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Figura 3
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Figura 4
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Reivindicaciones
Se reclama:

1. Dos péptidos moduladores del receptor NMDA caracterizados por ser antagonista
del receptor NMDA y estar conformados por 17 aminoacidos.

2. Uno de los péptidos acorde a la reivindicacion 1 caracterizado por presentar la
secuencia SEQ ID NO:2 (1975,03 Da) y presentar selectividad hacia la subunidad
GIluN2B del receptor NMDA.

3. Uno de los péptidos acorde a la reivindicacion 1 caracterizado por presentar la
secuencia SEQ ID NO:3 (1981,99 Da) y presentar selectividad hacia las
subunidades GIuN2B y GIuN2A del receptor NMDA.

4. Dos péptidos de acuerdo a la reivindicacién 1 caracterizados por que el C-terminal
de cada péptido no esta amidado.

5. Dos péptidos de acuerdo a la reivindicacion 1 caracterizado por que los
aminoacidos que los conforman presentan configuracion tipo L.



Lista de secuencias de los péptidos presentados en estainvencion

Informacion General
- Numero de secuencias: 3

l. Informacion para secuencia SEQ ID NO: 1
a) Longitud: 17
b) Tipo: aminoacidos
c) Cadena: solo una cadena
d) Topologia: lineal
e) Tipo de molécula: péptido
f) Secuencia: GEyyLQyNQyYLIRyKSN-NH,
Gly-Glu-Gla-Gla-Leu-GIn-Gla-Asn-GIn-Gla-Leu-lle-Arg-Gla-Lys-Ser-Asn-NH,
5 10 15

Il. Informacion para secuencia SEQ ID NO: 2
a) Longitud: 17
b) Tipo: aminoacidos
¢) Cadena: solo una cadena
d) Topologia: lineal
e) Tipo de molécula: péptido
f) Secuencia;: GEDDLQDNQDLIRDKSN
Gly-Glu-Asp-Asp-Leu-GIn-Asp-Asn-GIn-Asp-Leu-lle-Arg-Asp-Lys-Ser-Asn
5 10 15

[l Informacion para secuencia SEQ ID NO: 3
a) Longitud: 17
b) Tipo: aminoacidos
c) Cadena: solo una cadena
d) Topologia: lineal
e) Tipo de molécula: péptido
f) Secuencia: GEDDYQDAQDLIRDKSN
Gly-Glu-Asp-Asp-Tyr-Gln-Asp-Ala-Gin-Asp-Leu-lle-Arg-Asp-Lys-Ser-Asn
5 10 15



265

Direcci6n de Investigacién y Extension ” UNIVERSIDAD
Vicerrectoria de Sede QZ NACIONAL
Sede Bogotd @ DE COLOMBIA

@@glgb

%@@%

Bogotd, 30 de agosto de 2018

Director

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ

Direccion de Nuevas Creaciones

Delegatura para la Propiedad Industrial
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
Carrera 13 No. 27-00

Asunto: 15131006

Respuesta al Oficio 6670 de 2018, notificado en fecha 31 de mayo de 2018.
Solicitud de Patente de Invencién denominada “PEPTIDOS SINTETICOS
MODULADORES DEL RECEPTOR NMDA”

Solicitante: Universidad Nacional de Colombia

Respetado Director:

Por medio del presente, me permito dar respuesta al requerimiento de fondo realizado
mediante el Oficio 6670 de 2018 respecto a la solicitud de Patente de Invencion titulada,
“PEPTIDOS SINTETICOS MODULADORES DEL RECEPTOR NMDA”, radicada bajo el
nlimero15131006, en los siguientes términos:

1. De la solicitud de patente
Reivindicaciones (Art. 30 D 486, Art. 22 PCT)

En primer lugar, en el Oficio No. 6670, se sostiene que “la reivindicaciéon 10 carece de
sustento porque menciona que el extremo C-terminal de los péptidos estd amidado, sin
embargo, en el capitulo descriptivo se indica expresamente que el extremo C-terminal de
los péptidos de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 no estd amidado”.

Para dar respuesta al requerimiento la reivindicacidon 10 ha sido eliminada del capitulo
reivindicatorio, dado que el propdsito de la invencidon consiste en la generacion de
secuencias de péptidos basados en la toxina Conantoquina G, la cual es un péptido que

tiene el extremo C terminal amidado, por lo que se disefiaron secuencias de péptidos
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con el extremo C terminal no amidado y en consecuencia la invencién presentada ante la  Universidad
SIC se limita a secuencias de péptidos (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3) sin amidar. Lo ::Z':;‘;"bm
anterior, se encuentra suficientemente sustentado en el capitulo descriptivo de la
solicitud originalmente presentada, en la seccién referente al resumen de la invencién en

el folio 5, parrafo 7, lineas 1-2.

En segundo término, en el Oficio objeto de respuesta se hace referencia a que las
“reivindicaciones 11 y 12 mencionan que los aminodcidos que conforman los péptidos
presentan configuracion tipo L o configuracion tipo D, respectivamente, lo cual no se
menciona en el capitulo descriptivo”.

Para otorgar respuesta al requerimiento, aun cuando se realizd la incorporacién al
capitulo descriptivo de la materia que especifica el tipo de configuracién de los
aminodacidos que constituyen la estructura primaria de los péptidos en estudio (parrafo
segundo, linea 2, pdg 13); las reivindicacién 11 se ha modificado, tal y como se constata
en el nuevo capitulo reivindicatorio anexo a este oficio en la reivindicacion 5 y la
reivindicacién 12 se ha eliminado de la presente solicitud.

Descripcion (Art. 28 y 29 D 486)

Dentro de las observaciones al capitulo descriptivo de la solicitud de patente, se
menciona la falta de suficiencia en la divulgacion de la invencidn, ya que no se especifican
las configuraciones tipo “L” o “D” que presentan los aminodcidos que conforman los
péptidos, objeto de la invencion.

Tal y como se seialé en forma precedente, aunque la especificacion respecto al tipo de
configuracién de los aminodcidos se excluyd del capitulo reivindicatorio, en aras de
otorgar respuesta a la observacidn realizada al capitulo descriptivo se indicé que los
péptidos de la invencidn solamente presentan la configuracién tipo “L”, por lo que se
pormenorizé tal explicacién en el nuevo capitulo descriptivo anexo a este oficio, dado
gue en el campo de la biologia molecular el hecho de contar con isémeros del tipo D o L,
es fundamental en la diferenciacidn de los efectos biolégicos que los péptidos presenten,
en el caso que nos ocupa por ser péptidos sintetizados la Unica configuracion que
tendrian seria “L”, la cual permite la interaccién especifica con el receptor NMDA, lo cual
produce el efecto biolégico de la modulacién de calcio al interior de la neurona. Dicho
efecto no fuese posible si los péptidos presentaran la configuracion tipo “D”.

2. Unidad de invencidn

El examinador aduce que la solicitud carece de unidad de invencidn ya que en la materia
reivindicada se presentaban dos grupos inventivos diferentes, definidos en el
requerimiento de la siguiente manera:
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o Grupo 1: (Reivindicaciones 1 a 6 (total) y 9 a 12 (Parcial)) Un péptido de 17 Universidad
Nacional

aminodcidos, caracterizado por tener la secuencia SEQ ID NO: 2 y ser antagonista del .
de Colombia

receptor NMDA, donde el antagonismo es selectivo hacia la subunidad GIuN2B del
receptor NMDA. Un péptido caracterizado por tener la secuencia SEQ ID NO: 3 y ser
antagonista del receptor NMDA, donde el antagonismo es selectivo hacia la subunidad
GIuN2B y GIuN2A del receptor NMDA.

o Grupo 2: (Reivindicaciones 7 y 8 (Total) y 9 a 12 (Parcial)) Un péptido
caracterizado por tener la secuencia SEQ ID NO: 4 y ser agonista del receptor NMDA.

Para solventar la falta de unidad de invencidn indicada por el examinador de la SIC, se
presenta un nuevo pliego reivindicatorio donde se incluyen las reivindicaciones
relacionadas con las SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 en las que se reclaman péptidos
antagonistas del receptor NMDA.

La materia y reivindicaciones relacionadas con la SEQ ID NO: 4, que corresponde a un
péptido agonista del receptor NMDA, sera materia de una solicitud divisional.

Con esta modificacion, la afectacion presentada por el examinador con respecto a la falta
de novedad del concepto comun inventivo de la solicitud presentada originalmente,
gueda solventada ya que se contaria con dos tipos de péptidos (moduladores
antagonistas y moduladores agonistas del receptor NMDA) con funciones bioldgicas
diferentes y con estructuras primarias diferentes acorde a la prueba de comparacion de
estructuras realizada, la cual corresponde a un alineamiento multiple (ver figura 1).

A partir de los resultados obtenidos en la prueba de alineamiento multiple es posible
establecer que los tres péptidos incluidos en la solicitud son diferentes entre si ya que los
péptidos SEQ ID NO: 2 y SEQ ID N O: 3 presentaron un porcentaje de similitud del
88,24%; los péptidos SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 2 presentaron un porcentaje de similitud
del 25,00% y los péptidos SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 3 presentaron un porcentaje de
similitud del 25,00%.

Adicionalmente se observa que la diferencia entre la similitud de los péptidos agonistas y
antagonistas es bastante amplia, por lo que no es posible establecer una comparacién
entre la estructura primaria de los mismos. En atencién a lo anterior, se estimo presentar
el péptido modulador agonista en una solicitud divisional.

Por otra parte, teniendo en cuenta el estado del arte mas cercano a la solicitud y que fue
identificado por el examinador como el documento D1 que corresponde al documento
patente US5830998, es posible identificar las siguientes ventajas tecnoldgicas de la
solicitud con respecto a las del estado del arte mds cercano:
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e El efecto presentado en la invencion de la solicitud es antagonista reversible Universidad
Nacional

debido a que la interaccion con el péptido no dana la funcionalidad del receptor, de Colombia

por lo que continua habiendo un proceso de modulacidn.

e Enlatabla1ldelacolumna 26 del documento D1, se presentan las secuencias de
los péptidos derivados de la Conantoquina G, clase | y Il, siendo estos ultimos los
mas similares a los péptidos SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 de la solicitud; sin
embargo, difieren en la sustitucion de Gla (g) por Asp (D), ya que dicha
sustitucion solamente se presenta en los péptidos de la solicitud y no se
encuentra en los compuestos propuestos en la tabla 1 de la anterioridad D1.

3. Examen de Patentabilidad (Art. 14 D486)
Nivel Inventivo (Art. 18 D486)

Segun el examen presentado en el oficio No. 6670, las reivindicaciones 1 a 3 de la
presente invencion carecen de nivel inventivo toda vez que la SEQ ID NO: 2 tiene un
porcentaje de similitud del 70.59% con la SEQ ID NO: 5 presentada en D1 y de acuerdo
con D2 los residuos de dcido gamma carboxiglutdmico de las posiciones 7, 10 y 14 no son
importantes en la union del péptido al receptor de NMDA.

En relacion a las objeciones sobre la actividad inventiva se manifiesta lo siguiente:

Dentro del cuestionamiento del nivel inventivo de la solicitud el examinador de la SIC
presenta el siguiente argumento: “(...) No se evidencia un efecto técnico asociado al
hecho de que el péptido contenga dcido aspdrtico en las posiciones 3, 4, 7, 10 y 14,
puesto que, tanto el péptido de la solicitud como el péptido divulgado en D1 actuan como
antagonistas del receptor NMDA a concentraciones altas (Col. 20, lineas 52 a 59) y el
péptido divulgado en D1 presenta un valor de IC50 de 8.5 uM (Col. 27, Tabla Il), que es
menor al reportado para el péptido de la solicitud (IC50 de 113 uM)”.

En relacién con lo anterior, los inventores aclaran que el ensayo divulgado en D1 Col. 20,
lineas 52 a 59, demuestra que se presenta un efecto antagonista irreversible por el
hecho de bloquear el funcionamiento del receptor NMDA, (Col 20, lineas 60 a 63); por el
contrario, el efecto presentado en la invencién de la solicitud es antagonista reversible
debido a que la interaccion con el péptido no dafia la funcionalidad del receptor, por lo
gue continda habiendo un proceso de modulacion.

De acuerdo con el ensayo divulgado en D1 en el cual se obtuvo un valor de IC50 de 8,5
MM, se aclara que las condiciones de éste ensayo difieren del realizado por los inventores
principalmente en dos aspectos: en primer lugar, los péptidos presentados en la
solicitud han sido disefiados de manera racional apoyados en herramientas
computacionales y segundo, estos péptidos se han evaluado experimentalmente por
medio de pruebas que determinan directamente su funcionalidad sobre células de

cultivo primario y sobre lineas celulares que expresan el receptor NMDA. Patrimonio
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Los dos aspectos anteriormente mencionados son muy relevantes, asi el disefio Universidad
Nacional

computacional permitié evaluar muchas mas posibilidades de las expresadas en D1, de Colombia

obteniendo como resultado que los péptidos propuestos podrian generar una mejor
interaccion con el receptor. Por su parte, el método experimental para evaluar la
funcionalidad de los péptidos presentados en esta invencion difiere del presentado en
D1, porque en D1 la evaluacién es realizada por electrofisiologia con un cultivo primario
de neuronas hipocampales y se hace la medicidén de las corrientes evocadas por célula,
ddndonos una medida directa del comportamiento del receptor generada por los
péptidos SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4. Los inventores explican que en este
caso, el IC50 determina la cantidad de cada uno de los péptidos que inhibe en un 50% el
funcionamiento normal del receptor, es decir que permite el ingreso de la mitad de los
iones Ca++ respecto a condiciones normales, lo que claramente muestra un resultado
real sobre el funcionamiento del receptor y el efecto sobre las células afectadas, por lo
tanto, con las medidas electrofisioldgicas se evidencia como es afectado el receptor
directamente en un sistema in vitro como es una neurona derivada de hipocampo. El
método presentado por D1 evalla la interaccién con una preparacién de membranas y
una molécula ([3H]MK-801) marcada con un isotopo (Parrafo 17, lineas 5 a 9), la unién se
mide por el desplazamiento que puede generar el péptido; de esta forma el valor
presentado de IC50 indica la concentracion del péptido que logra desplazar el 50% de las
moléculas marcadas de la preparacion de membranas donde estd el receptor. La
marcacion lleva a que la técnica de partida tenga una mayor sensibilidad y por lo tanto
un menor valor reportado, pero en ningln caso se esta midiendo la funcionalidad el
receptor, solo una interaccion directa proteina vs péptido con una preparacién de
membranas.

En D1 se evalla el desplazamiento de una molécula marcada radiactivamente por cada
uno de los péptidos y el valor de IC50 hallado indica la concentracion del péptido que
logra desplazar el 50% de las moléculas marcadas del receptor. Sin embargo, en D1 no
se esta midiendo el efecto sobre la funcionalidad del receptor. En el caso de la
invencién, el IC50 determina la cantidad de cada uno de nuestros péptidos que inhibe en
un 50% el funcionamiento normal de receptor, es decir permite el ingreso de la mitad de
los iones Ca+2 respecto a condiciones normales, lo que claramente muestra un resultado
real sobre el funcionamiento del receptor y el efecto sobre las células afectadas.

En consecuencia, los dos métodos no son comparables porque no arrojan la misma
informacidn ni tampoco permiten alcanzar las mismas conclusiones. Las modificaciones
puntuales en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: O: 4 difieren de tal manera en el
efecto que se reporta en el estado del arte, llegando a ser agonistas y antagonistas del
receptor NMDA. Las mutaciones puntuales de esta invencién producen un efecto
reversible que modula el receptor, con una energia de interaccion que hace que sean
mas especificos para alcanzar la modulacién. La interaccidn reversible es una gran una

ventaja ya que se permite el correcto funcionamiento del receptor, luego de la | .
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eliminacion de la interaccién con los péptidos y de esta forma se eliminan los efectos Universidad
Nacional

secundarios que pueden causar la muerte neuronal. .
de Colombia

El examen también plantea lo siguiente: “Sin embargo, el desarrollo de péptidos
antagonistas del receptor NMDA alternativos ya se encuentra divulgado el documento
D2, que se refiere a variantes de la conantokina G en los cuales se realizan varias
sustituciones de los residuos de dcido gamma carboxiglutdmico por alanina o por dcido
glutdmico (Pdg. 258, Tablal) y donde se evidencia que los residuos de dcido gamma
carboxiglutdmico de las posiciones 7, 10 y 14 no son importantes en la union del péptido
al receptor de NMDA (Pdg. 260, col. izq. lineas 10 y 11, col. der., lineas 1 a 4, Pdg. 261,
Col. izq., lineas 7 a 9)”.

Segun el ensayo divulgado en D2 en el cual los residuos Gla7, Glal0 y Glal4d no
mostraron efectos significativos en la inhibicién del receptor NMDA, realizando
sustituciones por alanina (Pag. 260, col. izq. lineas 10y 11, col. der., lineas 1 a 4, lineas 1
a 4, Pag. 261, Col. izq., lineas 7 a 9)” o acido glutamico (pag. 261, parrafo 2, lineas 10 a
13), no es motivo para desvirtuar que una sustitucidon conservativa por acido aspartico en
las posiciones 7, 10 y 14 no presenten efecto alguno. En las proteinas se constatan
modificaciones conservativas y esto lleva también a que su funcidon cambie; ademas, esto
genera lo que en bioquimica llamamos la diversidad funcional.

Por otra parte, solo unos pocos residuos van a interactuar con el receptor NMDA y esta
interaccion se da por la estructura que tiene el péptido a un nivel tridimensional, es decir
la secuencia completa que adquiere un plegamiento que es funcional. El péptido SEQ ID
NO: 2 une la subunidad GIuN2B formando 7 puentes de hidrégeno con aminoacidos (His
486, Ser 690, Asp 732, Tyr 762) del receptor y para ello la contribucion es hecha por los
residuos de Asp de las posiciones 4 y 7; no necesariamente tienen que ser los de las
posiciones 10y 14.

Asi, en esta invencién los resultados experimentales soportan fuertemente dicha
interaccion, porque el péptido SEQ ID NO: 2 mostré un alta selectividad por GIuN2B a
diferencia de SEQ ID NO: 3. En la invencidon se presenta que las secuencias propuestas
permiten discriminar las subunidades del receptor por unas modificaciones puntuales.
Lo anterior, indica que no necesariamente son los residuos de las posiciones 7, 10 y 14
son los que causan la inhibicidon. Con respecto al péptido SEQ ID NO: 3, las interacciones
involucran 9 puentes de hidrégeno, donde el residuo de acido aspartico en la posicién 4
es vital para establecer tres puentes de hidrégeno con aminoacidos del receptor NMDA;
esto indica que no tienen que ser los residuos de las posiciones 7, 10 y 14 los que inhiben
la actividad del receptor. En la secuencia del péptido SEQ ID NO: 3 hay un residuo de
tirosina que contribuye al establecimiento de interacciones hidrofébicas con
aminoacidos hidrofdbicos del receptor. Las diferencias en secuencia de SEQ ID NO: 2 y
SEQ ID NO: 3 cambian las conformaciones de los péptidos y esto genera que las cadenas
laterales de los aminoacidos interactien en una mayor o menor extension con |09gtrimonio
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aminoacidos del receptor, generando la selectividad que se presenta en esta invencién y Universidad
Nacional

por lo tanto, el efecto de modulacidn. de Colombia

Otro de los argumentos del examinador corresponde a la siguiente afirmacién:
“Adicionalmente, se evidencia que los péptidos que comprenden sustituciones de dcido
gamma carboxiglutdmico por dcido glutdmico carecen de la capacidad de formar
estructuras de alfa hélice, puesto que tales residuos corresponden a sitios de union de
iones (Ca2+ y Mg2+), aunque la presencia de dichos sitios de union no es un requisito
para la neuroactividad de las conantokinas (Pdg. 262, col. izq., lineas 12 a 25)”

En relacidon con la afirmacién anterior, los inventores aclaran que no necesariamente
para que un péptido sea funcional debe tener una estructura 100 % helicoidal, lo que
estd soportado por la evidencia experimental. La Conantoquina G tiene un 70% de
plegamiento a-hélice e inhibe en forma irreversible el receptor generando efectos
secundarios. Los péptidos de esta invencion, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, adoptan una
conformacién del a-hélice en el 50% de su secuencia por modelamiento y son
funcionales como se presenta en esta invencién, evaluado las corrientes evocadas del
receptor NMDA en neuronas hipocampales. Las conformaciones de los péptidos SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 3 llevan a un incremento en su flexibilidad y por lo tanto contribuyen
a la reversibilidad observada y al efecto modulador presentado en esta invencién.

Por ultimo, el examinador de la SIC afirma que: “(...) las sustituciones de dcido glutadmico
por aspdrtico corresponden a sustituciones conservativas, por tratarse ambos de residuos
dcidos, lo cual se encuentra dentro del quehacer de la persona normalmente versada en
la materia”.

Al respecto los inventores aclaran que los péptidos SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 y SEQ ID
NO: 4 han sido disefiados de manera racional con apoyo en herramientas
computacionales y los resultados de esta invencidn tienen un fuerte soporte
experimental. Asi, el disefio racional permite evaluar in silico las interacciones que se
dan entre los péptidos y el receptor generando, lo que se llama una energia libre de
union por cada interaccion péptido vs receptor; sin embargo dado que el sistema busca
el favorecimiento de complejos energéticamente estables se libera mas energia de la que
se consume, de modo que se esperan resultados de energia libre de unién negativos
expresados en kcal/mol, y en el caso de Autodock Vina, estos resultados de energia de
union también corresponden a una medida indirecta de la afinidad del ligando por el
receptor.

De tal forma, los péptidos SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 presentados en
esta invencidn, se soportan en un disefiado estudio bioinformatico y posteriormente se
han evaluado experimentalmente por medio de pruebas que determinan directamente
su funcionalidad sobre células de cultivo primario y sobre lineas celulares que expresan
el receptor NMDA. De nuevo se hace énfasis en la relevancia de estos dos aspectos,ya = |
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gue el primero permitié evaluar computacionalmente muchas mds posibilidades de las Universidad
Nacional

expresadas en los documentos referenciados como D1 y D2, obteniendo como resultado .
de Colombia

gue los péptidos propuestos podrian generar una mejor interaccién con el receptor; para
el segundo aspecto que corresponde a las pruebas funcionales, se tiene que los ensayos
electrofisioldgicos que soportan los resultados obtenidos no han sido usados en los
documentos referidos como D1y D2, lo que hace que seguramente los resultados deban
interpretarse de una manera diferente.

En el caso del documento D2, se evalla el desplazamiento de una molécula ([3H] MK-
801) (pag. 259, parrafo 3, lineas 5 a 7) que tiene un isotopo (H3) por cada uno de los
péptidos y el valor de IC50 hallado indica la concentracidon del péptido que logra
desplazar el 50% de las moléculas marcadas del receptor, sin embargo, no estd midiendo
el efecto sobre la funcionalidad del receptor. En esta invencidn, el IC50 determina la
cantidad de cada uno de los péptidos SEQ ID No 2 y SEQ ID No 3 y SEQ ID No 4 que inhibe
en un 50% el funcionamiento normal del receptor, es decir, permite el ingreso de la
mitad de los iones Ca++ respecto a condiciones normales, lo que claramente muestra un
resultado real sobre el funcionamiento del receptor y el efecto sobre las células
afectadas.

De acuerdo con lo anterior, las sustituciones conservativas no hacen parte del quehacer
de la persona normalmente versada en la materia, ya que la invencién que se presenta
tiene dos componentes muy fuertes: el disefio y la experimentacidn y, para llegar a ello,
se realizan muchas mutaciones puntuales que dan lugar a un gran conjunto de péptidos.
Por otra parte, en la naturaleza hay muchas proteinas que presentan sustituciones
conservativas y esto genera lo que se llama la diversidad funcional y por eso hay muchas
clases de proteinas globulares con diferentes funciones.

Los inventores expresan que el péptido SEQ ID NO: 4 no tiene ninguna coincidencia como
se observa en el estado del arte mds cercano.

Por lo anterior y con las modificaciones realizadas en el capitulo reivindicatorio y en el
capitulo descriptivo, se puede decir que el problema técnico que resuelve la presente
invencién no podria ser resuelto de manera obvia por un técnico medio en la materia,
toda vez que ningun documento del estado del arte ensefia la combinacion de disefio y
experimentacion con los péptidos relacionados. Adicionalmente, la similitud de 70.59%
en un péptido de 17 aminoacidos no le resta per ser nivel inventivo a las secuencias
presentadas. Por tal motivo, el objeto reclamado en la presente invencidon cumple con lo
establecido en el articulo 18 de la Decisién 486.
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PEPTIDOS SINTETICOS MODULADORES ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR NMDA

Campo de la Invencion.

La presente invencién provee una serie de péptidos moduladores de la actividad del
receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA). Especificamente hace referencia a dos péptidos
sintéticos antagonistas del influjo i6nico a través del receptor NMDA con especificidad
hacia las subunidades GIuN2B y GIuN2A del 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 tetrdmeros 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



patolégicos 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 cognicion (efectos psicoticos) (Small y Tauskela, 2005; Muir,
2006). Gavestinel (GV150526), dirigido al sitio de union 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 proteccion 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 pardlisis 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, bloqueando 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
bloquear 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 (GEyyLQyNQYLIRyYKSN-NH, (SEQ ID NO: 1)) que se caracteriza por
la presencia de cinco residuos del aminoacido modificado &cido gama carboxiglutdmico
(y-carboxiglutamico 6 Gla), esta 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 analogos de la conantoquina-G, en los que se ha
reemplazado parcial y totalmente los residuos y-carboxiglutamico 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-carboxiglutamico 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 excitotoxico. 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 contraposicién a los estudios descritos previamente acerca de la

selectividad de la conantoquina-G hacia la subunidad GIuN2B.

Datos mas 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 utilizando 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 farmacoldgico 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 dos péptidos sintéticos

antagonistas derivados de la secuencia de la Conantoquina-G.

El primer péptido sintético que se presenta en esta invencion tiene la siguiente secuencia
GEDDLQDNQDLIRDKSN (SEQ ID NO: 2, presentado en la lista de secuencias),
correspondiendo en codigo de tres letras a la secuencia Gly-Glu-Asp-Asp-Leu-GIn-Asp-
Asn-GIn-Asp-Leu-lle-Arg-Asp-Lys-Ser-Asn ordenado desde el N-terminal al C-terminal. El
péptido tiene un peso molecular de 1975.03 g/Mol, es principalmente de naturaleza
hidrofilica y de caracter acido.

El segundo péptido sintético que se presenta en esta invencion tiene como secuencia
GEDDYQDAQDLIRDKSN (SEQ ID NO: 3, presentado en la lista de secuencias),
correspondiendo en cédigo de tres letras a la secuencia Gly-Glu-Asp-Asp-Tyr-Gln-Asp-
Ala-GlIn-Asp-Leu-lle-Arg-Asp-Lys-Ser-Asn ordenado desde el N-terminal al C-terminal. El
péptido tiene un peso molecular de 1981.99 g/Mol, es principalmente de naturaleza

hidrofilica y de caracter acido.

En esta invencion para el péptido que se presenta como SEQ ID NO: 2, se ha
reemplazado los cinco residuos del aminoacido modificado y-carboxiglutamico presentes
en la Conantoquina-G (posiciones 3, 4, 7, 10 y 14) por el aminoacido aspartato (Asp) de
forma que toda la secuencia SEQ ID NO: 2 contiene aminodcidos estandar. Para el
péptido que se presenta como SEQ ID NO: 3, tiene las mismas modificaciones descritas
en SEQ ID NO: 2, y adicionalmente se ha sustituido la Leu 5 por Tyr, y Asn 8 por Ala.

Asi mismo, los residuos C-terminal de cada uno de los péptidos SEQ ID NO: 2 y SEQ ID

NO: 3, no estan amidados como en la conantoquina-G.

Para determinar el efecto que pudiera tener estos nuevos péptidos tanto SEQ ID NO: 2
como SEQ ID NO: 3, sobre la actividad del receptor NMDA, se realiz6 una evaluacion

electrofisiolégica para analizar los cambios de corrientes evocadas por el agonista NMDA


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

y el coagonista Glicina en el receptor NMDA, en ausencia y presencia de los péptidos
SEQ ID NO: 2y SEQ ID NO: 3, cada uno por separado.

La actividad de los péptidos SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 sobre corrientes evocadas del
receptor NMDA fue evaluada mediante la técnica electrofisiologica “Patch Clamp™ (Hamill
et al., 1981) y en configuracion de célula completa (Whole Cell), fijando el voltaje a -70 mV
(Voltage Clamp) en un cultivo primario de neuronas hipocampales de embriones E18 de
rata Sprague Dawley. Se evaluaron corrientes evocadas del receptor NMDA por
aplicacion de 100 uM de NMDA y 10 uM Glicina, en ausencia y presencia de los péptidos
SEQ ID NO: 2y SEQ ID NO: 3 a concentraciones de 10, 100 y 500 pM.

El péptido presentado en la secuencia (SEQ ID NO: 2) mostré una reduccion de la
actividad a nivel de influjo i6nico del receptor NMDA de forma dependiente de
concentracion en cultivos de neuronas hipocampales, asi mismo, el efecto del péptido
(SEQ ID NO: 2) no alter6 la recuperacion de la actividad del receptor por nuevas
aplicaciones de NMDA/GIlicina, estos datos indican un efecto antagonista del péptido
(SEQ ID NO: 2) sobre el receptor NMDA. Para determinar la selectividad del péptido (SEQ
ID NO: 2) hacia los principales subtipos de subunidades GIuN2 del receptor NMDA, se
expres6 en células HEK293 las subunidades recombinantes del receptor NMDA, GIuN1-
a/GIluN2A y GluN1-a/GIluN2B independientemente y se evalué el efecto de la corriente de
entrada de la misma forma que se ha descrito para las neuronas. El péptido (SEQ ID NO:
2) presentd selectividad hacia el complejo GIluN1-a/GluN2B sobre GIluN1-a/GIuUN2A,
indicando que el péptido de esta invencion es selectivo y genera antagonismo hacia la
subunidad GIuN2B del receptor NMDA, de forma anéloga al antagonismo conocido por la
Conantoquina-G.

En cuanto al péptido presentado como SEQ ID NO: 3, mostré6 un antagonismo pero con
menor potencia hacia el receptor NMDA de forma dependiente de concentracion en
cultivos de neuronas hipocampales que el péptido SEQ ID NO: 2. En relacion a la
selectividad del péptido SEQ ID NO: 3 hacia las subunidades recombinantes del receptor
NMDA, se encontr6 que éste péptido genera antagonismo hacia ambos tipos de
subunidades GIuN2A y GIuN2B, indicando que la Leu 5 y Asn 8, son residuos importantes

para discriminar entre subunidades.

Debido a la baja afinidad de los péptidos GEDDLQDNQDLIRDKSN (SEQ ID NO: 2, ICx
201.5 pM) y GEDDYQDAQDLIRDKSN (SEQ ID NO: 3, IC5 156.3 puM) en cultivos
neuronales, para generar antagonismo del receptor NMDA, comparado con los reportes
de afinidad de los antagonistas clasicos del receptor NMDA (Ogden y Traynelis., 2011),
incluido la Conantoquina-G (ICs, 0.1 uM, Teichert et al., 2007), los péptidos (SEQ ID NO:
2 y SEQ ID NO: 3) pueden representar un interesante potencial farmacologico debido a
una alta disociacién del receptor NMDA, y evitar los efectos adversos presentados por los

antagonistas clasicos del receptor NMDA.

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 Ultimo 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 uM 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)
Inhibicion 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. Los péptidos SEQ ID NO: 2y SEQ ID NO: 3 tienen efecto antagonista sobre
corrientes evocadas del receptor NMDA en neuronas hipocampales. Efecto de 10,
100 y 500 pM del péptido SEQ ID NO: 2 (A) y del péptido SEQ ID NO: 3 (B). Las
corrientes evocadas (whole cell) del receptor NMDA se obtuvieron con aplicaciones de
100 uM de NMDA y 10 uM de Glicina, se realizaron dos aplicaciones iniciales (1-2, en el
eje de las abscisas) de agonista, seguido de cuatro aplicaciones (3-6) del péptido y
finalmente dos aplicaciones de NMDA (7-8, recuperacién) para evaluar la recuperacion
después del bloqueo, cada aplicacion se realizé después de 4 minutos. Las corrientes
fueron normalizadas respecto a la mayor amplitud con 100 uM NMDA y se tom6 como
corriente maxima. El control corresponde a aplicaciones de 100 uM de NMDA y 10 uM de
Glicina. Entre 6-11 neuronas fueron evaluadas por concentracion. C (péptido SEQ ID NO:
2) y D (péptido SEQ ID NO: 3), corresponde al andlisis estadistico de los resultados
obtenidos en A y B. Hubo diferencias significativas para ambos péptidos en la inhibicién
de la corriente cuando se us6 100 y 500 uM. Solo se observé diferencias significativas en

la recuperacién en la aplicacion de 500 uM en ambos péptidos.

Figura 3. Efecto de los péptidos SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 sobre corrientes
evocadas del receptor NMDA en neuronas hipocampales. (A) 10 uM de péptido SEQ
ID NO: 2. (B) 100 uM de péptido SEQ ID NO: 2. (C) 500 uM de péptido SEQ ID NO: 2. En
todos los casos se aplicé 100 uM de NMDA y 10 pM de Glicina. Después de cada
aplicacion del péptido se realiz6 lavado por perfusion (washout) para remover los
remantes de péptido y agonistas y se realiz6 de nuevo estimulacion con NMDA/Glicina.
Los trazos en rojo corresponden al bloqueo por el péptido SEQ ID NO: 2. La imagen al
final de cada panel corresponde al solapamiento (Merge) de las corrientes. (D) Curva
dosis-respuesta del péptido SEQ ID NO: 2 sobre las corrientes evocadas del receptor
NMDA. (E) 10 uM de péptido SEQ ID NO: 3. (F) 100 uM de péptido SEQ ID NO: 3. (G)
500 uM de SEQ ID NO: 3. (H) Curva dosis-respuesta del péptido SEQ ID NO: 3 sobre las
corrientes evocadas del receptor NMDA. Los trazos en verde corresponden al bloqueo por

el péptido SEQ ID NO: 3. Para este ultimo péptido se muestran corrientes de células



mantenidas con suero fetal bovino al 2%. 6-11 células fueron evaluadas por cada

concentracion. Los péptidos fueron evaluados independientemente.

Figura 4. El péptido SEQ ID NO: 2 es selectivo hacia la subunidad GIuN2B del
receptor NMDA. Inhibicion de las corrientes evocadas por 100 uM de NMDA y 10 uM de
Glicina en células HEK293 expresando las subunidades NR1a/NR2B (A) y NR1a/NR2A
(B) aplicando 500 uM del péptido SEQ ID NO: 2. Los trazos rojos representan el bloqueo
producido por el péptido. Los registros electrofisiolégicos se realizaron 24 horas después

de la transfeccion. 3-4 células se evaluaron en cada caso.

Figura 5. Selectividad del péptido SEQ ID NO: 3 hacia subunidades recombinantes
del receptor NMDA. Inhibicion de las corrientes evocadas por 100 uM de NMDA y 10 uM
de Glicina en células HEK293 expresando las subunidades NR1a/NR2B (A) y
NR1a/NR2A (B) aplicando 500 puM del péptido SEQ ID NO: 3. Los trazos verdes
representan el bloqueo producido por el péptido. Los registros electrofisioldgicos se

realizaron 24 horas después de la transfeccion. 3-4 células se evaluaron en cada caso.

Descripcién Detallada de la Invencién

Para evaluar el efecto que pudieran tener los péptidos sintéticos presentados en la lista de
secuencias como SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, sobre la actividad del receptor NMDA,
en cultivos de neuronas hipocampales (DIV7-14), se realiz6 una evaluacion
electrofisiologica de las corrientes de entrada macroscépicas (corrientes evocadas) del
receptor NMDA. Para aislar las corrientes del receptor NMDA se aplicé un tratamiento
farmacologico para bloquear la actividad de los receptores AMPA y Kainato, los
receptores GABAA, canales 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 aplicacién de
100 uM de NMDA (Sigma) y 10 uM de Glicina (Sigma) durante 5 segundos, luego se
realizé lavado de los agonistas mediante perfusién 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 estimulacién 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 aplicacion 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 aplicacién de (+)-MK-

801 generd un bloqueo casi total de la respuesta, que en la mayoria de los casos no se



observé 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
blogueo dependiente de actividad y no permite recuperacion de la actividad del receptor
después del bloqueo. 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 jévenes 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 inicié 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.

Para evaluar funcionalmente los péptidos de esta invencion mediante Patch Clamp (whole
cell), se realiz6 estimulaciéon de las neuronas con NMDA y Glicina para obtener corrientes
de entrada como se mostré en un apartado anterior, seguido de la aplicacion de los
péptidos a diferentes concentraciones. Se realizaron dos aplicaciones con NMDA/Glicina,
y luego cuatro aplicaciones con el péptido en intervalos de 4 minutos y posteriormente
otras dos aplicaciones con NMDA/Glicina para ver la recuperacion. Los péptidos fueron

evaluados por separado.

El péptido SEQ ID NO: 2 es un péptido de 17 aminoacidos principalmente hidrofilico y de
cardcter acido. Los stocks del péptido fueron preparados en solucion acuosa. El péptido
fue adicionado a la solucion extracelular o soluciébn de bafio usando las mismas
condiciones de perfusion que se realiz6 para las aplicaciones de NMDA. Se probaron
diferentes dosis del péptido 10, 100 y 500 uM y para evaluar si era dependiente de
actividad del receptor NMDA, se ajustaron también dosis de 50 y 100 uM de NMDA.

A una dosis de 10 uM de péptido SEQ ID NO: 2 no se observé una disminucion
significativa de la corriente debida a estimulos por 50 uM de NMDA y en algunos casos
los resultados indican que presenta una potenciacion de la respuesta algo parecido como
sucede con el compuesto Ro 25-9681 a muy bajas dosis (Fischer et al., 1997).

Al aumentar la concentracién de NMDA a 100 uM para ver si habia algan cambio en el

efecto del péptido SEQ ID NO: 2 a una concentracién de 10 uM, se encontré una



reduccién en la corriente cerca del 11 £ 0.81% (n=10). En algunos registros la inhibicion
fue cerca del 40%, indicando que el péptido SEQ ID NO: 2 podria estar actuando de
forma dependiente de la actividad del receptor NMDA. También se observé que en los
registros donde hubo bloqueo del 40%, al parecer el péptido SEQ ID NO: 2 a una
concentracion de 10 uM no esté alterando significativamente la recuperacion del receptor
después del lavado. Teniendo en cuenta que al usar 100 uM de NMDA hubo bloqueo
usando el péptido SEQ ID NO: 2, todas las demés estimulaciones se realizaron usando
100 puM de NMDA.

Cuando se aumento la dosis del péptido SEQ ID NO: 2 de 10 uM a 100 y 500 pM se
observé una reduccién en la corriente del receptor NMDA (Figura 2A), de 34.75 £ 3.77%
(n=7) y 60.75 + 3.42% (n=11) respectivamente, tanto en aplicaciones seguidas de lavado
y nueva estimulacion por NMDA como por aplicaciones sucesivas del péptido, siguiendo
la dinamica que se us6 con el bloqueador para la subunidad GIuUN2B. De la figura 2A, se
ha seleccionado la aplicaciéon de péptido niumero 5 (recuadro rojo), que corresponde en su
mayoria al maximo bloqueo de la corriente en cada concentracién, para mostrar los
registros de corriente de la figura 3. Para 500 uM de péptido SEQ ID NO: 2 se observa un
cambio en la cinética de cierre del receptor (figura 3C) respecto a las concentraciones
mas bajas, al parecer hay competencia entre el agonista NMDA y el péptido, esto podria

indicar que el péptido SEQ ID NO: 2 podria corresponder a un antagonista competitivo.

Tomando juntos estos datos se puede decir que al aumentar la concentraciéon del péptido
SEQ ID NO: 2 se estéa logrando inhibicién de la corriente del receptor NMDA, y que esa
inhibicion es dependiente de concentracién, sin embargo y de acuerdo a los valores de la
curva de dosis-respuesta (figura 3D) ICso 201.5 pM, se puede decir que la afinidad del
péptido SEQ ID NO: 2 no es alta por la subunidad GIuN2B comparado con los
antagonistas selectivos para esa subunidad en cultivos de neuronas (Conantoquina-G
ICs0 0.5 uM, Klein et al,, 1999) y en cultivos expresando la subunidad GIUN2B
recombinante (R025-6981 ICs, 0.0090 uM, Fischer et al., 1997) y (Conantoquina-G, ICsg
0.1 pM, Teichert et al., 2007). Indicando que los residuos y-carboxiglutamico son
importantes para la potencia del bloqueo, pero no necesarios, dado que el péptido SEQ ID
NO: 2 al carecer de esos residuos, tiene efecto como agente inhibitorio de la actividad del
receptor NMDA en neuronas hipocampales y algo también importante que se observa en
la mayoria de las aplicaciones del péptido SEQ ID NO: 2 es que al parecer no esti
alterando la recuperacion del receptor después del lavado (figura 3), algo que sucede con
la mayoria de agentes bloqueadores contra esta subunidad, y que por tal razén no han
tenido el éxito farmacolégico en el tratamiento de las enfermedades asociadas al

funcionamiento del receptor NMDA (Odgen y Traynelis., 2011).

Para el otro péptido SEQ ID NO: 3 propuesto en esta invencion, se us6é la misma
metodologia que para el péptido SEQ ID NO: 2 y se evaluaron las mismas
concentraciones 10, 100 y 500 uM (figura 2B). Este péptido SEQ ID NO: 3 que presenta
dos mutaciones en su contenido aminoacidico respecto al péptido SEQ ID NO: 2, este
péptido a una concentracion de 500 uM generd una inhibicién de las corrientes evocadas
de 66.5 + 2.10% (n=6), del 40 + 2.73% (n=8) a una concentracién de 100 uM y a la mas



baja concentracion probada (10 uM) el blogueo o inhibicién de la corriente es de 14 +
1.35% (n=7) (figura 3, E, F y G, respectivamente). Al igual que para el péptido SEQ ID
NO: 2, este péptido SEQ ID NO: 3 presenta mayor grado de recuperacion después de la
estimulacion a alta concentracion (figura 2B). Como se puede apreciar en la figura 3H, un
estimado del ICsy para este péptido SEQ ID NO: 3 es de 156.3 uM, indicando que tiene
ligeramente mayor afinidad hacia el receptor NMDA que el péptido SEQ ID NO: 2. Esto
indicaria que los residuos o aminoacidos que fueron mutados en el péptido SEQ ID NO: 2,
Leu 5y Asn 8 son importantes para la interaccion e inhibicion de las corrientes evocadas
del receptor NMDA.

Expresiéon de subunidades recombinantes del receptor NMDA

Dado que los péptidos SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 presentaron un efecto inhibitorio
sobre corrientes evocadas del receptor NMDA en cultivos primarios de neuronas
hipocampales, fue necesario determinar si los péptidos SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3
eran selectivos entre los principales subtipos de la subunidad GIuN2 del receptor NMDA.
Por tanto se realizé la expresion de las subunidades GIuUN2B (NR1a/NR2B) y GIuN2A
(NR1a/NR2A) acopladas a la proteina verde fluorescente en células no neuronales
HEK293 y se realiz6 la evaluacién funcional electrofisiolégica siguiendo la misma

metodologia descrita que para las neuronas hipocampales.

Se realizaron aplicaciones de los péptidos SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 a la maxima
concentracion probada en los cultivos neuronales, 500 uM. Al realizar una aplicaciéon con
500 uM de péptido SEQ ID NO: 2 sobre las corrientes evocadas de células expresando
los receptores recombinantes NR1a/NR2B, se observo un bloqueo casi total de la
corriente (figura 4A), en relacion a la corriente control. Cuando se evalu6 la misma
concentracion para el recombinante NR1a/NR2A se observé una ligera disminucion de la
corriente (figura 4B) respecto a lo observado en la inhibicion del recombinante
NR1a/NR2B. Estos resultados indican una selectividad del péptido SEQ ID NO: 2 hacia la
subunidad GIuN2B sobre GIuN2A.

En cuanto a la selectividad del SEQ ID NO: 3 hacia las subunidades del receptor NMDA,
como se observa en la Figura 5, este péptido a una concentracion de 500 uM esta
inhibiendo las dos subunidades por mas del 50% de la corriente maxima, pero no bloquea
con la misma potencia la subunidad GIuN2B como el péptido SEQ ID NO: 2, esto indica
gue la afinidad y selectividad hacia esa subunidad es menor. Las subunidades GIuN2B y
GIuN2A presentan alto grado de similitud en su secuencia y dada la selectividad del SEQ
ID NO: 3 hacia GIuUN2A, se puede pensar que los aminoacidos mutados estan jugando un
papel importante en la interaccion hacia GIuN2A. Sheng et al., 2010, presentd una serie
analogos de Conantoquinas, donde uno de los péptidos preserva los residuos y-
carboxiglutamico con las mutaciones presentes en el péptido SEQ ID NO: 3, Leu5Tyr y
Asn8Ala; Con-G[L5Y/N8A], este péptido presentd inhibicién solo por los subtipos de
subunidades GIUN2B (1a/2B y 1b/2B), en nuestros resultados en contraposicion a eso

encontramos que el péptido SEQ ID NO: 3 que posee las mutaciones L5Y/N8A, esta



generando antagonismo tanto para GIuN2B como GIuN2A, indicando que los residuos de

Asp presente en ese péptido le permiten un mayor rango de selectividad.

Ejemplos de aplicacion practica

Métodos

Disefio de Péptidos.

Los péptidos SEQ ID NO: 2 (GEDDLQDNQDLIRDKSN) y SEQ ID NO: 3
(GEDDYQDAQDLIRDKSN) se disefiaron en el laboratorio BioinfoGrip de la Universidad
Nacional de Colombia para interactuar con el dominio de union al ligando (LBD) de la
subunidad GIuN2B. El disefio del péptido involucrd la insercion de cambios puntuales en
la secuencia de la Conantokina G y la evaluaciéon in silico mediante simulaciones de
acoplamiento molecular de cada péptido utilizando un modelo estructural de la subunidad

GIuN2B y el programa AutoDock Vina vy 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 disefié para interactuar con un sitio
intracelular del dominio C-terminal (CTD) de la subunidad GIuUN2B [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://mwww.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 genero
un modelo de estructura tridimensional utilizando el software UCSF Chimera
(http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/), y se refind 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 union a ligando (LBD). EI modelo estructural de
GIluN2B se predijo utilizando el servidor I-TASSER



(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/), este software utilizé 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-isoxazolepropiénico) (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 (GIuN2B-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, prediccion de sitios de
unién del ligando. La estructura secundaria del modelo también se evalué usando gréaficas
de Ramachandran (Procheck en PDBsum), que proporciona el porcentaje de regiones
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. EI 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 asignaron 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 nimero 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
union 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 gréfica 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 resolucién. Las otras 100 simulaciones incluyeron un paso

de pre-optimizacion a baja resolucién, 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 funcién 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 imagenes de acoplamiento se generaron utilizando UCSF Chimera
(http://lwww.cgl.ucsf.edu/chimera/).

Sintesis de péptidos.

Los péptidos presentados como SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, fueron sintetizados
comercialmente a partir de aminoacidos tipo L. La casa comercial aseguré una pureza del
95-99% de los péptidos mediante analisis combinado de HPLC-MS. Los péptidos fueron
entregados liofilizados y se mantuvieron a -20°C. Antes de las pruebas, los péptidos de
acuerdo a su perfil de hidrofobicidad fueron disueltos en agua desionizada y mantenidos a
-20°C.

Evaluacién 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.

- Extraccién de hipocampos

Las ratas fueron sacrificadas mediante inhalacién en camara de CO, (~10 min, 15 psi) y
posterior dislocaciéon 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 embrién individual y se ubicaron los embriones en
una caja de Petri con medio de diseccion frio. Con ayuda de pinzas se removio la piel que
recubre la cabeza y el craneo, seguidamente, se despejo el cerebro y se extrajo el
conjunto cerebro-cerebelo. Cuidadosamente se removié 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.

- Disociacion 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 inhibid 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 descarto 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 pequefia). La disociacién 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
gue 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 realizé conteo celular y
viabilidad usando el método de azul de tripano en un hemocitbmetro 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 pg/ml, Sigma-Aldrich) y Laminina (2.5 ug/ml, Invitrogen) en
placas de 24 pozos. Algunos cultivos de neuronas fueron mantenidos en 500 pL 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 electrofisiol6gicos (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, Union City,
CA), manteniendo el potencial de membrana a -60 mV (Voltage clamp) y temperatura
ambiente. Las neuronas fueron colocadas en medio extracelular (solucién de bafio)
conteniendo; 140 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 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 blogueo voltaje dependiente del canal del
receptor NMDA (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984). Igualmente se adicioné a la
solucion extracelular, 1 uM Tetrodotoxina (Sigma) para bloquear la actividad de canales
de Na® dependientes de voltaje; 20 pM 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 adicioné 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 solucion
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 presioén positiva en el interior de la micropipeta mientras se acercaba a la célula. Al
hacer contacto con la membrana, se aplicé una suave succidén negativa para permitir que
parte de la membrana se invaginara en la pipeta provocando una firme unién entre la
membrana y el vidrio. Junto con lo anterior, fue necesario también generar una pequefna
depresién 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).

Expresion de subunidades recombinantes del receptor NMDA

cDNAs codificantes de las subunidades del receptor NMDA de rata GluN1 (NR1la),
GIuN2A (NR2A) y GIuN2B (NR2B), cado uno acoplado a la proteina verde fluorescente
GFP y contenidos en los vectores de expresion pcDNA3.1, pcDNAl1.1 y pRK5
respectivamente fueron comprados a Addgene (Cambridge, MA). Células HEK293
(Human Embryonic Kidney) fueron obtenidas de ATCC (Manassas, VA) y crecidas en
frascos de 25 cm? en medio DMEM high glucose (Invitrogen) suplementado con suero
fetal bovino (Heat Inactivated Fetal Bovine Serum, HI FBS, Invitrogen) y mantenidas a
37°C, 5% CO, y 95% de humedad. Una vez alcanzado el 100% de confluencia, 24 horas
antes de la transfeccion, las células fueron sembradas en laminillas circulares para placas
de 24 pozos previo recubrimiento con Poli-D-Lisina (50 ug/ml). Las células fueron
transfectadas con los cDNAs codificantes de las subunidades del receptor NMDA cada
uno por separado, usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) en medio Opti-MEM. La
relacién de transfeccion fue, NR1a/NR2A 1:3, NR1a/NR2B 1:3. Tres horas después de la

transfeccion se removio la mitad del medio por DMEM completo y las células se



mantuvieron en presencia de 500 uM de Ketamina para prevenir la excitotoxicidad via
receptor NMDA después de la transfeccion. 24 horas después de la transfeccion se
realizaron registros electrofisioldgicos en configuracion Whole Cell, Voltage Clamp, como
se describié en el apartado anterior. Se escogieron las células GFP positivas, con un
microscopio Olympus acoplado a un sistema de fluorescencia. Entre 3-5 células fueron
evaluadas por cada péptido.

Aplicacion de los péptidos.

Se evaluaron los péptidos identificados como SEQ No. 2 y SEQ No. 3, cada uno por
separado utilizando el sistema de perfusibn 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 de los péptidos y los agonistas
y coagonistas dependiendo el caso. El tiempo de aplicacién de cada péptido fue de 10
segundos, iniciando 5 segundos antes de estimular durante 5 segundos con el agonista
NMDA y coagonista Glicina. Inmediatamente después se realizé lavado o perfusién con la
solucion de bafio o solucién extracelular para remover los péptidos y agonistas. En la
mayoria de los casos se colectaron 8 registros por célula, dos registros iniciales como
control estimulando con NMDA/Glicina, a continuacion 4 registros con la aplicacion de los
péptidos mas NMDA/Glicina y dos registros finales solo con NMDA/Glicina para evaluar la

recuperacion del canal. Cada registro se realizé 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) de los péptidos se
usé el programa GraphPad Prism V. 5, calculandose la concentracién inhibitoria 50 (ICs),
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 estdndar 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.
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