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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo validar la expresion de proteinas de membrana
provenientes del SNC en un sistema como el ovocito de Xenopus laevis, con la finalidad de
desarrollar un método que permitira encontrar las interacciones entre los ligandos y las

moléculas blanco.

Se consideré que el antidepresivo fluoxetina era una droga adecuada para validar la
metodologia que proponemos, debido al impacto en el sector salud y a los antecedentes sobre la

afinidad que tiene por otros receptores, distintos a su blanco, el transportador de serotonina.

Por este motivo evaluamos su efecto en los ovocitos de Xenopus laevis expresando RNAm
del SNC para validar la expresion funcional de estas moléculas y su interaccion con una

droga.

En el presente trabajo mostramos que en una sola metodologia, en la cual se tiene un
ambiente homogéneo, se puede demostrar que una molécula conocida puede interactuar
con proteinas de membrana del sistema nervioso central de mamiferos expresadas en el
ovocito, siendo éste un modelo efectivo para la busqueda de nuevos farmacos que ayuden

al tratamiento de trastornos diversos como el de la depresion.



SUMMARY

This project aims to validate the NCS protein expression in the membrane of the
Xenopus laevis oocyte to develop a methodology capable to detect the ligand —

molecular targets interactions.

It was felt that the antidepressant fluoxetine was a drug to validate the methodology that
we propose due to impact in the health sector, as well as evidence of its affinity for

receptors other than its target, the serotonin transporter.

In the present work has been demonstrated that in one methodology, with an
homogeneous environment, a characterized molecule can interact with membrane
proteins of mammalian NCS expressed in the oocyte, which is an effective model for the
development and research of new drugs that help to treat various disorders such as

depression.
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“EFECTO DE LA FLUOXETINA SOBRE PROTEINAS DE MEMBRANA DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE MAMIFEROS EXPRESADAS EN OVOCITOS DE

Xenopus laevis”

1 INTRODUCCION

Una de las limitantes en la industria farmacéutica, para el desarrollo de nuevos
farmacos, es la falta de modelos biolégicos que permitan evaluar cuantitativa y

cualitativamente la interaccion de las drogas con los blancos moleculares.

En el presente trabajo se plantea el estudio de una metodologia, el método BILBOX
(acrénimo correspondiente a Busqueda de Interacciones Ligando-Receptor en Ovocitos
de Xenopus), con la cual se puedan detectar los diferentes blancos moleculares de
una molécula altamente estudiada, la fluoxetina, en un modelo de expresidn heterdloga

de proteinas de membrana del sistema nervioso central.

Para la validacién de esta metodologia se opt6 por emplear como sonda una droga
utilizada en el tratamiento de la depresion, una enfermedad con un alto impacto dentro

de la salud publica en México (Medina-Mora et al., 2003).

1.1 La depresion

La depresion es un trastorno afectivo caracterizado por la alteracion del estado de
animo del paciente, que puede estar reducido (animo depresivo) o elevado.
Aproximadamente 121 millones de personas sufren de depresién alrededor del mundo
con una prevalencia estimada del 15% en mujeres y 8% en varones (World Health
Organization, 2003). La depresién mayor (depresion enddgena) es una enfermedad que
afecta en México, segun la Secretaria de Salud, a 8 millones de personas de las cuales
s6lo una de cada 40 recibe tratamiento psiquiatrico. Estudios epidemiolégicos recientes
indican que la edad media en la que comienzan los sintomas de este trastorno se situa

en los 20 anos, siendo éste un gran cambio con respecto a generaciones pasadas en
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las cuales la depresion se encontraba vinculada con personas entre 40 a 50 afios de
edad.

Aproximadamente 70% de todos los suicidios son atribuidos a la depresion sin
tratamiento y se ha determinado que 15% de los pacientes deprimidos terminan en
suicidio consumado. La OMS ha declarado a la depresién mayor como la causa mas

importante de morbilidad en la mujer.

También la OMS ha determinado que el cuadro de mortalidad y de enfermedad sufrira
un cambio radical en las proximas 2 décadas, en la cual, la depresidon mayor ocupara el
segundo lugar después de las enfermedades coronarias. Asimismo, para el afo 2020
sera la principal causa de discapacidad, mientras que al presente es la cuarta
enfermedad discapacitante a nivel mundial (WHO, 2003). Por lo tanto, la depresion
mayor es una enfermedad con un substancial impacto sobre el desarrollo y la
funcionalidad de las personas y en consecuencia en la sociedad, impacto superior al de
enfermedades como la hipertensién y la diabetes, constituyendo un problema serio de

salud publica.

La depresion se caracteriza esencialmente por incapacidad de experimentar placer
(anhedonia). De acuerdo al Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos
Mentales (DSM-IV) existen diferentes criterios para diagnosticar la depresion,
enumerados en la Tabla 1. Al menos 5 o0 mas sintomas deben de estar presentes
durante un periodo de 2 semanas para considerar que una persona padece de

depresion mayor.

Tabla 1. Criterios de diagnodstico de la depresion mayor de acuerdo al DSM-IV.
1. Estado deprimido la mayor parte del dia (sentimiento de tristeza o vacio).
2. Disminucion marcada del interés o placer, en todas o la mayoria de las
actividades cotidianas.
3. Pérdida de apetito o de peso.

4. Insomnio o hipersomnia.



Agitacion o retardo psicomotor.
Fatiga o pérdida de energia.
Sentimiento de excesiva culpa o inutilidad.

Dificultad para concentrarse o dificultad para tomar decisiones.

© ©® N o o

Pensamientos recurrentes de muerte, ideacion suicida con o sin un plan

especifico.

La hipétesis sobre la etiologia de la depresion

Evidencias en pacientes con depresién y sin tratamiento han demostrado disminucion
de la actividad serotoninérgica (Ellis y Salmond, 1994). Asimismo, en estudios post-
mortem se ha encontrado una disminucion en la concentracion cerebral de serotonina
en pacientes con depresion (Stockmeier et al., 1998); estos resultados indican la

participacion de serotonina en el trastorno de la depresion.

La hipdtesis catecolaminérgica fue la primera que se postuldé como etiologia de la
depresion; en ella se atribuian las causas del trastorno a un descenso en los niveles de

noradrenalina en el sistema nervioso central.

Durante la década de los afos 60, investigadores descubrieron que el antidepresivo
triciclico imipramina bloqueaba la recaptura de serotonina (5-HT) y de noradrenalina
(NA); apoyando la nocion de que la depresion esta asociada a una disminucion de

estas aminas (hipotesis monoaminérgica).

Presinaptico




Fig. 1. Hipétesis monoaminérgica. a) En la transmision normal, los neurotransmisores
monoaminérgicos son liberados y se unen a los receptores en la terminal postsinaptica.
La transmision es finalizada por la recaptura del neurotransmisor. b) En la depresién, la
disminucidén de la concentracion de monoaminas en el espacio sinaptico produce un
desorden afectivo. c) El bloqueo de los sitios de recaptura incrementa la concentracion
de neurotransmisores monoaminérgicos y su accion sobre los receptores post-

sinapticos restaurando el trastorno afectivo.

Los mecanismos de accion de los tratamientos farmacologicos, no son del todo
comprendidos; sin embargo, la mayoria de los antidepresivos tienen como factor
comun el hecho de que afectan selectivamente dos o mas pasos en la sintesis, el
empaquetamiento o la degradacion de los neurotransmisores monoaminérgicos 5-HT,
DA y NA (Siegel et al., 2006), por lo que han proporcionado informacioén para comenzar
a elucidar el rol de los neurotransmisores monoaminérgicos en la patofisiologia de la

depresion.
1.2 El sistema serotoninérgico

El sistema serotoninérgico es uno de los sistemas mas relacionados con la etiologia de
la depresion por lo que en las secciones siguientes se presenta informacion importante

en ese contexto.
1.2.1 La serotonina

A principios de los anos 50s se identificaron propiedades funcionales similares entre la
serotonina y el LSD (droga alucinégena) y en los afios 60s se identifico por medio de
estudios inmunocitoquimicos la distribucion de neuronas serotoninérgicas en el cerebro
(Dahlstrom y Fuxe, 1964).

La serotonina pertenece a la clase de aminas biogénicas (indolaminas o0 monoaminas) y

su biosintesis se encuentra vinculada con la de las catecolaminas.
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Fig. 2. Estructura de Serotonina (5-HT). Formula quimica de 5-Hidroxitriptamina.

1.2.2 Localizacion en el sistema nervioso central

En el sistema nerviosa central, las neuronas de los nucleos del rafé son la fuente
principal de sintesis y liberacion de la 5-HT en el cerebro; el nucleo del rafé es un
conjunto de neuronas localizadas a lo largo de toda la longitud del tronco encefalico,
centrado alrededor de la formacion reticular. Las proyecciones serotoninérgicas inervan
la corteza cerebral, hipocampo, amigdala, ganglios basales, nucleo geniculado lateral,
nucleo supraquiasmatico, tectum optico, sustancia gelatinosa y médula espinal. Asi, la
activaciéon de este sistema serotoninérgico tiene efectos en varias areas del cerebro, lo
que explica su importancia en una gran variedad de fendmenos fisiolégicos y procesos

patolégicos (Dahlstrom y Fuxe, 1954).
1.2.3 La sintesis y la degradacion de la serotonina (5-HT)

La 5-HT es sintetizada a partir del aminoacido L-triptofano, el cual es introducido en la
célula y convertido en 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por la enzima triptofano-5-hidroxilasa;
la enzima aminoacido alfa-aromatico descarboxilasa (DAC), convierte el 5-HTP en 5-
hidroxitriptamina (5-HT). Después de que la 5-HT es liberada en el espacio sinaptico
ésta es recapturada por el transportador de serotonina. Una vez introducida al interior
de la célula, la 5-HT es degradada por la enzima monoamina oxidasa obteniéndose 5-
hidroxiindolacetaldehido (Watling, 2001) (Fig. 3).
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Fig. 3. Sintesis y degradacion de serotonina. La 5-HT es sintetizada a partir del

aminoacido L-triptofano y degradada a 5-hidroxiindolacetaldehido (Watling, 2001).

1.2.4 Los receptores a 5-HT

La idea de que diferentes tipos de receptores a 5-HT existen en el sistema nervioso
central fue desarrollada en la segunda mitad del siglo pasado. Actualmente, se conocen
una gran diversidad de receptores serotoninérgicos entre los que se encuentran

receptores acoplados a proteinas G y un receptor-canal.

Tabla 2. Tipos de receptores 5-HT y su relaciéon con estructuras moleculares.

Tipos de receptor 5-HT

Receptores acoplados a proteinas G
Familia de receptores 5-HT+1 5-HT1a, 5-HT18, 5-HT 1D, 5-HT 1, 5-HT1F
Familia de receptores 5-HT2 5-HT2a, 5-HT28, 5-HT2c




Familia de receptores 5-HT4 5-HTas, 5-HTaL
Familia de receptores 5-HTs 5-HTsa, 5-HTsB
Familia de receptores 5-HTs
Familia de receptores 5-HT~

Canal idnico 5-HTs

Los receptores de serotonina pertenecen a 7 tipos denominados 5-HT1 a 5-HT7, y de
acuerdo a sus propiedades estructurales y farmacologicas se han clasificado en
subtipos. También se han identificado variantes del receptor de serotonina, 5-HTa4,

generadas por splicing alternativo (Gerald et al., 1995).

Aun cuando la estructura primaria del receptor determina su identidad, cambios
sustanciales en la secuencia de aminoacidos puede no afectar su funcién (ejemplo 5-
HTioa ¥y 5-HT1pg), mientras que en otros casos una pequefia alteracién puede

modificarla de manera importante (ejemplo 5-HT1s y 5-HT1pg) (Hartig et al., 1992).

El tipo 5-HT1 se compone de 5 subtipos 5-HT1a, 5-HT18, 5-HT1p, 5-HT1ey 5-HT4F que han
sido denominados de “inhibicién lenta”; todos ellos actuan a través de proteinas Gi que
disminuyen la actividad de adenilato ciclasa y estan presentes tanto de manera

presinaptica como en la postsinapsis.

El tipo de receptor 5-HT2 se compone de 3 subtipos los 5-HT2a, 5-HT2s y 5-HT2c, éstos
son denominados de “excitacion lenta”, ya que actuan a través de proteinas Gq
activando la fosfolipasa C e incrementando los niveles de Ca** intracelular. El tipo 5-HT4
se compone de 2 subtipos los 5-HTss y 5-HT4L, que junto con los tipos 5-HTs y5-HT 6
actuan también a través de proteinas Gi incrementando la sintesis de AMPc. El tipo 5-
HT3s se denomina de “excitaciéon rapida” y representa el unico receptor de la familia que

forma un receptor-canal permeable selectivo a cationes.
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Fig. 4. Procesos asociados a la transmisién serotoninérgica. A) La Triptofano-5-
hidroxilasa (TH) cataliza la conversién de triptofano (TRYP) a 5-hidroxitriptofano (5-
HTP). B) La Enzima aminoacido alpha-aromatico descarboxilasa (AADC) cataliza la
conversion de 5-http a 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) y ¢) es almacenada en
vesiculas de almacenamiento y luego D) es liberada al espacio sinaptico, donde E)
puede activar receptores de la familia 5-HT (1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7), los cuales presentan
su respectivo sistema de transduccion en la neurona post-sinaptica. F) La 5-HT es
recapturada por el transportador de 5-HT presente en la terminal presinaptica. G, H) En
la terminal presinaptica, la 5-HT puede ser almacenada en vesiculas o degradada por la
monoamino oxidasa (MAO). I) La 5-HT activa el receptor presinaptico 5-HT1a, el cual
puede ser bloqueado con antagonistas selectivos. J) Inhibidores selectivos de recaptura
de serotonina (ISRS) incluyendo fluoxetina, inhibe la accion del transportador de
serotonina. 5-HIAA, Acido 5-hidroxiindolacético; AC, adenilato ciclasa; DAG,
diacilglicerol; IP3, inositol-1,4,5-trisfosfato; PIP2, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (Wong et
al., 2005).
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El Transportador de 5-HT

El transportador de 5-HT es el principal mecanismo de terminacion de la accion del
neurotransmisor en el espacio sinaptico, teniendo un papel importante en mantener su
homeostasis. Este transportador pertenece a la familia de trasportadores de membrana
dependientes de Na*/Cl. Por cada ciclo de transporte, un ion de Na* y un ion de Cl' y
una molécula de 5-HT son co-transportados, lo cual produce que el transporte sea de

naturaleza electrogénica, produciendo una corriente de entrada.

La estructura del transportador de 5-HT estd conformada por 12 segmentos
transmembranales, con las regiones amino y carboxilo terminales dirigidas al interior de
la célula, y un dominio extracelular entre los segmentos 3 y 4 que parece contribuir al

plegamiento y estabilidad de la proteina (Andersen et al., 2009).

Fig. 5. Topologia del transportador de 5-HT. El sitio de unién a 5-HT esta formado
por residuos posicionados en TM1, TM3 TM6 y TM8 (mostrados en gris). Los residuos
implicados en el reconocimiento de los farmacos Inhibidores selectivos de la recaptura
de serotonina (ISRS) y los antidepresivos triciclicos estan indicados en circulos negros:
Y, Tyr-95; D, Asp-98; A, Ala-169; I, lle-172; M, Met-180; S, Ser-276; F, Phe-513; S, Ser-
545; y F, Phe-586 (Andersen et al., 2009).
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1.2.5 La funcién del sistema serotoninérgico

La 5-HT ejerce diversos efectos fisioldgicos en el sistema gastrointestinal, las células

sanguineas y el sistema nervioso central.

En el sistema nervioso central, se sabe que la 5-HT juega un papel importante como
neurotransmisor en diversas funciones, como por ejemplo, en la inhibicion de la ira, la
conducta de agresion, la regulacion de la temperatura corporal, el sueio, el vomito, la

sexualidad y la regulacién del apetito.

Ademas de esto, la 5-HT es también un mediador periférico de diversas sefales. Por
ejemplo, se encuentra en altas concentraciones en el tracto gastrointestinal y, en las
plaquetas en circulacion, investigaciones recientes sugieren que la 5-HT juega un papel
importante en la regeneracion hepatica y actua como mitégeno. También modula el
funcionamiento vascular asi como, la frecuencia del latido cardiaco, y regula la

secrecion de hormonas por parte de la hipdfisis.

La funcion serotoninérgica es fundamentalmente inhibitoria. Ejerce influencia sobre el
suefio y se relaciona también con los estados de animo, las emociones y los estados
depresivos. Cambios en el nivel de esta sustancia se asocian con desequilibrios
mentales como la esquizofrenia. También juega un papel importante en el trastorno

obsesivo compulsivo y el desorden de ansiedad.

En el control del apetito se ha demostrado que los antidepresivos inhibidores de la
recaptura de serotonina, como la fluoxetina, reducen el apetito y la cantidad de comida
que normalmente se ingiere, sugiriendo que el incremento de la transmisién
serotoninérgica disminuye la ingesta por medio del incremento de la saciedad (McGuirk
et al., 1992)

En la tabla 3 se sefialan algunas de las respuestas provocadas en el sistema nervioso

central (CNS) por la estimulacion de receptores serotoninérgicos.
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Tabla 3. Accion serotoninérgica.

Receptor Accién
5-HT1 CNS: inhibicién neuronal, efecto sobre suefio, ingesta,
termoregulacion y ansiedad.
5-HTe CNS: inhibicién presinaptica, efecto sobre suefio, ingesta,

termorregulacion, ansiedad y vasoconstricciéon pulmonar.
5-HTio  |CNS: locomocion, vasoconstriccion cerebral.

CNS: excitacion neuronal, efecto sobre suefio, ingesta,
5-HT2a  |termoregulacion y ansiedad; contraccion, vasoconstriccion del
musculo liso; agregacion plaquetaria.

5-HT28  |Contraccion musculatura del estdbmago.

5-HT2c  |CNS, Secrecion liquido cerebroespinal (plexo coroide).
5-HT; CNS: excitacion neuronal, ansiedad.

5-HTa4 CNS: excitacién neuronal; motilidad gastrointestinal.
5-HTs CNS: desconocido.

5-HTs CNS: desconocido.

5-HT~ CNS, desconocido.

Como se menciond previamente, uno de los desérdenes neurolégicos del sistema
serotoninérgico es el trastorno de la depresion. Para el tratamiento de este trastorno se
han utilizado los siguientes antidepresivos (Ban TA, 2006), los cuales se encuentran
clasificados de acuerdo a su estructura quimica o sitio de accion:

e Antidepresivos triciclicos

e Heterociclicos, farmacos de segunda y tercera generacion

¢ Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS)

¢ Inhibidores de la monoaminooxidasa (MAO).
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1.3 La fluoxetina

La fluoxetina (3-(p-trifluorometilfenoxi)-N-metil-3-fenilpropilamina, Fig. 6) fue introducida
en el mercado con el nombre de Prozac y su prescripcion incrementd hasta finales de la
década pasada, debido a que fue sustituido por la sertralina y la paroxetina (Stafford et
al., 2001). Sin embargo, la fluoxetina es un antidepresivo de gran efectividad,
ampliamente estudiado y caracterizado farmacolégicamente, lo cual la hace una droga
de gran interés en la busqueda de nuevos farmacos utiles en diferentes padecimientos,
asi como una herramienta en la investigacion basica referente a la etiologia de
diferentes enfermedades. En este sentido, la fluoxetina esta indicada para el
tratamiento del trastorno obsesivo-compulsivo, la bulimia nerviosa, el trastorno disférico
premenstrual y el trastorno de panico, aun cuando es prescrita con mayor frecuencia

para el trastorno de la depresion (Wong et al., 2005).

La sintesis de la fluoxetina es considerada como un hito en la psicofarmacologia
moderna, puesto que se tratdé de la primera molécula antidepresiva con un perfil de
seguridad favorable y efectos colaterales bien tolerados, lo que permitié que alcanzara
gran difusidon. La accién serotoninérgica de la fluoxetina es mas selectiva y no se
vincula con reacciones adversas de tipo sedante y cardiovascular, tipicamente
observadas en los agentes antidepresivos conocidos hasta entonces, especialmente los
triciclicos. Las reacciones adversas mas frecuentes son boca seca, pérdida de peso,
ansiedad, nerviosismo e insomnio; asimismo, en ciertas dosis reducen la ingesta de

alimentos (Goudie et al., 1976), y la agresividad (Mandrioli R et al., 2012).

1.3.1 Mecanismo de accion y farmacocinética de la fluoxetina

El primer reporte en describir y dar una breve caracterizacion de la fluoxetina como un
inhibidor de recaptura de serotonina fue desarrollado por Wong y colaboradores en
1974. Estudios in vivo han demostrado la alta afinidad de la fluoxetina como un inhibidor
selectivo de la recaptura de serotonina (Fuller et al., 1974). La selectividad de fluoxetina
como inhibidor de la recaptura de 5-HT en comparacion con la recaptura de
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noradrenalina es alta ya que se requiere una concentracion para inhibir el 50% (ICs0) de
la recaptura de serotonina de 70 nM comparado con 10 uM requerido para inhibir en la

misma proporcién a la de noradrenalina (Wong et al., 1975).

La fluoxetina es usualmente administrada una vez al dia como capsulas; la dosis tipica
es 20 mg para el tratamiento de la depresion (Wood et al., 1993) y es absorbida en una
alta proporcion después de su administracion, siendo su volumen de distribucion el mas

alto entre los ISRS disponibles.

La biodisponibilidad oral es aproximadamente 90%, debido a su primera fase de
metabolismo en el higado por enzimas citocromo P450, teniendo una vida mediade 1 a
3 dias (Sweetman, 2004).

Los metabolitos producto del metabolismo de la fluoxetina son norfluoxetina
(desmetilacion) y p-trifluorometilfenol (oxidacion o-dealquilacion) (Fig. 6). El principal
metabolito es norfluoxetina, el cual tiene una actividad farmacoldgica comparable a
fluoxetina (Altamira et al., 1994) y una vida media mas larga de 4 a 16 dias (Hiemke y
Hartter, 2000).

ZT

{a} Fluoxetina

(b} Norfluoxetina (c} p-Trifluerometilfencl

15



Fig. 6. Estructura quimica de Fluoxetina (a) y sus metabolitos Norfluoxetina (b) y
p-Trifluorometilfenol (c). Fluoxetina y su metabolito norfluoxetina son inhibidores de

recaptura de serotonina (Gram L, 1994).

1.3.2 Interacciones moleculares con fluoxetina

Parte del desarrollo de los farmacos especificos reside en el estudio del mecanismo de
accién y su especificidad a diferentes receptores. Por ejemplo, aun cuando la fluoxetina
se ha indicado como un inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina se han
realizado estudios de afinidad, funcionales y electrofisiolégicos en los cuales se ha
demostrado que la fluoxetina posee una diversidad de sitios de union y efectos

moleculares en células neurales, cardiacas, de musculo liso y epiteliales.

Con respecto al sistema serotoninérgico, se ha demostrado en estudios de sitios de
unién que la fluoxetina tiene una baja afinidad por los receptores 5-HT1(a, B, cy D), 5-HT2(a
yc) Yy 5-HT3 (Wong et al., 2005) afinidad por los receptores 5-HTisp (Werling et al.,
2007); en estudios funcionales se ha demostrado, por la técnica de control de voltaje
que inhibe la corriente mediada por el receptor 5-HT3 en neuronas del ganglio nodoso
de rata y que bloquea aproximadamente 50% de la corriente generada por 5-HT en
ovocitos de Xenopus laevis que expresan heter6logamente el receptor de rata 5-HTzc
(Ni y Miledi, 1997).

El sistema colinérgino presenta una interaccion con el sistema serotoninérgico, la
atropina, un antagonista muscarinico bloquea receptores de serotonina (Gerschenfeld
y Stefani, 1966). Por este motivo se han realizado estudios para poder evaluar la
interaccién que tiene la fluoxetina con receptores colinérgicos. El sistema colinérgico
funciona a través de la accion de 2 tipos de receptores: nicotinicos y muscarinicos. Los
receptores nicotinicos tienen una respuesta excitatoria y pertenecen a la familia de
receptores ionotropicos; los receptores muscarinicos son de respuesta excitatoria o

inhibitora y pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G.
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Se ha demostrado usando la técnica de control de voltaje con dos electrodos, que la
fluoxetina bloquea los receptores nicotinicos conformados por las subunidades o234 o

o3p4 expresadas en ovocitos de Xenopus laevis (Garcia-Colunga et al., 1997).

Debido a la actividad anticonvulsionante de la fluoxetina, se han realizado estudios para
identificar la interaccion con receptores a GABA. En 1999, se realizaron estudios de
sitios de union demostrando que la fluoxetina interacciona con el receptor GABAA
(Tunnicliff et al., 1999). Posteriormente se realizaron estudios funcionales con la técnica
de “patch-clamp” en la configuracién de célula completa en la linea celular HEK-293T
transfectadas con las secuencias codificantes del receptor GABAa demostrando que la
fluoxetina incrementa la respuesta de manera dosis dependiente y, la sensibilidad de la
respuesta se encuentra relacionada con el tipo de subunidad del receptor GABA
expresado (Robinson et al., 2003; Derry et al., 2007). Sin embargo, en estudios de sitios
de unién no se encontrd afinidad de fluoxetina con el receptor GABAA en un cultivo

neuronal de corteza (Werling et al., 2007)

En el sistema glutamatérgico se han caracterizado los receptores ionotropicos AMPA,
kainato y NMDA y metabotrépicos clase |, clase Il y clase Ill. Se ha reportado que el
sistema glutamatérgico se encuentra involucrado en el trastorno de la depresion (Zarate
et al., 2002) y la fluoxetina inhibe las corrientes idnicas generadas por la activaciéon de
estos receptores. Estos resultados fueron obtenidos empleando la técnica de “patch-
clamp” en la configuracion de célula completa (Szasz et al., 2007). En receptores a
glicina se ha demostrado que inhibe la corriente inducida por glicina en cultivos
neuronales de hipocampo de rata con una ICso de 30 uM (Ye et al., 2008). En estudios
de afinidad se ha demostrado inhibicion de 60% de afinidad en receptores muscarinicos
y 98% de afinidad para glicina (Werling et al., 2007)

Con respecto a los receptores kainicos, se tienen estudios moleculares en los cuales se
demostré que la fluoxetina incrementa los niveles de transcripcion de receptores
AMPA/kainato en corteza frontal (Barbon et al., 2006), no se tiene un reporte funcional

del efecto de la fluoxetina en estos receptores.
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Ademas, estudios indican que la fluoxetina tiene efectos adicionales en diversos
canales ionicos. Se ha reportado que inhibe el canal Ca** tipo T (Cav3.1y Cav3.2) en la
linea celular tsA201 (Traboulsie et al., 2006), inhibe canales de Ca** voltaje
dependientes en neuronas de hipocampo (Deak et al., 2000), bloquea canales de K*
(Kv1.1) expresados heterélogamente en ovocitos de Xenopus laevis (Tygat et al., 1997)
y bloquea canales anidnicos en células endoteliales de arteria pulmonar (Maertens et
al., 1999)

1.4 Modelo de estudio de proteinas de membrana en ovocitos de Xenopus laevis

En 1971 se demostréo que el RNAmM de mamiferos inyectado en ovocitos de Xenopus
laevis es incorporado en la maquinaria de traduccion y las proteinas codificadas por
estos mensajeros son sintetizadas en el citoplasma del ovocito (Gurdon et al., 1971).
Mas tarde, a principios de los afios 80s el grupo de trabajo de Ricardo Miledi demostré
la expresion heterdloga de receptores, canales idnicos y otras proteinas del sistema
nervioso de mamiferos en la membrana del ovocito a través de la inyeccion del ARNm
(Miledi et al., 1982).

Los ovocitos se diferencian en seis etapas (etapa | a VI). Debido a que alcanzan
diametros de 1.2 a 1.4 mm, los ovocitos en las dos ultimas etapas (V y VI) son
utilizados para los registros electrofisioldgicos y expresion de proteina de membrana
gracias a su facil manipulacién y a que pueden sobrevivir in vitro durante varios dias,
ademas de ser faciles de inyectar y de contener una eficiente maquinaria de sintesis de

proteinas.
La expresion de proteinas funcionales en la membrana del ovocito ha permitido el

estudio de canales idnicos y receptores por medio de estudios electrofisiologicos

empleando el método llamado control de voltaje con dos electrodos.

18



Sin embargo, una desventaja es que debido a su gran tamafio se tiene una
capacitancia de membrana extremadamente grande (aprox. 150-200 nF), lo que causa
un lento tiempo de ajuste de mantenimiento de voltaje. Esto hace dificil obtener
cualquier dato durante los primeros 1-2 ms de una despolarizacion, el tiempo durante el
cual rapidamente se activan los canales sensibles a voltaje tales como el canal de Na*.
La capacitancia del ovocito no es un problema cuando se examinan respuestas lentas o
respuestas dependientes de ligando en la ausencia de cambios de voltaje, y han sido
desarrolladas otras metodologias que permiten controlar el voltaje en regiones
pequefias de membrana en el ovocito como el llamado “macropatch” o el “cut-oocyte”,

técnicas que restringen el area bajo control.

El sistema de expresion en ovocitos es empleado también para el analisis de la
cascada de sefalizacidén de los receptores acoplados a proteinas G. Diversos tipos de
receptores acoplados a proteinas G tales como los receptores 5HT1c y receptores de
glutamato, activan la cascada de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol via la
estimulacion de la fosfolipasa C (PLC) por proteinas Gq. El IP3 se une a su receptor en
reservorios intracelulares de Ca** e induce el incremento de Ca** citoplasmatico. Una
propiedad del ovocito de Xenopus es que la célula posee canales de ClI- dependientes
de Ca*™ en su membrana plasmatica por lo que la sintesis de IP3 y su aumento origina

una corriente de CI- en los ovocitos.

2 ANTECEDENTES

Las drogas han sido histéricamente una herramienta basica para el estudio de la
fisiologia y el entendimiento de los fendmenos patolégicos, y algunos de estos farmacos
han sido utilizados como medicinas para disminuir o eliminar los sintomas presentados

en alguna enfermedad.

Originalmente se propuso que la fluoxetina ejercia sus efectos terapéuticos mediante el

incremento de la transmision serotoninérgica, practicamente de manera exclusiva a
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través de la inhibicion del transporte de serotonina y con un minimo o ningun efecto

sobre otros sistemas de neurotransmisores (Wong et al., 1974).

En estudios recientes sefalan que la fluoxetina, a diferencia de otros ISRS, también
aumenta los niveles de dopamina y noradrenalina en la corteza prefrontal; el
mecanismo por el cual los niveles de estos neurotransmisores incrementa aun es
desconocido (Koch et al., 2002); esto parece ir en contra de la especificidad sobre el

sistema serotoninérgico reportada anteriormente por Wong y colaboradores.

Asimismo, se ha reportado que la fluoxetina presenta cierta afinidad por receptores a
diferentes transmisores y no Unicamente sobre el sistema serotoninérgico. En la Tabla 4
se enlistan los sitios de unién de la fluoxetina identificados por Werling y colaboradores
(2007) al usar preparaciones de membrana provenientes de diferentes areas cerebrales
y donde se puede observar que puede desplazar a otras drogas especificas para los
receptores o2 noradrenérgicos, 5-HT1esmp, muscarinicos, y de glicina y también al
transportador de serotonina, pero no compite con drogas que se unen a receptores o1 y
B noradrenérgico, 5SHT2 y GABAA.

Tabla 4. Sitios de union de fluoxetina detectados por ensayo de competencia con

agonistas o antagonistas especificos al receptor indicado.

Area del cerebro para la Unién por competencia de
Receptor . _ .
preparacion de membranas agonistas / antagonistas
G2 Cerebelo 60% a 1uM
Histamina Corteza NC
Transportador de .
] Hipocampo

Serotonina 100% a 1uM

o1 noradrenérgico Hipocampo NC

o2 noradrenérgico Hipocampo 97% a1 uM

B noradrenérgico Corteza NC
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Area del cerebro para la Unién por competencia de

Receptor . _ .
preparacion de membranas agonistas / antagonistas

5-HT 181D Corteza 46% a 1 uM

5-HT 2 Hipocampo NC
Muscarinico Corteza frontal 60% a1 uM
Glicina Cerebro completo 98% a1 uM
Transportador de

Corteza

Noradrenalina 31% a1 uM
GABA a Corteza NC

NC = No competencia

Sin embargo, otros estudios muestran discrepancias con estos resultados. Por ejemplo,
se ha demostrado que la fluoxetina interactua efectivamente con receptores GABAAa,
expresados en células de mamifero, originando la potenciacion de la respuesta
(Robinson et al., 2003) y esto parece explicar las propiedades anticonvulsionantes de la

fluoxetina reportadas con anterioridad (Dailey et al., 1992).

Otros estudios funcionales indican que la fluoxetina actia como un agonista de los
receptores 5-HT2c en cultivos primarios de astrocitos (Chen et al., 1995) y en ovocitos
de Xenopus que expresan estos receptores de manera heterdloga (Ni y Miledi, 1997).
También, se ha demostrado que la fluoxetina inhibe las corrientes de membrana
producidas por la activacidn de receptores nicotinicos de acetilcolina expresados en
ovocitos de Xenopus laevis (Garcia-Colunga et al., 1997) o de canales de CI- (Maertens
et al., 1999) y de potasio dependientes de voltaje del tipo Kv1.1 expresados en el
ovocito de Xenopus laevis (Tytgat et al., 1997). Del mismo modo, la fluoxetina bloquea
canales de Ca* dependientes de voltaje en diferentes preparaciones celulares (Park et
al., 1999; Deak et al., 2000; Traboulsie et al., 2006)
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3 JUSTIFICACION

Con base en esta informacién es evidente que las metodologias y modelos que han
sido utilizados para detectar los blancos moleculares de la fluoxetina han sido variados;
sin embargo, la informacién obtenida evidencia algunas inconsistencias, probablemente
debidas a la misma diversidad de técnicas utilizadas. Dada la importancia que la
informacion sobre las interacciones de la fluoxetina con diferentes proteinas de
membrana podria representar para el completo entendimiento de los mecanismos de
acciéon de esta droga, asi como en el reconocimiento de los procesos funcionales
involucrados en la depresion, en este trabajo proponemos desarrollar un método que
permita evaluar de manera sistematica la interaccion de la fluoxetina con una amplia
gama de proteinas de membrana expresadas en el ovocito de Xenopus laevis. El
método a desarrollar permitira también realizar un analisis funcional de la interaccion
droga-proteina, analizando el efecto de la fluoxetina sobre las mismas empleando

técnicas electrofisioldgicas.

4 HIPOTESIS
La fluoxetina interactua y modula la actividad de diferentes proteinas de membrana del

sistema nervioso expresadas en el ovocito de Xenopus laevis.

5 OBJETIVO GENERAL
e Analizar el efecto de fluoxetina en ovocitos de Xenopus laevis expresando RNAmM

del sistema nervioso central.
5.1 Objetivos particulares

e Purificar el RNAm del cerebro de rata y expresarlo en ovocitos de Xenopus laevis.

e Analizar el efecto de fluoxetina sobre receptores ionotropicos y metabotropicos en
ovocitos expresando el RNAm de cerebro de rata.

e Analizar el efecto de fluoxetina sobre canales de Ca?* dependientes de voltaje en

ovocitos expresando el RNAmM de cerebro de rata.
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6 METODOS Y MATERIALES

6.1 Extraccion de RNA total y purificacion de RNAm de cerebro de rata

Para la extraccion de RNA total, se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar,
con un peso entre 250 a 300 g, proporcionados por el Bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), Campus
Juriquilla, Querétaro. Se realiz6 decapitacién y extraccion del cerebro completo fue

efectuada mediante la apertura del craneo con material quirurgico.

La extraccion de RNA total de cerebro de rata fue realizada utilizando el método de
Chomczynski y Sacchi, 1987 (Fig. 7). Para ello, el cerebro completo fue colocado en un
tubo esteéril de propilpropileno de 50 ml, adicionando 10 ml de solucién desnaturalizante
(Solucion D compuesta por tiocianato de guanidina 4M, citrato de sodio pH 7 25 mM,
sarcosil 0.5%, p-mercaptoetanol 100 mM) y homogeneizado (homogeneizador

Utraturrax T25) durante 1-2 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se adicioné 1 ml de acetato de sodio (2 M, pH 4), 10 ml de fenol
saturado con agua y 2 ml de cloroformo/alcohol isoamilico (49:1); entre cada adicion se
agité hasta incorporacién total y en la ultima adicién se mantuvo el tubo 15 min en
hielo. La mezcla se centrifugdé durante 10 min a 9,500 rpm a una temperatura de 4°C
(Centrifuga Beckman Allegra 21R, rotor C0650). Después, la fase acuosa se transfirié a
un tubo estéril de polipropileno de 50 ml, y el RNA se precipité con 1 volumen de

isopropanol durante al menos una hora a —20°C.

El RNA fue empastillado por centrifugaciéon durante 30 min a 9,500 rpm a 4°C. La
pastilla fue resuspendida en 10 ml de soluciéon D y nuevamente precipitada con 10 ml

de isopropanol por al menos una hora a —20°C.
El RNA fue empastillado nuevamente bajo las condiciones previamente descritas y la
pastilla lavada con etanol al 80%. Finalmente, el RNA fue resuspendido en 1 ml de

agua estéril.
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Fig. 7. Extraccion de RNA total por el método de Chomczynski & Sacchi (1987).

El RNA total fue cuantificado por espectrofotometria, midiendo la absorbancia a una
longitud de onda de 260 nm en el espectrofotometro Pharmacia Biotech, Ultrospec
3000; también se determind la absorbancia a 280 nm ya que la relacion de las
absorbancias a 260 y 280 permite evaluar la pureza del RNA; una relacion menor de

1.8 es un indicativo de que existe algun contaminante en la muestra.

El RNA total fue analizado cualitativamente mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes en geles de agarosa, formaldehido (solucion al 40%) y amortiguador
MOPS 10X (Agua destilada, MOPS, acetato de sodio, 1 M, EDTA 0.5 M pH 7,0).

La purificacion de RNAm fue realizada por medio de cromatografia en columna de oligo
(dT)-celulosa. La columna fue tratada sucesivamente con 4 ml de 0.1 M NaOH, 6 ml de
solucién E (10 mM Tris HCI pH 7.6) o hasta alcanzar un pH de 6 — 7 en el liquido
eluyente, y posteriormente con 3 ml de soluciéon 1X (10 mM Tris HCI pH 7.6 y 0.5 M
NaCl).

Una vez que la columna fue equilibrada, se aplicé el RNA total previamente ajustado a
10 mM Tris HCI pH 7.6 y 0.5 M NaCl con el amortiguador 2X y desnaturalizado a 65°C.
El RNA se aplicd 3 veces y después la columna fue lavada con 4 ml de solucién 1X
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recuperando alicuotas de 1 ml cada una; y finalmente se eluy6 con 2.5 ml de solucion E

recuperada en alicuotas de 500 ul cada una.

El RNAm fue precipitado con 1 volumen de etanol al 100% y 0.1 volumen de 3 M
acetato de sodio 6 5 M acetato de amonio a —20°C durante toda la noche. Después, el
RNAm fue empastillado por centrifugacion durante 30 min a 14,000 rpm a 4°C
(Beckman Coulter Microfuge 22R). La pastilla fue obtenida mediante decantacion de la
solucién, lavada con etanol al 80% y centrifugada bajo las mismas condiciones (30 min /

14,000 rpm / 4°C). La pastilla de RNAm fue resuspendida en 50 ul de agua estéril.

6.2 Obtencion de ovocitos de Xenopus laevis para registro electrofisiolégico

Los ovocitos fueron obtenidos de ranas Xenopus laevis (Xenopus | Ann Arbor, MI).
Para ello, la rana fue anestesiada por hipotermia, colocandola en hielo por un minimo
de 30 min o hasta observar ausencia de reflejos. Una vez anestesiada, fue colocada en
una cama de hielo, y en la zona baja del abdomen se llevé a cabo una incision para
obtener de dos a tres l6bulos ovaricos; éstos fueron colocados en una caja de Petri con
solucion de Barth normal (BN, conteniendo: 88 mM NaCl, 1 mM KCI, 2.4 mM NaHCOs,
0.33 mM Ca(NOs), 0.41 CaClz, 0.82 MgSO4, 5 mM Hepes, 70 ug/mL de gentamicina y
un pH de 7.4); la rana fue suturada y colocada en agua a temperatura ambiente para

Su recuperacion.

Los ovocitos en estadio V - VI fueron separados del I6bulo ovarico y tratados durante
30 - 45 min con colagenasa (tipo | de Sigma) a una concentracién de 0.5 mg/ml en
solucion Ringer normal (RN, conteniendo: 115 mM NaCl, 2 mM KCI, 1.8 mM CaClz, 5 M
Hepes ajustada a pH 7 con NaOH 5N). Después del tratamiento enzimatico los
ovocitos fueron lavados 5 veces con solucion Ringer e incubados durante toda la noche
en solucién Barth normal; al siguiente dia la capa folicular remanente fue removida con
la ayuda de pinzas finas de diseccion e incubados a 21°C en soluciéon Barth por un
minimo de 12 horas. Se seleccionaron los ovocitos que estuvieran en condiciones

optimas y fueron microinyectados con 50 ng/50nl de RNAm 6 50 nl de agua estéril
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como control; para microinyectar se utilizé una micropipeta de vidrio estéril (Dummond
Scientific #3-000-210-G8) adaptada a una microjeringa (Microdispenser de 10yl
Dummond). Posteriormente, los ovocitos fueron incubados nuevamente en solucion
Barth durante 5 dias para la expresion del RNAm, al quinto o sexto dia posterior a la
microinyeccion, se realizd el estudio electrofisiolégico y de unidn a proteinas de

membrana.

6.3 Registro electrofisiolégico por control de voltaje

6.3.1 Evaluacion de la expresion del RNAm de cerebro y efectos de fluoxetina

Los registros electrofisioldgicos de ovocitos fueron realizados por la técnica de control
de voltaje con dos electrodos (Miledi, 1982). Con esta técnica se controla a un valor
predeterminado el voltaje de la célula bajo estudio, de tal forma que se pueda medir la
corriente transmembranal que fluye a este potencial; la corriente que fluye a través de la
membrana es proporcional a su conductancia y ésta se encuentra determinada por la

apertura y cierre de los canales ionicos (Hille, 2001).

El sistema es un circuito cerrado constituido por 2 electrodos intracelulares, uno de los
cuales registra el voltaje (V') y otro inyecta corriente (I') a la célula. La sefal se
compara con un voltaje comando o de mantenimiento (V) que es el valor de voltaje al
gue se desea controlar la membrana; la diferencia entre ellos es compensada por una
inyeccion de corriente, a través del electrodo |I” cuya magnitud es determinada a traves
de un circuito de retroalimentacion negativo (FBA). En el bafio se encuentra un tercer
electrodo que mide a través de un amperimetro la corriente (1) que cruza la membrana
de la célula (Hille, 2001).
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Fig. 8. Esquema de la técnica de control de voltaje con dos microelectrodos. V"
es el electrodo de voltaje. X7: amplificador de voltaje. V: es el voltaje de mantenimiento.
FBA: amplificador de retroalimentacion negativa. /" es el electrodo intracelular de
corriente, | es el amperimetro que se encuentra en el baho y detecta la corriente
transmembranal (Modificada de Hille, 2001)

Los electrodos intracelulares V™ e I utilizados fueron elaborados con capilares de vidrio
de borosilicato con un diametro interno y externo de 1.2 y 2 mm respectivamente (WPI,
FI, EUA). Los electrodos fueron llenados con solucion de 3 M KCI y tuvieron una
resistencia de 1-2 MQ. El amplificador de control de voltaje empleado fue el GeneClamp
500B (Axon Inst., CA, EUA). La sefial de corriente transmembranal fue registrada
utilizando un osciloscopio marca Gould (D50-602), y almacenada digitalmente utilizando

el convertidor A/D Digidata 1200A y el programa pClamp 9 (Axon Inst.).

El registro electrofisiologico de los ovocitos fue realizado dentro de un periodo de 5 — 6
dias después de la inyeccion del RNAm. Regularmente, los ovocitos fueron controlados
a un voltaje de =60 mV, la corriente transmembranal fue monitoreada mientras

diferentes agonistas (serotonina (5HT), acido glutdmico (Glut), GABA y acetilcolina
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(ACh)) fueron aplicados por separado adicionandolos al RN en una concentracioén de
100 pM. Cada uno de los agonistas fue administrado durante 1 min, seguido de lavado
con RN por 90 s o hasta la recuperacion de la corriente basal. Las respuestas
expresadas fueron comparadas con las obtenidas de los ovocitos control

microinyectados con 50 nl de agua estéril.

6.3.2 Evaluacion del efecto de Fluoxetina sobre canales idnicos, y receptores
ionotropicos y metabotréopicos en ovocitos con expresion de RNAm de

cerebro de rata

Una vez comprobada la expresion de proteinas del sistema nervioso en ovocitos

inyectados con el RNAm, se evaluo el efecto de la fluoxetina sobre las mismas.

La evaluacion del efecto se realizd en el quinto o sexto dia de expresion del RNAm; los
ovocitos fueron colocados en la camara de registro con perfusién continua de solucién
RN (10 ml/min) (Arellano et al., 1998).

Para evaluar el efecto de fluoxetina sobre los receptores membranales, tanto
ionotropicos como metabotropicos, fue realizado el siguiente protocolo: en un potencial
de —60 mV, fue registrada la corriente transmembranal durante la aplicacién de alguno
de los diferentes agonistas probados (10 uM de serotonina, acido glutamico, GABA y
acetilcolina y 50 uM de acido kainico), los cuales fueron aplicados en solucién RN por
un periodo de tiempo de 20 s y realizando un lavado del agonista por un minimo de 90
s. Posteriormente, se aplicd la fluoxetina (50 uM) durante 20 s, continuando con una
coaplicacion por 20 s de fluoxetina junto con el agonista respectivo en la misma

concentracion, después de un lavado por un minimo de 90 s.

Las respuestas obtenidas fueron analizadas usando los programas Clampfit (pClamp 8

suite; Axon Instruments) y Prism (GraphPad Software Inc.).
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7 RESULTADOS

7.1 Extraccion de RNA total de Cerebro de Rata

El RNA total fue obtenido de 25 ratas segun el método descrito; cada uno de los
cerebros utilizados representa una preparacién independiente. La concentracion del
RNA total extraido en cada preparacion fue cuantificada por espectrofotometria a una
longitud de onda de 260nm. Los calculos fueron realizados tomando en cuenta que 1
valor de Densidad Optica a 260 nm corresponde a 40 ug ml"' de RNA.

ug pL! = DO0260 x 40 pg ml! x volumen de dilucion
La concentracion promedio obtenida del RNA total de las preparaciones utilizadas en el
presente trabajo, fue de 2.371 + 0.88 ug ul' con una relacion 260:280 de 1.918 + 0.057

indicativo de una muestra de RNA puro.

Con la finalidad de analizar cualitativamente el RNA total, fueron realizadas
electroforesis en geles de agarosa al 1.4% en condiciones desnaturalizantes. Como se
ilustra en la Fig. 9, se observan dos bandas bien definidas las cuales corresponden al
RNA ribosomal 28S (banda superior) y 18S (banda inferior); asimismo, se observo la
presencia de RNA de transferencia en la parte inferior. La proporcién de las bandas de
RNA 28S con respecto al 18S es de 2 a 1, indicativo de un RNA de buena calidad.

B« RNAZSS
L  <«—— RNA18S

<4+— RNA transferencia

Fig. 9. Electroforesis del RNA total purificado del cerebro de rata. El gel fue tefido

con bromuro de etidio, cargando una cantidad de 1ug de RNA total.
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7.2 Purificacion de RNAm de cerebro de rata

Una vez que se observd que la preparacion de RNA total estaba en condiciones
adecuadas, se purifico el RNAm mediante cromatografia en columna de oligo (dT)-
celulosa. La cantidad de RNAm obtenida fue determinada mediante espectofotometria,
obteniendo concentraciones promedio de 90 ug con una relacion 260:280 de 2.28 *
0.14 de un total de 25 preparaciones. EI RNAm obtenido fue analizado por
electroforesis en gel de agarosa al 1.4% y tal y como se observa en la figura 10; la
cromatografia permitié eliminar una parte importante de los RNA ribosamales y de
transferencia. En el carril 5 se puede apreciar como la regién donde migran los

mensajeros esta enriquecida.

Lavados
1 2 3 4 Elucidon

\

> RNAm
RNA 285 — o o

RNA18S — b o

RNA transferencia —»

Fig. 10. Fotografia de gel de agarosa a una concentracion de 1.4%. En esta
fotografia se muestra el RNA obtenido en 4 lavados realizados a la columna antes de

eluir el RNAm (carriles 1-4). En el carril 5 se muestra el RNAm purificado.

7.3 Expresion funcional de RNAm en ovocitos de Xenopus laevis

Con la finalidad de evaluar la expresion funcional de RNAm fue registrada la corriente

transmembranal generada en los ovocitos mantenidos en un potencial de —-60 mV; se
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registraron ovocitos inyectados con diferentes RNAmM extraidos y solo se utilizo el
RNAm cuya alta calidad de expresion de proteinas de membrana fue la requerida para

realizar los estudios funcionales.

Los ovocitos (n=21, 4 donadores) estudiados presentaron un potencial de membrana
en reposo de —60.3 + 13.3 mV. Los ovocitos control inyectados con 50 nl de agua
estéril no respondieron a la aplicacion de ACh, 5HT, Glut o GABA (Fig. 11-12);
indicando que no existe expresidon endogena de receptores a los transmisores

probados.

100 UM Glut/ Gly

100 M ACh 100 pM 5-HT 100 oM GABA

200 nAl

30s

Fig. 11. Registro electrofisiolégico en ovocitos de Xenopus laevis inyectados con
50 nl de agua estéril. En ovocitos control las aplicaciones de ACh, 5-HT, glutamico o

GABA no provocaron respuestas eléctricas.

En cambio, los ovocitos inyectados con RNAmM de cerebro respondieron con la
perfusion de los mismos neurotransmisores, generaron corrientes robustas (Fig. 12).
Se obtuvieron corrientes promedio para 5-HT de 1.34 + 0.28 A, para Glut 3.75 £ 1.76
pA y 632 + 181.2 nA correspondientes a un 1° y 2° pico generados durante su
aplicacion, y para GABA de 672 + 254.8 nA, asi como para ACh de 452 + 129.5 nA
(Fig. 12-15). EI RNAm obtenido de cerebro tuvo entonces una buena expresion
funcional de diversas proteinas de membrana en ovocitos; entre estas proteinas se
encuentran ejemplos de los principales grupos de receptores membranales. Asi 5SHT y
ACh generaron corrientes membranales en el ovocito con caracteristicas que
corresponden a la activacion de receptores metabotropicos, generando corrientes
idnicas entrantes con una cinética oscilatoria. Estas corrientes tienen las caracteristicas
tipicas de corrientes acarreadas por iones ClI- activadas a través de la sintesis de IP3 y
la liberacion intracelular de Ca** (Miledi, 1982). En cambio, los neurotransmisores
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GABA y Glut evocan corrientes entrantes con una cinética no oscilatoria, cuyas
caracteristicas corresponden con las esperadas para la activacién de receptores-canal
correspondientes, anidnicos en el caso de la perfusién de GABA (Parker et al., 1985) y
cationicos en el caso de los glutamatérgicos (Hirono et al., 1988). En este ultimo caso
se observaron algunas variaciones, probablemente debido a la existencia de una
diversidad tanto de receptores-canal, como de receptores metabotropicos, que en

algunas ocasiones también pueden ser observados en nuestras preparaciones.

Serotonina Acetilcolina GABA Glutamico
100 pM 5HT 100 pM  Ach 100 pM GABA 106 pl Gl

40 g

Caorriente inf)

Caovir ol 5-HT ACh GABA 1er oo 20 M

h

Fig. 12. Respuestas eléctricas generadas por neurotransmisores en ovocitos
inyectados con RNAm de cerebro. Los trazos muestran registros tipicos de corrientes
generadas en ovocitos inyectados con RNAm del cerebro por la estimulaciéon de
receptores metabotropicos ante la aplicacion de 5-HT o ACh, asi como por receptores

ionotropicos estimulados por GABA o Glut.
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Corriente Tout

La expresion de canales de Ca** dependientes de voltaje fue explorada a través de la
aplicacion de pulsos despolarizantes desde un potencial controlado en -100 mV. Este
protocolo de estimulacién eléctrica provoco tipicas corrientes de salida de caracteristica
transiente que de forma previa ha sido denominada corriente Tout (Miledi, 1982). Ha
sido demostrado que la corriente Tout €s debida a la activacion de canales de Ca*™ que
dependen del voltaje y la apertura de estos canales permite el influjo de este catién al
interior del ovocito; a su vez, el aumento de Ca** intracelular activa los canales de CI-
dependientes de Ca** expresados de forma enddégena en el ovocito generando una
corriente saliente de CI. En este estudio, en los ovocitos control la expresion de Tout
resulté marginal (250 + 31 nA); en cambio en ovocitos inyectados con el RNAm las
respuestas a la despolarizacion generaron corrientes de 3.6 + 0.5 pA, mostrando que el
RNAmM promovié la expresién de canales de Ca** y/o canales de CI- dependientes de
Ca**. Las corrientes Tout aumentan 8.83 + 2.75 pA cuando la despolarizacién de la
membrana se efectué en solucion Ringer conteniendo 10 mM de Ca*™ (n=4, 2
donadores), y fueron eliminadas en soluciones Ringer sin Ca*™"; estos experimentos
mostraron claramente el requerimiento del influjo de Ca** para la activacion de la
corriente.

OVOCITOS CONTROL

10mM ca*’

Ringer normal { 2 mM Ca™ 1pA

)
1pA
0.4 seg
' |
0.4 seg F

OVOCITOS INYECTADOS CON RNAmM

10 mM Ca™

Ringer Normal (2 mM Ce?]

6 pA
6 pA
———— e ‘
p 0.4 seg

0.4 seg




Fig. 13. Respuestas Tout en ovocitos control y ovocitos inyectados con RNAm.
Corriente Tout generada por despolarizacion de la membrana desde un potencial de
mantenimiento de —100 mV; los trazos superimpuestos ilustran la corriente generada
por pulsos despolarizantes aplicados secuencialmente en pasos de +20 mV,

comenzando en -40 mV hasta +60 mV. Se muestran tanto las corrientes control como

Corriente T,,; en ovocitos de
Xenopus laevis

12.5-
. 10.0- |
<
=
o 757
5
= 5.0+
8 — —
2.5-
o‘o-m_ - T r
RN 10 mM Ca RN 10 mM Ca
Ovocitos Control Ovocitos microinyectados
con RNAm

las generadas en ovocitos inyectados, ambas en RN o Ringer conteniendo 10 mM Ca**.

Fig. 14. Corriente Tout en ovocitos de Xenopus laevis. Amplitud de corriente
generada por la perfusién de Ringer normal (Ca* 2 mM) y alto Ca** (concentracion 10

mM) en ovocitos control o inyectados con RNAm de cerebro.

7.4 Efecto de la fluoxetina sobre proteinas de membrana del sistema nervioso

expresadas en ovocitos de Xenopus.

Los resultados obtenidos y descritos en las secciones anteriores muestran que el
ovocito inyectado expresd una coleccion amplia de las proteinas de membrana de
interés; estas proteinas pueden ser estudiadas funcionalmente registrando sus

rofisiologi rl

en la cual pueden ser estudiados los efectos de fluoxetina sobre esta amplia gama de
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proteinas en condiciones homogéneas y controladas. Los resultados son descritos en

las secciones siguientes.

Efecto de fluoxetina sobre la corriente provocada por 5HT.

Con la aplicacion de 5-HT sobre ovocitos desfoliculados de Xenopus laevis no se
generd una corriente, indicando que el ovocito no tuvo receptores de 5-HT nativos. En
ovocitos inyectados con el RNAm de cerebro fue observada ante la aplicacién de 5-HT
10 uM, una corriente entrante con un promedio de 1.07 + 0.73 pA. La aplicacién de
sélo fluoxetina 50 uM no indujo una corriente u ocasionalmente generd una corriente
entrante de amplitud pequefia que fue de 15 + 12 nA. Cuando la fluoxetina 50 uM fue
aplicada junto con 5-HT 10 uM en la solucién de Ringer, la respuesta a 5-HT fue
disminuida obteniendo valores en promedio de 95 + 37.6 nA correspondiente a una
inhibicién de 91.12 £ 5.36% con respecto a la corriente inicial en la que fue aplicada

unicamente 5-HT 10 uM.

Después de un lavado con la solucion fue observada la activacion de la corriente a 5-
HT 10 uM con un promedio de 444 + 281 nA; sin embargo, la recuperacion no fue total

siendo de 58.5 + 15.23% con respecto a la corriente inicial previa a la perfusién con

fluoxetina.
Ovocitos inyectados con RNAm de cerebro de rata macho
5-HT 10 uM .
- | — - e
SHT 10 pM Fluoxetina 50 uM
._jf L . . _\_.__+-——‘-
400 nA|

20 seg

Fig. 15. Inhibicion de la corriente generada por 5-HT en ovocitos inyectados con
RNAm de cerebro. Los trazos ilustran las respuestas provocadas por la aplicacidon de
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5-HT 10 uM tanto en la ausencia (primer trazo) como en presencia de fluoxetina 50 uM
(segundo trazo) en un ovocito inyectado con RNAm. La coaplicacion con la droga
provoco una inhibicién de 91.12 + 5.36% que fue revertida después de un lavado de 3
min hasta en un 58.5 + 15.23% (tercer trazo). Resultados semejantes fueron obtenidos
en 5 ovocitos de 2 donadores diferentes. Los ovocitos fueron controlados a un potencial

de —60 mV en éste y los experimentos subsecuentes.
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Fig. 16. Efecto de la fluoxetina sobre la corriente generada por 5-HT en ovocitos
inyectados con RNAm de cerebro. Resumen de los experimentos realizados con el
protocolo ilustrado en la Fig. 15; las barras representan la media + SEM de la amplitud
de corriente alcanzada en cada uno de los tratamientos sefialados. Prueba ANOVA de

una via medidas repetidas p<0.05, prueba Tukey p<0.001.

Efecto de fluoxetina sobre la corriente provocada por GABA

En ovocitos desfoliculados de Xenopus laevis no se presentd activacion de corrientes
generadas con la aplicacién de GABA 10 uM, indicando que los ovocitos no presentan
receptores de GABA nativos. En ovocitos inyectados con el RNAm de cerebro durante
la aplicacion de GABA 10 uM fue observada una corriente entrante con un promedio de
127 + 73 nA; en los mismos ovocitos, la aplicacion de fluoxetina 50 uM provocé una
corriente entrante de 37.5 £+ 61 nA y en algunas ocasiones no se observo efecto
alguno. Con la coaplicacion de fluoxetina 50 uM y GABA 10 uM en solucién Ringer se
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observé una potenciacion de la corriente a GABA obteniendo valores en promedio de
185 + 121 nA correspondiente a una potenciacion de 45.67 £ 40.94% con respecto a la
corriente inicial de GABA.

Después de un lavado con solucién externa, al aplicar nuevamente GABA 10 uM fue
observada la activacion de la corriente mostrando una eliminacion total del efecto

potenciador, restituyendo la corriente inicial.

Ovocitos inyectados con RNAm de cerebro de rata macho

GABA 10 puM
GABA 10 uM Fluoxetina 50 uM GABA 10 uM
U _"k’m_li
20 seg

Fig. 17. Potenciacion de la corriente generada por GABA en ovocitos inyectados
con RNAm de cerebro. Los trazos ilustran las respuestas provocadas por la aplicacion
de GABA 10 uM tanto en la ausencia (primer trazo) como en presencia de fluoxetina 50
uM (segundo trazo) en un ovocito inyectado con RNAm. La coaplicacion con la droga
provoco una potenciacion de 45.67 + 40.94% que fue revertida completamente después
de un lavado de 3 min (tercer trazo). Resultados semejantes fueron obtenidos en 11
ovocitos de 2 donadores diferentes.

Corriente (nA)
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Fig. 18. Fluoxetina potencia la corriente generada por GABA en ovocitos
inyectados con RNAmM de cerebro. Resumen de los experimentos realizados con el
protocolo ilustrado en la Fig. 17; las barras representan la media + SEM de la amplitud
de corriente alcanzada en cada uno de los tratamientos sefialados. Prueba ANOVA de

una via medidas repetidas p<0.05, prueba Tukey p<0.01.

Efecto de fluoxetina sobre la corriente provocada por ACh

Los ovocitos defoliculados de Xenopus laevis en algunas ocasiones expresan
receptores nativos a ACh; sin embargo, durante este trabajo no fue observada esta
expresion. En ovocitos expresando el RNAm de cerebro con la aplicaciéon de ACh 10
uM fue observada una corriente promedio de 194 + 47.5 nA, mientras que en la
aplicacién de fluoxetina 50 uM generd en algunos casos una corriente entrante de
aproximadamente 7 nA. La coaplicacion de fluoxetina 50 uM y ACh 10 uM provocé una
inhibicion de la corriente generada obteniendo valores en promedio de 81 + 31.1 nA

que correspondio a una inhibicién de 58.25 £ 15.99% con respecto a la corriente inicial.

Después del lavado con solucion Ringer por 180 seg, la aplicacion nuevamente de ACh
10 uM mostré una recuperacion total con respecto a la corriente inicial previa a la
perfusion con fluoxetina.

Ovocitos inyectados con RNAm de cerebro de rata macho

Ach 10 uM

Ach 10 uM P ] oald
——— Fluoxetina 50 M Ach 10 uM

40 seg

Fig. 19. Efecto de la fluoxetina sobre la corriente generada por ACh en ovocitos

inyectados con RNAmM de cerebro. Los trazos ilustran las respuestas provocadas por
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la aplicacion de ACh 10 uM tanto en la ausencia (primer trazo) como en presencia de
fluoxetina 50 uM (segundo trazo) en un ovocito inyectado con RNAm. La coaplicaciéon
con la droga provocé una inhibicion de 58.25 + 15.99% que fue revertida después de un
lavado de 3 min (tercer trazo). Resultados semejantes fueron obtenidos en 3 ovocitos
de 2 donadores. Los ovocitos fueron controlados a un potencial de .60 mV en éste y los

experimentos subsecuentes.

250+

8 & 8

Corriente (nA)
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Fig. 20. Fluoxetina inhibe la corriente generada por ACh en ovocitos inyectados
con RNAm de cerebro. Resumen de los experimentos realizados con el protocolo
ilustrado en la Fig. 19; las barras representan la media + SEM de la amplitud de
corriente alcanzada en cada uno de los tratamientos sefialados. Prueba ANOVA de una

via medidas repetidas p<0.05, prueba Tukey p<0.01.

Efecto de fluoxetina sobre la corriente provocada por Glut

Los ovocitos desfoliculados de Xenopus laevis no presentaron activacion de corriente
al aplicar Glut, indicando que los ovocitos no presentaron receptores de Glut nativos.
En los ovocitos expresando el RNAm cerebral se observd una corriente entrante en
respuesta a la aplicacién de Glut 10 uM con dos componentes a las que les llamamos
1° y 2° pico de corriente, estas tuvieron un promedio de amplitud de 217 £ 140 nA y
413 £ 271 nA . La aplicacién de sélo fluoxetina 50 uM no indujo una corriente u

ocasionalmente generd una corriente entrante de amplitud pequefia siendo de 13 £ 8.3
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nA. Cuando la fluoxetina 50 uM fue aplicada junto con Glut 10 uM en solucién Ringer,
la respuesta a 5-HT fue inhibida por 51.3% y 34.5% sobre el pico 1y 2 de la respuesta.
Adicionalmente se observo una corriente oscilatoria entrante, tipica de los receptores
que activan la fosfolipasa C, lo cual nos indica que la fluoxetina pudiera estar actuando

sobre receptores ionotropicos y metabotropicos.

Después de un lavado con solucién Ringer, fue observado que la activacion de la
corriente a Glut 10 uM se recuperd en un 83.4% con respecto a la corriente inicial

previo a la perfusion con fluoxetina.

Ovocitos inyectados con RNAmM de cerebro de rata macho

Glut 10 pM Glut 10 uM

Ght ' 10 uM Fluoxetina 50 ;M

Fig. 21. Inhibicion de la corriente generada por Glut en ovocitos inyectados con
RNAm de cerebro. Los trazos ilustran las respuestas provocadas por la aplicacidon de
Glut 10 uM tanto en la ausencia (primer trazo) como en presencia de fluoxetina 50 uM
(segundo trazo) en un ovocito inyectado con RNAm. La coaplicacién con la droga
provoco una inhibicién de la corriente entrante en sus dos fases cinéticas, la corriente 1
y 2, ademas de la potenciacion de una corriente entrante oscilatoria tipica de la
respuesta IclCa, esta respuesta fue revertida después de un lavado de 3 min (tercer
trazo). Resultados semejantes fueron obtenidos en 10 ovocitos de 2 donadores

diferentes.
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Fig. 22. Fluoxetina inhibe la corriente generada por Glut en ovocitos inyectados
con RNAm de cerebro. Resumen de los experimentos realizados con el protocolo
ilustrado en la Fig. 21; las barras representan la media + SEM de la amplitud de
corriente alcanzada en cada uno de los tratamientos senalados. Prueba ANOVA de una
via medidas repetidas p<0.05, prueba Tukey p<0.05.

Efecto de fluoxetina sobre la corriente provocada por acido kainico

Los ovocitos expresando el RNAm de cerebro mostraron una corriente entrante con un
promedio de 567.5 £ 210 nA en respuesta a la aplicacion de acido kainico (AK) 50 uM.
La aplicacion de fluoxetina 50 uM, como en los demas casos, ocasionalmente generé
una corriente entrante de amplitud pequefia. Al momento de perfundir fluoxetina 50 uM
junto con AK 50 uM, la respuesta fue ligeramente disminuida obteniendo valores en
promedio de 441.75 + 152 nA correspondiente a una inhibicién de 22.16 + 14.38% con

respecto a la corriente inicial en la que se aplicé unicamente AK 50 uM.

Después de un lavado con solucién Ringer, se observa la activacion de la corriente a

AK 50 uM con una recuperacion total.
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Ovocitos inyectados con RNAm de cerebro de rata macho

Ac. Kainico 50 uM . LI 99 Ac. Kainico 50 M
— Fluoxetina 50 uM o

Ve wal

20 seq

Fig. 23. Inhibicién de la corriente generada por AK en ovocitos inyectados con
RNAm de cerebro. Los trazos ilustran las respuestas provocadas por la aplicacién de
ac. Kainico 50 uM tanto en la ausencia (primer trazo) como en presencia de fluoxetina
50 uM (segundo trazo) en un ovocito inyectado con RNAm. La coaplicacion con la
droga provocd una inhibicion de 22.16 + 14.38% que fue revertida después de un

lavado de 3 min (tercer trazo). Resultados semejantes fueron obtenidos en 4 ovocitos
de 2 donadores diferentes.

Corriente (nA)

? 3888888

Fig. 24. Fluoxetina inhibe la corriente generada por Ac. kainico en ovocitos
inyectados con RNAm de cerebro. Resumen de los experimentos realizados con el
protocolo ilustrado en la Fig. 23; las barras representan la media + SEM de la amplitud

de corriente alcanzada en cada uno de los tratamientos sefialados. Prueba ANOVA de
una via medidas repetidas p<0.05, prueba Tukey p<0.001.
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Efecto de fluoxetina sobre la corriente T out

Los ovocitos desfoliculados de Xenopus laevis poseen canales de Cl- activados por
Ca*™; el Ca*™ puede entrar al ovocito a través de canales de Ca*™ dependientes del
voltaje generando la corriente llamada Tout (Miledi, 1982). Para generar la corriente Tout
el voltaje fue mantenido inicialmente a —100 mV y fueron aplicados pulsos desde —40
mV a +60 mV, en incrementos de 20 mV. En ovocitos expresando el RNAm de cerebro
la aplicacién de Ringer alto Ca** 10 mM y con pulsos despolarizantes se obtuvieron
amplitudes de Tout de 9.79 £ 3.6 pA durante el pulso a +20 mV; al aplicar fluoxetina 50
uM en Ringer Ca** 10 mM durante un minuto, el mismo protocolo de pulsos generd
amplitudes de Tout de 6.16 = 1.4 pA, correspondiente a una inhibicion de 37.08 +
11.38%. La amplitud de la corriente Tout fue recuperada después del lavado de la droga
(Fig. 25).

Ringer 10 mM Ca™

Ringer 10 mM Ca"*/ Fluoxetina 50 uM ( Ringer 10 mM Ca**

4 uh |
200 Msig

.

Fig. 25. Inhibiciéon de la corriente Tout por fluoxetina en ovocitos inyectados con

RNAm de cerebro. Los trazos ilustran las respuestas provocadas por la aplicacidén de
Ringer 10 mM Ca** tanto en la ausencia (primer trazo) como en presencia de fluoxetina
50 uM (segundo trazo) en un ovocito inyectado con RNAm. La coaplicaciéon con la
droga provocd una inhibicion de 37.08 + 11.38% que fue revertida después de un

lavado de 7 min (tercer trazo).
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Corriente (mA)

Fig. 26. Fluoxetina inhibe la corriente Tout, en ovocitos de Xenopus laevis,
expresando RNAm de cerebro. Resumen de los experimentos realizados con el
protocolo ilustrado en la Fig. 25; las barras representan la media + SEM de la amplitud
de corriente alcanzada en cada uno de los tratamientos sefialados. Prueba ANOVA de

una via medidas repetidas p<0.05, prueba Tukey p<0.05.

8 DISCUSION

El estudio de los blancos moleculares de drogas diversas ha requerido la
implementacion de estrategias basadas en diferentes principios las cuales generan
resultados que no pueden ser comparables entre si, ademas de no ser empleados de

manera sistematica para analizar de manera funcional la interaccion droga-proteina.

En este trabajo se propuso desarrollar un método basado en la expresidén heteréloga
de diferentes proteinas de membrana en el ovocito de Xenopus laevis a través de la
inyeccion del RNAm de cerebro de rata para evaluar de manera sistematica la
interacciéon de una droga con diferentes blancos moleculares empleando técnicas

electrofisiologicas. La droga elegida para probar este método fue la fluoxetina (Prozac),
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una droga indicada ampliamente para el tratamiento de la depresion, una enfermedad

de alto impacto en la sociedad mundial.

La fluoxetina cuyo sitio de accion se ha reportado ser especifico para el transportador
de serotonina, es capaz de unirse a otros blancos moleculares como ha sido reportado
por diferentes autores. Estas evidencias; sin embargo, a veces son contradictorias

debido tal vez al método de medicion utilizado.

Es por ello que el trabajo aqui presentado es de gran relevancia ya que permitié medir
de manera sistematica los efectos de la fluoxetina sobre diferentes blancos

moleculares.

El RNAm de cerebro inyectado en el ovocito de Xenopus laevis indujo la expresion de
receptores serotoninérgicos en la membrana de esta célula como fue demostrado al
aplicar la 5-HT la cual generd una corriente entrante. Sin embargo, la fluoxetina inhibio
esta respuesta hasta en un 91.12%, demostrando que tiene un efecto bloqueador sobre
los receptores serotoninérgicos expresados en el ovocito. Estos resultados refuerza los
resultados obtenidos por Ni y Miledi (1997).

El sistema serotoninérgico presenta una interaccion con el sistema colinérgico
(Gerschenfeld and Stefani, 1966). Por este motivo se han realizado estudios para poder
evaluar la interaccidén que tiene la fluoxetina con receptores colinérgicos. En el sistema
colinérgico se tienen 2 tipos de receptores: nicotinicos y muscarinicos. Los receptores
nicotinicos tienen una respuesta excitatoria y pertenecen a la familia de receptores
ionotrépicos; los receptores muscarinicos son de respuesta excitatoria o inhibitora y

pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G.

Cuando se inyecté el RNAm en los ovocitos, se observé que éstos también expresaron
receptores muscarinicos como lo demostré la generacion de corrientes oscilatorias
después de la aplicacion de acetilcolina. Estas oscilaciones implican la liberaciéon de

Ca?* intracelular mediada por receptores metabotropicos. Estas corrientes fueron
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inhibidas en un 58.25% por la fluoxetina. Aun cuando existen evidencias que muestran
que la fluoxetina inhibe receptores nicotinicos (Garcia Colunga et al., 1997), esta es la

primera vez que se demuestra su efecto sobre receptores muscarinicos.

En 1999, fueron realizados estudios de unién demostrando que la fluoxetina
interacciona con el receptor GABAa (Tunnicliff et al., 1999). Posteriormente se
realizaron estudios funcionales en la linea celular HEK-293T transfectada para expresar
receptores GABAa que demostraron un incremento en la respuesta dependiente de la
dosis de fluoxetina. Se describio también que la sensibilidad de la respuesta a
fluoxetina estaba relacionada con el tipo de subunidad del receptor GABA expresado
(Robinson et al., 2003; Derry et al., 2007). Sin embargo, en estudios de unién no se
encontro afinidad de fluoxetina con el receptor GABAA en un cultivo neuronal de corteza
(Werling et al., 2007)

En nuestro modelo de expresion de RNAm de cerebro en Xenopus laevis demostramos
que la fluoxetina presenta un efecto potenciador reversible de 45.67% sobre la corriente
de GABA.

Adicionalmente, se ha reportado que el sistema glutamatérgico se encuentra
involucrado en el trastorno de la depresion (Zarate et al., 2002). Se ha reportado que la
fluoxetina inhibe corrientes glutamatérgicas en células corticales en concentraciones

bajas desde 10 uM (Szasz et al., 2007).

En el presente trabajo se evalué el efecto de glutamato sobre los receptores
expresados en el modelo de Xenopus laevis, se observd una inhibicion significativa y
reversible de la amplitud del primer pico de la corriente en 51.3%, este pico parece
corresponder principalmente a la activacion de canales tipo NMDA, ya que este
componente de la corriente mostré una clara desensibilizacion, un comportamiento

tipico de este tipo de canales glutamatérgicos.
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El segundo componente de la corriente glutamatérgica parece entonces ser debida
principalmente a otros canales glutamatérgicos del tipo no-NMDA, como por ejemplo
canales sensibles a kainato. De acuerdo a la bibliografia no se cuenta con un reporte
funcional del efecto de la fluoxetina sobre los receptores a kainato. En el presente
trabajo se observé que la fluoxetina también posee un efecto inhibitorio significativo en
la corriente generada por acido kainico; este efecto fue de un 22% con una
recuperacion total. Estos datos nos sugieren que la fluoxetina posee como blancos

moleculares a los receptores NMDA y de kainato neuronales.

Diversos estudios recientes indican que fluoxetina tiene efectos adicionales sobre
distintos canales ionicos. Los ovocitos de Xenopus laevis inyectados con el RNAm
también expresaron una gran cantidad de canales de Ca?* dependientes de voltaje que
activaron corrientes Tout; sobre estas corrientes también la fluoxetina presenté
importantes efectos inhibitorios que podrian ser atribuidos tanto a efectos sobre los

canales de Ca?* como sobre canales de Cl- dependientes de Ca?*.

En resumen la coleccidon de moléculas analizadas provenientes de la expresion del
RNAmM de cerebro mostré que los diversos efectos de la fluoxetina sobre ellas no son
dependientes del ambiente en que han sido estudiados, sino mas bien a la unién
especifica de la droga sobre cada una de las entidades moleculares. Ademas
mostramos que el ovocito de Xenopus, expresando de esta manera las proteinas de
cerebro, es un modelo confiable para obtener en un ensayo unico muchas de las
moléculas receptoras y canales i6nicos de interés, y para explorar su afinidad por
drogas de las que no se sabe su blanco de accion, lo cual facilitara la busqueda de
estas entidades en experimentos dirigidos al reconocimiento de nuevos potenciales

farmacos.
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CONCLUSIONES

La fluoxetina presenta efectos sobre las proteinas co-expresadas en un modelo
funcional bajo condiciones homogéneas y controladas. Dado los resultados
obtenidos, los efectos inhibitorios o potenciadores inducidos por fluoxetina son

validados en el modelo de expresion de RNAm de cerebro en Xenopus laevis.

Se demostr6 que la fluoxetina tiene interacciones directas con receptores
neuronales de los sistemas serotoninérgico, glutamatérgico (receptores NMDA vy
kainicos), muscarinico, gabaérgico y sobre canales ionicos expresados en ovocitos

de Xenopus laevis.

Comparando lo reportado en la literatura con los datos obtenidos en este estudio,

queda claro que el método de expresidn heterdloga en el ovocito de Xenopus laevis

permite obtener datos comparables y reproducibles.

10 PERSPECTIVAS

El

metodo aqui propuesto basado en la expresion heterbloga de proteinas de

membrana en el ovocito de Xenopus laevis podria ser empleado de manera sistematica

para la busqueda de blancos moleculares de drogas diversas. Si este sistema se

acoplara ademas al empleo de técnicas modernas de protedmica, tendria un alto

potencial en el estudio de la interaccion drogas y proteinas.
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