de restricción comercia-
les. Los segmentos seleccionados fueron:
un segmento de la región 5’-UTR, los
exones 3, 6, y 16.
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Figura 1. Estructura del gen GRIN-1. Dibujo a escala a partir de los datos obtenidos en
el GenBank para las tres accesiones que comprenden el gen
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Amplificación de la región 5‘UTR que con-
tiene el polimorfismo G1001C y del seg-
mento correspondiente al exón 6 con el
polimorfismo A1970G

Para la amplificación de estos segmentos
se utilizaron los oligonucleótidos descri-
tos por Matucci et al., 2003, (tabla 1), y los
generados con los programas web primer
(REF) y Primer 3 (REF)(tabla 2), en una
mezcla que incluyeron 100ng de DNA, 2%

de BSA, 50 pmol de “primers”, 0.4 mM de
dNTP´s, una unidad de Taq polimerasa y
agua para llevar a un volumen de 25 µl. El
programa de PCR consistió en una denatura-
ción inicial a 95ºC seguida por 35 ciclos a
95ºC por 30 segundos, 61.5 (5‘UTR) y 60ºC
(Exón 6) por 20 segundos y 72ºC por 30
segundos y una extensión final a 72ºC por
cinco minutos, esto en un termociclador
Touchene.

Tabla 1
“Primers” para amplificar el segmento correspondiente a la región 5’-UTR

y al exón 6 según Matucci et al., 2003

1RPEUH�GHO�

SULPHU�
6HFXHQFLD���H����

7HPSHUDWXUD�GH�

$OLQHDPLHQWR�

�¶�875�)� *$77&&7**7*7&&*$&&7�

�¶�875�5� *7&$&&&$&$*7&$*&*$7$�
������&�

([yQ��)� **$&*$7*&7*&&$&7*7$7�

([yQ��5� &**7*$7*77&7&&77&7&*�
����&�

�

Tabla 2
“Primers” diseñados para la amplificación de los exones 3 y 16

1RPEUH�GHO�

SULPHU�
6HFXHQFLD�������¶�

7HPSHUDWXUD�GH�
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Corte con enzimas de restricción

Los productos de PCR obtenidos fueron
digeridos con las enzimas de restricción
escogidas para cada fragmento, esto se hizo
tomando 15 µl del producto amplificado
adicionando de 5 a 10 unidades de la
endonucleasa de restricción y se dejó a 37ºC
durante toda la noche. Posteriormente los
productos se visualizaron en geles de
poliacrilamida al 12% y de agarosa al 3%
dependiendo del tamaño del fragmento.

Análisis estadístico

Se hizo una prueba de chi cuadrado (÷2)para
la región 5´ UTR y para el exón 6 que
fueron los únicos que mostraron polimor-
fismos con el fin de establecer si se encon-
traban en equilibrio Hardy-Weinberg y el
programa STATISTIX 7 para medir la
significancia de los resultados obtenidos
en comparación con otras poblaciones.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Polimorfismo G1001C correspondiente a
la región 5’-UTR

La región promotora del gen GRIN1 aún
no ha sido definida, ni se conoce muy bien
su estructura pese al número de hipótesis
que asocian la disfunción del receptor de
glutamato con numerosas patologías. Esta
región parece tener características en co-
mún con otros receptores de glutamato
como por ejemplo GluR1, GluR2, NR2B,
NR2C incluyendo la falta de cajas TATA y
CAAT, de ahí surge el interés de analizar
los polimorfismos existentes alrededor de
la región 5’-UTR y su posible asociación
con factores de transcripción que puedan
explicar las alteraciones en la funcionalidad
del gen.

Análisis hechos con software específicos
muestran que la transversión G - C altera el
primer nucleótido de la secuencia consen-
so GGGG para la subunidad p50 del factor
de transcripción NF-6 (Begni et al., 2003;
Tani et al., 2001; Quandt et al., 1995).

En la figura 2, se muestra el dibujo, a esca-
la, del gen y resaltado el segmento identifi-
cado en el GenBank con el número de
accesión Z32772 que cubre la región 5’-
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Figura 2. Amplificación y corte del segmento correspondiente al polimorfismo G1001C
(región 5’-UTR).
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UTR hasta la porción 5’ del intrón 2. En el
primer carril del gel de agarosa al 3% se
observa el marcador de peso molecular 50
pb, en el segundo el segmento amplificado
con un tamaño de 299 pb, y en los carriles
tres, cuatro y cinco los diferentes genotipos
(GG-GC y CC) obtenidos por el corte con
la enzima Bse RI, que reconoce la secuen-
cia normal. De ahí que el genotipo GG se
identifica por generar dos bandas una de
166 pb y la otra de133 pb. El homocigoto
para el alelo menor no genera corte y el
heterocigoto presenta las tres bandas.

La frecuencia de los alelos G y C y la distri-
bución genotípica se muestran en la tabla
3, para la población de Ubaté (89 indivi-
duos ya que no se pudieron evaluar dos).

Para valorar en que medida se ajustan los
datos observados en una situación de equi-
librio Hardy- Weinberg se utilizó el esta-
dístico chi cuadrado (÷2) y se observó que
la distribución genotípica para la pobla-
ción de Ubaté no se desviaba de este equi-
librio. El valor de ÷2 calculado para la
población de Ubaté fue de 0,0096.

Este polimorfismo se ha encontrado en to-
dos los grupos étnicos donde ha sido estu-
diado incluyendo el objeto de este trabajo
y fue la frecuencia comparada con los da-
tos obtenidos por Rice et al., 2001 (tabla
4). Se encontró que difiere significativa-
mente de los caucásicos, aunque es necesa-
rio considerar el tamaño de la muestra de
los otros grupos étnicos que fue muy baja.

� *HQRWLSRV�8EDWp�

� **� *&� &&�

1R�GH�

,QGLYLGXRV�
��� ��� �� ���

)UHFXHQFLDV�

*HQRWtSLFDV�
������� ������� ������� ��

$OHOR� )UHFXHQFLD�

*� �������

&� �������

�

Tabla 3
Frecuencias genotípicas y alélicas encontradas la región 5’-UTR

para la población de Ubaté
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Tabla 4
Frecuencia del alelo menor para el polimorfismo G1001C en diferentes grupos

étnicos y su significancia al ser comparada con la población de Ubaté
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Figura 3.
Amplificación y corte del segmento correspondiente al polimorfismo

A1970G ubicado en el exón 6.
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Este cSNP al igual que el de los exones 3 y
16 presenta una alteración en la tercera base
del codón que resulta en un cambio sinóni-
mo (Martucci et al., 2003; Rice et al., 2001).
El segmento amplificado presenta un ta-
maño de 305 pb cuya secuencia normal
genera dos fragmentos uno de 251 y otro
de 54pb. La secuencia que contiene el cSNP
genera tres fragmentos, 192, 59 y 52 pb.
Para identificación de los diferentes
genotipos sólo bastan las bandas de 251 y
192pb que se visualizan en un gel de
agarosa al 2,5% como se observa en la figu-
ra 3 (Carril uno, marcador de peso molecu-
lar 50 bp, carril dos, segmento amplificado
correspondiente al exón 6, carril tres,
genotipo AA, carril cuatro, heterocigoto AG,
carril cinco genotipo AA). El segmento
marcado corresponde a la accesión Z32774
del GenBank que incluye la porción 5’ del
intrón 5 y los exones 6 al 22.

La frecuencia de los alelos A y G y la dis-
tribución genotípica se muestran en la ta-
bla 5.

El valor de ÷2 para la población de Ubaté
fue de 0.731 lo que se ajusta a los valores
esperados para una población en equilibrio
Hardy- Weinberg.

Al igual que para el polimorfismo G1001C
se encontró diferencias significativas con
los caucásicos lo que ubica a la población
de Ubaté con valores más cercanos a los
presentados por otros grupos étnicos.

Polimorfismo G443A correspondiente
al exón 3 y cSNP T8070C ubicado en el
exón 16

Estos dos exones evaluados en la pobla-
ción de Ubaté sólo mostraron una forma
alélica. El alelo G para el exón 3 y el alelo
T para el exón 16. Posiblemente por el ta-
maño de la muestra o porque no es un
polimorfismo para esta población. Dados
los resultados con los restantes polimorfis-
mos se podría asegurar que no es un
polimorfismo para esta población.

Tabla 5.
Frecuencias genotípicas y alélicas del exón 6 encontradas para

la población de Ubaté

Genotipos Ubaté

AA AG GG

No de Individuos 63 24 4 91

Frecuencias

Genotípicas

0.6923 0.2637 0.044 1

Alelo Frecuencia
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CONCLUSIONES

La frecuencia alélica del polimorfismo
G1001C ubicado en la región 5’-UTR,
involucrado con un factor de transcripción
difiere significativamente de los valores
encontrados para caucásicos y no difiere signi-
ficativamente de otros grupos étnicos.

La frecuencia alélica del polimorfismo A1970G
reportado en el exón 6 al igual que el polimorfis-
mo G1001C difiere significativamente de los
valores encontrados para caucásicos y no se di-
ferencia significativamente de otros grupos
étnicos (tabla 6).

Para los exones 3 y 16 sólo se encontró en
la población de Ubaté una forma alélica.
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