PEPTIDO SINTETICO MODULADOR AGONISTA DEL RECEPTOR NMDA

Campo de la Invencion.

La presente invencion esta relacionada en el campo de los péptidos moduladores de la
actividad del receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA). Especificamente hace referencia a
dos péptidos sintéticos antagonistas del influjo ibnico a través del receptor NMDA y a un
péptido con actividad agonista sobre el receptor NMDA en cultivos de neuronas
hipocampales de rata.

Estado del Arte de lainvencion.

El receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR) constituye el principal subtipo de receptores de
glutamato y normalmente participa en la transmision sinptica excitatoria rapida. Estos
receptores se expresan ampliamente, y han sido implicados en procesos fisiol6gicos tales
como el desarrollo neuronal, plasticidad sindptica, memoria y aprendizaje y numerosas
condiciones patolégicas (Citri y Malenka., 2008). También se ha involucrado al NMDAR,
en procesos como el dafio isquémico (Hardingham y Bading., 2010), dolor crénico,
psicosis, y los principales trastornos degenerativos como el Parkinson y la enfermedad de
Alzheimer (Mony et al., 2009a; Traynelis et al., 2010).

Los receptores NMDA se presentan como conjuntos de tetrameros de dos subunidades
GIuN1 de unién de glicina y dos subunidades de union a glutamato, de los cuales hay
cuatro tipos (GIUN2A, GIuN2B, GIuN2C y GIuN2D). Ambos tipos de subunidades GIuN2A
y GIUN2B son consideradas como las principales para el funcionamiento de los receptores
NMDA en las neuronas del sistema nervioso central (SNC) (Madden, 2002).

La subunidad GIuN2 controla una amplia gama de propiedades funcionales de los
receptores NMDA, y se expresa diferencialmente en todo el Sistema Nervioso Central
(SNC) (Akazawa et al., 1994; Monyer et al., 1994). Cada subunidad del receptor NMDA
esta compuesta de cuatro dominios, que incluyen el dominio extracelular amino-terminal
(ATD), el dominio de unién a ligando extracelular (LBD), el dominio transmembrana (TMD)

y el dominio carboxilo-terminal intracelular (CTD) (Sobolevsky et al., 2009).

La activacion de los receptores NMDA requiere dos eventos coincidentes: 1) La unién de
glutamato y glicina, y 2) la despolarizaciéon simultdnea de la membrana, que elimina el
bloqueo por parte del Mg a nivel del poro del canal, dando lugar al influjo de Ca*". En
condiciones fisiologicas, la entrada de Ca®" produce una inhibicién parcial de los
receptores NMDA a través de una inactivacion calcio dependiente, impidiendo asi una
sobrecarga de Ca?" intracelular (Krupp et al., 1999). Bajo condiciones patoldgicas, sin
embargo, esa regulacién de los receptores NMDA esta desactivada, lo que resulta en
exceso del influjo de Ca?" a través del receptor NMDA, desencadenando miiltiples
procesos catabdlicos intracelulares, y por lo tanto induciendo muerte neuronal (Lipton.,
2006).



Dado el complejo funcionamiento del receptor NMDA en la transmision sinaptica,
procesos de memoria y aprendizaje y que estd altamente implicado en procesos
patoldégicos como el dafio isquémico, la farmacologia en relacion a la regulacion del
receptor se ha centrado en probar antagonistas dirigidos al sitio de unién de glutamato, al
sitio de union de la glicina, al canal y a sitios de regulacién alostérica del receptor, todos
como agentes neuroprotectores en mdultiples ensayos preclinicos, sin embargo estos
acercamientos han fallado (Green, 2002; Parsons et al., 2002; Lo et al., 2003; Hoyte et al.,
2004; Small y Tauskela, 2005; Wang y Shuaib, 2005; Muir, 2006). En el caso de agentes
bloqueadores del canal (aptiganel, Cerestat; CNS 1102), y del sitio de unién a glutamato,
los niveles de antagonismo necesarios para generar neuroproteccion, afectan la funcién
cardiovascular y alteran la cognicién (efectos psicéticos) (Small y Tauskela, 2005; Muir,
2006). Gavestinel (GV150526), dirigido al sitio de unién a glicina, también fall6 en la
neuroproteccion deseada (Sacco et al.,, 2001). Un antagonista selectivo de la subunidad
GIuN2B CP-101,606 es aparentemente insuficiente para proteccién del dafio isquémico
severo (Yurkewicz et al., 2005). En otro tipo de patologias como Alzheimer y Parkinson el
agente Memantina ha presentado resultados prometedores dada su baja afinidad y rapida
cinética de disociacion, caracteristicas que no presentan los antagonistas clasicos

(Kotermanski y Johnson, 2009).

Otro tipo de antagonistas derivados de venenos naturales han sido probados contra el
receptor NMDA. Una clase de estos venenos son las Conotoxinas, que son pequefos
péptidos producidos por invertebrados marinos del genero Conus. Estas conotoxinas
representan compuestos de naturaleza proteica rigidos y ricos en el aminoacido cisteina
(4-6 residuos) en posiciones muy bien definidas, y sintetizados gracias a un complejo
mecanismo que permite su gran variabilidad y eficiencia en la paralisis de sus presas,
garantizando asi el éxito evolutivo de esta especie (Olivera., 1997). Se ha determinado
gue las conotoxinas se caracterizan por una enorme especificidad, uniéndose a
receptores bien definidos de células musculares o nerviosas, donde actian como

antagonistas de los canales iénicos, blogueando su funcionalidad.

Un tipo de conotoxinas, las Conantoquinas, corresponden a pequefios péptidos (17-27
aminoacidos), pobres en puentes disulfuro a diferencia de las demas conotoxinas, se
encuentran en venenos de Conus geographus, y presentan una alta afinidad para
bloguear el receptor NMDA, con potencial efecto anticonvulsionante y antinociceptivo
(Layer et al., 2004, Xiao et al., 2008).

Dentro de este grupo se encuentra la Conantoquina-G (CGX-1007) o Con-G, un péptido
de 17 aminoacidos (GEyyLQyNQYLIRYKSN-NH, (SEQ ID NO: 1)) que se caracteriza por
la presencia de cinco residuos del aminoacido modificado acido gama carboxiglutamico
(y-carboxiglutamico 6 Gla), ésta toxina presenta antagonismo competitivo y no competitivo
por las subunidades del receptor NMDA (Prorok y Castellino, 2007). Los residuos y-
carboxiglutamico permiten la coordinacién de iones divalentes (Ca*, principalmente) lo

que le confiere forma a-hélice a la Conantoquina-G (Myers et al., 1990).



Varios acercamientos con péptidos andlogos de la conantoquina-G, en los que se ha
reemplazado parcial y totalmente los residuos y-carboxiglutdmico por alanina y
especialmente por glutamato (Lin et al., 1999; Chandler et al., 1993), han permitido
determinar que la actividad antagonista de la conantoquina-G contra los receptores NMDA
depende fuertemente de los residuos del amino-terminal, donde los residuos y-
carboxiglutamico tienen un papel estructural y funcional, especialmente los residuos Gla3
y Gla4 (Blandl et al., 1998; Zhou et al., 1996; Warder et al., 1998).

Junto con los residuos y-carboxiglutamico, se ha descrito también que la leucina 5 (Leu 5)
de la cononatquina-G parece ser el determinante molecular que permite que esta toxina
presente especificidad con el dominio de unién al ligando (LBD) (residuo Met 739 ubicado
en el dominio D2 del LBD) de la subunidad GIuN2B del receptor NMDA, generando alta
selectividad y antagonismo competitivo por esta subunidad (Donevan y McCabe., 2000;
Sheng et al., 2010).

El papel de la conantoquina-G como antagonista sobre los receptores NMDA se ha
evaluado en diferentes escenarios, asi mismo se ha solicitado numerosas patentes en
relacién al uso de la conantoquina-G sobre el receptor NMDA. Por ejemplo, la patente CA
2288346 Al (Saydoff et al., 1998) describe un método en el que el uso de la
conantoquina-G (SEQ ID NO: 1) produce analgesia y neuroproteccién cuando se
administra en mamiferos. Por su parte, la patente US5830998A (Maccecchini, 1998)
describe una serie de péptidos a partir de modificaciones en el N y C terminal de la
conantoquina-G (SEQ ID NO: 1), ademas de péptidos con sustituciones internas
reemplazando los residuos y-carboxiglutdmico por glutamato y su uso como moduladores
alostéricos del receptor NMDA en el tratamiento de trastornos del sistema nervioso central
SNC. La patente US6110894A (Maccecchini, 2000) hace uso de los mismos derivados de
conantoquina-G descritos anteriormente para tratar la excitotoxicidad producida por la
sobre estimulacion del receptor NMDA durante eventos de epilepsia. Mas recientemente,
en la solicitud de patente, CN102167729A (Renzhan-Hong et al., 2011) describen el
analogo de conantoquina-G (Glu-por-G) donde se ha reemplazando los residuos y-
carboxiglutamico de la conantoquina-G por glutamato, dicho analogo, presenta un efecto
sobre la dependencia psicoldgica y dependencia fisica de la morfina; y en comparacion

con la morfina, el analogo tiene un efecto analgésico mas fuerte.

Se ha encontrado que la conantoquina-G tiene efectos neuroprotectores en un evento
isquémico y en apoptosis inducida por estaurosporina (Williams et al., 2002). Sin
embargo, el efecto neuroprotector de la conantoquina-G en un contexto excitotoxico y en
particular en la isquemia no ha sido bien establecido. Un estudio en cultivos organotipicos
de hipocampo y en células HEK293 donde se expresaron diferentes combinaciones de las
subunidades del receptor NMDA (Alex et al., 2011), mostré un efecto neuroprotector de la
conantoquina-G en un ambiente excitotéxico. En este estudio la conantoquina presento un
efecto como bloqueador efectivo de las subunidades GIUN2B y GIUN2A, lo que sugiere
que la conantoquina-G es una potente molécula con efecto neuroprotector ante un
ambiente excitotdxico y este efecto es mediado a nivel de diferentes subunidades del
receptor NMDA, en contraposicion a los estudios descritos previamente acerca de la

selectividad de la conantoquina-G hacia la subunidad GIuN2B.



Datos més recientes han mostrado que la Conantokina-G promueve la neuroproteccion
relacionada con la integridad neuronal y los cambios en la localizacién celular de
subunidades del receptor NMDA en un modelo de isquemia in vivo (Balsara et al., 2015).
Ahora bien, mientras los modelos pre-clinicos ustilizando la Conantokina-G como
antagonista del receptor NMDA para tratar el accidente cerebrovascular han tenido éxito,
el uso farmacolégico no ha sido el esperado (Balsara et al., 2012). En el caso del
tratamiento de convulsiones y epilepsia (Barton et al., 2004), la Conantokina-G fue
probada con el nombre de CGX-1007 por Cognetix Inc, incialmente los resultados fueron
promisorios en la fase |, sin embargo fall6 en la fase Il de las pruebas clinicas
(http://www.uniprot.org/uniprot/P07231, 2014).

Debido que a la fecha no hay un tratamiento farmacol6gico eficaz para regular los
procesos involucrados en las patologias dependientes del receptor N-Metil-D-Aspartato
(NMDA), se hace necesario la busqueda de nuevos farmacos o farmacoterapia dirigida

hacia los diferentes sitios moduladores del receptor NMDA.

Breve Descripcion de la invencion

La presente invencion esta relacionada en el campo de los péptidos moduladores de la
actividad del receptor NMDA. Especificamente hace referencia a un péptido con actividad
agonista del receptor NMDA.

En esta invencién también se presenta un péptido KLGMRSELQIDNDQDAD (SEQ ID NO:
4), en codigo de tres letras; Lys-Leu-Gly-Met-Arg-Ser-Glu-Leu-GlIn-lle-Asp-Asn- Asp-GIn-
Asp-Ala-Asp ordenado desde el N-terminal al C-terminal. Este péptido tiene un peso
molecular de 1948.08 g/Mol, es principalmente de naturaleza hidrofilica y de caracter
acido.

De la evaluacion electrofisiolégica realizada en cultivos neuronales, el péptido presentado
como SEQ ID NO: 4, por si solo mostr6 actividad agonista hacia el receptor NMDA. Este
péptido SEQ ID NO: 4, generd corrientes de entrada via receptor NMDA a una
concentracion de 500 pM. Este péptido se presenta también como un agente
farmacologico interesante para procesos como memoria y aprendizaje donde se requiere

potenciar la actividad del receptor NMDA.

Descripcion Detallada de la Invencién

Para evaluar el efecto que pudieran tener el péptido sintético presentado en la lista de
secuencias como SEQ ID NO: 4, sobre la actividad del receptor NMDA, en cultivos de
neuronas hipocampales (DIV7-14), se realizé una evaluacion electrofisiolégica de las
corrientes de entrada macroscopicas (corrientes evocadas) del receptor NMDA. Para
aislar las corrientes del receptor NMDA se aplicé un tratamiento farmacolégico para

bloguear la actividad de los receptores AMPA y Kainato, los receptores GABAA, canales


http://www.uniprot.org/uniprot/P07231

de glicina y canales de sodio dependientes de voltaje, como se explica en el apartado de

metodologia.

Las corrientes evocadas del receptor NMDA se consiguieron mediante la aplicacion de
100 pM de NMDA (Sigma) y 10 puM de Glicina (Sigma) durante 5 segundos, luego se
realizé lavado de los agonistas mediante perfusion con la solucién de bafio. Dada la
desensibilizacion de corrientes macroscépicas que ocurre en este tipo de canales
(Nahum-Levy et al.,, 2001) se realizaron estimulaciones sucesivas en intervalos de 4
minutos, tiempo necesario para permitir la recuperacion de la actividad del canal, lo que
permitié registrar corrientes de entrada estables a un potencial fijo de -60 mV que fueron

tomadas como control (Figura 1A).

Para comprobar que las respuestas obtenidas eran producto de la estimulacion del
receptor NMDA, se usé el antagonista selectivo y no competitivo del receptor NMDA, (+)-
MK-801 (Dizocilpina, Tocris), éste actia uniéndose a nivel del poro del canal lo que
previene el influjo de Ca*" (Wong et al., 1986). La aplicacién de 10 uM de (+)-MK-801
provocé una disminucién de mas del 50% de la respuesta obtenida por la estimulacion de
100 uM de NMDA y 10 uM de Glicina (Figura 1B). Una segunda aplicacion de (+)-MK-
801 generd un bloqueo casi total de la respuesta, que en la mayoria de los casos no se
observd recuperacion de la corriente después del lavado. Estos resultados indican la
presencia de corrientes del receptor NMDA.

Debido a que los péptidos presentados en esta invencion corresponden a analogos de
Conantoquina-G, y el blanco molecular de ésta es la subunidad GIuN2B del receptor
NMDA, fue necesario determinar electrofisiolégicamente la presencia de la subunidad
GIuN2B a diferentes dias in vitro, para esto se us6 el compuesto Ro 25-9681, el cual es
un bloqueador altamente selectivo dependiente de actividad hacia esa subunidad (Fischer
et al., 1997). Sin embargo, para conseguir un bloqueo menor al 50% de la respuesta
evocada usando 100 uM de NMDA y 10 pM de Glicina fue necesario hacer estimulos
consecutivos usando 1uM de Ro 25-9681 (Figura 1C). El compuesto Ro 25-9681 presenta
bloqueo dependiente de actividad y no permite recuperacion de la actividad del receptor
después del blogueo. Estas respuestas fueron evaluadas entre DIV 7-14 encontrandose
un bloqueo significativo de las respuestas evocadas indicando que hay presencia de la
subunidad GIuN2B en cultivos in vitro tanto jovenes como maduros (Waxman y Linch.,
2005).

Teniendo en mente que hay presencia de la subunidad GIUN2B en las neuronas en los
dias in vitro mencionados se inici6 a evaluar los péptidos disefiados. Los cambios en la
magnitud de las corrientes evocadas por el agonista NMDA y el coagonista Glicina en

presencia de los péptidos, indicarian un efecto de los péptidos evaluados.

- Evaluacion electrofisiol6gica de los péptidos.



El péptido que se presenta en esta invencién en la lista de secuencias como SEQ ID NO:
4, corresponde a un péptido de 17 aminoacidos. De la evaluaciéon funcional de este
péptido SEQ ID NO: 4 sobre las corrientes evocadas del receptor NMDA en neuronas
hipocampales, se encontré que el péptido estaba generando una corriente de entrada
inmediata a la aplicacion del mismo, adicional a la corriente obtenida debida a la
estimulacion con NMDA (figura 2A). Para evaluar si por si mismo el péptido SEQ ID NO: 4
en ausencia del agonista NMDA producia alguna corriente, se generé un pulso de 500 uM
de ese péptido durante 10 segundos, interesantemente se encontré una corriente de
entrada con una cinética de cierre mucho mayor a los que se habia visto en este trabajo
para corrientes de la subunidad GIuN2B del receptor NMDA (figura 2B). Dado el
tratamiento farmacolégico que se usé en la solucién de bafio o extracelular para poder
registrar solo corrientes del receptor NMDA, la corriente que se obtuvo con el péptido
SEQ ID NO: 4 debia corresponder a una corriente del receptor NMDA. Para comprobar
esto se uso el antagonista selectivo para el receptor NMDA, (+)-MK-801. Se encontré un
bloqueo de mas del 90% de la corriente de entrada debida a la estimulacion por el péptido
SEQ ID NO: 4 (figura 2B). Esto indica que el péptido SEQ ID NO: 4 se estd comportando

como un agonista del receptor NMDA.

La mayoria del desarrollo farmacéutico en relacion al receptor NMDA se ha centrado en
antagonistas. Sin embargo, hay potencial terapéutico importante en el aumento de la
actividad del receptor NMDA (Lisman et al., 2008). Algunos modelos de estudio han
mostrado que la sobreexpresion de algunas subunidades del receptor NMDA,
principalmente (GIuN2B) pueden mejorar el aprendizaje y la memoria (Tang et al, 1999,
2001; Cao et al, 2007). Ensayos clinicos de agonistas dirigidos al sitio de unién de la
glicina en el receptor NMDA, han conducido a la idea de que la potenciacion del receptor
puede tener un beneficio terapéutico (Heresco-Levy, 2000; Coyle y Tsai, 2004; Shim et al,
2008; Labrie y Roder, 2010).

Por lo tanto, el péptido que en esta invencién se presenta como SEQ ID NO: 4, y que
tiene efecto agonista es de importancia farmacologia para regular la actividad del receptor

NMDA en procesos como memoria y aprendizaje.

Métodos

Disefio de Péptidos.

El péptido KLGMRSELQIDNDQDAD (SEQ ID NO: 4), se disefié en el laboratorio
BioinfoGrip de la Universidad Nacional de Colombia para interactuar con el dominio de
unién al ligando (LBD) de la subunidad GIuN2B. El disefio del péptido involucré la
insercién de cambios puntuales en la secuencia de la Conantokina G y la evaluacion in
silico mediante simulaciones de acoplamiento molecular de cada péptido utilizando un
modelo estructural de la subunidad GIuN2B y el programa AutoDock Vina y el servidor

Rosetta FlexPepDock.

Como control, inicialmente se seleccion6 un péptido con secuencia aleatoria con la misma

longitud (17 a.a.) como es habitual en este tipo de disefio. Sin embargo, este péptido



control mostré actividad agonista. Por lo tanto, se seleccioné otro péptido no relacionado
(EAR7) como control (TKRSSRAFRE), este péptido se disefid para interactuar con un sitio
intracelular del dominio C-terminal (CTD) de la subunidad GIuN2B [22]. EAR16 y EAR18
muestran buena solubilidad en agua (http://pepcalc.com) y tienen niveles de
hidrofobicidad similares: 19.36 y 19.65, respectivamente
(https://mww.thermofisher.com/co/en/homel/life-science/protein -biologia / péptidos-

proteinas / custom-peptide-synthesis-services / peptide-analyzing-tool.html). La
permeabilidad se predijo utilizando el programa CellPPD
(http://crdd.osdd.net/raghava/cellppd/index.html) los resultados corresponden a valores
negativos (-0.06, -0.57 y -0.57 para EAR7, EAR16 y EAR18, respectivamente) lo que
indica que son péptidos que no permean las membranas. La sintesis de los péptidos fue
realizada por un proveedor comercial (Peptide 2.0 en Sterling, VA, EE. UU.). Estos
péptidos no muestran modificaciones en sus extremos, el N terminal es una amina libre y
el C terminal es un acido carboxilico libre, el proveedor comercial aseguré la pureza y la

masa de cada péptido mediante analisis de HPLC y espectrometria de masas.

Construccion de la estructura tridimensional de los péptidos: para cada péptido se generé
un modelo de estructura tridimensional utilizando el software UCSF Chimera
(http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/), y se refiné la estructura tridimensional en un ambiente
hidrofilico  utilizando PEPstr (Peptide Tertiary Structure Prediction Server;
http://www.imtech.res.in/raghava/pepstr/).

Modelo estructural de la subunidad GIuN2B: este modelo se obtuvo usando los
aminoacidos 1-817 de la secuencia publicada para la subunidad GIuN2B (Ensembl
ENSRNOP00000011697, Rattus norvegicus). Esta secuencia de aminoacidos incluye los
dominios amino terminal (ATD) y de unién a ligando (LBD). EI modelo estructural de
GIuN2B se predijo utilizando el servidor I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/), este software utiliz6 varias estructuras de
referencia para determinar el mejor modelo. El mejor resultado o modelo (basado en el C-
Score y TM-score) se obtuvo cuando la estructura de referencia fue el receptor inotrépico
de glutamato AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico) (PDB 3KG2). Esta
estructura se ha utilizado previamente para elucidar otras funciones de los receptores de
glutamato. El C-score usualmente oscila entre -5y 2, el valor mas positivo es el mejor en
relacion a la topologia del modelo, el modelo GIUN2B seleccionado tiene un C-core de
0.01. ElI TM-score proporciona un valor de la correspondencia estructural entre dos
estructuras (GluN2B-template), valores superiores a 0.5 indican que la topologia del
modelo tiene mayor probabilidad que sea correcta, para el modelo de GIuN2B que se

tomo como el mejor el valor de TM-score fue de 0.71.

El modelo de GIuN2B seleccionado (usando I-TASSER) se evalué adicionalmente
utilizando PDBsum (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/) que proporciona varios parametros
que incluyen el perfil de hidrofobicidad, accesibilidad al solvente, prediccién de sitios de
unién del ligando. La estructura secundaria del modelo también se evalué usando graficas
de Ramachandran (Procheck en PDBsum), que proporciona el porcentaje de regiones

non

estructurales que son "favorables”, "permitidas" o "no permitidas". Un modelo con buena



estereoquimica deberia tener cerca del 90% de los residuos en regiones estructuralmente
favorables. El modelo seleccionado tiene el 86.7% de los residuos localizados en regiones
estructuralmente "favorables" y el 10.9% de los residuos en regiones "permitidas”. El
modelo tiene una topologia estructural comparable a la descrita para otros receptores de
glutamato inotropicos, incluidos los dominios ATD, LDB y transmembrana (TDM). Las
configuraciones estructurales de ATD y LBD se componen principalmente de hélices a y

permiten la uniéon de moduladores y agonistas.

Simulacion de Acoplamiento Molecular (Docking): Las simulaciones de acoplamiento
molecular se realizaron con las estructuras tridimensionales obtenidas de los péptidos y
de la subunidad GIuN2B usando "Autodock Vina" (http://vina.scripps.edu). Se generd una
grilla (grid box) en el centro del dominio LBD del modelo GIuN2B al que se asigharon los
correspondientes atomos de hidrégeno y estados de protonacion. El Grid Box se configuro
con un espaciado de 1 A, la exhaustividad del célculo se establecié en 10 y el niUmero de
resultados por Docking fue 10 para cada péptido. Los ligandos para el docking fueron
cada uno de los péptidos con los cambios puntuales en su secuencia. Como resultados se
escogieron las mejores conformaciones y orientaciones, con los valores de energia de
unién mas bajos (-6,6 kcal / mol y -7,7 kcal / mol para EAR16 y EAR18, respectivamente).
Los resultados del docking se visualizaron utilizando la interfaz grafica de Autodock Tools
(v. 1.5.4).

Los resultados del acoplamiento o docking se refinaron con el servidor Rosetta
FlexPepDock (http://flexpepdock.furmanlab.cs.huji.ac.il/index.php), que optimiza la
orientacion e interaccion péptido-receptor usando el método Monte-Carlo. Con la
estructura de inicio, FlexPepDock realiz6 200 simulaciones independientes, 100
simulaciones realizadas en alta resolucion. Las otras 100 simulaciones incluyeron un paso
de pre-optimizacion a baja resolucion, seguido de un método de refinamiento de alta
resolucion. Esto dio como resultado 200 modelos para cada péptido, se seleccioné el
mejor para cada péptido segun el puntaje proporcionado por la funciéon de puntuacién de
Rosetta (675,461 y 755,051 para EAR16 y EAR18, respectivamente). Las interacciones
entre los péptidos y la subunidad GIuN2B se determinaron utilizando el software
Discovery Studio Visualizer v4.1 (http: // accelrys .com / products / discovery-studio /
visualization.html). Las im&genes de acoplamiento se generaron utilizando UCSF Chimera

(http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).

Sintesis de péptidos.

El péptido presentado como SEQ ID NO: 4, fue sintetizado comercialmente. La casa
comercial asegurd una pureza del 95-99% del péptido mediante analisis combinado de
HPLC-MS. EIl péptido fue entregado liofiizado y se mantuvo a -20°C. Antes de las
pruebas, el péptido de acuerdo a su perfil de hidrofobicidad fue disuelto en agua

desionizada y mantenido a -20°C.

Evaluacion funcional de los péptidos.



Cultivo primario de Neuronas Hipocampales a partir de embriones de rata
Sprague Dawley de 18 dias de gestacion E18.

Se realizaron cultivos primarios de neuronas hipocampales que fueron preparados a partir
de embriones de 18 dias de rata Sprague Dawley (250-300 g). Todos los animales fueron
usados de acuerdo a los lineamientos y en correspondencia con el aval del comité de
ética de New York University Langone Medical Center Institutional Animal Care and Use
Committee. El procedimiento de extraccion y el cultivo se basaron de acuerdo a lo

reportado por Longart et al., 2004 y Beaudoin Il et al., 2012.

- Extracciéon de hipocampos

Las ratas fueron sacrificadas mediante inhalacion en camara de CO, (~10 min, 15 psi) y
posterior dislocacién cervical. Se realiz6 una cesarea para extraer los embriones, que
fueron colocados en medio de diseccion frio (DPBS, 1X, (Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline, no calcium, no magnesium, Gibco) mas 1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco)).
Se removio el saco embrionario a cada embrion individual y se ubicaron los embriones en
una caja de Petri con medio de diseccidn frio. Con ayuda de pinzas se removio la piel que
recubre la cabeza y el craneo, seguidamente, se despejé el cerebro y se extrajo el
conjunto cerebro-cerebelo. Cuidadosamente se removio el cerebelo y se colectaron en
promedio 10-12 cerebros en medio de diseccion frio. Posteriormente, se separaron los
hemisferios cerebrales y se retiraron las meninges. Una vez retiradas las meninges se
pudo apreciar el hipocampo. Usando las pinzas cuidadosamente se removieron los
hipocampos de cada hemisferio y se transfirieron a un tubo Falcon de 15 mL con 2 mL de

medio de diseccion frio.

- Disociacién y cultivo de las células hipocampales

Los hipocampos se lavaron dos veces con 2 mL de medio de diseccion frio. Para disociar
el tejido, se adicion6 300 pL de tripsina 0.25% (Gibco) al Falcon con los 2 mL de medio de
diseccion con los hipocampos y se llevo a incubadora a 37°C durante 20 minutos con
rotacion constante. Después de esto se inhibié la tripsina adicionando 5 mL de medio
Neurobasal completo (Medio Neurobasal (Gibco) suplementado con 2% de B27 (Gibco),
1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco) y 0.5 mM de Glutamax (Gibco)). Se descart6 la
solucién anterior y se realizaron dos lavados, primero con 5 mL y después con 10 mL de
medio neurobasal completo. Los hipocampos se disociaron mecanicamente en este
volumen final, usando pipetas Pasteur de vidrio cuyas puntas fueron previamente pulidas
al fuego para tener 3 tamafios (grande, mediana y pequefa). La disociacion consistié en
pasar los hipocampos por las puntas de las pipetas Pasteur 10 veces por punta, usando
primero la de punta grande, luego la mediana y finalmente con la punta pequefia, hasta
que se obtuvo una suspension celular. Esta suspension celular se pasé por un filtro (Cell
Srainer, 70uM, BD Falcon) para separar el tejido no disociado. Se realizd conteo celular y
viabilidad usando el método de azul de tripano en un hemocitometro o camara de
Neubauer, las células se sembraron a una densidad de 60.000-80.000 células por pozo
en laminillas circulares de 12 mm para electrofisiologia, previo recubrimiento con una

mezcla de Poli-D-lisina (37.5 pug/ml, Sigma-Aldrich) y Laminina (2.5 ug/ml, Invitrogen) en



placas de 24 pozos. Algunos cultivos de neuronas fueron mantenidos en 500 uL de medio
Neurobasal (Gibco) suplementado con 2% de B27 (Gibco), 1% Penicilina/Estreptomicina y
0.5 mM de Glutamax (Gibco) y en otros cultivos fue reemplazado el B27 por 2% de Suero
Fetal Bovino. Los cultivos fueron mantenidos a 37°C, 95% de humedad, 5% de CO, y se
realizaron cambios de la mitad del medio cada 3-4 dias. Se realizaron registros
electrofisiologicos en configuracion Whole Cell, Voltage Clamp, como se describe en el
apartado de electrofisiologia para neuronas mantenidas en B27 entre DIV (dias in vitro)
7-20, y para neuronas en suero fetal bovino entre DIV5-15. Entre 4-11 células fueron
evaluadas por cada péptido.

Registros Electrofisioldgicos.

Se obtuvieron registros electrofisiolégicos (Corrientes evocadas del receptor NMDA) de
las neuronas hipocampales (diferentes DIV) usando la técnica de Parche de membrana
(Pach Clamp) en la configuracion de célula completa (whole cell) (Hamill et al., 1981,
Sackmann y Neher., 1983), con un amplificador Axopatch 200B (Axon Instruments, Union
City, CA) y analizados usando el programa Clampfit 10.4 (Axon Instruments, Unién City,
CA), manteniendo el potencial de membrana a -60 mV (Voltage clamp) y temperatura
ambiente. Las neuronas fueron colocadas en medio extracelular (solucion de bafo)
conteniendo; 140 mM NacCl, 2.5 mM KClI, 2.0 mM CaCl,, 10 mM Hepes, 10 mM D-glucosa,
pH 7.4 (Huang et al., 2010).

El magnesio fue omitido para prevenir el bloqueo voltaje dependiente del canal del
receptor NMDA (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984). Igualmente se adicion6 a la
solucion extracelular, 1 uM Tetrodotoxina (Sigma) para bloquear la actividad de canales
de Na’ dependientes de voltaje; 20 uM CNQX (6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione,
Sigma) fue adicionado para eliminar la actividad de los receptores glutamatérgicos AMPA
y Kainato; asi mismo, se adicion6 50 uM Bicuculina (Sigma) junto con 100 uM Picrotoxina
(Sigma) para eliminar las corrientes inhibitorias de los receptores GABAA. Y 1 uM
Estricnina para inhibir la actividad de los canales de glicina.

La solucion intracelular (micropipeta) contenia; 110 mM Cs-gluconato, 20 mM CsCl, 10
mM Hepes, 10 mM EGTA, 4 mM Mg-ATP, 0.4 mM Na-GTP, pH 7.3 (ajustado con CsOH).
Las micropipetas de borosilicato fueron preparadas en un puller P-97 model (Sutter
Instruments) y en una micro-forja MF-90 (Narishige), y tuvieron resistencias en la solucién
extracelular de 1-3 MQ. Se utilizaron electrodos de Cloruro de plata (AgCl) previamente
clorinados. Para llevar a cabo los registros mediante Whole Cell primero fue necesario
lograr la configuracion Cell attached. Para ello se realiz6 un acercamiento de la pipeta a la
célula escogida para realizar el registro con ayuda de un micromanipulador. Se mantuvo
una presion positiva en el interior de la micropipeta mientras se acercaba a la célula. Al
hacer contacto con la membrana, se aplic6 una suave succion negativa para permitir que
parte de la membrana se invaginara en la pipeta provocando una firme unioén entre la
membrana y el vidrio. Junto con lo anterior, fue necesario también generar una pequefa
depresion en la membrana al empujar la micropipeta ligeramente contra la membrana

para lograr eficiencia en el sello del orden de giga ohms (>1GQ). La ruptura de la



membrana para lograr el contacto eléctrico entre la solucion de registro ubicada en el
interior de la micropipeta con el medio interno de la célula se logré haciendo succion

usando una jeringa de 1 mL.

Para obtener respuestas evocadas de los receptores NMDA, estos fueron activados
aplicando a las neuronas el agonista NMDA (Sigma) y el coagonista Glicina (Sigma)
durante 5 segundos y a diferentes concentraciones mediante un sistema bombas de
perfusiéon (perfusion pénsil). Para comprobar corrientes del receptor NMDA se utilizé el
bloqueador MK-801 (Sigma) y para determinar corrientes de la subunidad GIuN2B del
receptor NMDA, se utilizd el bloqueador especifico para esa subunidad, Ro 25-9681
(Sigma).

Aplicacion del péptido.

Se evalu6 el péptido identificado como SEQ. No. 4 utilizando el sistema de perfusion
mencionado anteriormente y liberados al medio extracelular o solucion de bafio.

Para cada registro electrofisiolégico el tiempo de grabacion fue 4 minutos. A los 30
segundos de iniciado el registro, se comenzo la aplicacion del péptido. El tiempo de
aplicacion fue de 10 segundos. Inmediatamente después se realizé lavado o perfusion
con la solucién de bafio o solucion extracelular para remover los péptidos. En la mayoria
de los casos se colectaron 8 registros por célula, dos registros iniciales como control
estimulando con NMDA/Glicina, a continuacién 4 registros con la aplicacion del péptido y
dos registros finales solo con NMDA/Glicina para evaluar la recuperacion del canal. Cada

registro se realizd a 4 minutos uno del otro.

Todas las respuestas fueron normalizadas de acuerdo a la maxima corriente evocada en
ausencia de péptido. El analisis de la amplitud y cinética de las corrientes fue realizado
mediante el programa ClampFit (pClamp10.4), en algunos casos se evalud los 5 o0 7

primeros segundos después de la estimulacion.

Para la representacion del curso temporal de las respuestas a lo largo del experimento y
el ajuste de las curvas de concentracion-respuesta (dose-response) del péptido se usoé el
programa GraphPad Prism V. 5, calculandose la concentracién inhibitoria 50 (ICsp), que
representa la concentracion de péptido necesaria para inhibir el 50% de la respuesta
maxima causada por el agonista. Los resultados estan presentados como la media y el
error estandar de la media (mean + S.E.M). La significancia estadistica fue determinada
por una prueba no pareada t-test cuando se compar6é dos grupos. El método ANOVA
Dunnet de una via se us6 cuando se compararon tres 0 mas grupos usando el programa
GraphPad Prism V.5. Se consideraron las diferencias estadisticamente significativas
cuando P<0.05.

Descripcién de las figuras

Figura 1. Corrientes evocadas del receptor NMDA. (A) Corrientes de entrada (Whole

cell) debido a la aplicacion de 100 uM de NMDA y 10 uM de Glicina. Las corrientes de



izquierda a derecha fueron obtenidas de la misma neurona. El dltimo grafico de corriente
corresponde al solapamiento (Merge) entre la primera estimulacion (negro) y la ultima
(gris). Se observa que la magnitud de la corriente se mantiene a medida que se realizan
estimulaciones y no se ven cambios significativos en la cinética de desactivacion de cada
corriente. (B) Inhibicion de corrientes evocadas del receptor NMDA usando el antagonista
(+)-MK801 en neuronas hipocampales. Los registros de corrientes inducidos por la
aplicacion de 100 uM de NMDA y 10 pM de Glicina fueron significativamente bloqueados
debido a la ocupacion y permanencia a nivel del poro del canal por parte de (+)-MK801,
indicando que efectivamente las corrientes obtenidas son via receptor NMDA. (C)
Inhibicién de las respuestas del receptor NMDA con presencia de la subunidad GIuN2B
usando 1uM de Ro 25-968 durante 10 segundos. Las respuestas fueron evocadas usando
100 uM de NMDA y 10 uM de Glicina durante 5 segundos. 7 neuronas fueron evaluadas.
DIV 7-14.

Figura 2. Efecto agonista del péptido SEQ ID NO: 4 sobre el receptor NMDA. (A)
Estimulacion con 500 uM del péptido SEQ ID NO: 4 durante 10 segundos en corrientes
evocadas (Whole Cell) del receptor NMDA por 100 uM de NMDA y 10 uM de Glicina. (B).
La Estimulacién con 500 uM del péptido SEQ ID NO: 4 durante 10 segundos produce una
corriente de entrada que es bloqueada por 10 uM de (+)-MK-801.
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