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Resumen

Diversas investigaciones han demostrado que algunas toxinas encontradas en el
veneno de diferentes organismos pueden utilizarse como herramientas
farmacoldgicas en el estudio de alteraciones funcionales y estructurales de
algunos receptores, canales idnicos y/o trasportadores neuronales; por ejemplo, la
toxina Con-ikot-ikot, purificada a partir del veneno del caracol marino C. striatus,
posee la capacidad de bloquear la desensibilizacion de los receptores neuronales
de glutamato tipo AMPA.

En el presente proyecto de investigacion se propuso determinar y aislar las
toxinas del veneno de la especie mexicana C. spurius; asi como establecer su
papel en la modulacion de los receptores de glutamato tipo AMPA mediante la
realizacion de ensayos electrofisioldgicos con la técnica de fijacidon de voltaje con
dos electrodos.

La primera etapa del proyecto consistié en realizar un primer fraccionamiento del
veneno de C. spurius por cromatografia de alta resolucion en Fase Revesa, los
componentes del veneno fueron recolectados de forma manual en seis fracciones.
La primera con un tiempo de elusion de 20 min, 5 minutos después se obtuvo la
segunda fraccion. La tercera y cuarta fracciones del veneno registraron los picos
mas altos de absorcion y presentaron tiempos de elusion aproximados de 35 y 42
minutos respectivamente. La quinta y sexta fraccion eluyeron aproximadamente a
los 55 y 65 minutos.

La segunda etapa del proyecto consistion en realizar la expresion heterdloga de
los receptores AMPA en ovocitos de X. laevis se utilizaron los plasmidos de las
subunidades: GIuR1 (GIuR-K1, p59/2), GluR2 (pRB14) y GIuR4 (pK46) insertados
en el vector pBS SK(-), a través de la microinyeccion de cARN de las diferentes
plasmidos.

De manera alternativa se realizd la extraccion de ARN-total del hipocampo de la
rata, y se utilizé para realizar la expresion de los receptores AMPA en los
ovocitos, sin embargo, la expresion de los receptores no resulté exitosa, debido al
bajo contenido de ARN mensajero que codifica para los receptores AMPA.

Los principales problemas que imposibilitaron la expresién los receptores
ionotropicos de glutamato tipo AMPA, a través de plasmidos o de ARN-total de
hipocampo fueron:

1. No realizar la linearizacién de los plasmidos de las diferentes subunidades.

2. El utilizar un promotor incorrecto para realizar la transcripcidon in vitro, el
promotor T7 no es el adecuado.

3. No realizar la purificacion del ARN-mensajero del ARN-total de hipocampo
de rata.
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Para obtener una expresion exitosa del mRNA, bien de los receptores AMPA
clonados o del ARN-mensajero de hipocampo, se recomienda:

1. Realizar la linearizacién de los plasmidos de las diferentes subunidades con
la enzima de restriccion Xho I.

2. Utilizar el promotor T3 para realizar la transcripcion in vitro.

3. Realizar la purificaciéon del ARN-mensajero del ARN-total, utilizando kits
comerciales de oligonucleétidos (dT).

El Comité Tutoral determin6 realizar una revision bibliografica como
alternativa viable para la titulacion y obtencidn del grado de Maestria. En esta
revision se abordan los problemas que imposibilitaron una expresion exitosa del
de los plasmidos de las subunidades de los receptores AMPA, asi como del ARN-
mensajero total del hipocampo de rata. Por ultimo, se proponen alternativas y
soluciones para corregir estos problemas, con el fin de obtener una expresiéon
exitosa en el futuro.
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Abstract

Diverse scientific research has shown that some toxins found in the venom of
different organisms can be used as pharmacological tools in the study of functional
and structural alterations of some receptors, ion channels and/or neuronal
transporter, for example: the purified Con-ikot-ikot toxin from the venom of marine
snail C. striatus that specifically disrupts the desensitization of AMPA receptors.

In this research project it was proposed to determine the presence of Conotoxins
from the venom of the C. spurius, isolate fractions of the venom and test their
effect on AMPA receptors. For this purpose, the Xenopus oocytes were used as an
heterologous expression system where mRNA of the following AMPA subunits
were injected: GluR1 (GIuR-K1, p59/2), GIuR2 (pRB14) and GluR4 (pK46), all of
them inserted in the pBS SK(-) vector. In parallel, injection of mRNA from rat
hippocampus was also tested. Nevertheless, functional expression of AMPA
receptors was not accomplished since no consistent electrophysiological
recordings were obtained. The main problems identified for lack of expression of
AMPA receptors using plasmids or RNA- messenger were:

1. Linearization of plasmids was not performed wrong selection of the
promoter.

2. The T7 promotor was not the right one for transcription
3. Purification of the of the mRNA from the total RNA was not performed

In order to give continuity to this project the following recommendations should be
considered for proper expression of AMPA receptors:

1. Linearization of plasmids should be performed with the restriction enzyme
Xho |

2. The T3 promotor should be used for sucessful transcription

3. The purification of mMRNA should be performed with a commercial isolation
kit, oligo (dT).

In order to obtain the Master degree, the Tutorial Committee of this project
recommended a bibliographic review where the student explains the failures and
propose alternatives to correct them.



I. NTRODUCCION

Existe en la naturaleza una gran variedad de organismos terrestres y
marinos que son productores de toxinas, las cuales exhiben un amplio rango de
complejidad quimica; desde el simple acido féormico, sintetizado por hormigas,
hasta proteinas de origen bacteriano conformadas por varios miles de
aminoacidos. La diversidad de estas toxinas esta impulsada por la presion
evolutiva en la mejora de la caza y/o defensa de los organismos.

Las denominadas neurotoxinas han demostrado ser excelentes
herramientas farmacologicas, que han ayudado al entendimiento de los
mecanismos moleculares subyacentes al funcionamiento del sistema nervioso, asi
como en el estudio de las alteraciones funcionales y estructurales de receptores,
canales ionicos y/o transportadores neuronales.

Dentro de las neurotoxinas se encuentran las producidas por los caracoles
marinos del género Conus, denominadas “Conotoxinas”. Por su naturaleza
proteica, bajo peso molecular (<5 kDa), relativa facilidad de sintesis, estabilidad
estructural y alta especificidad por sus blancos moleculares, han demostrado ser
una rica fuente de compuestos con potencial uso terapéutico.

Asi, la o-conotoxina MVIIA obtenida de la especie Conus magus, bloquea
especificamente a canales de calcio tipo N, implicados en la percepciéon del dolor.
A partir de ésta se elabor6 el farmaco Prialt; nombre que recibe por ser el primer
compuesto alternativo a la morfina; para el tratamiento del dolor crénico en
pacientes con cancer terminal y SIDA; esta conotoxina ha demostrado ser mil
veces mas potente que este alcaloide.

En México se han caracterizado de forma quimica alrededor de 13
conotoxinas (Flores, 2009), en los venenos de Conus de especies que habitan en
aguas mexicanas. Sin embargo, no hay evidencia de conotoxinas que tengan
como blanco molecular a los receptores de glutamato tipo AMPA, que estan
asociados con los procesos de aprendizaje y memoria. Por lo tanto en este
proyecto de investigacion el objetivo general era determinar si existen conotoxinas
presentes en el veneno del caracol marino Conus spurius que modulen la
actividad de los receptores glutamatérgicos tipo AMPA expresados en ovocitos de
Xenopus leavis.



Para la determinacion de los blancos moleculares y la actividad biologica de
las conotoxinas es necesario realizar estudios electrofisiologicos. En este proyecto
se utilizé la técnica de fijacion de voltaje con dos electrodos y empleando como
sistema de expresion heterdloga los ovocitos de X. laevis. Para la expresion de los
receptores se utilizaron los plasmidos de las subunidades: GluR1 (GIuR-K1,
p59/2), GluR2 (pRB14) y GluR4 (pK46) insertados en el vector pBS SK(-); también
se utilizé ARN-total de hipocampo de rata.

A pesar de diversos intentos no se logrd la expresion heterdloga de los
receptores AMPA a través de los plasmidos ni de ARN-total de hipocampo de rata,
por lo que no fue posible determinar si las conotoxinas aisladas del veneno de C.
spurius modulan a los receptores AMPA.

Por lo tanto el comité tutoral del proyecto propuso la elaboracion de una
revision bibliografica, que proponga alternativas experimentales que permitan, a
futuro, comprobar la hipétesis de este proyecto investigacion, asi como generar un
documento que me permita obtener el grado de Maestro en Ciencias.



II. ANTECEDENTES
1. CARACOLES MARINOS DEL GENERO CONUS

Los caracoles marinos del género Conus, pertenecen a la familia Conidae v,
junto con otras familias, entre ellas Turridae y Terebridae, constituyen el suborden
Toxoglossa, que se caracterizan por poseer un aparato de veneno bien definido
(Meyer, 2001). Los caracoles de las especies Conus sintetizan un veneno que
utilizan en la captura de sus presas y como mecanismo de defensa, en contra de
sus depredadores (Terlau y Olivera, 2004).

Estos caracoles son depredadores carnivoros y existen alrededor de 500 a 700
especies distribuidas en diferentes ambientes marinos tropicales; de este numero
aproximadamente el 60% habitan la regién del océano Indo-Pacifico; de acuerdo a
su alimentacion se pueden clasificar en (Terlau y Olivera, 2004):

e Piscivoros: Se alimentan de peces
e Molusquivoros: Se alimentan de moluscos

e Vermivoros: Se alimentan de gusanos, (poliquetos, uroideos y
hemicordados (Terlau y Olivera, 2004).

1.1 Especies de Conus en costas mexicanas

En México se encuentran distribuidas alrededor de 50 especies de
caracoles Conus, en las llamadas provincias Panamica (costa del océano Pacifico)
y Caribefia (costas del Golfo de México y Mar Caribe); sin embargo son pocos los
estudios relacionados con aspectos ecoldgicos de estas especies, como son:
distribucion, abundancia, y en general, interaccion con el ambiente (Flores Torres,
2009).

En la provincia Panamica se han identificado las especies: C. brunneus, C.
princeps, C. nux, C. purpurascens, C. archon, C. arcuatus. C. dalli, C. poormani,
C. patricius, C. perplexus, C. regularis, C. scalaris, C. tornatus, C. virgatus y C.
vittatus; en la provincia caribefia se distribuyen las especies: C. spurius, C.
delessertti, C. austini, C. stimpsoni, C. mazei, C. villepini, C. armiger, C.
sennottorum, C. floridanus, C. regius, C. granulatus, C. daucus y C. mus (Flores
Torres, 2009).

Los especies de Conus habitan en diferentes ambientes marinos como
fondos rocosos (C. brunneus), lodosos (C. armiger) y arenosos (C. purpurascens);
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asi como en arrecifes coralinos (C. nux), desde zonas intermareales (C.
californicus), aguas someras (C. princeps, < 25 m) y en aguas profundas (C.
delessertti, 50-100 m; y C. mazei, >400 m). La mayoria de las especies son
vermivoras, pero algunas como C. purpurascens y C. ermineus son piscivoras; C.
dalli es molusquivora y se han identificado especies generalistas como C.
californicus (Flores Torres, 2009).

1.1.2 Conus spurius

La especie vermivora Conus spurius fue descrita por Clench (Figura 1) en
1942. Se distribuye en las costas del Golfo de México y Florida, en zonas someras
y arrecifes de coral. Su concha llega a medir entre 5 y 8 cm, es de superficie lisa y
de color blanco, y presenta numerosas manchas de color anaranjado (Animal
Diversity ~ Web, University  of Michigan Museum of  Zoology.
http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/index.html).

Figura 1. Conus spurius
(http://www.jaxshells.org/spur.htm).



2. TOXINAS

El veneno de los caracoles Conus es un fluido lechoso constituido por
alrededor 100 a 200 péptidos, con un tamano de entre 12 a 30 aminoacidos (aa) y
estructuralmente compactos (Terlau y Olivera, 2004). Estos péptidos se dividen en
dos clases: en aquellos que presentan multiples enlaces disulfuro llamados
‘conotoxinas” y aquellos que solo presentan un enlace disulfuro o ninguno
llamados “conopeptidos” (Halai y Craik, 2009).

2.1 Sintesis de toxinas

Las toxinas de los venenos de los caracoles Conus son sintetizadas
inicialmente en forma de precursores (“prepropéptidos”) (Figura 2) a través del
mecanismo ribosomal convencional (Figura 3); estos precursores tienen alrededor
de 70 a 120 aa en su estructura (Figura 2) (Olivera y Cruz, 2001). La organizacién
de los prepropéptidos consiste en una secuencia sefal tipica, en el extremo amino
(la region “pre” de 20 a 25 aa), seguida de la region intermedia denominada “pro”
de 30 a 60 aa y finalmente se encuentra la region de la toxina madura en el
extremo carboxilo, de 8 a 40 aa (Olivera, 2006).

La region “pre” tiene como funcién dirigir al precursor en su camino a la
secrecion y es ampliamente conservada entre diversas toxinas, 10 que permite
agruparlas en superfamilias génicas. La regiéon “pro” esta asociado a las
modificaciones post-traduccionales presentes en las toxinas. Finalmente, la regién
de la toxina madura, que es el componente biolégicamente activo del veneno,
presenta un arreglo de residuos de cisteinas que es ampliamente conservado,
mientras que los aminoacidos intercisteinas presentan una variabilidad de hasta
un 70%. El corte proteolitico del prepropétido es un paso obligatorio para la
maduracion de la toxina (Figura 3) (Conticello y cols., 2003; Kaas y cols., 2010).
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Figura 2. Precursor de conotoxinas
(http://www.conoserver.org/?page=classification&type=genesuperfamilies).

Figura 3. Sintesis de conotoxinas (Modificado de Kaas y cols., 2010)




2.2 Modificaciones post-traduccionales

Una de las caracteristicas mas sorprendentes de las toxinas del veneno de los
caracoles Conus es la alta frecuencia de modificaciones post-traduccionales que
presentan en su estructura (Cuadro 1), las cuales se han asociado a una mejora
de la eficiencia funcional y/o especificidad de los péptidos en las que se
encuentran, asi como en su correcto plegamiento (Buczek y cols., 2005).

La distribucién de las modificaciones post-traduccionales en los diferentes
grupos de toxinas del veneno de Conus no es uniforme, ya que algunas toxinas no
presentan ninguna modificacion mientras que en otras se presentan varios tipos;
por ejemplo: la toxina tx5a (yCCYDGW*CCTSAAO), en el cual se identifican las
siguientes modificaciones: y-carboxilacion de glutamato, bromacién del triptéfano,
O-glicosilacién de treonina e hidroxilacion de prolina (y = y-carboxiglutamato, W* =
bromotriptéfano, TS = treonina glicosilada, O = 4-hidroxiprolina) (Walker y cols.,
1999).



Cuadrol. Modificaciones post-traduccionales encontradas en conotoxinas (Buczek y cols., 2005).

Modificacion Aminoacido Enzima Aminoacido Funcién
modificado resultante
Hidroxilacion Prolina, Prolina hidroxilasa, D-

Valina, Lisina

aminoacido hidroxilasa,
Lisil hidroxilasa

4-trans-hidroxiprolina,
v-hidroxivalina, 5-
hidroxilisina

Plegamiento oxidativo
Activacion bioldgica

Carboxilacion Acido y-Glutamilcarboxilasa y-Carboxiglutamato Plegamiento oxidativo en
glutamico presencia de calcio
Bromacioén Triptéfano Bromoperoxidasa Bromotriptofano
Epimerizacion | Triptéfano, D-triptéfano, D-
Fenilalanina, Epimerasa fenilalanina, D-leucina, Activacion biologica
Leucina, D-valina
Valina
Ciclizacion Glutamina Glutamilciclasa Piroglutamato
Sulfatacion Tirosina Tirosilsulfotransferasa Sulfotirosina
O-glicosilacion Serina, Polipéptido Serina glicosilada, Estabilizacion y activacion
Treonina HexNacTransferasa Treonina glicosilada bioldgica
Procesamiento Carboxipeptidasa Tex31 Maduracién de la toxina bioactiva
proteolitico
Formacion de Cisteina Disulfuro isomerasa

puentes disulfuro

Formacién de la estructura de la
toxina bioactiva.

Amidacion del
extremo
carboxilo

Aminoacido mono
oxigenasa




2.3 Conotoxinas

En el grupo de péptidos denominados “Conotoxinas”, los residuos de
cisteina permiten la formacién de puentes disulfuro, que parecen ser ampliamente
conservados a lo largo de la evolucion del género, mientras que los aminoacidos
intercisteinas restantes presentan una variabilidad de alrededor de 70%. Los
blancos moleculares de las conotoxinas y su efecto sobre ellos han permitido
clasificarlas en familias farmacologicas (Figura 4), y a su vez cada familia
farmacologica puede pertenecer a distintas superfamilias genéticas; éstas ultimas
se definen en base a la secuencia sefal a nivel del precursor. Por ejemplo, dentro
de la superfamilia O se agrupan las o y k conotoxinas cuyos blancos moleculares
son canales de Calcio y Potasio, respectivamente (Halai y Craik, 2009; Terlau y
Olivera, 2004).

2.3.1 Nomenclatura

Un criterio para designar el nombre a las Conotoxinas esta relacionado con el
conocimiento de la actividad farmacoldgica del péptido; mientras que un segundo
criterio es utilizado cuando se desconoce la actividad farmacolédgica de la toxina.
(Gray y cols., 1988).

a) Actividad farmacoldgica conocida.

Se asigna una letra griega para designar la funciéon farmacoldgica de la
toxina, seguida por un guion y de la palabra “conotoxina”; posteriormente se
asigna una o dos letras (la primera o unica mayuscula y la segunda minuscula)
para indicar la especie Conus de la que se caracterizd, ademas de un numero
romano para indicar el patrén de residuos de cisteina y finalmente una letra
mayuscula para indicar la variante especifica del péptido. Por ejemplo, de la o-
conotoxina GVIA extraida del C. geographus, la “” indica que bloquea los canales
de calcio, la “G” indica el nombre de la especie, el numero VI el patron de residuos
de cisteina; y la A indica la variante del péptido.

b) Actividad farmacoldgica desconocida.

Se asignan una o dos letras minusculas para designar la especie de la que
se caracterizo la toxina, un numero arabigo para designar el patréon de residuos de
cisteinas y una letra minuscula para indicar una variante en particular. Por
ejemplo, de la conotoxina tx5a obtenida del C. textile, las letras “tx” indican la
especie, el numero “5” indica el patron de cisteinas y la letra “a” indica una
variante del péptido.



Figura 4. Clasificacion de conotoxinas (Modificado de Halai y Craik, 2009).
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2.4 Conopéptidos

A diferencia de las conotoxinas, los conopéptidos solo presentan en su
estructura un par de residuos de cisteinas o ninguno (Figura 5). Los conopéptidos
son nombrados, en general, por el efecto que producen cuando son inyectados
directamente en el cerebro de ratones, seguido de un guidn y de una o dos letras
para designar la especie de la cual fueron caracterizados. Un ejemplo de éstos,
son las Conantokinas. La palabra “Conantokina” se deriva del vocablo filipino,
antokin—que significa suefio—, ya que cuando estos péptidos son inyectados
directamente en el cerebro de ratones jovenes les producen un efecto de
somnolencia (Olivera y Cruz, 2001).

Otro criterio para nombrar a los conopéptidos es por la homologia que
presentan con algunas proteinas de vertebrados; en este caso se escribe el
nombre del péptido de vertebrados seguido de un guion y de una o dos letras para
designar la especie de la cual fueron caracterizados, por ejemplo: el péptido CPY-
PI1 purificado del veneno de C. planorbis, representa un nuevo grupo de
conopéptidos denominado “Conopéptidos Y (CPY)’, que presentan un alto
contenido de residuos de tirosinas (Tyr) en su secuencia, al igual que el
neuropéptido Y presente en vertebrados (Imperial y cols., 2008).
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Figura 5. Clasificacion de conopéptidos (Modificado de Halai y Craik, 2009).
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2.4.1 Conantokinas

Las Conantokinas es la unica familia de las toxinas purificadas de los
venenos de los caracoles Conus sp., que inhiben la funcidn de los receptores
glutamatérgicos tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) (Layer y cols., 2004). El papel
que juegan las Conantokinas como estrategia de envenenamiento en la caza de
peces, aun no es clara; sin embargo se ha demostrado que interactuan con las
neuronas glutamatérgicas de los circuitos sensoriales periféricos de peces. En el
Cuadro 2, se muestra que las Conantokinas son péptidos de alrededor de 17 a 27
aa, presentan una alta identidad en sus primeros cuatro aminoacidos, el C-
terminal presenta amidacion y contienen entre 4 y 5 residuos del aminoacido
modificado y-carboxiglutamato (Gla o y) (Lewis y cols., 2012).

Desde el descubrimiento y sintesis de la Conantokina-G (Con-G) se han
realizados diversos estudios in vivo, con el objetivo de conocer los efectos
antagonistas de las Conantokinas sobre los receptores NMDA (Mclntosh y cols.,
1984).

En células granulares obtenidas de cerebelo de raton la Conantokina-G
inhibe la neurotoxicidad por glutamato (Glu), el aumento del calcio intracelular y la
acumulacién de cGMP (guanosin monofosfato ciclico) inducidos por NMDA. En
rebanadas de cerebelo de ratas la Conantokina-G inhibe el aumento de cGMP por
NMDA y en ensayos electrofisilégicos inhibe las corrientes inducidas por NMDA en
ovocitos de X. laevis inyectados con mARN (acido desoxirribonucleico mensajero)
de cerebro de raton (Layer y cols., 2004).

En neuronas corticales de raton, las Con-G y Con-R inhibieron
completamente las corrientes inducidas por NMDA, pero no asi las inducidas por
el acido kainico (KA, agonista de receptores AMPA y KA) o acido y-aminobutirico
(GABA, agonista del receptor GABA,A), mientras que la Con-R no inhibe las
corrientes inducidas por Glu o KA en homdmeros de receptores AMPA y de KA en
ovocitos de X. laevis (Layer y cols., 2004).

Es importante sefialar que las Conantokinas modulan a diferentes
subpoblaciones de receptores NMDA,; el primer indicativo de esto es la induccion
de un estado de somnolencia en ratones jévenes (10-13 dias post-natales) y de
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hiperactividad en ratones adultos (mas de 32 dias post-natales) cuando se
inyectan directamente en el cerebro de los ratones las Con-G y Con-T. Al igual
que la feniletanolamina, antagonista selectivo de receptores NMDA (ifendropil), la
Con-G ha demostrado bloquear selectivamente a los receptores NMDA que
presenten la subunidad NR2B, permitiendo diferenciar entre las subunidades que
conforman a los receptores. Recientemente la Con-G y el CI-1041 (analogo del
ifendropil) demostraron inhibir las corrientes excitatorias pot-sinapticas de
receptores NMDA en rebanadas de la zona CA1 del hipocampo de animales
jévenes (4-6 dias post-natales), mientras que solo la Con-G disminuyé las
corrientes excitatorias post-sinapticas en rebanadas de animales adultos (Layer y
cols., 2004).

Con el objetivo de determinar la interaccion entre las Conantokinas y los
receptores NMDA se han realizado estudios utilizando radioligandos, demostrando
que la Con-G no inhibe la unién del [3H] acido 5,7-dicloroquinurénico (antagonista
del sitio de unién de la glicina) o del [3H] ifendropil, resultados que son
complementados al determinar que la Con-G tampoco inhibe la union del
[BH]CGP-39653 (antagonista competitivo de NMDA) o del glutamato [3H]MK-801;
por lo tanto, las Conantokinas se han clasificado como antagonistas no-
competitivos de los receptores NMDA (Zhou y cols., 1996).

A diferencia de la mayoria de las conotoxinas que presentan varios enlaces
disulfuro en sus estructuras proporcionandoles estabilidad, las Conantokinas se
caracterizan por la presencia de 4 a 5 residuos de Gla, necesarios para su
actividad bioldgica; estos residuos permiten que los péptidos adopten una
conformacioén a-helicoidal en presencia de cationes divalentes y les proporcionan
resistencia a la degradacion por peptidasas endégenas (Rigby y cols., 1997).

La Con-R contiene dos residuos de cisteinas en las posiciones 21 y 25 que
forman un enlace disulfuro entre si; sin embargo, la funcién de éste no es claro, ya
que estudios un analogo de la Con-R que carece del enlace, inhibi6 las corrientes
inducidas por NMDA en células HEK 293 en las que se expresaron receptores de
NMDA. La funcionalidad de las Conantokinas en estudios realizados in vitro esta
asociada con los residuos Glu (posicion 2), Gla (posicién 4) y un aminoacido
hidrofébico en la posicion 12. El residuo presente en la posicion 5 parece
determinar la selectividad sobre subtipos de receptores NMDA (Layer y cols.,
2004).
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Las Conatokinas al igual que otros antagonistas de los receptores NMDA,
han demostrado tener un indice terapéutico favorable en el tratamiento de
diversos trastornos neurolégicos incluyendo: el dolor crénico, la epilepsia y los
trastornos neurodegenerativos de Alzheimer y Parkinson (Layer y cols., 2004).

La Conantokina-G y la Conantokina-T son potentes anticonvulsivos y
antinociceptivos. En contraste, la Conantokina-G es eficaz en modelos anti-
parkinsonianos mientras que la conantokina-T no lo es. Sin embargo, la potencial
selectividad farmacolégica de las Conantokinas, junto con su eficacia in vivo y
perfiles de seguridad favorables, indican que estos péptidos representan una clase
importante de compuestos para la evaluacibn como agentes terapéuticos en
humanos (Layer y cols., 2004).
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Cuadro 2. Secuencias primarias de diferentes Conantokinas.

Conantokina Especie Secuencia primaria Selectividad Autor
Con-G C. geographus(P) GEyyLQyNQyLIRYKSN’ NR2B>NR2C,NR2D Mcintosh y cols.,1984
Con-T C. tulipa(P) GEyyYQKMLYNLRyAEVKKNA' NR2B,NR2A Haack y cols., 1990
Con-R C. radiatus(P) GEyyVAKMAAYLARYNIAKGCKVNCYP* NR2B,NR2A White y cols., 2000
Con-L C. lynceus(V) GEyyVAKMAAYLARYDAVN’ ND Jiménez y cols., 2002
Con-Ca2 C. caracteristicus(V) | GYyyRyIAyTVRyLEEA ND Franco y cols., 2006
Con- Gm C. gloriamaris(M) GAKYRNNAYAVRyYRLEEI ND Franco y cols., 2006
Con-Oc C. orchroleucus (V) | GEyy RKAMAYLEAKKAQyALKA ND Franco y cols., 2006
Con-Qu C. quercinus (V) GYyy RyVAYTVRyLDAA ND Franco y cols., 2006
Con-Pr1 C. parius(P) GEDyyYAYGIRYYQLIHGKI" NR2B,NR2D Teichert y cols., 2007
Con-Pr2 DEOYYAyAIRYYQLKYGKI" NR2B>NR2D
Con-Pr3 GEOyVAKWAYGLRYKAASN' NR2B,NR2D
Con-P C. purpurascens(P) | GEyyHSKYQyCLRyIRVNKVQQyC’ NR2B,NR2A Gowd y cols., 2008
Con-E C. ermineus(P) GEyyHSKYQyCLRyIRVNNVQQyC ND
Con-Br C. brettinghami(P) GDyyYSKFIyRERYAGRLDLSKFP NR2B,NR2D,NR2A>NR2C Twede y cols., 2009

NR, subunidades de receptor NMDA; P, piscivoro; M, molusquivoro; V, vermivoro; O, 4-trans-hidroxiprolina; vy, y -carboxiglutamato; *,

amidacion

del residuo

C-terminal; A extremo C-terminal
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2.5 Conotoxinas y la modulacion de receptores AMPA

En la constante busqueda de nuevas Conotoxinas que pueden desempefiar
un efecto modulador en diferentes blancos moleculares, Walker y colaboradores
en 2009, purificaron y evaluaron electrofisiolégicamente una nueva toxina del
veneno de Conus striatus, que modula selectivamente a los receptores
ionotropicos de glutamato tipo AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propionico, AMPAR) (Walker y cols., 2009).

Para determinar el efecto modulador del veneno de C. striatus sobre los
receptores AMPA, realizaron la expresion heterdloga de éstos, en ovocitos de X.
laevis, inyectando 10 ng de cARN de plasmido de las diferentes subunidades:
GluR1 (tanto en sus isoformas flip y flop), GluR2, GIuR3 y GluR4. Realizaron la
evaluacion electrofisiolégica del veneno, empleando la técnica de fijacion de
voltaje con dos electrodos a -70 mV, y una solucion electrofisioldgica, cuyo
contenido en concentracion (mM) era: 96.0 NaCl, 2.0 KCI, 1.8 CaCl,, 1.0 MgCl,,
5.0 HEPES, pH a 7.1-7.7. Las corrientes se generaron con pulsos de 5 s de 1 mM
Glu y 150 uM acido kainico (Walker y cols., 2009).

Los registros electrofisioldgicos que realizaron Walker y colaboradores en 2009
en homémeros GluR1 (flip), reportaron corrientes de ~ 80 nA (gris) (Figura 6). En
color rojo se observa un aumento en la amplitud de corriente al aplicar 1 mM, esto
debido a que se incubaron previamente los ovocitos en el veneno de C. striatus,
efecto que persisti6 después de 40 min de la aplicacion del veneno (azul).
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Figura 6. Evaluacion electrofisiologica del veneno de C. striatus en homomeros de
GIuR1 (flip) (Modificado de Walker y cols., 2009).

2.5.1 Con-ikot-ikot

La toxina purificada por Walker y colaboradores en 2009 recibié el nombre
de “Con-ikot-ikot”, que deriva del vocablo filipino ikot-ikot -que significa dando
vuelta o dar la vuelta- en referencia al fenotipo de natacién observado en los
peces inyectados con esta toxina, la cual inhibe la desensibilizacion de los
receptores AMPA.
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El precursor de la Con-ikot-ikot (Figura 7) consta de 123 aa, divididos en
tres regiones: 18 en la region “pre”, 19 correspondiente a la region “pro” y 86 que
comprenden a la toxina madura; esta ultima es la responsable de la modulacién
sobre los receptores AMPA y contiene en su estructura 13 residuos de cisteinas
(Walker cols., 2009).

CC-CC-C-C-C-CC-C-C-C-C
MAMNMSMTLCMFVMVVVA Region pre

SGPADCCRMKECCTDRVNECLQRYSGRE  Toxina madura
DKFVSFCYQEATVTCGSFNEIVGCCYGYQ
MCMIRVVKPNSLSGAHEACKTVSCGNPCA

Figura 7. Secuencia de aminoacidos del precursor de la Con-ikot-ikot. En la
parte superior en letras negras solo se ilustra la disposicion del los residuos de
cisteina (Walker cols., 2009).

La estequiometria propuesta para la Con-ikot-ikot es un dimero de
dimeros, lo que sugiere que actua manteniendo abierto del poro del canal,
actuando en un sito diferente al de la ciclotiazida (CTZ), compuesto utilizado para
inhibir la desensibilizacion de los receptores AMPA y para la inhibicion de los
receptores de GABA (Acido y-aminobutirico, GABAR). La aplicacién del la Con-
ikot-ikot en rebanadas de hipocampo mostré un largo y rapido incremento de
corriente llevando a las neuronas a una muerte celular (Walker y cols., 2009).

3. GLUTAMATO

El L-Glutamato (Glu) es el principal aminoacido neurotransmisor excitatorio
del sistema nervioso central (SNC) de vertebrados. La primera evidencia de que el
Glu podia actuar como un agente excitador se remonta a los afios 50 cuando se
demostré que una inyeccion directa de glutamato monosddico en el cerebro de
ratones y en corteza cerebral producia despolarizacion celular masiva
(Verkhratsky y Kirchhoff, 2007).

19



El Glu no se limita a mediar la neurotransmision excitatoria, sino que esta
involucrado con un gran numero de funciones adicionales, como las que se
enlistan a continuacion (Ashby y cols., 2008):

* Actua como neurotransmisor excitador de accién rapida.

« Participa en la induccion y mantenimiento de cambios a medio y largo plazo
en la excitabilidad neuronal (plasticidad sinaptica), asociados con procesos
de aprendizaje y memoria.

* Actua como estimulo quimiotactico durante la sinaptogénesis y el desarrollo
embrionario.

+ Actua como desencadenante de procesos de migracion neuronal.

* Modula el crecimiento axonal y la formacion de sinapsis.

* Promueve la supervivencia de ciertas poblaciones neuronales.

* Produce cambios en la actividad metabdlica, la expresién génica y la
sintesis de proteinas.

* Presenta un papel destacado en procesos neurodegenerativos.

3.1 Sintesis del L-glutamato

El Glu se encuentra distribuido por todo el SNC, desde la corteza cerebral
hasta la médula espinal, asi como en algunos sistemas periféricos. El Glu es
sintetizado a partir del a-cetoglutarato formado en el ciclo de Krebs, mediante un
proceso de transaminacion en el que se le transfiere un grupo amino donado por
un aminoacido (en cerebro, generalmente de la alanina) bajo la accion de la
aminotransferasa. También puede ser sintetizado a partir de la glutamina bajo la
accién de la enzima mitocondrial glutaminasa. La glutamina proviene de los
astrocitos vecinos a partir del Glu liberado por la terminacién glutamatérgica y que
se transforma en glutamina mediante la accion de la glutamina sintetasa (Figura 8)
(Rowley y cols., 2012).
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Figura 8. Sintesis de L-glutamato (Rowley y cols., 2012).

3.2 Receptores de glutamato

El Glu actua como neurotransmisor a través de la activacion de receptores
metabotropicos (MGIuRs) e ionotrépicos (iGluRs) (Verkhratsky y Kirchhoff, 2007).

3.2.1 Receptores metabotrépicos

Los receptores metabotrépicos a glutamato estan acoplados a un sistema
de segundos mensajeros a través de la activacion de proteinas G. Sus acciones
son mas lentas y duraderas (de segundos a minutos) que las de los receptores
ionotropicos (Hampson y cols., 2008).

Los mGIuRs se localizan tanto a nivel pre-sinaptico, donde se han
relacionado con la modulacion de las sinapsis mediante cambios en la liberacion

del neurotransmisor, como a nivel post-sinaptico, modulando canales ionicos y
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receptores ionotrépicos. Se ha demostrado que los mGIluRs estan implicados en
cambios en la excitabilidad neuronal, en fendmenos de plasticidad sinaptica, en
las acciones téxicas del Glu, etc. Estan constituidos por una unica subunidad
proteica que varia de 884 a 1179 aminoacidos y presenta siete dominios
transmembranales. Se han descrito ocho tipos de estos receptores (mGIuR1,
mGIuR2, mGIuR3, mGIluR4, mGIuR5, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8) con pesos
moleculares comprendidos entre 95 y 133 kDa (Hampson y cols., 2008).

Con base en la via de sefalizacion a la cual estan acoplados, estos
receptores se clasifican en tres grupos. El grupo | esta constituido por los
receptores mGIuR1 y mGIuR5 que estimulan a la fosfolipasa C y provocan un
aumento de la concentracidn intracelular de inositol trifosfato (IP3) y de
diacilglicerol (DAG), activando diversos de procesos mediados por segundos
mensajeros intracelulares (Saugstad e Ingram, 2008).

El grupo Il esta formado por los receptores mGIuR2 y mGIuR3. EI grupo llI
esta constituido por los receptores mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8. Tanto
del grupo Il como el Ill estan acoplados a la adenilato ciclasa produciendo su
inhibicion, por lo que causan una disminucion del AMP-ciclico (AMPc) intracelular
y de aquellos procesos mediados por este segundo mensajero (actividad de
proteina cinasa A (PKA). Estos grupos se pueden diferenciar por el compuesto L-
2-amino-4-fosfonobutirato (L-AP4), que actua como agonista selectivo del grupo llI
(Neugebauer, 2008).

3.2.2 Receptores ionotrépicos

Los receptores ionotrépicos de glutamato forman un canal idnico
tetramérico, y su activacion induce un incremento en la permeabilidad de la
membrana celular a los iones Na*, K y Ca?*, principalmente. Con base en sus
propiedades farmacoldgicas, se dividen en 3 grupos (Verkhratsky y Kirchhoff,
2007):

Receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), receptores Kainato (KA) (acido

kainico), y receptores AMPA (acido amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propionico).
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3.3 Estructura molecular de los receptores inotropicos de glutamato

3.3.1 Receptores NMDA

El nombre de los receptores NMDA (NMDAR) proviene del N-metil-D-
aspartato (NMDA), que es su agonista exdgeno principal; para el Glu presentan
una dosis efectiva media (ECso) de 1 uM (Dingledine y cols., 1999). Estos
receptores se caracterizan por tener una respuesta y una desensibilizacion lenta
(100 - 300 ms), debido a que cuando la célula se encuentra en su potencial de
reposo, el canal esta bloqueado en la region transmembranal por un ion M92+; este
bloqueo voltaje-dependiente se elimina por la despolarizacion de la célula,
generalmente provocada por la activacion de los receptores AMPA/Kainato
(Petralia y Wenthold, 2008).

Los receptores NMDA presentan varios sitios de regulacién, entre ellos un
sitio de unién a Zn?* y un sitio de unién a glicina. La glicina es un cotransmisor del
receptor, necesario para la activacion y que se une con una alta afinidad. Los
receptores NMDA presentan una alta permeabilidad (20 - 50 pS) al Ca** aunque
también son permeables a Na® y K*. Son receptores tetraméricos que se forman
por la combinacion de siete tipos de subunidades: NR1 (con ocho isoformas:
NR1a - h), NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A y NR3B. Para la funcionalidad del
receptor es indispensable la presencia de la subunidad NR1. Existen algunas
variantes de la traduccién del ARN mensajero que da lugar a distintas isoformas y
segln la combinacion de las subunidades varia la permeabilidad a Ca®".
(Dingledine y cols., 1999; Petralia y Wenthold, 2008).

3.3.2 Receptores Kainato

Su nombre procede de su principal agonista exdgeno, el acido kainico (KA).
Los receptores de Kainato (KAR) se caracterizan por tener una baja afinidad por el
Glu (ECsp de 400 - 500 uM) (Dingledine y cols., 1999) y una rapida activacion; se
piensa que en el cerebro la mayoria no presenta desensibilizacion. Su papel
funcional es poco conocido y su participacion en la transmisidn sinaptica es objeto
de debate (Contractor y Swanson, 2008).

Son receptores que forman un canal idbnico permeable, fundamentalmente a
Na*y a K* (3 - 15 pS), aunque algunos subtipos también son permeables a Ca*".
Se forman por la combinacién de cinco tipos de subunidades (GIuR5, GIuRG,
GIuR7, KA1 y KA2), con tamafios comprendidos entre 93 y 109 kDa (Dingledine y
cols., 1999).
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Las subunidades GluR5 y GIuR6 sufren un proceso de edicién post-
transcripcional en la molécula de ARN que provoca una sustitucion del aminoacido
Glutamina (Q) por una Arginina (R) (Contractor y Swanson, 2008).

3.3.3 Receptores AMPA

Los receptores de glutamato AMPA (AMPAR) deben su nombre a su
principal agonista exdgeno, el acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propionico (AMPA). Estos receptores median la mayor parte de la
neurotransmision excitatoria rapida en el SNC de mamiferos. Se caracterizan, por
lo tanto, por tener una rapida activacion de 1 — 4 ms y desensibilizacion de 2 - 14
ms (Ashby y cols., 2008; Dingledine y cols., 1999).

Estos receptores son permeables principalmente a Na* y K* (7 - 30 pS),
aunque algunos subtipos (los que no contienen GluR2) son permeables también a
Ca?*. Se forman por la combinacién de cuatro diferentes tipos de subunidades
(GluR1, GIuR2, GIuR3 y GIuR4), con tamafios comprendidos entre 96 y 101 kDa
(Dingledine y cols., 1999).

En los mamiferos todas las subunidades de los receptores AMPA comparten
una identidad de secuencia del ~70%, y del 20 al 40% con las otras subunidades
de iGluRs. Los genes que codifican las subunidades GluR1-4 reciben el nombre
de GRIA1-4. El tamafio general de los genes es >200 kilobases, y las subunidades
contienen entre 850 - 900 aminoacidos (Kohler y cols., 1994).

Las subunidades de los receptores AMPA poseen cuatro segmentos
hidrofébicos (I a IV), de los cuales I, Ill y IV atraviesan la membrana celular,
mientras que el segmento Il no la atraviesa por completo y forma el poro del canal
(Figura 9) (Ashby y cols., 2008).

El extremo amino (NTD) de las subunidades de ~ 400 - 450 aminoacidos
presenta varios sitios de glicosilacion que son determinantes para el ensamblado
de las diferentes subunidades en la formacion de receptores funcionales
(Leuschner y Hoch, 1999).

El sitio de union del ligando esta formado por dos segmentos separados
llamados S1 (NTD-I) y S2 (lI-lll), que se interrumpen por la formacion del poro del
canal y que son estructuralmente similares a la proteina bacteriana GIuRO
(proteina de union a Lisina-Arginina-Ornitina, LAOBP) que es permeable a K*, por
la activacion del glutamato (Mayer, 2006).

24



Figura 9. Receptor AMPA
(http://www.chrisparsons.de/Chris/glutamate.htm).

a) Diversidad de receptores AMPA

La diversidad estructural y funcional de los receptores AMPA se debe al
corte y acoplamiento alternativo del ARN mensajero para cada subunidad (Figura
10). Todas las subunidades de los receptores AMPA pueden presentar de igual
manera las isoformas “flip” o “flop”, que es una variacion de 9 a 11 aa de una
porcion de 38 aa dentro del segmento IV en su parte extracelular (Hume y cols.,
1991).

Generalmente las variantes flip se encuentra presentes durante el desarrollo
del individuo, mientras que las isoformas flop predominan en etapas adultas. La
diferencia funcional entre estas variantes es la rapida desensibilizacion de las
isoformas flop, relacionada con el cambio de los aminoacidos que participan en el
sitio de unién del ligando (Sommer y Seeburg, 1992).
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Dentro de la diversidad de las subunidades GIuR2 y GluR4, se presentan dos
variantes de acuerdo al largo del extremo carbonilo terminal. En el cerebro del
adulto mas del 90% de la subunidad GIuR2 esta en forma corta (GluR2c), mientras
que la subunidad GluR4 larga esta practicamente distribuida en todo el cerebro.
Las subunidades GIuR1 y GIuR3 no presentan estas variantes (Sommer y
Seeburg; 1992).

Una de las variaciones mas importantes de las modificaciones post-
traduccionales es la que presenta la subunidad GIuR2. Esta subunidad determina
la permeabilidad del receptor al ion Ca®* cuando forma parte del receptor (Figura
11). En el cerebro adulto la mayoria de las subunidad GIuR2 presenta un cambio
de glutamina por una arginina (Q/R). En la posicion 607 del segmento Il de la
subunidad GIuR2 esta codificada gendmicamente una Glutamina (Q), pero en la
proteina se encuentra un residuo de Arginina (R); este cambio se efectua
mediante la edicion hidrolitica de una sola base de adenosina por una inosina en
el pre-ARN mensajero; el cambio es efectuado por la enzima adenisina
desaminasa (ADARZ2). Las subunidades GIuR2 que presentan el residuo de
Arginina son practicamente impermeables a los iones Ca*", ya que introducen al
poro del canal una carga neta positiva (Sommer y Seeburg; 1992).

Las subunidades GIuR2, GIuR3 y GIuR4 presentan otro cambio de un
aminoacido de arginina por una glicina (R/G), que se encuentra localizado antes
de la regién que determina las isoformas flip/flop. Este cambio también esta
determinado por la accion de la adenosina desaminasa (ADAR2) y esta
relacionado con la rapida recuperacién de la desensibilizaciéon del receptor
(Grosskreutz y cols., 2003).
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Figura 10. Diversidad en las subunidades de AMPAR (Dingledine y cols., 1999).

Figura 11. Permeabilidad del Ca** en la subunidad GIuR2 (Hassel y Dingledine,
2006).

La mayoria de los receptores AMPA distribuidos en el SNC de adultos existen
como heterémeros (tetrameros formados por diferentes subunidades), aunque en
diversos estudios in vitro se ha realizado de forma heterdloga la expresién de
homdmeros (tetrameros formados por la misma subunidad) de las diferentes
subunidades.
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En general, la expresiéon de las subunidades GIuR1 y GIuR2 en forma del
heteromero GIuR1/2 es mayor en el hipocampo y corteza cerebral, mientras que,
en el cerebelo, retina y talamo es mayor la expresién del heterémero GluR2/4
(Ashby y cols., 2008; Wenthold y cols., 1996).

b) Modulacion alostérica positiva de los receptores AMPA

Los moduladores alostéricos positivos, también conocidos como ampakinas,
atenuan la desensibilizacion y/o desactivacion del receptor. Se han descrito varios
compuestos (Fleming y England, 2010):

e La concanavalia A es una lectina obtenida del germen de trigo (WGA). Se
requiere un tiempo de incubacion para el bloqueo de la desensibilizacion
del receptor y su efecto es esencialmente irreversible (Yamada y Tang,
1993).

e El aniracetam es una benzodiacepina de bajo peso molecular que inhibe
débilmente y de forma reversible la desensibilizacion de los receptores
AMPA y KA (Yamada y Tang, 1993).

e La ciclotiazida (CTZ) es una benzotiazida que se une de manera reversible
y dependiente de la concentracion para reducir la rapida desensibilizacion
de los receptores (Yamada y Tang, 1993).

e Elzinc (Zn?"). Las corrientes inducidas por KA en homémeros de GIuR3 en
ovocitos son incrementadas cuando el ion Ca®* es sustituido por Zn 2 pero
no asi en los homémeros de GIuR1. La sustitucion del Ca** por Mg®* en las
soluciones electrofisioldgicas y adicionadas con 500 uM Zn**, presentaron
incrementos en la amplitud de las corrientes en ambos homdmeros
(Dreixler y Leonard, 1997).
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Estas moléculas suelen mostrar un nivel bajo a moderado de selectividad entre
las diferentes subunidades de los receptores AMPA, asi como en las isoformas
flip/flop de las distintas subunidades de los receptores (Fleming y England, 2010).

c) Bloqueadores del poro de receptores AMPA

Las poliaminas son compuestos de bajo peso molecular que originalmente
fueron identificados en los venenos de avispas y arafas. Las poliaminas se
unen al poro del canal una vez que este se encuentra abierto por su ligando,
inhibiéndolo. Actuan tanto en receptores ionotropicos de glutamato y como en
receptores nicotinicos en el sistema nervioso central (Fleming y England,
2010).

d) Proteinas reguladoras de receptores AMPA

Estudios recientes han demostrado que la mayoria de los receptores AMPA en
mamiferos estan asociados a diferentes proteinas auxiliadoras llamadas proteinas
reguladoras de receptores AMPA (TARPs, Transmembrane AMPAR Regulatory
proteins) y se han descrito 6 isoformas en el cerebro (y2, y3, v4, v5, y7 y v8); de
igual manera las proteinas Cornichon (CNIHs) con dos isoformas (CNIH-2 y CNIH-
3) estan implicadas en la regulacion del transporte de los receptores AMPA, asi
como en su desensibilizacion y desactivacion (Nicoll y cols., 2006).

3.4 Plasticidad sinaptica y excitotoxicidad

Desde el punto de vista fisiologico, los procesos de aprendizaje y memoria
son el resultado de las conexiones neuronales que se desarrollan en respuesta a
las experiencias de cada individuo (plasticidad sinaptica) y que mejoran la
eficiencia de la transmisién del impulso nervioso. La consolidacion de estos
procesos se realiza en el hipocampo, a través de la transmisidn excitatoria
producida por los receptores de glutamato, que inducen y mantienen las nuevas
vias de transmision sinaptica (Ashby y cols., 2008).

Los receptores de glutamato tipo AMPA participan en la induccion y
mantenimiento de los cambios a medio y largo plazo de la plasticidad sinaptica, a
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través de los mecanismos de potenciacion a largo plazo (LTP, Long-Term
Potentiation) y de depresion a largo plazo (LTD, Long-Term Depression), que se
han descritos ampliamente en la region CA1 del hipocampo y cerebelo
(Collingridge y cols., 2010).

La potenciaciéon a largo plazo (LTP) se define como un aumento en la
respuesta sinaptica a un estimulo sobre la linea base que se observa
generalmente después de una rafaga de estimulos de alta frecuencia. Los
receptores de AMPA son el principal impulsor de la transmisién excitatoria, lo que
equivale a un aumento en la respuesta funcional de los receptores AMPA en la
sinapsis, a través de mecanismos pre-sinapticos que aumentan la liberacion de
glutamato (Derkach y cols., 2007).

El proceso de LTP se inicia con la liberacion del Glu por la neurona pre-
sinaptica. El Glu se une a los receptores AMPA y NMDA que se encuentran en la
misma sinapsis, |0 que causa una ligera despolarizacién de la neurona post-
sinaptica causada por el flujo de iones Na* y K™ a través de los receptores AMPA.
Cuando el Glu se une a los receptores NMDA, éstos presentan una baja
conductancia al ion Na*, debido al bloqueo del canal por iones Mg?*; cuando la
despolarizacion de la neurona post-sinaptica es lo suficientemente fuerte ocasiona
la expulsion del ion Mg?* de los receptores NMDA, permitiendo mayor flujo de
iones Na* y Ca?*. El calcio actlia como segundo mensajero activando diferentes
vias de sefalizacion; por ejemplo, estimula a la enzima Calcio calmodulina Kinasa
(CaMKIl), responsable de la fosforilacidon de los receptores AMPA (GluR1, serina-
831) y del aumento de la conductancia del ion Na* a través de estos; ademas
estimula la movilizacion de nuevos receptores AMPA hacia la membrana celular.
Entre los efectos post-sinapticos, el Ca?* puede facilitar la liberaciéon del
neurotransmisor Glu de la terminal pre-sinaptica, a través de retroalimentacion
negativa utilizando moléculas como el 6xido nitrico (Derkach y cols., 2007).

En contraparte, el mecanismo de LTD se define como la eliminacién de
receptores AMPA en la membrana post-sinaptica en la transmisién glutamatérgica.
El proceso es inducido por la débil activacion de los receptores NMDA, que
producen un aumento en la concentracién de Ca®* intracelular y que activan las
enzimas fosfoproteina fosfatasa (PP1) y Calcineurina; esto conduce a la
desfosforilacion de subunidad GIuR1 en la posicién serina-485, sin afectar la
fosforilacion que se lleva a cabo durante el LTP (serina-831). Durante el LTD la
subunidad GIluR2 se fosforila en la posicion serina-880 por la enzima PKC
(proteina cinasa C), y estos cambios en la fosforilacion de las subunidad conducen
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a la endocitosis de los receptores, debilitando asi la transmisién sinaptica
(Collingridge y cols., 2010).

Aunque el Glu desempeia diversas funciones en el SNC y participa el
70% de las sinapsis excitatorias, la activacion excesiva de sus receptores produce
excitotoxicidad, término utilizado para describir la neurotoxicidad causada por
una activacion masiva de receptores de glutamato, causando muerte neuronal
(Ashby y cols., 2008).

La excitotoxicidad esta asociada, tanto a los procesos agudos de isquemia
cerebral como a enfermedades neurodegenerativas, que se caracterizan por una
disminucién en el numero de células en determinadas poblaciones neuronales.
Los mecanismos de la neurodegeneracion producidos por Glu son diversos,
aunque todos los receptores ionotropicos de glutamato estan involucrados
(Shohami y Biegon, 2013).

En la enfermedad de Parkinson, la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra provoca una sobreactivacion de
proyecciones glutamatérgicas corticales del cuerpo estriado, region cerebral
implicada en el control del movimiento. Por otro lado, la enfermedad de Huntington
es causada por la mutacion en una proteina llamada huntingtina que promueve la
degeneracion de neuronas del nucleo estriado. En ambos casos, la
excitotoxicidad se debe a una sobreactivacion de receptores NMDA (Shohami y
Biegon, 2013).

En la enfermedad de Alzheimer, la sobre excitabilidad de los receptores
NMDA, que conlleva a un aumento en la concentracion de iones de Ca?
intracelular, provoca muerte celular y déficits en los procesos de aprendizaje y
memoria (Shohami y Biegon, 2013). Mientras que la percepcién del dolor
neuropatico esta mediada por la sobre excitacién de los receptores NMDA vy
AMPA, presentes en vias neuronales de la médula espinal, que se encuentran
entre un 40-70% en las neuronas del asta dorsal; esta situacion produce un estado
de hiperexcitabilidad neuronal que facilita el mantenimiento de la transmision
nociceptiva (Youn y cols., 2013).
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Uno de los ejemplos mas claros de excitotoxicidad es el se presenta en la
isquemia cerebral, en la que la reduccion del flujo sanguineo conlleva a un déficit
energético y a una disminuciéon en la remocion del glutamato del espacio
sinaptico. La sobreexcitacion de los receptores AMPA altera las concentraciones
de iones Na*, K* y Ca?*, provocando edema celular y lisis. La despolarizacion
masiva producida por los receptores AMPA induce el proceso de LTP, que
conlleva al aumento de Ca?®" intracelular por los receptores NMDA (Shohami y
Biegon, 2013). El aumento patolégico de Ca?* intracelular en células neuronales
también se asocia a la reduccidn del cambio post-transcripcional Q/R, que se
presenta en la subunidad GIuR2, afectando la permeabilidad del Ca** a través de
los receptores AMPA (Barbon y Barlati, 2011). Los receptores con subunidades
GluR2(Q) son altamente permeables al ion Ca®*; mientras que los receptores con
subunidades GIuR2(R) no lo son. La elevacién de Ca®* intracelular activa una
serie de enzimas-protein cinasas: proteasas, endonucleasas, protein fosfatasas y
sintasa del 6xido nitrico (NOS), asi como la formacion de radicales libres de
oxigeno (RLO), ocasionando la muerte celular (Shohami y Biegon, 2013).

La modulacion de receptores NMDA y AMPA puede ser de utilidad en el
desarrollo de nuevas terapias que ofrezcan un beneficio terapéutico a pacientes
con enfermedades neurodegenerativas causadas por excitotoxicidad. Sin
embargo, se han de realizar los estudios correspondientes para determinar sus
efectos secundarios.
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[1l. JUSTIFICACION ACADEMICA

El uso de conotoxinas como herramientas farmacoldgicas ha ayudado al
estudio de las caracteristicas funcionales y estructurales de diferentes subtipos de
receptores neuronales y/o canales i6nicos, ya que se unen a éstos con una alta
afinidad.

Algunos estudios han demostrado que las conotoxinas, obtenidas de
diversas especies de caracoles del género Conus, actuian como antagonistas de
los receptores NMDA; sin embargo, no hay evidencia de que las conotoxinas
presentes en venenos de especies de caracoles Conus que habitan en aguas
mexicanas tengan como blanco molecular a los receptores AMPA; dado que los
receptores a glutamato tipo AMPA estan asociados a los procesos de aprendizaje
y memoria nos enfocaremos en determinar si hay componentes en el veneno de
Conus spurius que actuen en la modulacion de estos receptores.

IV. HIPOTESIS

Si las conotoxinas obtenidas de diversas especies del caracol marino
Conus modulan la respuesta de los receptores glutamatérgicos NMDA, los
compuestos presentes en el extracto crudo del veneno del caracol marino Conus
spurius también modularan la actividad del receptor glutamatérgico AMPA.

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar si en el veneno del caracol marino Conus spurius existen
toxinas que modulan la actividad de los receptores glutamatérgicos tipo AMPA
expresados en ovocitos de Xenopus leavis.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Fraccionar por cromatografia liquida de alta resolucion en diversas
fracciones del veneno de C. spurius.

e Expresar homomeros de receptores AMPA utilizando los plasmidos GIluR1
(GluR-K1, p59/2), GIuR2 (pRB14) y GluR4 (pK46) en ovocitos de X. laevis.

o Expresar receptores AMPA a partir de ARN-total de hipocampo rata.

e Evaluar la expresion de los receptores AMPA por medio de estudios
electrofisiologicos utilizando un antagonista especifico.

e Evaluar el efecto de las diversas fracciones del veneno de C. spurius sobre
los receptores AMPA.
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VII. METODOLOGIA
1. EXTRACCION DEL VENENO

Se extrajo el veneno de 5 ejemplares de C. spurius que fueron
proporcionados por el Dr. Manuel Aguilar del Instituto de Neurobiologia de la
UNAM. Se descongelaron los ejemplares y se les rompio la concha para exponer
el cuerpo de los moluscos. Se realiz6 la diseccion de los conductos venenosos
que se extrajeron con ayuda de unas pinzas Yy tijeras.

Los conductos aislados se maceraron con un homogeneizador de vidrio y
un émbolo de teflon en una solucion de extraccion (40%(v/v) de acetonitrilo (ACN)
y 2% (v/v) de acido trifluroacético (ATF)) en una proporcion 5:3. El homogenizado
se centrifugd a 17,000 g por 15 minutos a 4°C, el boton se desecho y se conservd
el sobrenadante que es la fracciodn rica en conotoxinas. Se liofilizo el sobrenadante
y se almacené a -60°C hasta su uso (Lopez- Vera, 2005).

2. FRACCIONAMIENTO DEL VENENO
e Solucién A: 0.1% (v/v) de ATF en agua

e Solucion B: 0.085% (v/v) de ATF en 90% de ACN

El extracto liofilizado se resuspendi6é en una soluciéon de ACN al 5% y ATF al
0.005%. El fraccionamiento de los péptidos del veneno de C. spurius se realizd
mediante una cromatografia de alta resolucién en fase reversa utilizando una
columna Vydac® 218TP Cys (218TP54, 5um, 4.6X10mm, 300 A), que por sus
caracteristicas fisicoquimicas se recomienda en la separacion de péptidos de bajo
peso molecular (4000-5000 MW), naturales o sintéticos, asi como los que
presentan varios anillos en su estructura quimica.
(http://www.discoverysciences.com/uploadedFiles/Home/HPLCCols_VydacCols p
70to71_84t094.pdf).

La columna se acoplé a una pre-columna Vydac Cis (218GK54, 5 um,
4.6X10mm, 300 A). La elucion de la columna se realizd con un gradiente lineal de
solucion B en 95 minutos, con un incremento del 1%/min de B, y con un flujo de
1mL/min. La deteccion de los componentes del extracto crudo se hizo con un
espectrometro de flujo ajustado a 220 nm, longitud de onda a la cual los enlaces
péptidos absorben la luz ultravioleta. Todas las fracciones recolectadas se
liofilizaron y se conservaron a -20°C hasta su uso (Aguilar y cols., 2008).
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3. PROPAGACION DE SUBUNIDADES DE RECEPTORES AMPA

Se utilizaron las subunidades: GluR1 (GIuR-K1, p59/2), GluR2 (pRB14) y
GluR4 (pK46) en isoformas flip, insertados en el vector pBluescript SK(-) o pBS
SK(-), contenidos en células transformadas de la cepa Blue X1. Estos plasmidos
fueron donados por al Dr. Arturo Ortega del Departamento de Genética y Biologia
Molecular, CINVESTAV.

Para la propagacion de los plasmidos se usaron 100 uL de células
transformadas en 5 mL de medio LB con ampicilina 80 mg/L. Se dejaron incubar
por 24 h a 37°C. Se utilizo el kit comercial Promega SV Minipreps DNA Purification
System para la extraccion de los plasmidos y para la posterior transcripcidon in
vitro el kit de Ambion MMESSAGE mMACHINE T7, obteniéndose el cARN de
cada subunidad. Para la cuantificacion del material génico se utilizé un Nano Drop
2000 UV-Vis Spectrophotometer de Thermo Scientific.

4. EXTRACCION DE ARN-TOTAL

Se sacrificaron dos ratas machos Wistar y se realizé la diseccion del
hipocampo. Se siguidé el protocolo de Chomczynski y Sacchi (1987), para la
extraccion de ARN-total utilizando el reactivo comercial de Trizol Reagent de
Ambion, hecho a base de una solucibn mono-fasica de fenol e isocianato de
guanidina que durante la homogenizacion o lisis de la muestra mantiene la
integridad del ARN, al mismo tiempo que altera la estabilidad de las células y
disuelve los componentes celulares. EI ARN-total obtenido se utilizé para realizar
la expresidon de los receptores AMPA en ovocitos de X. laevis. La cuantificacion
del ARN extraido se realiz6 mediante un Nano Drop 2000 UV-Vis
Spectrophotometer de Thermo Scientific.

5. EXPRESION HETEROLOGA DE RECEPTORES AMPA

La expresién de los receptores AMPA se realizdé inyectando ~10 ng de
cARN de las diferentes subunidades de receptores AMPA o 100 nL de ARN-total,
en ovocitos X. laevis con ayuda de un nanoinyector. La expresion de los
receptores se evaluo de 4 a 8 dias post-inyeccion (Walker y cols., 2009).
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6. EVALUACION ELECTROFISIOLOGICA

Para confirmar la presencia de receptores AMPA en los ovocitos de X.
leavis se realizaron ensayos electrofisioldgicos con la técnica de fijacion de voltaje
con dos electrodos a -70 mV, con una solucion electrofisiolégica, cuyo contenido
en concentracion (mM) es: 96.0 NaCl, 2.0 KCI, 1.8 CaCl,, 1.0 MgCl,, 5.0 HEPES,
pH a 7.1-7.7 ajustado con 10 N NaOH (Walker y cols., 2009).

Las corrientes se generaron con pulsos de 5s de 1 mM Glu y 150 uM acido
kainico. A manera de control se utilizé 6,7-dinitroquinoxalina-2,3-diona (DNQX),
antagonista especifico de los receptores AMPA, a una concentracién de 30 uM
(Walker y cols., 2009; Limon y cols., 2007). Para minimizar la desensibilizacion de
los receptores, se colocaron los ovocitos en un bafo previo de Concanavalina A
(0.3 mg/mL) por 2 minutos (Strutz-Seebohm y cols., 2003).

36



VIIl. RESULTADOS

1. FRACCIONAMIENTO DEL VENENO

Se fraccioné el veneno de C. spurius, obteniéndose 6 fracciones que se
recolectaron manualmente en tubos de polipropileno de 1.5 mL, las cuales se
llevaron a sequedad. Se realizd por duplicado el fraccionamiento del veneno,
utilizdndose volumenes de 650 uL y 750 uL de veneno (Figuras 12 y 13,
respectivamente) que se a completaron con solucion de extraccion a un volumen
final de 1000 uL, debido al tamafo del asa de inyeccidén del cromatografo. En los
perfiles cromatograficos se observa que los componentes mayoritarios en ambas
cromatografias eluyeron con tiempos de retencion (min/ eje de abscisas) y con
unidades de absorcion (AU/ eje de ordenadas a 220 nm) similares. Los
componentes de mayor absorbancia alrededor de 1.25 AU presentaron tiempos de
retencion similares de alrededor de 50 min, con condiciones de saturacion de la
columna cromatografica al 50% de solucion B (0.085% (v/v) de ATF en 90% de
ACN).
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Figura 12. Perfil cromatografico del extracto crudo del veneno de C. spurius(1). Los péptidos fueron separados con una
columna C18, con un gradiente de 5 a 95% B en 90 min, con un incremento de B de 1%/min y un flujo de 1 mL/min.
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Figura 13. Perfil cromatografico del extracto crudo del veneno de C. spurius(2). Los péptidos fueron separados con una
columna C18, con un gradiente de 5 a 95% B en 90 min, con un incremento de B de 1%/min y un flujo de 1mL/min.
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2. PROPAGACION DE SUBUNIDADES DE RECEPTORES AMPA

Los rendimientos obtenidos de la purificacion de los plasmidos de las
diferentes subunidades de los receptores AMPA fueron superiores a los 300 ng/uL
cADN (Cuadro 3). Por otro lado, por transcripcion in vitro, los rendimientos del
cARN obtenidos para la subunidades GIuR1 y 4 fueron de 400 y 700 ng/uL,
respectivamente, mientras para la subunidad GluR2 se cuantificaron 50 ng/uL.

Cuadro 3. Rendimiento de las GluRs.

Subunidad GluRs CADN ng/uL | cARN ng/uL
GIuR1 390 400
GIuR2 300 50
GluR4 340 700

Se realiz6 una electroforesis con un gel de agarosa al 0.8 % para observar
la presencia de material genético de las diferentes subunidades de los receptores
AMPA. En la Figura 14 se observa de izquierda a derecha, las bandas
correspondientes al cADN de las subunidades; GIuR1, GluR2 y GIuR4
respectivamente; seguidas de las bandas correspondientes al cARN de las
subunidades. Sin embargo no se logré observar la banda correspondiente al
cARN de la subunidad GluR2. Por lo tanto, solo el cARN obtenido de las
subunidades GIuR1 y GluR4 fue inyectado en ovocitos de X. laevis para realizar
los ensayos electrofisioldgicos posteriores.
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Figura 14. Electroforesis diferentes subunidades de receptores AMPA.

De forma independiente se realizd la linearizacion del plasmido de la
subunidad GIuR4 con la enzima de restriccion Xho |, obteniéndose 6.0 ng/uL de
plasmido linearizado, con el cual se realiz6é la transcripcion in vitro, sin que se
obtuviera cARN cuantificable.

En el Cuadro 4 se muestran los rendimientos obtenidos para la subunidad
GluR4: el cADN (1), ADN linearizado por la enzima de restriccion Xho | (2), el
cARN obtenido por la transcripcion del ADN linearizado (3), y por ultimo el cARN
obtenido sin la previa linearizacién del plasmido.
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Cuadro 4. Rendimiento de la subunidad GIluR4.
Subunidad GluR4
cADN (1) 340 ng/uL
ADN linearizado (2) | 6.0 ng/uL
cARN linearizado (3) | No detectado
cARN sin linearizar (4) | 700 ng/uL

En la Figura 15 se muestra el gel de agarosa al 0.8% correspondiente a la
electroforesis de estas muestras (Cuadro 3). Se pueden observar claramente las
bandas correspondientes al cADN (1) y al cARN sin linearizar (4), mientras que en
el carril 2 se observa una banda tenue correspondiente a la muestra ADN
linearizado (2); sin embargo no se observa la banda correspondiente al cARN
linearizado (3), lo que al parecer indica que el cADN linerizado fue insuficiente
para realizar la transcripcion in vitro correspondiente.

Figura 15. Electroforesis de la subunidad GluR4
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3. EXTRACCION DE ARN-TOTAL

Con relacion a la extraccidon de ARN-total de las diferentes regiones de
cerebro de rata, en el cuadro 5 se muestra el rendimiento obtenido en cada region.
El rendimiento mas bajo obtenido fue de la retina (260 ng/uL); mientras que para
el hipocampo fue 7 veces mas (1830 ng/uL); los rendimientos a partir de corteza 1
y 2, fueron 27 y 14 veces mas altos que en la retina, respectivamente (Cuadro 5).

Cuadro 5. Rendimiento de ARN-total de diferentes regiones del cerebro de rata.

ARN-total ng/uL
Retina 260

Hipocampo 1830
Corteza 1 5600
Corteza 2 3800

En la Figura 16 se muestra el gel al 0.8% de agarosa correspondiente a la
electroforesis de las extracciones de ARN-total. Se observan bandas definidas
para cada una de las muestras y de gran intensidad debidas a su alta
concentracion. Cada muestra exhibe el patron caracteristico de tres bandas que
corresponden a los diferentes tipos de ARN presentes en las células eucariotas.
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Figura 16. Electroforesis de ARN-total de hipocampo de rata.

4. EVALUACION ELECTROFISIOLOGICA

Los registros electrofisiolégicos para las diferentes subunidades de
receptores AMPA y ARN-total de hipocampo de rata se muestran en la Figura 17,
asi como los registros electrofisiolégicos de ovocitos control, los cuales fueron
inyectados con agua libre de ARNasas (enzimas ribonucleasas), para cada lote de
ovocitos empleados.
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En la Figura 17a se muestras las corrientes generadas por la aplicacion de
1 mM Glu/5s en ovocitos inyectados con cARN de GIuR1, con amplitudes de
alrededor de 50 nA; en ovocitos control para este lote se pueden observar
corrientes enddgenas de amplitudes similares, por lo cual se descarta que las
corrientes obtenidas sean producto de receptores AMPA del cARN inyectado.

En la Figura 17b se muestran los registros electrofisiolégicos de ovocitos
inyectados con cARN de GluR4; se observa que tras la aplicacion de 1 mM Glu/5s
no hay generacion de corrientes, mientras que para ovocitos control tampoco se
observaron corrientes enddgenas tras la aplicacion del Glu.

De los ovocitos inyectados con ARN-total de hipocampo se obtuvieron los
registros que se muestran en la Figura 17c; se observa que no hay generacion de
corrientes tras la aplicacion de 1 mM Glu/5s; al ser preincubados los ovocitos
durante 5 min con DNQX (antagonista selectivo) no se observan modificaciones
en los registros; en ovocitos control tampoco se observa la presencia de corrientes
enddégenas con la aplicacion del 1 mM Glu/5s. Los receptores AMPA se
encuentran distribuidos en todo el SNC, pero su expresion en las células del
hipocampo es mayor; por lo tanto, se iniciaron los registros electrofisiolégicos en
ovocitos inyectados con ARN-total de esta region.

Los resultados obtenidos indican que no se logré la expresiéon de los
receptores de glutamato tipo AMPA a partir del cARN de las diferentes
subunidades ni del ARN-total de hipocampo de rata. Por lo tanto, no fue posible
realizar la evaluacion de las fracciones obtenidas por cromatografia de alta
resolucién en fase reversa del extracto crudo del veneno C. spurius.
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Figura 17. Evaluacién electrofisiolégica de los receptores AMPA y ARN-total en
ovocitos de X. laevis.
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IX. DISCUSION

1. FRACCIONAMIENTO DEL VENENO

Los perfiles cromatograficos de las Figuras 12 y 13 muestran tiempos de
retencién similares en los componentes mayoritarios del veneno de C. spurius
obtenidos por Aguilar y colaboradores en 2008 (Figura 18), utilizando las mismas
condiciones de elucion, columna, precolumna y de espectroscopia UV.

Del veneno de C. spurius se han purificado los conopéptidos Conorfamida-
Sr1 (GPMGWVPVFYRF-NH3) y Conorfamida-Sr2 (GPMyDPLylIRI-NHz) (Maillo y
cols. 2002; Aguilar y cols., 2008, respectivamente), nombre que reciben por
presentar alrededor de un 75% de identidad de secuencia con la FMRFamida de
moluscos. Las Conofarmidas son péptidos de 12 aa que no presentan en su
estructura residuos de cisteinas; sin embargo, la Conorfamida-Sr2 contiene dos
residuos de Gla. Los perfiles cromatograficos obtenidos sugieren la presencia de
Conorfamidas en el veneno de C. spurius utilizado durante el proceso
experimental.

20 =
-~
1.6 = P
-~
-
~
-
L
ol
o
<C
0.0 T T T T T T T 1
8] 20 40 60 80
Time (min)

Figural8. Fraccionamiento del extracto crudo del veneno de C.spurius (Aguilar y
cols., 2008).
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2. PROPAGACION DE SUBUNIDADES DE RECEPTORES AMPA

La expresion heterdloga de proteinas exdgenas en la membrana de
ovocitos de X. laevis ha demostrado ser una herramienta versatil en el estudio de
la estructura y funcion de receptores neuronales; que se realiza inyectando cADN
o mARN que codifique para el receptor de interés (Terhag y cols., 2010).

Otra técnica para expresar receptores neuronales en ovocitos de X. laevis,
consiste en trasplantar membranas aisladas (sinaptosomas) de células neuronales
que presenten dichos receptores. Presumiblemente estos receptores mantienen
su estequiometria original, caracteristicas estructurales y el conjunto de lipidos y
proteinas asociados a su funcionamiento (Miledi y cols., 2002).

Como se ha mencionado con anterioridad, para la expresion heteroléga de los
receptores AMPA se utilizaron los plasmidos de las subunidades: GluR1 (GluR-K1,
p59/2), GIuR2 (pRB14) y GluR4 (pK46) insertados en el vector pBluescript SK(-).
Durante el desarrollo experimental, los plasmidos fueron extraidos y purificados
con el uso de kits comerciales; para la obtencion de cARN se utilizdé el promotor
T7, sin la previa linearizacion del cADN correspondiente (Cuadro 3, Figura 14). Se
inyectaron, en ovocitos de X. laevis, 10 ng de cARN de las subunidades GIluR1 y
GluR4. Los resultados de los ensayos electrofisiolégicos (Figura 17a y b) sugieren
que no se logro la expresion de los receptores AMPA a partir del material genético
inyectado.

Sin embargo, desde que en 1989 Hollmann y colaboradores clonaron y
expresaron heterdlogamente en ovocitos de X. laevis los receptores AMPA, al
construir el plasmido pGluR1-K1 (subunidad GIluR1), se han realizado de forma
independiente estudios electrofisioldgicos de fijacién de voltaje de la expresion de
receptores AMPA en ovocitos; en estos trabajos se reportaron corrientes de ~100
a 400 nA de amplitud, en homdémeros de las diferentes subunidades, tras la
aplicaciéon de 1 mM Glu y/o 100 - 300 uM KA. En el plasmido pGIluR1-K1 se
insertaron los promotores de transcripcion universales T7 y T3, asi como los sitios
de union para la enzima de restriccion de Xho |. Realizaron la transcripcion in vitro
a partir de 1 ug de ADN linearizado con Xho |, y para la transcripcion utilizaron el
kit comercial Stratagene con el promotor T3.
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En la Figura 19 se presenta el mapa de restriccion del vector pBluescript SK(-)
o pBS SK(-), que corresponde al plasmido construido originalmente por Hollmann
y colaboradores; la figura es la recopilacion: del numero, el orden y distancia entre
los sitios de corte para las enzimas de restriccion en un segmento clonado de
ADN; asi como los sitios de unién para promotores de transcripcion, informacion
necesaria para subclonar fragmentos del gen de interés; el mapa muestra la
estructura general del plasmido:

e Origen de replicacion pUC ori, necesario para replicarse dentro de células
competentes de la cepa XL 1 Blue.

e Gen de resistencia al antibiético ampicilina.

e Sitio multiple de clonacion (MCS), secuencia de varios sitios de corte para
enzimas de restriccion.

e Operon lacZ, que es un grupo de genes que ejercen la autorregulacion de la
enzima B-galactosidasa, y que en combinacién con los compuesto IPTG
(Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranésido), distinguen las células en que se ha insertado el gen de
interes.

e Promotores universales de trascripcion T7 y T3.

Al no lograr experimentalmente la expresiéon de los receptores AMPA GluR1 en
los ovocitos de X. laevis, se realizd la linearizacion el cADN de GluR4 con la
enzima de restriccion Xho |, obteniéndose 6.0 ng/uL. La transcripcion in vitro se
realizd con el kit para el promotor T7 y no con kit para el promotor T3 como lo
indica el mapa de restriccion (Figura 19), por lo que no se obtuvo cARN de GluR4
(Cuadro 4). En la Figura 15 se aprecia que en el carril 3, no se observa la banda
correspondiente al cARN de GIuR4, de tal manera no se realizaron ensayos
electrofisiologicos de este material genético.

Sin embargo antes de realizar la propagacion y traduccién de las diferentes
subunidades de los preceptores AMPA, se debio realizar la secuenciacion de cada
una de estas; con finalidad de determinar el orden de los nucleétidos (A, C, Gy T)
del ADN vy verificar que la secuencia obtenida codifique para las diferentes
subunidades de los receptores AMPA (Hayes, 2010).).
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Figura 19. Mapa de restriccion del plasmido pBS SK(-)
(http://www.genomics.agilent.com/files/Vectors/Maps/pdf/pBluescript_SK_minus.pdf).
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3. EVALUACION ELECTROFISIOLOGICA

En los registros electrofisiologicos obtenidos experimentalmente (Figura 17a y
b) se puede apreciar que, tanto en ovocitos inyectados con cARN de GluRs y
ovocitos control, las amplitudes de corriente generadas por 1 mM Glu/5s
presentan valores similares, por lo que se descarta que estas amplitudes de
corrientes sean generadas por la apertura de canales sintetizados a partir del
material genético inyectado.

A continuacién, en las Figuras 20 y 21, se describen los registros
electrofisiologicos de la expresidn heterdloga de las subunidades GIuR2 y GIuR1,
respectivamente, en ovocitos de X. laevis, obtenidos por dos grupos de
investigaciéon independientes.

En la Figura 20, se muestra el registro electrofisiolégico de homoémeros de
GIuR2(Q)flip obtenido por Koike y colaboradores en 2000, donde se puede
observar que la amplitud de corriente es de ~500 pA; ademas se apreciar la
rapida cinética de apertura y desensibilizacion del receptor, tras la aplicacion
constante de 1 mM Glu.

Figura 20. Caracteristicas electrofisioldgicas de GluR2(Q)flip (Modificado de
Koike y cols., 2000).
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De forma independiente, Schmidt y colaboradores en 2009 realizaron la
evaluacion electrofisiolégica del homoémero de la subunidad GluR1(Q)flip (Figura
21) expresado en ovocitos de X. laevis. Se puede observar en la Figura 21a que
tras la aplicacion de 300 uM KA por 20 s se generan corrientes de ~ 200 nA,
mismas que son practicamente inhibidas por la coaplicacion de 300 uM KA y 10
uM CNQX (antagonista selectivo de los receptores AMPA del grupo de las
quinoxalina-2,3-dionas). En la Figura 21b se observa nuevamente una corriente de
~ 200 nA con la aplicacion de de 300 uM KA por 20 s, que es inhibida
parcialmente por la coaplicacion de 300 uM KA y 5 uM NASP (naftil-acetil
espermina), poliamina que actua bloqueando el poro del canal. En la Figura 21c
se observa la generacion de corrientes de ~ 400 nA que son inhibidas en su
totalidad por la aplicacion de 10 uM CNQX.

Figura 21. Caracteristicas electrofisiolégicas de GluR1(Q)flip (Modificado de
Schmidt y cols., 2009).
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Al observar los resultados obtenidos experimentalmente (Figura 17a y b), se
puede determinar que las amplitudes de corrientes que se muestran en los
registros electrofisiolégicos no concuerdan con los valores bibliograficos antes
citados (Figura 20 y 21), asi como con las caracteristicas electrofisioldgicas de la
cinética de apertura y desensibilizacion del receptor en homdémeros de GIuR2 y
GluR1 respectivamente.

Los registros de las corrientes de las Figura 17a y 17b, inducidas por 1 mM
Glu/5s se pueden explicar por la presencia endégena de los receptores AMPA;
esto es posible ya que en 2009 Schmidt y colaboradores demostraron que las 18
subunidades que forman la familia de iGIuRs de mamiferos (cuatro subunidades
AMPA, cinco subunidades KA, dos subunidades delta, y siete subunidades NMDA)
se encuentran de forma enddgena a nivel de mARN en los ovocitos de X. laevis.
La comparacion de las secuencias de las subunidades de mamiferos (iGIuRs) y
de X. laevis (XenGluRs) mostré una identidad mayor al 80% (Figura 22).

Asi mismo, Schmidt y colaboradores en 2009 reportaron las amplitudes de
corrientes enddégenas en ovocitos de X. laevis, tras la aplicacion de agonistas
glutamatérgicos, que variaban fuertemente no solo entre distintos lotes de
ovocitos, sino también en ovocitos del mismo lote, desde valores no detectables
hasta corrientes de ~30 nA.

Figura 22. Porcentaje de identidad entre las diferentes subunidades de
receptores iGluRs (Schmidt y cols., 2009).
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Al no lograrse la expresion de receptores AMPA a partir del cARN de las
diferentes subunidades, se realizé la extraccion de ARN-total de hipocampo,
material que se inyectd en ovocitos de X. laevis para inducir la expresién de
receptores AMPA. Sin embargo, como se muestra en Figura 17c, no se generaron
corrientes tras la aplicacion de los agonistas glutamatérgicos, debido a la escasa
proporcion de mARN que codifica receptores AMPA en el ARN-total.

El mARN total debié ser purificado a partir del ARN-total utilizando kits
comerciales de oligonucledétidos de Timina (oligo dT) en soportes de celulosa, ya
que solo entre 1 y 5% del conjunto ARN-total, representa mARN. La purificacion
del mARN es posible debido a que en células eucariotas esta molécula presenta
en su extremo 3’ una extension relativamente grande, de entre 200 a 300
nucleotidos de Adenina; esta secuencia conocida como poli(A*), se une al oligo dT
permitiendo que se separe el mMARN del resto del ARN-total, por cromatografia de
afinidad (Hayes, 2010).

X. CONCLUSIONES

Durante el desarrollo de este proyecto de investigacion se lograron obtener los
siguientes resultados:

v Fraccionar el veneno de 5 ejemplares de C. spurius, mediante una
cromatografia de alta resolucion en fase reversa.

v' Propagar vy purificar los plasmidos: GIuR1 (GIuR-K1, p59/2), GIuR2
(pPRB14) y GluR4 (pK46).

v' Extraer de ARN- total de diversas zonas del cerebro de rata.

Al no lograr la expresion de receptores AMPA en ovocitos de X. laevis ni la
evaluacion de los componentes del veneno de C. spurius, no fue posible la
comprobacién de la hipétesis experimental. Por lo tanto y a sugerencia del Comité
tutor, se realizé una investigacion bibliografica con el fin de proponer alternativas
para la continuidad del proyecto y dar una respuesta a nuestra pregunta de
investigacioén, las cuales se describen en el siguiente apartado de perspectivas.
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XI. PERSPECTIVAS

La diversidad quimica de los compuestos naturales con potencial uso
terapéutico sigue siendo el motor de la industria farmacéutica en el descubrimiento
de nuevos compuestos, que en su mayoria suelen ser metabolitos secundarios.
Sin embargo, compuestos peptidicos han demostrado ser una fuente sustentable
para el desarrollo de nuevas terapias, debido a las diversas complicaciones en la
sintesis quimica de metabolitos secundarios.

Estos péptidos se encuentran en los venenos de: anémonas, medusas,
ciempiés, arafias, escorpiones, caracoles del género Conus, cefalépodos,
equinodermos, serpientes, lagartos, peces, ornitorrincos, y posiblemente en
pulgas, mosquitos, sanguijuelas, garrapatas y en murciélagos vampiro. La gran
diversidad de los péptidos esta dada por la presion evolutiva en la mejora de la
caza y/o defensa de los animales y ha sido acompafiada con el desarrollo de
mecanismos especializados para la inyeccion intravenosa de estos; estos
mecanismos involucran el uso de colmillos, barbas, dientes modificados, arpones,
nematocistos, espinas o aerosoles (Fry y cols., 2009).

Como anteriormente se ha descrito, las toxinas purificadas del veneno de
los caracoles Conus sp. han demostrado ser una fuente para el desarrollo de
nuevas herramientas de investigacion y potenciales agentes terapéuticos. Solo
0.1% de péptidos de los caracoles Conus sp. se han caracterizado
farmacoloégicamente, y algunos de ellos presentan un potencial uso terapéutico
como se muestra en el Cuadro 6 (Lewis y cols., 2012).

Cuadro 6. Conotoxinas con potencial uso terapéutico (Modificado de Lewis y cols.,

2012).
Clase Blanco molecular Nombre Potencial uso terapéutico
(efecto de la toxina)
® Ca,2.2 (inhibidor) MVIIA Dolor crénico (Via intratecal; fase
V)
i Na, (inhibidor) SIHIA Dolor crénico (Via intravenosa)
ie; Na, 1.8 (inhibidor) MrVIB Dolor cronico (Via
intratecal/intravenosa)
K Ky (inhibidor) PVIIA Reperfusién cardiaca
Y NET (inhibidor) Xen2174 | Dolor crénico (Via intratecal; fase
1)}
o NAChR (inhibidor) Ve1.1 Dolor crénico (Via intravenosa)
p Ai-Adrenoreceptor (inhibidor) TIA Cardiovascular
Conantokina NMDAR (antagonista) Con-G Dolor crénico (Via intratecal)
Conopresina Receptor a Vasopresina (¢,?) Cono-G | Cardiovascular
Contulankina | Receptor Neurotensina (agonista) | Cont-G Dolor crénico (Via intratecal; fase
V)
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Para conocer el blanco molecular y la actividad biolégica de las conotoxinas es
indispensable realizar estudios electrofisiologicos. En el caso particular de este
proyecto es necesario incluir diversas técnicas de biologia molecular que permitan
la expresion heterdloga de los AMPAR en ovocitos de X. laevis (a continuaciéon
se enlistan), con el fin de determinar si dentro del veneno de C. spurius hay
compuestos que modulen a los AMPAR.

vi.

Secuenciar los plasmidos de las diferentes subunidades de los receptores
AMPA.

Linearizar los plasmidos de las diferentes subunidades de receptores
AMPA con la enzima de restriccion Xho |, y realizar la trasncripcién in vitro
utilizando el promotor T3 y no T7; como lo indica el mapa de restriccion del
vector pBS SK(-)(Figura 19).

Purificar el mARN de hipocampo, utilizando kits comerciales de
oligonucledtidos de Timina (oligo dT) en soportes de celulosa, mediante
cromatografia de afinidad (Hayes, 2010).

Realizar la expresion heteréloga de AMPAR en ovocitos de X. laevis y
evaluar las propiedades electrofisiologicas de los AMPAR, utilizando
agonistas (150 uM KA) y antagonistas (10 uM DNQX) selectivos para
estos receptores.

Comparar la cinética de apertura y desensibilizacion de los receptores
AMPA con las descritas en la bibliografia, de tal forma que se confirme
que las corrientes producidas sean por los receptores AMPA sintetizados a
partir del material exégeno y no se confundan con las corrientes endégenas
que presenten los ovocitos (Koike y cols., 2000; Schmidt y cols., 2009).

Evaluar las fracciones obtenidas del veneno de C. spurius, siguiendo los
protocoles antes descritos en la seccién de metodologia.

Los experimentos antes descritos, pudieran ser una alternativa para la

expresion de los receptores AMPA en ovocitos de X. laevis, y evaluar sobre estos
los componentes del veneno de C. spurius, permitiendo asi que se realice la
comprobacién de la hipdtesis experimental, en un nuevo proyecto de
investigacion.
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