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RESUMEN

Los escorpiones se encuentran distribuidos por todo el mundo, desde Australia,
Africa, Asia, Europa hasta en América. Estan representados por mas de 1.500 especies
hasta ahora incluidas en 18 familias distintas, siendo Buthidae la mas grande con 800
especies diferentes y a la que se le han atribuido la mayor cantidad de accidentes
escorpionicos letales.

El veneno de escorpidn esta compuesto principalmente por péptidos, enzimas,
lipidos, nucledtidos y aminas biogénicas. En el caso de la especie Tityus discrepans
(T.discrepans), contiene componentes en su mayoria neurotoxicos, algunos de estos
con potencial antibacteriano, antimicético, procuagulante, anticancerigeno, entre otras
propiedades. Uno de sus componentes es el objeto de estudio de este trabajo.

Por otra parte, las células gliales son de gran importancia para el funcionamiento
adecuado del Sistema Nervioso (SN). Cumplen funciones de mantenimiento u
homeostasis, controlando el medio quimico extracelular apropiado para la sefalizacion
neuronal, forman la envoltura de mielina responsable de la conduccion saltatoria rapida
de potenciales de accién (PA) y elaboran respuestas que protegen ante cualquier dafio
0 patologia.

Con la finalidad de estudiar el efecto de la fraccion 19 (F-19) componente del
veneno de T.discrepans sobre la sefializacion de Ca?* intracelular de glias de ganglios
de la raiz dorsal (GRD), se purificaron y aislaron los componentes del veneno completo
por medio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR). Las respuestas de
Ca?* en las glias producidas por la aplicaciéon de la F-19 se registraron en tiempo real
mediante la técnica de Imagenologia de Ca?*, usando como indicador de Ca?* citosélico
Fura-2 AM. Todo lo anterior con la finalidad de determinar el blanco de accién de este
componente del veneno.

La aplicacibn de condiciones y el uso de inhibidores especificos permitid
determinar caracteristicas importantes del mecanismo involucrado en el incremento en
la [Ca?*]i causado por la aplicacion de F-19. Problablemente se trate de un receptor
metabotrépico cuya activacion desencadena la liberacion de iones Ca?* desde
reservorios intracelulares. Finalmente, mediante el estudio del efecto de la fraccion
sobre la respuesta producida por el ATP en estas células, se determiné que el blanco
fisiologico de la F-19 en células gliales de GRD probablemente es el receptor
metabotropico de Angiotensina Il tipo 1 (AT1R). Este receptor podria estar implicado en
la recuperacion de la respuesta al ATP observada después de la aplicacion de F-19.

Palabras clave: Tityus discrepans, toxina, calcio, ganglio, raiz dorsal, Imagenologia de
Ca?*, Fura-2AM, Angiotensina Il tipo 1 (Ang Il), Adenosina 5’ trifosfato (ATP), receptor.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 Sistema Nervioso Periférico (SNP)

El Sistema Nervioso Periférico (SNP) estd compuesto por nervios y ganglios. Los
nervios se definen como agrupaciones de axones de neuronas sensoriales y motoras
gue se forman desde el Sistema Nervioso Central (SNC), transmitiendo informacion
sensorial desde el ambiente interno y externo hacia el SNC para su procesamiento y
desde éste informacién motora a los érganos efectores musculares y glandulares. Se
clasifican en nervios craneales que presentan coneccion directa con el encéfalo y
nervios espinales o raquideos, los cuales se conectan directamente con la médula
espinal y la zona visceral motora (Curtis y col., 2008).

Cada nervio espinal presenta una division sensorial o sensitiva llamada raiz
dorsal y una division motora llamada raiz ventral. La raiz dorsal se adentra en la parte
dorsal de la médula espinal y transporta informacién sensorial referente al tacto, dolor y
temperatura desde la piel, los masculos y los 6rganos internos hacia la médula espinal.
Por otra parte, la raiz ventral sale de la parte ventral de la médula espinal e inerva los
musculos esqueléticos y la region motora visceral (Kandel y col, 2000).

El SNP también estd compuesto por estructuras llamadas ganglios que pueden
ser sensoriales o autonémicos. Estos estan compuestos por agrupaciones de cuerpos
celulares neuronales organizados alrededor de una masa de extensiones nerviosas
(axones y dendritas) llamada neuropilo (Randall y col., 2002).

Los cuerpos celulares de las neuronas sensoriales estan agrupados en los

Ganglios de la Raiz Dorsal (GRD), los cuales se encuentran por fuera de la médula



espinal y cerca de la entrada de la raiz dorsal a esta estructura (Figura 1). Las neuronas
gue componen estos ganglios no presentan dendritas, por lo tanto no reciben sinapsis,
ademas presentan un solo axdn que se bifurca en forma de T, donde las ramificaciones
largas se extienden hacia la periferia y forman los terminales sensoriales; mientras que
las ramificaciones cortas se adentran en el asta dorsal de la médula espinal,
estableciendo sinapsis con interneuronas o ascendiendo hasta el encéfalo a través de
cordones de materia blanca.

La mayoria de la informacion referente a estimulos sensoriales (mecénica,
térmica, dolorosa y propioceptiva) son transportados hacia el SNC por GRD (Hanani,

2005).
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Figura 1. Nervios espinales. Adaptado de Bear y colaboradores (2007).

Otros tipos importantes de ganglios sensoriales son los ganglios trigeminales, los
cuales proveen de informacién sensorial a la mayor parte de las regiones de la cabeza

como el rostro y los dientes. También se encuentran los ganglios nodosos, los cuales



reciben entradas sensoriales desde 6rganos internos como el corazon, el estbmago y el

tracto respiratorio (Hanani, 2005).

1.2 Células Neurogliales

Las ceélulas sobre las cuales se estudio el efecto de la fraccion del veneno de
T.discrepans fueron las células gliales o Neuroglia. Estas células conforman el Sistema
Nervioso (SN) junto con las neuronas y se definen como células eléctricamente no
excitables, lo que significa que su membrana plasmatica no es capaz de responder a
cambios en la diferencia de potencial en reposo (Vm) generando potenciales de accién
(PA).

Las células gliales presentan como funcién principal la homeostasis (estabilidad
relativa, mantenimiento) del SN (Verkhratsky y Butt, 2013), aunque también se le han
atribuido funciones importantes relacionadas con estados patolégicos de este sistema
(Nedergaard y col., 2010). Existen entre 50 y 100 veces mas células gliales que
neuronas en el SN de vertebrados (Kandel y col, 2000), de hecho, estas células
componen el 60% de todas las células de este sistema en roedores y el 90% en
humanos (Verkhratsky y Toescu, 2006). La importancia que estas células representan
para un SN funcional esta evidenciada en el incremento de su densidad relativa a lo
largo del proceso evolutivo (Kettenmann y Ransom, 2013).

Estas células conforman una poblacion altamente heterogénea debido a que
presentan diferentes origenes, estructuras y funciones. En el SN de mamiferos se
clasifican en células gliales del SNP y células gliales del SNC. Las ultimas a su vez, se
clasifican en macroglia de origen ectodérmico y microglia de origen mesodérmico

(Verkhratsky y Butt, 2013).

10



De forma mas especifica, dentro de las células gliales en el SNC se encuentran
los astrocitos, oligondendrocitos, glia-NG2 o polidendrocitos (precursores
oligodendrodriales) y la microglia (Verkhratsky y Butt, 2013). Los astrocitos participan de
varias formas en el mantenimiento del medio extracelular quimico apropiado para la
sefalizacion neuronal. En el SNP, las células gliales principales son las células de
Schwann (mielinizantes, no mielinizantes y perisinapticas), las células envoltorias
olfativas y las células gliales satélites. Los oligodendrocitos (SNC) y las células de
Schwann mielinizantes (SNP) producen la envoltura de mielina. Subtipos de astrocitos
(radiales) definen caminos migratorios para neuronas y el crecimiento de los axones
durante el desarrollo cerebral. Por dltimo, la microglia se comporta como fagocitos que
participan en procesos de eliminacion de patdgenos y detritos durante el proceso de
recuperacion que ocurre después de una herida o infeccion.

La diferencia principal entre neuronas y células gliales consiste en que las ultimas no
son eléctricamente excitables. La carencia de excitabilidad que caracteriza a las glias se
debe principalmente a:

e Expresion a baja densidad de canales de iones Na* dependientes de voltaje
(100-10.000 menos en comparacién con las neuronas). Estos canales permiten
la corriente de entrada neta de iones Na* responsable de la fase ascendente del
PA, representada por una despolarizacion (el potencial de membrana se hace
MAas positivo).

e Presentan una gran densidad relativa de canales de iones K* dependientes de
voltaje en reposo, lo que resulta en una alta conductancia a estos iones en
reposo. La cantidad de canales de K* es incluso mayor a la cantidad de canales

de iones Na*, lo que tiene como consecuencia un potencial de membrana en
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reposo (Vm) relativamente negativo (-50 a -70mV en cultivos celulares de glias de
vertebrados) (Hild y Tasaki, 1962).

e La mayoria de las células gliales estan acopladas entre ellas por medio de
uniones brecha, lo cual proporciona una baja resistencia que se deriva hacia
glias adyacentes. Por esta razon, estas células tienden a estar a una diferencia
de potencial comun (Sontheimer y col., 1996).

Todas estas caracteristicas tienden a evitar que el Vm glial alcance un nivel de

despolarizacion suficiente (potencial umbral) para desencadenar un PA.

Células gliales en ganglios de la raiz dorsal (GRD)

Los principales tipos de glias en GRD son mayoritariamente células gliales
satélite (CGSs), pero también se encuentran células de Schwann mielinizantes y no
mielinizantes (CSs) (Hanani, 2005).

Las CGSs consisten en células laminares sin verdaderos procesos que se
encuentran rodeando a las neuronas de los ganglios sensoriales y autonémicos (Figura
2). Con respecto a los GRD, en la mayoria de los casos el cuerpo celular de cada
neurona sensorial primaria tiene su propia envoltura delgada y completa de CGS
compuesta por un grupo de varias de estas células muy cercanas a la membrana de la
neurona (distancia entre membranas glial y neuronal: 20 nm). De esta manera en
conjunto, constituyen una unidad morfoldgica y funcional distinta no encontrada en el

SNC (Hanani, 2005; Pannese, 2010).

12



Figura 2. (A) Micrografia electrénica de la unidad neurona-CGS en GRD de raton. (B) Diagrama
esquematico de las relaciones anatomicas entre neurona (N1-Ns)-CGSc en gangios sensoriales. Tomado
de Hanani. Brain Research Reviews 48 (2005) 457-476.

La cantidad de CGSs aumenta con el incremento del volumen de la neurona que
rodean y también con el seccionamiento de las ramificaciones de las neuronas de GRD

(Hanani, 2005).

Existe evidencia que indica que las CGSs controlan y modifican el microambiente
de los ganglios sensoriales. Estas células expresan receptores y transportadores para
numerosos neurotransmisores y sintetizan agentes neuroactivos (Glutamina Sintetasa,
Citoquinas, ATP, Bradikinina, Glutamato, Acido y-aminobutirico, entre otros), por lo
tanto, pueden modificar y ser modificadas por neuronas asi como por otras células
adyancentes, mediante la recepcion y envio de sefiales. A través de la influencia de la
activacion de las CGSs sobre las neuronas sensoriales, estas células podrian participar
en la transmision y procesamiento de informacion sensorial aferente en estos ganglios
sensoriales. Adicionamente, en apoyo a la propuesta referente al papel de estas células
en el procesamiento de la informacion sensorial, se ha observado que la estimulacion
de los nervios no solo lleva al incremento en la [Ca?*]i de las neuronas sensoriales, sino

también en las CGSs cercanas y la estimulacion mecéanica de las CGSs resulta en
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ondas en la [Ca?*]ique se expanden no solo a CGSs vecinas, sino también a neuronas

vecinas (Zhang y col, 2007; Gu y col, 2010; Suadecani y col., 2010).

Los transportadores de Glutamato capturan este neurotransmisor asociado al
transporte de iones Na* y CI, lo cual les permite reducir la excitotoxicidad por
sobreactivacion de receptores de este neurotransmisor en neuronas, adicionalmente, se
han encontrado transportadores de Acido y-aminobutirico (GABA). El acoplamiento en
cierto grado por uniones brecha podria permitirles la toma de iones K* del medio
extracelular donde se acumula cuando las neuronas son excitadas y transportarlo lejos
del sitio de acumulacion, realizando una forma de “buffering espacial” de K* parecido al

gue realizan los astrocitos (Hanani, 2005).

Las células de Schwann también forman parte de las glias encontradas en los
GRD. Estas se clasifican funcionalmente en dos fenotipos distintos: las células de
Schwann mielinizantes (CSMs) (Figura 3) y las células de Schwann no mielinizantes o

células Remak (CSNMs) (Figura 4) (Kettenmann y col., 2013).

Las CSMs estan asociadas a axones de un calibre >1um. Entre las funciones
mas conocidas de las CSMs se encuentra que producen la envoltura de mielina que
consiste en una sustancia lipoproteica formada por la modificaciébn estructural y
bioquimica de la membrana, la cual permite la conduccion saltatoria rapida del potencial
de accion (PA) (Randall y col., 2002; Quarles y col., 2006). Las capas de mielina que
rodean secciones de los axones de forma extensa y compacta, constituyen un camino
de alta resistencia para la fuga de corriente desde el axdn, esto permite que el flujo de
corriente dentro de este se propague a mayor distancia. Sélo una célula de Schwann

puede formar un segmento de mielina.
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Figura 3. Micrografia de una fibra mielinada del nervio Safenus de ratén adulto. Tomado de Kettenmann y
Ransom (2013).

Por otro lado, las CSNMs se encuentran asociadas a grupos de axones no
mielinados de un calibre <1um. Incluyen a las células de Schwann de fibras Remak, las
células de Schwann terminales especializadas en la unién neuromuscular y de algunos
traductores sensoriales, algunas fibras parasimpaticas y simpéticas preganglidnicas y
fibras simpéticas postganglionicas (Griffin y Thompson, 2008). El conjunto de estas
células se encuentra asociado al sistema de alarma contra dafios representado por las
fibras nociceptivas, las cuales son un tipo especial de receptores sensoriales capaces
de diferenciar entre estimulos nocivos e inocuos (Dubin y Patapoutian, 2010).

Existen diferencias entre estos dos fenotipos de CS. Una diferencia significativa
es la relacién 1:1 estricta entre axones y células de Schwann en fibras mielinadas, en
contraste con el hecho que una sola o multiples células de Schwann no mielinizantes se
han observado no asociadas a axones, o en su defecto a uno, dos 0 mas axones sin

envoltura de mielina (Bilbao y Schmidt, 2015).
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Figura 4. Micrografia de fibras Remak asociadas con células de Schwann no mielinizantes en Nervio
Safenus de ratdén adulto. Tomado de Kettenman y Ransom (2013).

1.3 Sefalizacion Ca?* en Glias

Las células gliales responden a los cambios que ocurren en el microambiente
gue comprende su entorno de una manera distinta a la forma en la que responden las
neuronas. La sefalizacion célula-célula, en lugar de estar asociada primordialmente a
corrientes generadas por el flujo de iones a través de la membrana plasmatica y a la
difusién de moléculas en el espacio extracelular (neurotransmisores, neuromoduladores
y hormonas), esta asociada al flujo intercelular directo de iones y segundos mensajeros
por medio de uniones brecha (Kettenmann y Ransom, 2013)

Por otro lado, el sistema de sefializacién intracelular, en lugar de estar asociado a
la generacién de PA, esta representado por movimientos de Ca?* altamente controlados
que representan la forma universal con la cual las glias responden a varios tipos de
estimulacién, tanto fisica como quimica (Deitmer y Verkhratsky, 1998). En este caso, la
fuerza impulsora es generada por gradientes electroquimicos de Ca?* entre citosol y
espacio extracelular y entre el citosol y reservorios de Ca?* intracelulares siempre
dirigidos hacia el citosol, creados por el transporte activo de iones Ca?* dependiente de

energia.
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Considerando que en las neuronas la sefializacién de Ca?* constituye también un
papel fundamental, es necesario establecer ciertas diferencias entre neuronas y glias.
En las neuronas, los microdominios de elevaciéon de la [Ca?*]i son de corta duracién,
causados por la entrada de Ca?* a través de canales de Ca?* dependientes de voltaje y
dependientes de ligando en la membrana plasmética que determinan la liberacién
rapida y focal de neurotransmisores en la hendidura sinaptica. Por otro lado, en glias las
sefiales de Ca?* son usualmente iniciadas por la liberacion de Ca?* desde reservorios
intracelulares, la cual produce elevaciones de Ca?* mas amplias y duraderas,
determinando asi una liberacion de gliotransmisores mas sostenida y lenta, como hasta
ahora se ha descrito en astrocitos en SNC (Kettenmann y Ransom, 2013).

La concentracién de iones Ca?* intracelular ([Ca?*]) en el citosol de todas las
células, tanto de procariotas como de eucariotas, se mantiene en un nivel
excesivamente bajo comprendido entre 50-100 nM, el cual es ~15.000-40.000 veces
menor en comparacion con el espacio extracelular (1,5-2 mM) (Egelman y Montague,
1999; Kettenmann y Ransom, 2013).

Existe una diferencia de concentraciébn similar entre el citosol y algunos
organelos intracelulares, por ejemplo, el reticulo endoplasmatico (RE), el complejo de
Golgi, algunos organelos acidicos (ej.vesiculas secretorias) y la mitocondria. Estos
organelos pueden contener hasta un 1mM de iones Ca?* (Kettenmann y Ransom,
2013).

Los movimientos de iones Ca?" producen fluctuaciones en la [Ca?']i. Estos
cambios estan organizados espacio-temporalmente en diferentes partes de la célula y
en los compartimientos intracelulares y son generalmente llamados sefiales de Ca?*

(Kettenmann y Ransom, 2013).
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El RE es la principal fuente de iones Ca?* en glias (Verkhratsky y Toescu, 2006;
Nedergaard y col.,, 2009). Consiste en un sistema extenso de endomembranas
(cisternas, tubulos y vesiculas) que divide el citoplasma en compartimientos y canales
(Curtis y col., 2008), el cual cumple multiples funciones como la sintesis de proteinas y
su modificacion postraslacional y el transporte intracelular de varias sustancias (ARN vy
productos secretorios). Ademas, es capaz de acumular, almacenar y liberar Ca?* al
medio intracelular. El lumen de este organelo presenta una [Ca?']i comprendida en un
rango entre 0,2-1 mM (Verkhratsky y Toescu, 2006).

La membrana del RE contiene canales intracelulares de Ca?*y la ATPasa de
Ca?* del reticulo endo(sarco)plasmatico (SERCA). SERCA actia como bomba de Ca?*
transportando iones Ca?* en contra del gradiente electroquimico desde el citosol al
lumen del RE. Los canales de Ca?* presentes en esta membrana estan representados
por varias familias: (1) receptores de rianodina (RyRs), controlados directamente por
Ca?* citosolico (Hamilton, 2005); (2) receptores de inositol-1,4,5-trifosfato (InsPsRs)
sensibles a la [Ca?*];, [Ca?*]re y al segundo mensajero InsPz (Bezprozvanny, 2005); y
(3) posiblemente receptores de acido nicotinico adenina dinucleotido fosfato (NAADP),
el mensajero movilizador de Ca?* mas potente (Ruas y col., 2010). Cabe destacar que
los iones Ca?* en el lumen del RE son los principales reguladores de los canales que
liberan Ca?*y de SERCA (Burdakov y col., 2005).

El gradiente de concentracion de Ca?* entre el citosol y RE siempre dirigido hacia
el citosol, constituye la fuerza impulsora de la sefializacién de Ca?* intracelular en glias
subyacente a la difusion de este ion.

El mecanismo de sefalizacion intracelular en células gliales se define como un

incremento transitorio, expandido y de larga duracion (desde milisegundos a minutos)
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en la [Ca?']. Este incremento aparece en forma de nanodominios e incluso
microdominios de alta [Ca®*]i (exceso de 10-100 uM) (Kettenmann y Ransom, 2013).
Conceptualmente, las sefiales de Ca?* pueden ser consideradas en funcién a cuatro
procesos: (1) la entrada de iones Ca?* desde el espacio extracelular a través de la
membrana plasmatica; y (2) la liberacion de iones Ca?* desde reservorios de Ca?*
intracelulares. Ambos procesos pueden contribuir a la fase ascendente de la sefal de
Ca?*intracelular que representa un incremento en la [Ca?*].. Por otro lado, (3) la salida
de iones Ca?" a través de la membrana plasmatica fuera de la célula y (4) la
incorporacién de iones Ca?* dentro de compartimientos intracelulares que representa la
disminucion de la [Ca?*];, la cual puede resultar en la recuperaciéon de la [Ca?*]i a su
nivel basal. Los primeros dos representan flujos de Ca?* pasivos, ya que se llevan a
cabo a favor del gradiente electroquimico de Ca?*, mientras que los Ultimos dos
procesos son considerados como transporte activo, en el cual se bombea Ca?* en
contra del gradiente electroquimico y por lo tanto requiere de energia (Deitmer y
Verkhratsky, 1998).

La forma de las sefiales de Ca?* esta definida por su amplitud y curso temporal,
donde el incremento en estos parametros se observa con la disminucion del volumen en
el cual ocurren: las sefiales de Ca?* son a menudo mas grandes y rapidas en células
pequefias y en procesos celulares finos, en comparacion a aquellas que ocurren en
cuerpos celulares grandes (Deitmer y Verkhratsky, 1998).

Las proteinas de unién a Ca?* (PUCs, buffers de Ca?*, ej. como parvalbumina,
calbindina-D28k, calretinina) presentan una afinidad alta a Ca?" (Kd en un rango
nanomolar muy bajo) (Ikura y col., 2002), lo cual limita la difusién de Ca?* citosélico y

facilita la localizacion de sefales de Ca?* citosélicas como adaptacion fisioldgica.
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Varias sefiales ambientales fisicas o quimicas, inician la difusiéon de iones Ca?* a
través de varios grupos de canales de Ca?" en la membrana plasmatica y en las
membranas intracelulares (endomembrana), la cual impulsa el incremento en la [Ca?*]i.
A estas sefiales se les da forma en el espacio y el tiempo mediante las proteinas de
unién Ca?* citoplasmaticas (PUCs) y por medio del transporte de Ca?* activo mediante
bombas e intercambiadores intracelulares y plasmalemales (Kettenmann y Ransom,
2013).

El nimero de moléculas sefializadoras/homeostaticas es relativamente limitado.
Los mas diversos son los canales idnicos permeables a Ca?* plasmalemales
representados por canales voltaje-dependientes (CCVD), ligando-dependientes (CCLD),
mecanosensitivos (CCMS), “store-operated calcium channels” (SOCC) y una familia
extensa de canales TRP “cationic transient receptor potencial channels”. El transporte
de Ca?* transmembrana es logrado por ATPasa-Ca?* en la membrana plasmatica
(PMCA), ATPasa-Ca?* del reticulo endoplamatico (SERCA), ATPasa-Ca?* del camino
secretorio del complejo de Golgi (SPCA) y de otros compartimientos acidicos, (Brini y
Carafoli, 2009; Pizzo y col, 2011) asi como también por intercambiadores Na*/Ca?*
(NCX) (Guerini y Carafoli, 2005). Adicionalmente, las sefiales de Ca?* involucran la
acumulaciéon y liberacion de iones Ca?* desde la mitocondria a través del canal
uniportador, la permeabilidad del poro de transiciéon y NCX mitocondrial (Bernardi y col.,
2006; De Stefaniy col., 2011).

A continuacién, se describen brevemente las principales vias de sefalizacion de
Ca?*, especificando en algunas su existencia en ciertos tipos gliales.

Canales de Ca?* voltaje dependientes (CCVD): son canales idnicos selectivos

para iones Ca?* con caracteristicas de activacion e inactivacion dependientes de voltaje
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(Grienberger y Konnerth, 2012). Basandose en su umbral de activacion, se clasifican en
canales activados por voltaje alto (HVA) con un umbral de activacion de -40mV y
aquellos activados por voltaje bajo (LVA), también Illamados tipo T (Cav3.1,
Cav3.2,Cav3.3), con un umbral de activacién hacia -70mV (Tyson y Snutch, 2013). Son
inhibidos por derivados de 3,4-dihidroquinazolina.

A su vez, los canales HVA se subdividen segun caracteristicas moleculares,
biofisicas y farmacoldgicas en canales de Ca?* tipo L, P/Q, N y R (Grienberger y
Konnerth, 2012). Los canales de Ca?*tipo L (Cavl.1, Cavl.2, Cavl.3,Cavl.4) soportan
corrientes de larga duracién, presentan inactivacion dependiente de voltaje lenta y son
bloqueados por dihidropiridinas (DHP), benzodiazepinas y fenilalkilaminas, clasicos
antagonistas de canales de Ca?*; los canales de Ca?* tipo N (Cav2.2) presentan una
dependencia de voltaje y tasa de inactivacion intermedia (méas negativa y rapida que las
tipo L, pero mas positiva y lenta que las tipo T) y son selectivamente inhibidos por w-
conotoxina GVIA del caracol Conus geographus. Los corrientes tipo P fueron
registrados por primera vez en neuronas de Purkinje y las corrientes tipo Q fueron
registradas por primerra vez en neuronas granulares cerebelares (Cav2.1l). Estas
corrientes difieren en su cinética, pero ambas son inhibidas con distinta afinidad por la
toxina w-agatoxina IVA de la arafia embudo americana Agelenopsis aperta. Por ultimo,
los canales de Ca?* tipo R (Cav2.3) son sensibles de forma selectiva a la toxina
peptidica SNX-482 de la tarantula Hysterocrates gigas (Catterall, 2011; Stotz y col.,
2004).

Numerosos experimentos electrofisiologicos y microfluorométricos han revelado

la presencia de canales de Ca?* voltaje dependientes en astrocitos (Barres y col., 1990),
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oligodendrocitos (von Blankenfeld y col., 1992) y células de Schwann (Amedee y col.,
1991).

Canales de Ca?* ligando dependientes (CCLD): conocidos también como

receptores ionotropicos, estan representados principalmente por dos clases
topolégicamente distintas, receptores purinérgicos P2X y receptores de glutamato
ionotrépicos. Generalmente presentan una selectividad relativa con respecto a la
division cation/anion y relativamente débil entre diferentes cationes. Algunos receptores
ionotrépicos son mas selectivos a cationes divalentes, en particular a Ca?*. De forma
importante, existen tipos especificos de CCLD que responden a los dos principales
neurotransmisores excitadores: Glutamato (receptores NMDA y algunos receptores
AMPA/KA) y Adenosina 5’ Trifosfato (ATP) (purinoreceptores P2X).

La importancia fisiologica de estos canales estd definida por su habilidad de
mediar corrientes de Ca?* seguidas de su activacion por neurotransmisores. Se ha
reportado que todos los principales tipos de células gliales expresan varios tipos de
receptores ionotropicos, algunos de los cuales pueden ser permeables a iones Ca?*.

Hay tres subtipos principales de receptores de glutamato ionotrépicos: AMPA,
kainato y NMDA, llamados de esta forma debido a los agonistas sintéticos que los
activan (a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-acido propiénico, kainato y N-metil-D-
asparto), respectivamente.

Receptores ionotropicos de glutamato activados por N-metil-D-aspartato (NMDA):

ionotropicos de glutamato con una variedad de subtipos que presentan un ciclo de
activacion e inactivacion relativamente lento. Son canales cationicos de alta
conductancia permeables a iones Na*, K* pero con mayor permeabilidad a Ca?*

(Burnashev y col.,1995; Garaschuk y col., 1998). Su apertura depende de la presencia
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de glicina extracelular como cofactor. Las propiedades especificas de estos receptores
dependen de las subunidades que los componen, del estado de fosforilacion y de forma
importante del Vm. La permeabilidad aumenta con un incremento en la fosforilacién y
viceversa, por otro lado, la eficacia del blogueo del receptor por iones Mg?*
extracelulares esta determinado por el Vm: donde a mayor despolarizacion del Vm,
mayor incremento en las corrientes dependientes de este receptor. EI Mg?* extracelular
se une un sitio del poro del canal abierto y actiia como bloqueador del flujo de corriente.
Al Vm en reposo, el Mg?* se une fuertemente al canal, pero cuando la membrana se
despolariza, el Mg?* es expulsado del canal por repulsién electrostatica (Nowak y col.,
1984). Es bloqueado selectivamente por el farmaco acido 2-amino-5-fosfonovalérico
(APV); por el farmaco alucinégeno fenciclidina y por el compuesto MK801 (Kandel y col,
2000).

Recientemente, se encontrd que se expresan en oligodendrocitos (Micu y col.,
2006) y astrocitos corticales, pero con propiedades biofisicas distintas a los receptores
NMDA expresados en neuronas, por ejemplo, en astrocitos las corrientes no presentan
bloqgueo dependiente de voltaje por iones Mg?* (Lalo y col., 2006). También estan
presentes en células gliales satélite de GRD (Castillo y col., 2013).

Receptores ionotropicos de glutamato activados a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-acido

isoxazolepropidnico (AMPA): receptores ionotropicos de glutamato representados por

una variedad de subtipos. Se caracterizan por la carencia de la subunidad receptora
GIuR2. Los receptores AMPA carentes de esta subunidad son permeables a iones Na*,
Ca?*, K*y Zn?*. Estos exhiben una rapida cinética de apertura (Geiger y col., 1995) y su
relacion |-V de rectificacion interior surge del bloqueo voltaje dependiente por

poliaminas intramoleculares. La corriente a través del canal esta en funcién del nimero

23



de moléculas de agonistas unidas al receptor (Rosenmund y col.,, 1998). Son
bloqueados por 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX) (Kandel y col., 2000).

Receptores ionotrdpico activado por Kainato (KA): son receptores ionotrépicos de

glutamato con variedad de subtipos (Swanson y col., 1996). Son bloqueados por 6-
ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX), al igual que los receptores AMPA (Kandel y
col., 2000).

Receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuR): son receptores de glutamato

acoplados a proteina G. Se clasifican de acuerdo a su mecanismo de transduccién y
perfil farmacolégico en tres grupos, el grupo | comprende mGIuR1 y mGIuR5, cuya
activacion desencadena la liberacion de Ca?* dependiente del segundo mensajero
inositol 1,4,5-trifosfato, mientras que el grupo Il (mGIuR2-3) y el grupo Il (mMGluR4-
MGIuR6-8) estan acoplados a adenilato cliclasa. Los subtipos mGIUR3 y mGIuR5 son
expresados por astrocitos y han sido reportados tanto en cultivo como in situ,
incluyendo en hipocampo humano (revisado Winder y Conn, 1996; Condorelli y col.,
1999).

Purinoreceptores ionotrépicos P2X: son canales ibnicos permeables a cationes

activados por Adenosina 5’ Trifosfato (ATP); que presentan permeabilidad a iones Na*,
K* y Ca?". Se encuentran ensamblados en forma homo o heteromérica con siete
subunidades distintas (P2X1-7), las cuales por multiples combinaciones pueden
conformar siete (7) subtipos de receptores P2X descritos, los cuales difieren en su
cinética, sensibilidad farmacolégica y permeabilidad al Ca?* (Burnstock, 1990; Browne y
col., 2010; Coddou y col., 2011). Su activaciéon produce una corriente de entrada de
Ca?* a través de la membrana plasmaética de astrocitos y oligodendrocitos solo a

concentraciones altas de ATP. Adicionalmente a estos receptores ionotropicos de ATP,
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se encuentran los receptores metabotropicos de ATP P2Y, los cuales actian mediante
su acoplamiento a proteina G y la posterior liberacion de Ca?* dependiente del segundo
mensajero InsP3. Ambos son bloqueados por el compuesto Suramina.

Los purinoreceptores ionotrépicos P2X y metabotropicos P2Y estan presentes en
astrocitos, oligodendrocitos (Walz y col., 1994; Matute y col., 2007) células de Schwann
(Colomar y Amédée, 2001), asi como también en glias satélite (Villay col., 2010).

Canales de Ca?* mecanosensitivos (MSCC): son canales de Ca?* plasmalemales

activados por tensién mecanica en la membrana. Son altamente permeables a cationes
divalentes como el Ca?* y su activacion resulta en la entrada de Ca?* extracelular y de
regiones intracelulares. Son inhibidos por el compuesto gadolinio (Krasznai y col.,
2003). Mediante experimentos de pach-clamp se ha demostrado la existencia de
canales mecanosensitivos en neuroglia (Oh, 1997).

“Store-operated Ca?* channels” (SOCCs): se definen como canales de Ca?*

ubicados en la membrana plasmatica que se abren en respuesta al agotamiento del
contenido de Ca?* del reticulo endoplasmatico (RE), generando un mecanismo que
impulsa la entrada de iones Ca?* desde el medio extracelular que garantiza la
reposicion del contenido de Ca?* de este reservorio intracelular. Este mecanismo esta
relacionado con un sistema de sefializacion complejo y especifico que conecta el RE
con la entrada de Ca?*, llamado “Store-Operated Calcium Entry” (SOCE). Involucra
canales de Ca?* en la membrana plasmatica, sensores de Ca?* en RE y posiblemente
bombas de Ca?* en RE (tipo SERCA).

Uno de los mas estudiados es el canal de Ca?* activado por la liberacién de Ca?*

(canal CRAC), el cual presenta alta selectividad a iones Ca?' sobre cationes
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monovalentes dependiente de las cantidades micromolares de Ca?* intracelular. Esta
formado por una familia de proteinas homadlogas llamadas Orai.

El sensor de Ca?* que monitorea la [Ca?*] intraluminal en RE ha sido asociado
con la molécula de interaccion estromal (STIM). Las propiedades sensoras de Ca?* de
STIM estan relacionadas con dos motivos de unién a Ca?* “EF-hand” localizados en el
N-terminal que esta en contacto con el lumen del RE. A la [Ca?]re ~400umol/L los
motivos EF se ensamblan con el dominio a-motivo esteril (SAM), la disminucion en la
[Ca?*]re resulta en la disociacion de Ca?* del motivo “EF-hand” y el desdoblamiento del
complejo EF-SAM, lo cual impulsa la oligomerizacion de los monomeros de STIM e
inicia su migracion hacia la membrana plasmatica donde interactia y activa los canales
de Ca?* Orai. La reposicion del contenido de Ca?* del RE impulsa el proceso opuesto
gue resulta en la disociacién del complejo STIM vy la inactivaciéon de Icrac (Verkratsky y
Parpura, 2014).

La activacion Icrac NOo es dependiente de voltaje, presenta una relacion
corriente-voltaje rectificadora y es blogqueada por Ni?*y Cd?* (Armstrong y col., 1999).
Estos canales estan ampliamente expresados en astrocitos en cerebelo (Lo y col.,
2002). Los “store-operated calcium channels” presentes en células no excitables son
blogueados por 2-aminoetoxidifenil borato (2-APB) (Bootman y col., 2002).

“Cationic transient receptor potencial channels” (TRPCs): consisten en una

familia de 30 canales cationicos agrupados en seis subfamilias homotetraméricas y
heterotetraméricas identificadas en mamiferos. Son permeables a cationes pero no
presentan selectividad estricta para iones Ca?*. Se activan por estimulos diversos tales
como pH, osmolaridad, Ca?*, fuerza mecanica, temperatura y varias cascadas de

sefalizacion intracelular; despolarizando el Vm de la célula. Se encuentran comunmente
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en células epiteliales, pero pueden ser encontrados en otros tipos celulares.
Relativamente pocos ligandos endégenos son conocidos para su activacion. Muchos de
estos son potenciados por la activacion de fosfolipasa C (PLC), receptores acoplados a
proteina G y receptores de tirosina quinasa (Wu y col., 2010), pero no se conoce
claramente el mecanismo de potenciacion (Trebak y col., 2007).

Los TRPC pueden contribuir con el mecanismo SOCE. STIM puede interactuar
con varias isoformas TRPC y activar a los canales TRPC1 y TRPC3. Las corrientes
mediadas por estos canales son distintas de Icrac €n su apertura, conductancia y
permeabilidad (Ambudkar y col., 2007; Verkratsky y Parpura, 2014).

Son bloqueados por inhibidores no especificos como rutenio rojo y flufenamato,
pero existen otros inhibidores relativamente mas especificos para TRPA1 como HC-
030031 (Caterina y col., 1997) y La®*, el cual es til para reconocer TRPC4 o TRPC5, ya
gue potencian estos canales y bloquean la mayoria de otros canales TRP y canales
permables a Ca?* (Stribing y col., 2001). Se ha encontrado la expresion de estos
canales en astrocitos (Malarkey y col., 2008).

ATPasa de Ca?* en la membrana plasmatica (PMCA): consiste en una enzima

con un peso molecular de 138.000 Da altamente ubicua en organismos eucariotes
(Carafoli y col., 1985). Existen al menos 20 isoformas generadas a partir del “splicing”
alternativo de 4 genes distintos. Es una bomba iénica tipo P, definidas de esta forma por
la formacion de un intermediario fosforilado de alta energia (aspartil-fosfato) durante su
ciclo catalitico. Esta bomba transporta un ién Ca?* al medio extracelular por cada
molécula de ATP que hidroliza. Cuando el Ca?* intracelular se eleva producto de la
activacion de un canal de Ca?* voltaje dependiente o ligando dependiente, el Ca?* se

une la proteina Calmodulina (CaM), la cual presenta cuatro sitios de unién a Ca?*. El
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estado conformacional de esta proteina depende de cuantos iones Ca?* estén unidos, lo
cual la convierte en un sensor de la [Ca?*]i (Carafoli, 1987;Guerini y col,2005).

El complejo Ca?*-CaM estimula a la PMCA incrementando su afinidad por Ca?*y
por ATP ademas de incrmentar su Vmax, lo cual lleva a la disminucién de la [Ca?']i a su
nivel de reposo (Benaim y Meis, 1990; Benaim, 1993; Carafoli y col., 1996). Son
inhibidas por el inbidor competitivo de ATPasas tipo P Ortovanadato (Dux vy
Martonosi,1983). Algunas isoformas de estas bombas de Ca?* han sido encontradas en
astrocitos (Fresu y col., 1999).

ATPasa de Ca?* de reticulo endo(sarco) plasméatico (SERCA): consiste en una

ATPasa tipo P unida a membrana intracelular que secuestra iones Ca?* (dos Ca?* por
molécula de ATP hibrolizada) hacia el lumen del reticulo endo(sarco)plasmatico
(Grover, 1985; Misquitta y col., 1999). Presenta un peso molecular entre 109.000 y
115.000 Da (Carafoli,1987). SERCA es bloqueada por el inhibidor especifico
Tapsigargina y por el compuesto Vanadato (Michelangeli y East, 2011). Ambas ATPasa
de Ca?* cumplen un papel fundamental en la homedstasis del Ca?* intracelular.

El uso de sus inhibidores especificos ha demostrado su existencia en astrocitos,
microglia y oligodendrocitos.

ATPasa-Ca?* de camino secretorio del complejo de Golgi (SPCA): se trata de una

ATPasa de Ca?*tipo P que se encuentra principalmente en la membrana media del
aparato de Golgi y otros compartimientos mas distales del camino secretorio (Wuytack y
col., 2003). Esta involucrada en la entrega de Ca?* y Mg?* dentro del camino secretorio
(Lapinskas y col., 1995). No se han encontrado inhibidores especificos para SPCA, pero

son inhibidas por vanadato (Michelangeli y East, 2011). Mediante un analisis por
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Western blot, se demostrd la existencia de SPCA1 en astrocitos y oligodendrocitos
(Murin y col., 2006).

Intercambiador Nat*/Ca?* (NCX): La familia de NCX en mamiferos esta

representada por tres genes NCX1, NCX2 y NC3 que se expresan en astrocitos. De
acuerdo a la estequiometria, 3 Na* por un Ca?*, pueden operar en modo delantero (la
extrusion de Ca?* y el influjo de Na*) y en modo reverso (la entrada de Ca?* y la
extrusion de Na*). El cambio entre estos modos operacionales es controlado por los
gradientes idnicos transmembrana de Na*y Ca?* y el valor del potencial de membrana.
Este intercambiador es bloqueado por el compuesto Benzamil (Weiss y col., 2004). Se
han encontrado en procesos astrogliales perisinapticos (Guerini y col, 2005; Minelli y
col., 2007).

Canal uniportador de Ca?* mitocondrial (CUM): localizado en la membrana

interna de este organelo, se encarga de consumir el Ca?* acumulado en la matriz
mitocondrial pasando Ca?* a favor del gradiente electroquimico, sin acoplamiento
directo de la hidrélisis de ATP o el transporte de otros iones. Se une a Ca?* con extrema
facilidad (Ko <2 nM), permitiendo alta selectividad a Ca?'. Es un canal rectificador,
haciéndolo especialmente efectivo para el consumo de este i6n en la mitocondria
energizada (Kirichok y col, 2004). Es bloqueado por el compuesto Rutenio rojo
(Baughman y col, 2011). Se ha encontrado en astrocitos (De Stephani y col, 2011).

Receptores acoplados a proteina G (RAPG) o receptores de siete dominios

transmembrana (7-TM): conforman la familia mas grande de proteinas de membrana

codificada por mas de 800 genes en el genoma humano (Fredriksson y col., 2003).
Estos receptores median la mayoria de las respuestas celulares a hormonas y

neurotransmisores, también son responsables de los sentidos de la vision, el olfato y el
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gusto; detectando un amplio espectro de sefales extracelulares que incluyen fotones,
iones, pequefias moléculas orgénicas y proteinas completas. Los RAPG representan
uno de los principales puntos de comunicacion entre el ambiente externo e interno de
una célula.

De acuerdo a la guia de la Unién Internacional de Farmacologia Basica y Clinica,
los RAPG no sensoriales (excluyendo los receptores de luz, olor y sabor) pueden ser
clasificados de acuerdo a su secuencia, similaridad estructural y propiedades
farmacoldgicas en cinco familias: rodopsina (familia A), secretina (familia B), glutamato
(familia C), adhesion y receptores “frizzled/Taste2”.

La estructura de estos receptores puede ser dividida en tres partes: (1) la region
extracelular que consiste en el N terminal y tres bucles extracelulares (ECL1-ECL3); (2)
la region transmenbrana que consiste en siete a-hélices (TM1-TM7) y (3) la region
intracelular compuesta por tres bucles intracelulares (ICL1-ICL3), una hélice anfipética
intracelular (H8) y el C terminal. De forma general, la region extracelular modula el
acceso del ligando, la regién transmembrana forma el nucleo estructural, une ligandos y
traduce esta informacién a la region intracelular a través de cambios conformacionales;
por ultimo, la region intracelular interactia con proteinas de sefalizacion intracelulares,
lo que resulta en una respuesta celular (Venkatakrishnan y col., 2013). La mayoria de
los receptores 7-TM son generalmente reconocidos como RAPG debido a que la
mayoria de las sefiales activan complejos proteinicos de union a nucleétidos de guanina
heterotriméricos, llamadas proteinas G. Estas proteinas actuan como interruptores
moleculares dentro de la célula, debido a que estan involucrados en la transmision de

sefales desde una variedad de estimulos extracelulares.
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Las proteinas G que se activan estan compuestas por tres subunidades a, By Y.
Estas proteinas se clasifican generalmente en cuatro grupos de acuerdo a la homologia
de secuencia de sus subunidades a: el complejo heterotrimérico Gs contiene Ges y las
Goaolf olfatorias; en Gq se encuentran Gaq, Gat11 Y Ga14; Gi contienen Gai, Goo, Goaz,
transducina y gustducina; y las Gi2 contienen Ga12 Y Ga13. Las proteinas Gs se acoplan a
la estimulacién de la enzima enlazada a membrana adenilato ciclasa que cataliza la
transformacion de ATP a cAMP, el cual activa a la proteina quinasa A (PKA). Gi se
acoplan a la inhibicién de adelilato ciclasa. Gq se acopla a la activacion fosfolipasas
especificas para fosfatidilinositol, por ejemplo fosfolipasa CB, generando los segundos
mensajeros inositol 1,4,5 trifosfato y diacilglicerol, los cuales incrementan los niveles de
Ca?* intracelular y subsecuentemente causan la activacion de la proteina quinasa C
(PKC). Por ultimo, Gi2 se acoplan a la activacion de GTPasas de bajo peso molecular
Rho (factor de intercambio de nucle6tidos de guanina (GEF) (Dakaa, 2012).

Las subunidades GBY han demostrado traducir sehales independientemente de
Ga que regulan la actividad de varias moléculas efectoras clasicas, como adenilato
cliclasa y la PKC (Dakaa, 2012).

La exposicion a corto plazo (segundos a minutos) de un RAPG a un agonista, a
menudo resulta en la atenuacion de la sensibilidad del receptor. Este proceso llamado
desensibilizacion a menudo se relaciona con la internalizaciébn del receptor y es
consecuencia de la combinacion de diferentes mecanismos:

e Las subunidades GBY de la proteina G libres median el reclutamiento de
guinasas de receptores acoplados a proteina G intracelulares (GRK) que
promueven la modificacion covalente el receptor activado por agonista. Estas

quinasas fosforilan al receptor en residuos de serina y treonina localizados dentro
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del tercer bucle intracelular y el dominio carboxilo terminal. Ademas de las
subunidades GBY, GRK también se une a la Go-GTP anclada a la membrana e
inhibe la sefializacién por secuestro.

La fosforilacion de receptores RAPG ocupados por agonista promueve la union
del dominio N de la proteina B-arrestina a secuencias citosoélicas del receptor
mediante un cambio conformacional de la B-arrestina que le confiere alta
afinidad. Este cambio es promovido por la unién del nucleo polar cargado
positivamente de la B-arrestina con fosfatasas asociadas al receptor. La B-
arrestina impide estéricamente el acoplaje del receptor a la proteina G, llevando
a la inhibicion de la sefalizacion. Adicionalmente, la B-arrestina unida al receptor
interactla a través de la exposicion del dominio C terminal con componentes de
la maquinaria de endocitosis mediada por vesiculas cubiertas por clatrina (VCC)
como las cadenas pesadas de Clatrina que forman parte de los triskeliones y la
subunidad B2-adaptina del complejo adaptador de proteina 2 (AP2).

Los trisqueliones de Clatrina se ensamblan como enrejados poligonales que
impulsan la invaginacion de la membrana y la formacién de la vesicula. El
complejo adaptador de proteina (AP2) dirige el ensamblaje de la Clatrina
mediante funciones que desempefian sus componentes: la subunidad a2-
adaptina especifica el sitio de ensamblaje de la Clatrina eligiendo como blanco
regiones ricas en fostidilinosiltol-4,5-bifosfato (PIP2) en la membrana plasmatica,
la subunidad B2-adaptina interactia con la cadena pesada de Clatrina e impulsa
el ensamblaje de esta y la subunidad p2 recluta al receptor interactuando con

motivos basados en tirosina dentro de este receptor.
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e Estas vesiculas formadas son disociadas de la membrana plasmatica con ayuda
de la GTPasa dinamina, la cual podria actuar como una enzima mecanoquimica.
La unidon de GTP promueve el ensamblaje de esta proteina en “forma de collar”
alrededor del cuello de la invaginacion causando la tubulacion y la hidrdlisis de
GTP estimulada por el ensamblaje impulsa un cambio de conformacional que
media la fisién de la vesicula (Mettlen y col., 2009).

Una vez internalizados los RAPG exhiben dos patrones distintos de interaccion con
B-arrestina. La clase de receptores A se disocia rapidamente de la B-arrestina después
de la internalizacion. Estos receptores son movilizados a compartimientos acidicos
dentro de los endosomas donde el ligando es disociado del receptor y este es
desfosforilado por una proteina fosfatasa especifica para RAPG. Posteriormente, este
receptor se recicla cuando es enviado de vuelta a la membrana plasmatica en un
estado en el cual es competente para sefializar de nuevo (Ferguson, 2001) (Figura 5).

Los receptores de la clase B, entre los cuales se encuentra el receptor de
Angiotensina Il tipo 1 (ATiR), forman complejos estables receptor-B-arrestina. Estos
receptores se acumulan en las vesiculas endociticas donde pueden ser marcados para

degradacion o ser reciclados lentamente hacia la membrana plasmatica.
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Figura 5. Mecanismo general de endocitosis y trafico de Receptores Acoplados a proteina G dependiente
de B-arrestina y Dinamina. Modificado de Luttrell y Lefkowitz. Journal of Cell Science. 115 (2002) 455-
465.

Como en otras células no excitables, la sefalizaciéon de Ca?* intracelular en glias
esta asociada a la activacion del flujo de iones Ca?* a través de la membrana plasmatica
0 a través de membranas intracelulares, la cual es desempefiada principalmente por el
RE (Verkhratsky, 2006).

Generalmente, se inicia con la activacion de receptores metabotrépicos acoplados a
proteina G en la membrana plasmatica de la célula glial (Verkhratsky, 2006). Cuando
este receptor se encuentra enlazado al ligando que reconoce (neurotransmisor,
hormona) y la proteina G se encuentra con el tipo correcto de receptor, se
desencadenan una serie de eventos en la molécula de proteina G asociada: el
intercambio de una molécula de GDP por una de GTP en la subunidad a y
posteriormente, la division de la proteina G unida a GTP activada en dos componentes,

la subunidad a y el complejo By.
34



La subunidad a de la proteina G se une a la enzima fosfolipasa Cf (PLCf), una
enzima enlazada a la membrana, activandola. La PLCPB actua sobre el fosfolipido de
membrana fostidilinosiltol-4,5-bifosfato  (PIP2), dividiéndolo en dos segundos
mensajeros diacilglicerol (DAG) e 1,4,5- inositol trifosfato (InsP3). El InsPs difunde en el
citosol y se une a receptores de InsPs (InsP3Rs) que son canales permeables a Ca?*
activados por InsP3 en la membrana del reticulo endoplasmatico liso (ER), causando
que este organelo libere su contenido de Ca?* a favor del gradiente electroquimico
(Bear y col., 2007) (Figura 6).

Los dominios de elevada [Ca?*]i son sensados por la mitocondria, la cual es capaz
de acumular iones Ca?* mediante el canal uniportador de Ca?* mitocondrial. La entrada
de iones Ca?* actlia como el principal enlace entre la actividad celular y la produccién
de energia mediante la regulacion del transporte electronico mitocondrial y la sintesis de
ATP (Kettenmann y Ranson, 2013).

El agotamiento del contenido de Ca?" del RE, activa “store-operated calcium
channels” (SOCCs) abundantes en todos los tipos de glias. Estos canales activan el
mecanismo llamado “Store-Operated Calcium Entry”, el cual repone los reservorios de
Ca?* intracelular después del agotamiento mediante la entrada de Ca?* desde el medio

extracelular.
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Figura 6. Mecanismo de liberacién de Ca?* desde RE en glias. Adaptado de Bear y colaboradores (2007).

1.4 Oxido Nitrico (ON)

Se tiene evidencia que el Oxido Nitrico (ON) regula la internalizacion de
receptores acoplados a proteina G (RAPG), modulando la funcionalidad de algunos
componentes de la maquinaria de trafico (Wang y col., 2006; Kang-Decker y col., 2007;
Ozawa y col., 2008).

Se trata de una molécula diatdbmica gaseosa, pequefia y sin carga, por ende
altamente lipofilica y difusible. Esta molécula funciona dentro de la célula que lo
produce como segundo mensajero y de forma paracrina, cuando se dispersa desde el
sitio donde se produce a través de multiples membranas celulares sin requerimiento de
energia (10-20 células) hasta su blanco final (Murad, 2011).

Se trata de una de las moléculas biologicas estructuralmente mas simples.
Consiste en un unico atomo de oxigeno enlazado a un atomo de nitrégeno a través de
un enlace quimico que exhibe un doble enlace parcial y un caracter de triple enlace
parcial como resultado de un electrén desapareado que ocupa el orbital molecular
antienlazante 2ptr*. Este caracter de radical libre le confiere propiedades de alta
reactividad quimica especifica y determina su interaccion con numerosos blancos in

vivo (Dudzinski y col., 2006).

36



Se ha demostrado que funciona como una molécula de sefalizacion ubicua que
desarrolla diversos roles en estados fisiologicos y fisiopatoldgicos. A diferencia de otras
moléculas de sefalizacion que funcionan uniéndose de forma no covalente a un
receptor, el ON ejerce sus funciones biolégicas por modificaciones quimicas de blancos,
preferencialmente interactuando con radicales libres, metales de transicién y grupos tiol.

El mecanismo de sefalizacion celular por ON puede ser clasificado en: (1)
sefalizacion dependiente de la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs) y proteinas
quinasas dependientes de cGMP, canales y fosfodiésterasas (clasica), (2) union de ON
a la enzima citocromo C oxidasa en la mitocondria (menos clasica) y (3) sefalizacion
por ON independiente de cGMP, mayoritariamente relacionada a modificaciones
postraslacionales, donde las més conocidas son la S-nitrosilacion, S-glutationilacion y
nitracion de tirosina (no clasica) (Martinez-Ruiz y col., 2011).

La produccion de ON es catalizada en mamiferos por una familia de enzimas
homodiméricas llamadas Oxido nitrico sintasa (ONS) mediante un conjunto de
reacciones oxido-reduccion. Se forma a partir del aminoécido L-arginina utilizado como
sustrato a través de dos pasos. En el primero, una molécula de nicotinamida-adenina-
dinucleotido fosfato reducida (NADPH) en el dominio C-terminal de la enzima cede
electrones al oxigeno molecular, el cual reacciona con la molécula de L-arginina
enlazada al sitio activo de la enzima, liberando una molécula de agua y formando L-
omega-N-hidroxiarginina (LHA). LHA es el sustrato para el préximo paso de la catalisis
de ON, donde un electrén es requerido para formar oxigeno molecular reducido, el cual
se une al carbon guanidino de LHA para formar un intermediario tetraédrico. Este
intermediario colapsa para formar el grupo carbonil de la L-citrulina con la formacion

concomitante de ON. La estequiometria completa de la catélisis de ON consume un mol
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de L-arginina, 1,5 moles de NADPH, 2 moles de oxigeno molecular para generar un mol
de ON, un mol de L-citrulina y dos moles de agua.

Actualmente, tres isoformas distintas han sido clonadadas y caracterizadas:
NONS (ON neuronal o ONS1) encontrada en algunas estructuras del SNC y SNP como
la médula espinal y ganglios simpaticos y adrenales, iONS (inducible o ONS2),
inicialmente identificada en macréfagos, pero que su expresion puede ser estimulada en
cualquier célula o tejido provisto de los agentes inductores apropiados y la eONS
(endotelial o ONS3) principalmente expresada en células endoteliales (Foérstermann y

Sessa, 2012).

1.5 Biologia del escorpién

Los escorpiones son uno de los grupos mas antiguos de animales en la Tierra,
con mas de 400 millones de afios de antigliedad. Estan representados actualmente por
al menos 1.500 especies distintas que se encuentran distribuidas por todo el mundo
(Possani y col., 1999).

Los segmentos funcionales del escorpion (tagmas) estan constituidos por un
cefalotérax corto, que lleva los queliceros, pedipalpos, patas y ojos; un preabdomen (o
mesosoma) formado por siete segmentos y un postabdomen (o0 metasoma) que
representa la cola, constituido por cinco segmentos que terminan en un aparato
punzante que cumple la funcion de inyectar veneno.

Generalmente, los escorpiones son de habito nocturno y se alimentan de
artrépodos vivos como insectos y arafias. Son animales ovoviviparos con alrededor de

30 crias por camada (Hickman y col., 2006).
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Los escorpiones suramericanos potencialmente peligrosos para los humanos
pertenecen al género Tityus, siendo todas sus especies potencialmente letales. La
distribucion de este género es exclusivamente neotropical, representado por 150
especies distribuidas desde Panama hasta el norte de Argentina (Gonzalez-Sponga,
2011) causando morbilidad y mortalidad en habitantes de Brazil, Colombia y Venezuela

(Mazzei De Davilay col., 2010).

Distribucién

Generalmente, los escorpiones se encuentran en regiones tropicales vy
subtropicales. En América del Sur, Venezuela es considerado el pais que presenta
mayor diversidad en especies, clasificAndose hasta ahora 184 especies, agrupadas en
5 familias (Buthidae, Chactidae, Euscorpiidae, Hemiscorpiidae y Scorpionidae) y 17
géneros. La familia Buthidae en Venezuela esta conformada por los géneros: Ananteris
(30 especies), Centruroides (2 especies), Isometrus (1 especie), Mesotityus (1 especie),
Microtityus (8 especies), Rophalurus (1 especie) y Tityus (56 especies), representando
el 28,3% de la escorpio-fauna descrita en el pais (Rojas-Runjaic y De Sousa, 2007,
Gonzalez-Sponga, 2011). Estas especies habitan en ambientes hiumedos desde 0 hasta
los 2000 m.s.n.m en zonas montafiosas o0 pie de monte con vegetacion humeda.
Especificamente, la especie T.discrepans se encuentra en gran parte del pais,
principalmente en la regidon centro norte-costera, abarcando el Distrito Capital y los
estados Aragua, Miranda y norte de Guarico, de forma especifica en el parque nacional
Henry Pittier (Edo. Aragua), la poblacion de Birongo (Edo. Miranda), Caracas y sus
alrededores, Altos Mirandinos, parque Guatopo al norte de Altagracia de Orituco, Edo.

Guarico y Tiara, Dtto. Ricaute (Gonzalez-Sponga, 2011).
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Después del emponzofiamiento

El emponzofiamiento escorpionico consiste en un cuadro clinico que se produce
a partir de la entrada del veneno al torrente sanguineo por medio de una aguijoneadura.
Dependiendo de la especie involucrada, cantidad de veneno inoculado y masa corporal
del individuo afectado, este cuadro clinico puede llegar a tener consecuencias graves e
incluso la muerte. En Venezuela, la época del escorpionismo ocurre generalmente
durante la estacion de lluvia (mayo-julio y octubre-noviembre), especificamente en cinco
regiones macro-endémicas: (1) la region Centro-Norte (2) region Norte-Este, (3) region
Centro-Oeste (4) region de los Andes y (5) la regidén Sur (Mazzei de Davila y col., 2010).
El promedio anual de incidencia es de 40 empozofiamientos escorpiénicos por cada
100.000 habitantes y la mortalidad es de 0,04 por cada 10.000 habitantes (Chippaux y
Goyffon, 2008). Lamentablemente, en Venezuela los casos de escorpionismo estan
altamente sub-registrados, tomando en cuenta que el escorpioniSmo Yy sus
consecuencias representan una importante causa de emergencia clinica, en particular

pediatrica en muchos paises (Chippaux y Goyffon, 2008).

El veneno de escorpion produce una sintomatologia diversa y compleja a nivel
sistémico en humanos denominado “sindrome de emponzofiamiento por escorpiéon”
(D’'Suze y col., 2014), el cual se caracteriza por una serie de sintomas de tipo
colinérgico como vomitos, dolor abdominal, sialorrea, nauseas, hipotension arterial,
broncoespasmos, diarrea, miosis y calambres y sintomas de tipo adrenérgico como
palidez cutanea, piloerrecccion, frialdad en las extremidades, hipertension arterial,
taquipnea y midriasis. En casos donde el tratamiento no es aplicado a tiempo, se
pueden desarrollar complicaciones adicionales como pancreatitis aguda, miocarditis,

edema agudo pulmonar, sindrome de dificultad respiratoria por escorpionismo,
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trastornos de la coagulacion y/o activacion de procesos inflamatorios generalizados con

liberacion de citoquinas (Mazzei De Davila y col., 2010).

1.6 Caracteristicas bioguimicas del veneno de T.discrepans

La fraccibn de veneno estudiada proviene de la especie de escorpion Tityus
discrepans (T.discrepans) (Figura 7). Esta especie pertenece al Phylum Artrhopoda,
Subphylum Chelicerata, Clase Arachnida, Orden Scorpionida, Familia Buthidae y al
género Tityus; del cual se han descrito al menos 56 especies en Venezuela (Rojas-

Runjaic y De Sousa, 2007; Gonzéalez-Sponga, 2011).
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Figura 7. Fotografia de un ejemplar de la especie de escorpidén Tityus dicrepans. Tomado de
http://diversidadbiologica.minamb.gob.ve/especies/ficha/10/12524/

El veneno del género Tityus es considerado neurotoxico presentando
componentes que modulan, abren y bloguean canales de iones Na*y K* voltaje
dependientes de forma directa (Catterall y col., 2007) y canales de iones Ca?* de forma
indirecta (Grolleau y col., 2006). El veneno de este género estd compuesto por una

mezcla compleja de aminodacidos, péptidos, proteinas de alta y baja masa molecular,
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sales, lipidos y mucopolisacéaridos; donde la composicién quimica del veneno en un
momento determinado es influenciada por factores como variaciones genéticas,
condiciones ambientales y el género del animal. Entre la diversidad de especies del
género Tityus, el veneno de la especie T.discrepans ha sido el mas estudiado en
Venezuela.

El estudio protedmico del veneno mediante el empleo de las técnicas Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight (MALDITOF) y Nanometric
Electrospray lonization lon Traps Mass Spectrometry (Nano-ESI-ITMS), determiné la
existencia de 205 componentes con masas moleculares distintas comprendidas entre
272 y 57.908 Da (Batista y col., 2006).

De estos componentes, hasta la fecha solo se ha determinado la secuencia de
43 péptidos (Batista y col., 2006), de los cuales al menos 12 se han caracterizado
fisiolégicamente mostrando tener actividad curarizante, sobre canales ionicos,
inflamatoria, anti-neoplasica, antibacteriana, antimicética (D’'Suze y col., 1995; 1997;
1999; 2004; 2010; Diaz y col., 2009, Joya y col., 2011). A los restantes solo se le han
determinado los genes que las codifican y se les ha asignado una funcion putativa
basada en la homologia de su estructura primaria con otras toxinas, cuyo mecanismo
ha sido determinado de forma experimental (Borges y col., 2006; Diego-Garcia, 2007).

Entre estos componentes, destacan alta proporcién de péptidos de baja M.M (<5
kDa), donde la mayoria estudiada bloguean canales de iones K* y péptidos de 6-8 kDa
gue modifican mecanismos cinéticos de apertura y cierrre de canales de iones Na*
dependientes de voltaje (Batista y col., 2006; Borges y col., 2006; Diaz y col., 2009;
Diego-Garcia y col., 2007; D'Suze y col., 1996; 1997; 1999; 2004a; 2004b; 2009;

Peigneur y col., 2012; D’Suze y col., 2015). Las toxinas activas en canales de Na* estan
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compuestas por 60 a 70 aminoacidos y son estabilizados por cuatro puentes disulfuro,
aquellas activas en canales de K* de cadena corta estdn compuestas por 34 a 38
aminoacidos estabilizadas por tres puentes disulfuro y las de cadena larga por 47 a 59
aminoacidos estabilizados por cuatro puentes disulfuro (Batista y col., 2006; Diaz y col.,
2009; D’ Suze y col., 1996; 1997; 1999, 2004a; 2004b; 2009; Prochnicka, 2006).

La separacion de los componentes del veneno en base a su hidrofobicidad y
pesos moleculares mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase
Reversa (CLAR-FR), permite distinguir distintas fracciones que se identifican por
nameros de acuerdo al orden de elucion: aquellas que eluyen en los primeros 10
minutos presentan masas moleculares entre 200 y 2.000 Da, fracciones que eluyen
entre 10 y 20 minutos presentan masas moleculares entre 2 y 4 kDa, aquellas eluidas
entre 20 y 30 minutos se encuentran entre 3 y 5 kDa, las eluidas entre 30 y 40 minutos
gue presentan masas moleculares entre 5y 8 kDa y por ultimo los péptidos que eluyen
después de 40 minutos, los cuales son los mas hidrofébicos y presentan mayor peso
molecular (>8 kDa) (Batista y col., 2006).

Solo la estructura tridimencional de una sola toxina, la Discrepina, ha sido
determinada por resonancia magnética nuclear (RMN), mientras que otras, la Bactridina
y TdNa3, han sido modeladas in silico (Figura 8) (Diaz y col., 2009; D'Suze y col.,
2009). Se trata de proteinas globulares que adoptan un patrén de plegamiento similar:
un motivo a/f con una a-hélice y 2 6 3 laminas paralelas o antiparalelas 3 estabilizadas
por 3 0 4 puentes disulfuro. Cabe destacar que muestran un alto porcentaje de
aminoacidos cargados distribuidos sobre la superficie de la proteina que permiten la

interaccién con el blanco fisiolégico (Gurevitz y col., 2007) y su configuracion espacial
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ha sido conservada a pesar de la diversidad de secuencia aminoacidica (Froy y

Gurevitz, 2003; Zhu y col., 2004; Bosmans y Tytgat, 2007; Forsyth y col., 2012).

Figura 8. lzg. Bactridina 1 (Diaz y col, 2009) Cen: TdNa3 (D Suze y col, 2009) Der: Discrepina
(Prochnicka-Chalufour y col, 2006).

Por otro lado, la F-19 estudiada representa el 1,59% del total del veneno de Td.
Su repurificacion por CLAR-FR resulté en ocho (8) picos, donde p7 es su componente
mayoritario. Mediante el uso de electroforésis y espectrometria de masas se determiné
gue esta fraccidon de veneno estd compuesta por al menos diez (10) componentes con
masas moleculares comprendidas entre 3845,6 y 8157,7 Da (Cisneros, 2015).

Existe evidencia que indica que la F-19 induce incremento en la [Ca?]i en
macréfagos peritoneales de raton (Ramirez-Bello y col., 2014) y que adicionalmente
presenta actividad apoptogénica sobre la linea celular cancerigena de neuroblastoma

Neuro-2A (Cisneros, 2015)
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1.7 Imagenologia de Ca?* como técnica para medir variacion en [Ca?*]

En este estudio el registro de las sefiales de Ca?* se realiz6 mediante el uso de la
técnica Imagenologia de Ca?*, la cual se caracteriza como una técnica versatil y
ampliamente utilizada que permite medir en tiempo real y de forma individual A[Ca?*]i en
un conjunto de células vivas. Esto se realiz6 mediante el uso de un indicador de Ca?*
libre citosdlico fluorescente en el cual la variacion en la intensidad de la fluorescencia
emitida por el indicador cuando se une a iones Ca?* representa un cambio en la [Ca?]..
Adicionalmente, la variacion en la intensidad de fluorescencia se detecta y registra

mediante un conjunto de equipos que funcionan en conjunto.

El indicador de Ca?* citosélico fluorescente utilizado fue el Fura-2AM. Se trata de
un indicador de Ca?" quimico que forma parte de una familia de indicadores de Ca?*
citosolicos muy sensibles y versatiles compuestos por la uniéon de un agente quelante
altamente selectivo a Ca?* (EGTA o BAPTA) y un fluoréforo (Figura 9). Se empled su
forma éster acetoximetil (Fura-2AM) debido a que su forma de carga no es invasiva

para la célula.

Indicador Quimico de Calcio

350/380 nm  505-520 nm 350/380 nm 505-520 nm
-
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24 2+ : 2
Ca”: Agente N N ® Ca -co;” co,
Quelante N O I o o U
] | e U i
o) I (o) T
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0L "0,C

Figura 9. Indicador quimico de Ca?* Fura-2. Adaptado de Grienberger y Konnerth (2012) Neuron 73 862-
885.

45



El Fura-2 es un indicador de Ca?* radiométrico de excitacion dual debido a que la
unién a Ca?" modifica la longitud de onda (A) de excitacién éptima del indicador. La
forma del indicador unida a Ca?* tiene una A de excitacion éptima a ~340 nm (Ae=340
nm) y la forma libre de Ca?* del indicador tiene una longitud de onda de excitacion

Optima a ~380 nm (Ae=380 nm) (Figura 10).

Figura 10. Cultivo disociado de GRD cargados con Fura-2AM (5 pM). I1zq. Ae= 340 nm. Der. Ae= 380 nm.
Objetivo Super fluor 40X en aceite.

El parAmetro que indica un cambio en la [Ca?*]i es el radio constituido por el
cambio en la intensidad de la fluorescencia emitida por la forma unida a Ca?* del
indicador a Ae=340 nm y el cambio en la intensidad de fluorescencia emitida por la
forma del indicador libre de Ca?* a Ae=380 nm (F340/F380), con respecto a un radio de

fluorescencia emitida a 340nm y 380 nm basal (F340/F380 basal).

Una elevacion en la [Ca?*]i incrementa la intensidad de la fluorescencia emitida
por el indicador cuando es excitado a 340 nm y consecuentemente disminuye la

intensidad de la fluorescencia emitida cuando el indicador es excitado a 380 nm. De
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forma inversa, cuando ocurre una disminucién de [Ca?'] aumenta la intensidad de la
fluorescencia emitida cuando el Fura-2 es excitado a 380 nm y consecuentemente
disminuye la intensidad de fluorescencia emitida por el indicador cuando es excitado a
340 nm (Bootman y col., 2013). Lo anterior ocurre debido a que teéricamente, siempre
existe la misma cantidad de Fura-2 citosélico, por lo tanto, cuando aumenta la [Ca?"];,
estos iones se unen al indicador incrementando la concentracién de Fura-2 unido a Ca?*
y consecuentemente disminuyendo la concentracion de la forma del indicador libre de
Ca?*. El incremento en la concentracion de la forma unida a Ca?*y la disminucién de la
concentracion de la forma libre de Ca?* resultan en el incremento y disminucién de sus

respectivas emisiones de fluorescencia.

Entre las caracteristicas generales de este indicador se encuentra que es
excitable por luz ultravioleta (UV) 350 y/o 380 nm, su pico de emision de fluorescencia
se encuentra entre 505-520 nm, su constante de disociacion (Kd) de Ca?* es cercana a
los niveles de Ca?* tipicos en células de mamiferos (~100 mM), presenta alta
selectividad de unién a iones Ca?* relativa a iones Mg?* y por Ultimo alta resistencia al

fotoblanqueo (Haugland y col, 1996).

El hardware de un sistema basico para Imagenologia de Ca?* consiste
generalmente de un microscopio de investigacion (tipicamente invertido), una fuente de
luz de amplio espectro, una camara CCD o un tubo fotomultiplicador y un sistema que
dirige la luz hacia hacia filtros que la colectan en un rango especifico de la radiacion

electromagnética.
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1.8 ANTECEDENTES

Batista y colaboradores realizaron el primer andlisis protedmico del veneno completo
de T. discrepans. A partir de la purificaciéon de veneno por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (CLAR), se obtuvieron 58 fracciones diferentes a partir de las cuales se
obtuvieron 205 componentes identificados por espectrometria de masa (MS),
presentando masas moleculares comprendidas entre 272 y 57. 908 Da. Adicionalmente,
se obtuvo la secuencia de aminoacidos total o parcial de 43 péptidos por degradacién
de Edman automatizada (Batista y col., 2006).

El trabajo de investigacibn mas relacionado con este estudio se titula
“Macrophage alteration induced by inflamatory toxins isolated from Tityus
discrepans scorpion venom. The role of exchangers Na*/Ca?*” (2014), realizado por
Vanesa Ramirez y colaboradores en la unidad de Neurofarmacologia Celular en el IVIC.

El envenenamiento por T.discrepans ademas de causar desordenes
neurolégicos, produce un sindrome de inflamacion generalizada que se expande a
todos los érganos, especialmente el pancreas, intestino, higado y pulmones; el cual se
caracteriza por el abundante secuestro e infiltracion de macrofagos y neutréfilos (D’
Suze y col., 2004). Macrofagos vy linfocitos liberan de forma descontrolada citoquinas
pro-inflamatorias que juegan un papel importante en el establecimiento de la
inflamacion generalizada que lleva a la falla multiorganica. Se conoce que la sintesis de
citoquinas proinflamatorias por parte de macréfagos esta regulada por la [Ca?*];, la cual
actia como segundo mensajero activando diversas vias metabdlicas celulares.

Los macrofagos fueron incubados con buffer HEPES (pH=7,4, 319 mOsmol/L) en

presencia de 10 uM de los indicadores de Ca?* fluorescentes fluo-4AM, Hoechst 33342
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y merocianina 540 por treinta (30) minutos a 4°C en oscuridad. Las células cargadas
fueron expuestas al veneno completo de T.discrepans y a cada una de las 40 fracciones
aisladas por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) (10 pg/mL de cada una)
por sesenta (60) minutos. Se identificaron siete fracciones activas (InfTx1-7).

En un cromatograma resultado de la purificacion del veneno completo de
T.discrepans puede identificarse la fraccion F-19 estudiada como la InfTx4 de acuerdo
al tiempo de retencién en la columna (28 minutos aprox.).

Las células fotografiadas por epifluorescencia de deconvolucién 3D usando un
microscopio automatizado vertical, fueron expuestas tanto a todo el veneno como a las
fracciones (InfTx1-7) mostrando alteraciones claras después de una hora de
tratamiento, entre estas pseudopodia, membrana internalizada, vacuolizacion y
depdsitos significativos de Ca?* en forma de complejos Ca?*-fluo-4 en verde brillante.
Los cambios en la intensidad de fluorescencia normalizada del complejo Ca?*-fluo-4
fueron llamados intensidad de fluorescencia verde (IF verde), representada por
unidades arbitrarias en la intensidad de fluorescencia. Especificamente, las fracciones
InfTx4-5-6 y 7 inducen un incremento significativo en la IF verde en los macrofagos
representando un incremento en [Ca?*]i, donde InfTx4 incrementé la IF verde x 2,71 con

respecto al control.
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1.9 OBJETIVOS

Obijetivo general

Caracterizar el blanco fisiolégico de la fraccion F-19 aislada del veneno de la
especie de escorpidon T.discrepans en cultivos primarios de glias de Ganglios de la Raiz

Dorsal (GRD) de rata adulta.

Obijetivos especificos

1. Aislar y purificar el veneno del escorpién T.discrepans mediante el uso de un
equipo Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR).

2. Realizar el cultivo primario glias de Ganglios de la Raiz Dorsal de ratas adultas.

3. Determinar la concentracibn adecuada de F-19 (ug/mL) para observar la
respuesta media del efecto de la fraccion en la [Ca?'] intracelular (CEso)

mediante el estudio en un rango de concentraciones.

4. Determinar el blanco de accion de la F-19. Se estudiara si el incremento en la
[Ca?*]i causado por la fraccion, depende de Ca?* extracelular o de la liberaciéon de

Ca?* desde reservorios intracelulares.

e Para determinar si depende de la entrada de Ca?* extracelular, se eliminara el
contenido de Ca?* extracelular mediante la aplicacion de la condicién 0Ca?*ex

+0,5 mM EGTA. Si es asi, se estudiara la participacion de canales y
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receptores ionotropicos descritos en la membrana plasmatica de glias

mediante el uso de sus inhibidores especificos.

Para determinar si depende de la liberaciéon de Ca?* desde reservorios
intracelulares, se estudiara la participacion de receptores de Ca?* descritos en
membranas intracelulares de glias mediante el uso de sus inhibidores

especificos.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1.1 Recoleccion del veneno de Tityus discrepans

Escorpiones adultos fueron recolectados en el Area Metropolitana de Caracas,
Venezuela y posteriormente se mantuvieron vivos almacenandolos en envases de
plastico con agua y comida. Para la obtencion del veneno, el escorpion se mantuvo a
0°C con la finalidad de disminuir su actividad biolégica para luego estimular
eléctricamente de forma repetida el telson del animal. Se recolecté el veneno en
microtubos de 1,5 mL (EpperdorfMR, Alemania), este se disolvié en agua destilada y se
centrifugd durante un tiempo de 30 minutos a 15.000 g en una centrifuga refrigerada
(EpperdorfMR Microcentifuge, 5417R; Alemania) a 4°C para descartar los componentes
no polares carentes de toxicidad contenidos en el precipitado, entre estos
mucoproteinas y partes del tejido glandular secretados al momento de la estimulacién

eléctrica del telson realizada para la extraccion del veneno.

2.1.2 Cuantificacién proteica del veneno de Tityus discrepans

El contenido de proteinas se estimd por espectrofotometria (EpperdorfVR
BioPhometer plus) empleando la Ley de Lambert y Beer (Lambert, 1760), en la cual se
asume que a A=280 nm una (1) unidad de absorbancia/mL equivale a 1mg/mL de
proteina y que la muestra proteica presenta un coeficiente de extincién molar (¢)= 1. El
sobrenadante se liofilizo utilizando una centrifuga al vacio a -56°C (Refrigerated
CentriVap Centrifugal Concentrator, LABCONCO; EE.UU) y se almacend en una nevera

(Revco Manufacturing Ltd, Suiza) a -80°C hasta el momento de su uso.
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2.1.3 Purificacion de los componentes del veneno de Tityus discrepans

El sobrenadante liofilizado con los componentes polares del veneno se
resuspendia en agua bidestilada y se centrifugaba durante 30 minutos a 14.000 rpm a
4°C. Tres (3) mg de veneno por corrida se separaban en un equipo de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (CLAR) (Waters 1525, Binary HPLC pumps) usando una
columna de fase reversa Cis analitica (Cisa) (250 x 10 mm, Vydac Hesperia, CA. USA).
El sorbente de esta columna estad compuesto por microparticulas porosas de silica que
se modifican quimicamente para hacerlo no polar con un derivado silano que contiene
un n-alkyl ligando hidrofébico, en este caso n-octadecyl (Cis). La mezcla compleja a
separar se aplicaba inicialmente al sorbente en presencia de “buffers” acuosos,
posteriormente los componentes eluian por la adicién de un solvente organico (Aguilar y
Hearn, 1996).

Los componentes se separaron en funcion de las diferencias en polaridad que
presentaban con respecto a la columna cromatografica (fase estacionaria) y los
solventes utilizados (fase movil) usando un gradiente lineal de solventes desde una
solucién A (agua con 0,12% TFA) al 60% de la solucién B (ACN con 0,1% de TFA) por
60 minutos (D’'Suze y col.,, 1999), a un flujo constante de 1mL/min donde los
componentes eluyen en orden del incremento de su hidrofobicidad (Aguilar y Hearn,
1996; Soto y Guadarrama, 2004).

La retencion de los componentes menos polares de la muestra en la fase
estacionaria (columna cromatografica) se disminuye afiadiendo a la fase movil acuosa
polar un solvente organico. De esta manera, la distribucion de los componentes menos
polares cambia hacia la fase movil. En este caso se utilizé acetonitrilo (ACN) debido a

su bajo grado de absorcién de UV y bajo grado de viscosidad.
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La fase mavil acuosa se acidificé agregando acido trifluoroacético (TFA), el cual
permite mantener las cargas de los grupos aminos y carboxilos de las proteinas del
veneno. Al acidificar la fase movil durante la separacion se agregan protones, los cuales
facilitan unidn de las proteinas con la mezcla de solventes polar: no polar, separandose
de la fase estacionaria.

La deteccidén de los componentes se monitore6 midiendo absorbancia a A= 230
nm (rango de absorcion del enlace peptidico entre 180-230 nm) debido a que el veneno
presenta componentes pequefios y pocos componentes aromaticos. Adicionalmente, la
deteccion se llevo a cabo con 0.5 U de sensibilidad.

Las fracciones se colectaron manualmente especificando el orden de elucién con
nameros arébigos y el tiempo de retencion en la columna, con la finalidad de identificar
la fraccion del veneno. Posteriormente, se liofilizaron. Se recolectdé el mayor contenido
proteico posible mediante siete (7) lavados de 200 uL y un lavado de 1000 uL con una
solucién 30% ACN y 70% H20 y finalmente se alicuotaron determinando los g totales

por eppendorf, se liofilizaron y se almacenaron a -80°C hasta su uso posterior.
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Figura 11. Diagrama de las partes de un equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR).
Adaptado de shodex.net/index.php?seitenid=1&applic=1472.

2.2.1 Extraccién de Ganglios de la Raiz Dorsal (GRD)

Se utilizaron ratas adultas Sprague-Dawley (250-320g) obtenidas del Bioterio
Central del IDEA, las cuales se mantuvieron en jaulas metalicas a temperatura
ambiente con agua, luz y comida controlada. A partir de estas se extraian los Ganglios
de la Raiz Dorsal. Estos ganglios se disociaban en un medio con colagenasa tipo | (200
U/mL) y tripsina 2,5 mg/mL (enzimas proteoliticas) durante noventa (90) minutos a 37
°C con agitacién. Luego, se disociaban de forma mecanica usando pipetas pasteur con
orificios de diametro decreciente. La detencion de la reaccion enziméatica de disociacion
se realizaba diluyendo la mezcla de enzimas con Soluciéon Salina Tamponada de Hank
(HBSS)+Ca?*+Mg?* (Tabla 1) durante el proceso de disociacion mecéanica. Se
centrifugaban a 450 g por 5 min. El sobrenadante se descartaba y el precipitado se
resuspendia en 3 mL de HBSS. Los ganglios disociados se colocaban sobre un
gradiente de densidad de Optiprep (Axis-Shield, Noruega) (4,8%, 6%, 7,4%, 9% y 12%)
y se centrifugaban (822 g, 15 min, 4 °C). Las fracciones 7,4%, 9% y 12 % se
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colectaban, se diluian en HBSS+Ca?*+Mg?* y se centifugaban (450 g, 8 min, 4 °C). El
precipitado que contenia las células se resuspendia en 500 pL de Neurobasal Adulto
(NBA) (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) suplementado con 2% suplemento B27
(Gibco-Invitrogen), 0,5 mM Glutamax (Gibco-Invitrogen), penicilina (100 U/mL) y
estreptomicina (100 yg/mL). Se sembraban sobre cubre objetos de 15 mm de didmetro
cubiertos con Poly-D-lysina (PDL), a una concentracion final de 50 pg/mL y se
cultivaban en medio NBA, debido a que este favorece el mantemiento a corto y a largo
plazo de neuronas en estado postnatal y adulto. Por ultimo, se mantenian en una
incubadora a 37°C y a 5% de CO:z hasta su uso aproximadamente dos (2) dias después
de realizar el cultivo primario, permitiendo la generacion de una cantidad considerable
de células gliales y la recuperacion de las células después del tratamiento mecénico y
enziméatico utilizado para su aislamiento (Castillo y col., 2011). Este procedimiento se

realiz6 cada dos semanas durante el desarrollo del estudio (Figura 12).
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sensoriales y
glias
PDL 37,5 @ Purifigacién por
Cultivo pg/mL gradiente de

densidad
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100 31001

HBSS+ Ca?*
+MgZ+

Figura 12. Diagrama de la extracciéon de Ganglios de la Raiz Dorsal (GRD) de ratas adultas Sprague-
Dawley.
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2.2.2 Procedimiento para cargar las células con el indicador Fura-2AM

Las células se cargaban con Fura-2AM 5 pM en medio de cultivo durante un
periodo entre treinta (30) y cuarenta y cinco (45) minutos aproximadamente.
Posteriormente, se lavaban tres veces con solucion buffer salino y se dejaban veinte
(20) minutos en la incubadora para la esterificacion del indicador. La carga se realizaba

en una placa de Petri que se coloca dentro de la incubadora a 37°C y 5% de CO..

2.3 Registro de las sefiales de Ca?* en células gliales de cultivo primario de GRD

A continuacioén se describe el sistema y procedimiento utilizado en la obtencion de

registros (Figura 13):

El cubreobjeto con el cultivo primario de glias y neuronas cargadas con Fura-
2AM se asocia a la platina del microscopio invertido (1). Cuando se esta llevando a
cabo un experimento, se aplican los tratamientos que corresponden a los antagonistas
y/o agonistas de las vias de Ca?* que se estudiaran. Esto se realiza mediante el sistema
de aplicacién de tratamientos focal multivalvula que presenta su propio sistema de
control, asociado a su vez a una bomba de presion y a una computadora con el
programa “OctaFLow™” (2). Este programa permite controlar de forma precisa el
suministro de los tratamientos por las valvulas con respecto al tiempo de aplicacion y la

presién con la cual se aplican.

La lampara (Arc Lamp Power Supply) representa la fuente de luz de amplio
espectro que proporciona energia de una regidbn amplia de la radiacion
electromagnética (3). Esta se encuentra asociada a un sistema de espejos (lonOptix

Hyperswitch) que producen un cambio en la direccién de propagacion de la luz hacia
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dos filtros que colectan luz solo de las longitudes de onda 340 nm y 380 nm, las cuales
representan las A de excitacion éptimas de la forma unida a Ca?* y de la forma libre del
Fura-2, respectivamente. La aplicacion de luz de estas dos longitudes de onda sobre las

células se alterna cada dos (2) segundos.

Cuando ocurre una sefial de Ca?* (incremento en la [Ca?*]) en el citosol de
alguna de las células estudiadas, la camara CCD detecta el cambio en la intensidad de
la fluorescencia emitida por el indicador unido a Ca?* y el cambio en la intensidad de
fluorescencia del indicador libre como imégenes fotogréficas, capturando una imagen
cuando es excitado a 340nm y otra a 380 nm por separado. Esta cAmara tiene asociado

un filtro que colecta la emisién de luz visible por parte del indicador a A=510 nm (4).

El sistema de Interfase (“InOptix Fluorescence System” modelo FSI-700)
convierte la informacion analdgica en informacion electronica o digital (5), la cual se
envia a la computadora de registro con el programa “lonOptix Adquire” (6), el cual
permite el registro de la variacién en la [Ca?*]i (A[Ca?*]) en funcién del radio F340/F380

nmy el tiempo (S).

Ademas del sistema de deteccidon/registro de las sefiales de Ca?* citosdlicas,
también se encuentra un sistema de perfusion/succion para los tratamientos. La bomba
de perfusion bombea solucion buffer salina Hepes con un flujo de 15mL/h y la bomba de
succion succiona esta solucion y los tratamientos aplicados al mismo flujo. La funcion
del sistema perfusion/succion es asegurar el lavado de los tratamientos y que tiempo de

aplicacion sea el establecido por el operador (Figura 13).
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Los experimentos fueron llevados a cabo en oscuridad a pH= 7,35; el cual
corresponde al pH de la solucién buffer salina Hepes con la cual se bafiaba el cultivo de
células constantemente. La temperatura se mantuvo a 30°C midiendo la temperatura
mediante un termdémetro y un regulador asociados a conectores que se ajustan a la

placa con el cultivo de células.
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Figura 13. Diagrama del equipo utilizado para la deteccion de sefiales de Ca?* en la Unidad de
Neurociencias del IDEA.
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2.4 Especificaciones en los protocolos aplicados para la obtencién de registros

El cultivo primario disociado de GRD, se trata de un cultivo mixto compuesto por
neuronas sensoriales y glias (CGS y CS). Estas células se identificaban
morfolégicamente debido a que las neuronas presentan una forma redonda y las glias
presentan una forma irregular en el campo de vision del microscopio invertido.

Adicionalmente, al inicio de cada registro se aplicaban pulsos de una solucion de
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Cloruro de Potasio (KCI) 50 mM para identificar a neuronas y pulsos de ATP 100 puM
para identificar glias.

Las concentraciones de los compuestos aplicados en los registros por pulso y por
perfusion fueron las siguientes, a no ser que se indique una concentracién en
especifico:

Solucion Buffer Salino Hepes (en mM) 140 NacCl, 5 KCI, 5 NaHCOs, 10 HEPES, 2 CaCl:
1 mM MgClz2y 10 glucosa, pH 7.35 a 30°C para perfusion.

Pulsos F19= Solucién Buffer Salino Hepes con [F19]= 1ug/mL durante dos (2) o tres (3)
segundos.

Pulsos ATP= Solucion Buffer Salino Hepes con [ATP]=100 pM durante dos (2)
segundos.

Perfusion F19= Solucion Buffer Salino Hepes con F-19 1ug/mL

Perfusion ATP= Solucion Buffer Salino Hepes con ATP 100uM

Perfusion 0Ca?*= Solucién Buffer Salino Hepes 0Ca?*+EGTA 0,5 mM

Soluciones con inhibidores

Suramina= Solucion Buffer Salino Hepes + Suramina 100 uM

Telmisartan= Solucion Buffer Salino Hepes + Telmisartan 20 uM
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Soluciones para la extraccion de GRD

Tabla 1. Composicion de la Solucion Salina Tamponada de Hank (HBSS) +Ca?* +Mg?*. Tomado de
http://www.bioind.com/page 143

Componentes Peso Molecular Conc. (gm/L) Molaridad (mM)
Cloruro de Calcio (CaCly) 0,11 0,14 1,26

Cloruro de Potasio (KCI) 75 0,40 5,33

Fosfato de Potasio | 136 0,06 0,44

(KH2PO4)

Cloruro de Magnesio 203 0,10 0,50

(MgCl2-6H20)

Sulfato de Magnesio 246 0,10 0,41
MgSO4-7H-0

Cloruro de Sodio (NaCl) 58 8 138
Bicarbonato de  Sodio | 84 0,35 4
(NaHCO:s)

Fosfato de Sodio Dibasico | 142 0,048 0,30
(NazHPOJ)

Glucosa 180 1 5,60
Fenol Rojo 398 0,01 0,03

2.5 Pruebas estadisticas

Debido a que generalmente los datos referentes a pico y area del incremento en
la [Ca?*]i no seguian una distribucion normal segun la prueba de normalidad D’Agostino,
se aplico la prueba estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis sobre el promedio de las
normalizaciones de los picos y areas de las respuestas en cada uno de los tratamientos
(pico y area promedio). Seguidamente, se emplearon comparaciones mdultiples de
Dunns al 95% de confianza entre pares de columnas de picos y areas promedio con la

finalidad de determinar el efecto de las condiciones aplicadas.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Purificacion de los componentes del veneno completo de T. discrepans por

CLAR-FR v su cuantificacion proteica

En la figura 14 se observa el perfil cromatografico tipico de la separacion de los
componentes de caracter polar del veneno de Td realizada en un equipo de CLAR-FR.
En cada una de las corridas (30), los componentes polares del veneno completo de T.
discrepans se separaron bajo las condiciones y el protocolo especificado en la
metodologia, obteniéndose cuarenta (40) fracciones (F-1 a F-40) (que incluyen los
valles entre picos del cromatograma), los cuales eluyeron en tiempos comprendidos
entre 3,8 y 52 minutos. Posteriormente, se colectaron manualmente los tubos que
contenian la F-19 obteniendo por espectrofotometria una cantidad total de pgr F-19=
3002,79. Cabe destacar que en los perfiles cromatograficos de las separaciones

realizadas no se encontraron diferencias cualitativas significativas.
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Figura 14. Perfil cromatografico obtenido de la separacién de los componentes polares veneno completo
de Tityus discrepans por CLAR-FR en una columna Cl18a. El eje de las ordenadas representa
absorbancia de los componentes a A=230 nm y el eje de las absisas el tiempo de elucion de los
componentes. La elucion de las fracciones fue realizada en gradiente lineal desde solucién A (H20 con
0,12% TFA) a 60% Solucién B (ACN con 0,1% TFA) a un flujo constante de 1 mL/ min durante 60 min. La

F-19 se colect6 manualmente a los 28,353 minutos.

63



Registros vy analisis del efecto de la F-19 sobre [Ca?'];

A continuacion se muestra una seleccion de registros con sus respectivos
analisis en cuanto a pico y area promedio, donde el area fue seleccionada desde el
punto de inicio y el ultimo punto donde se observaba respuesta. Se evidencia el efecto
de la aplicacion de F-19 sobre la [Ca?*]i en glias de GRD bajo distintas condiciones, lo

gue permitird esclarecer parte del mecanismo involucrado en esta respuesta.

3.2 Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de F-19 en orden

decreciente sobre la [Ca?*]i.

En la figura 15A se muestra el efecto de la aplicacion de la F-19 por pulso sobre
la [Ca?*]i de una célula glial. Se aplicaron una serie de pulsos consecutivos de la
fraccidn con una duracion de dos (2) segundos a diferentes concentraciones en orden
decreciente: 10 pg/mL; 5 pug/mL,1 pug/mL; 0,5 pg/mL y 0,1 pg/mL.

El nivel de fluorescencia antes de la aplicacién de la fraccién corresponde a la
[Ca?*]i basal de la célula; luego de aplicar cada compuesto se espera a que la célula
llegue a un valor similar de fluorescencia, es decir a un valor similar en la [Ca?*]i basal.
Se observa que al aplicar cada pulso de F-19, se produce un incremento en la [Ca?*];
gue consiste en una fase ascendente representada por un incremento rapido en la
[Ca?*]i, seguido por una fase descendente que representa una disminucion mas lenta
hasta llegar al nivel basal en la [Ca?*]i. Veintidos (22) (84,6%) células del total estudiado
(n=26) respondieron a todos los pulsos de F-19 aplicados.

En las graficas del analisis de las respuestas del conjunto de células (Figura 15B

y C) el pico y area de la respuesta se normalizaron con respecto al pulso de F-19
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correspondiente 10 pg/mL. En ambos casos la disminucion observada en estos
parametros luego de la aplicacion de la concentracion méas alta resultd ser
estadisticamente significativa al aplicar todas las concentraciones de F-19 menores que
F-19 10 pg/mL (p <0.001).

Tomando en cuenta que a concentraciones mas altas podria haber mayor
probabilidad que mayor cantidad de receptores se activen, es razonable pensar que el
pico y el &rea de las respuestas en conjunto sea mayor. Sin embargo, luego podria ser
que el numero de receptores disponibles a activarse sea menor luego del primer pulso

debido a un proceso de desensibilizacion.
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Figura 15. (A) Registro representativo del efecto de la F-19 sobre [Ca?*]i cuando es aplicada por pulso a
distintas concentraciones en orden decreciente. (B) Andlisis de la respuesta con respecto al pico y (C) el
area normalizados y comparados con respecto a la columna correspondiente a F-19 10 pg/mL. Las
barras corresponden a concentraciones diferentes de F-19. *** = p< 0.001.
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3.3.1 Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de F-19 en orden
creciente sobre la [Ca?*]i.

Con la finalidad de estudiar el efecto de la aplicacion de la F-19 a
concentraciones crecientes, se aplicaron un par de pulsos consecutivos de la fraccion a
la misma concentracion en lapsos de dos (2) segundos cada uno en orden creciente:
0,1 pg/mL; 0,5 pg/mL; 1 pg/mL; 5 pg/mL; 10 pg/mL. Solo una (1) célula (3,3%)
respondio a los primeros dos pulsos de F-19 0,1 pug/mL del total de células analizado
(n=30), trece (13) células (43,3%) respondieron al menos a un pulso de F-19 0,5 pg/mL,
diecisiete (17) células (56,6%) respondieron al menos a un pulso de F-19 1 pg/mL,
nueve (9) células (30%) respondieron al menos a uno de los pulsos de F-19 5 ug/mL y
solo dos (2) células (6,6%) respondieron a uno de los pulsos de F-19 10 pg/mL.

Se observa una activacion gradual de la poblacion de células hasta la aplicacion
del primer pulso de F-19 1 pg/mL donde responden la mayor cantidad. Luego, la
cantidad de células que responden disminuye gradualmente con la aplicacion de las
mayores concentraciones.

En las gréficas 16A y B, se muestra el andlisis de la respuesta promedio donde
se observa que el comportamiento de activacién de los receptores presenta forma de
campana. Al aplicar las concentraciones menores de F-19 (0,1 pg/mL y F-19 0,5
pg/mL), tanto el pico como el area de la respuesta aumentan gradualmente
aproximadamente tres veces en el pico y dos veces en el area. Con el primer pulso de
F-19 1 pg/mL se observa la respuesta mayor, lo cual podria representar la activacion de
la mayor cantidad de receptores involucrados. Posteriormente, se observa una

disminucién gradual en el pico y en el area cuando se aplican concentraciones
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mayores, aproximadamente una vez con respecto al pico y 0,7 veces con respecto al
area entre la concentraciones 5 pg/mL y 10 pg/mL.

En el caso del pico, la comparacién realizada con respecto a la normalizacion de
las respuestas al primer pulso de F19 0,1pg/mL, resulté ser estadisticamente
significativa con respecto a ambos pulsos de 1ug/mL (p < 0.001) y con respecto al
primer pulso de F-19 5 pg/mL (p < 0.05). Con respecto al area, la comparacion realizada
resultd ser estadisticamente significativa en el caso de F-19 1ug/mL para ambos pulsos
(p =0.01y p <0.05 respectivamente). La ausencia de una respuesta clara a la [F-19] en
el incremento en la [Ca?*];, se refleja en el cambio de los pardmetros de la respuesta a
la exposicion mdultiple de las mismas concentraciones y la dependencia de esta
respuesta a la exposicién de bajas concentraciones, previa a la estimulacién con altas
concentraciones de [F-19].

La aplicacion de la F-19 a concentraciones crecientes permitié observar la
activacion gradual de la poblacion de receptores. Luego, la disminucién observada en el
pico y area promedio de la respuesta podria deberse a la desensibilizacion de la

poblacion de receptores involucrados debida al tiempo de exposicion.
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Figura 16. (A) Registro representativo del efecto de la F-19 aplicada a distintas concentraciones en orden
creciente sobre [Ca?*]. Analisis de la respuesta con respecto a pico (B) y area (C) normalizados y
comparados con respecto a la primera columna correspondiente al primer pulso F-19 0,1 pg/mL. Las
barras representan distintas concentraciones de F-19 aplicadas por duplicado.
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3.3.2 Calculo CEso para F-19.

En la figura 17 se muestra el pico promedio de la respuesta a la F-19 en funcién
del logaritmo de la concentracion de F-19 aplicada de forma creciente, dos pulsos por
cada concentracion. El resultado del ajuste del promedio de los puntos a una funcion
resulta en una curva tipo campana en la cual no se observa respuesta a la aplicacion de
las concentraciones menores (0,1 y 0,5 pg/mL). La respuesta maxima se obtuvo al
aplicar 1 pg/mL y luego de la aplicacion de esta concentracion, la respuesta disminuyo
de forma progresiva.

La forma de campana requiere el ajuste de los datos a dos sigmoides. En cada
una de estas es posible que falten concentraciones intermedias debido a que los
pardmetros obtenidos resultan ser ambiguos, por esta razén no se pudo obtener el CEso

para la F-19.
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Figura 17. Gréfico de la respuesta promedio a la aplicacion de F-19 en funcion del logaritmo de la
concentracion. Las barras representan el error estandar de cada réplica. La amplitud de la respuesta
varia a medida que se aumenta la concentracion de F-19 presentando un comportamiento tipo campana.
La respuesta méaxima promedio se obtuvo al aplicar F-19 1 pg/mL.
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3.4 Perfusién continua con F-19.

La cantidad de células que respondian a la F-19 disminuy6é en un momento de la
investigacion debido posiblemente a que el lote utilizado del suplemento B27 (uno de
los componentes utilizados para el del cultivo) se termind. Se procedid a probar con dos
lotes diferentes, pero seguia siendo poca la cantidad de células que respondian. Por
otro lado, se prepar6 B27 en el laboratorio esperando a que favoreciera la respuesta a
la F-19, sin mucho éxito. Por ultimo, también se agregdé suero fetal bovino (SFB)
compuesto por otros factores de crecimiento y nutrientes. A pesar del empleo de estas
medidas, seguia siendo menos frecuente observar la respuesta directa de las células a
esta fraccion del veneno. Por esta razon, se decidio aplicar la F-19 por perfusion
durante unos minutos, aumentando el tiempo de aplicacion y de esta manera

incrementar la probabilidad de observar una respuesta.

Al aplicar F-19 con perfusion continua a una concentracién de 10 pg/mL (Figura
18A), se observaron dos tipos de respuesta, la primera esta representada en el trazo
rojo donde se observa un incremento rapido y de gran amplitud en la [Ca?*]i después de
haber transcurrido pocos minutos de iniciar la perfusion. Sin embargo, a pesar que se
continué perfundiendo con F-19 10 pg/mL, el incremento en la [Ca?']i maximo no se
mantiene, por el contrario disminuye gradualmente sin alcanzar la [Ca?'] basal. Este
comportamiento podria representar una activacion y desensibilizacién rapida de una
poblacién de los receptores. Por otro lado, la otra forma de respuesta representada en
el trazo azul, se caracteriza por un incremento mas lento y de menor amplitud en la
[Ca?*]i, el cual también se alcanza pocos minutos después de iniciar la perfusiéon. En
este caso, el incremento en la [Ca?']i se mantuvo sin disminuir considerablemente

durante el tiempo que durd la perfusion e incluso después de haber pasado varios
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minutos luego de haberla eliminado, indicando una activacion y desensibilizacibn méas
lenta de los receptores. En la mayoria de las células que respondieron a la perfusion
por F-19 10 pg/mL (n=65 de 75 células) se observdé que el 76,9 % (50 células)
respondieron en forma de meseta como en el trazo azul y 23% (15 células)

respondieron en forma de pico.
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Figura 18A. Registros representativos de las dos formas de sefiales de Ca?* obtenidas por la aplicacion
de F-19 10ug/mL por perfusién continua.

Por otro lado, también se perfundieron las células con F-19 1ug/mL debido a que
a esta concentracion responden mayor cantidad de células cuando se aplican

concentraciones en orden creciente (Figura 18B).

En la figura 18B se muestra el registro de la sefal de incremento de [Ca?*]i de
una ceélula que respondio a la exposicion continua de F-19 1 pg/mL durante diez (10)
minutos. En el conjunto de células que respondieron a la aplicacion de la fraccion de
veneno (14,5%=29 células, n=200), se observa que la respuesta a esta concentracion
es considerablemente pequefia con respecto a la obtenida con la perfusion de F-19 a

10 pg/mL. En la mayoria de los casos presenta forma de meseta (62%=18 células,
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n=29) pudiendo indicar una activacién y luego una desensibilizacion lenta de los
receptores. El 37,9% respondié en forma de pico caracterizdndose por un incremento
rapido e igualmente de poca magnitud en la [Ca?*]i, pudiendo indicar una activacion y

una desensibilizacion mas rapidas.
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Figura 18B. Registros representativos de ambas formas de sefiales de Ca?* obtenidas por la aplicacion
de perfusion continua con F-19 1 pg/mL.

3.5 Efecto de la condicién 0Ca?* en medio extracelular sobre el incremento en la

[Ca?*]i producida por la aplicaciéon de F-19.

En la figura 19A se muestra un registro representativo correspondiente al efecto
de la ausencia de iones Ca?* en el medio extracelular sobre el incremento en la [Ca?]i
causado por la F-19. Puede observarse que una vez iniciada la perfusién de medio
extracelular sin Ca?* la [Ca?*] disminuye, ya que esta es un balance entre el influjo, la
salida y el intercambio de Ca?* con reservorios intracelulares (Grienberger y Konnerth,

2012) y en esta condicién se elimin6 la fuente de entrada de Ca? desde el medio
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extracelular. Adicionalmente, se observa que dentro de la perfusién 0Ca?* ambos pulsos
de F-19 producen un incremento en la [Ca?], lo que indica que el incremento en la
[Ca?*]i causado por la F-19 podria depender de la liberacion de iones Ca?* desde

reservorios intracelulares.

Se estudiaron un total de setenta y cuatro células (74) (tres experimentos
independientes), de las cuales treinta y cinco (35) (47,2%) respondieron al menos a un
pulso de F-19 dentro de la perfusién 0Ca?*, luego de haber respondido al menos a un

pulso de F-19 en medio extracelular con Ca?*.

Los datos correspondientes al pico y al area del incremento en la [Ca?!];
obtenidos por la aplicaciéon de los pulsos de F-19 en 0Ca?*, fueron normalizados con
respecto a la respuesta obtenida por la aplicacién del pulso de F-19 aplicado antes de
iniciar la perfusion 0Ca?*. El promedio de la normalizacién esta representado en los
graficos de barras mostrados en las gréficas 19B y C, donde se muestran los datos
correspondientes al pulso de F-19 aplicado antes de la perfusion 0Ca?*, dos pulsos de
F-19 aplicados dentro de la perfusién y a un pulso de F-19 aplicado después de la

perfusion.

La comparacion mdltiple de Dunn se realiz6 entre el promedio de la
normalizacion del pico y el area obtenidos por los dos pulsos de F-19 aplicados dentro
de la perfusion 0Ca?*, con respecto al promedio de la normalizacién de estos
pardmetros obtenidos por el pulso de F-19 aplicado antes de esta. En el caso del pico y
el area, en la respuesta observada con el primer pulso de F-19 en 0Ca?* extracelular no
hubo diferencias significativas con respecto al primer pulso de F-19 en presencia de

Ca?* externo (p> 0.05), mientras que la disminucién en la respuesta observada con el
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segundo pulso de F-19 en 0Ca?* extracelular resultd ser estadisticamente significativa

(p < 0.001).
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Figura 19. (A) Registro representativo del efecto de la condicion 0Ca?* en medio extracelular sobre el
incremento en la [Ca?]i producido por la F-19. En ausencia de Ca?* extracelular con 0,5 mM EGTA, la F-
19 induce incremento en la [Ca?*].. (B) Gréafico de barras correspondiente al pico promedio del incremento
en la [Ca?*]i causado por la aplicacion de F-19 en presencia y ausencia de calcio extracelular. (C) Gréfico
de barras correspondiente al area promedio. Las columnas fueron normalizadas y comparadas con el
pulso aplicado antes de la perfusion 0Ca?*. El andlisis Kruskal-Wallis arroj6 p< 0.0001 en ambos casos
indicando al menos un promedio de pico y area distinto. *** (p < 0.001) denota diferencia estadisticamente
significativa y ns (p > 0.05) indica lo contrario.
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3.6 Efecto de la aplicacién de Suramina sobre el incremento en la [Ca?*]i causado

por F-19.

La participacion de un receptor metabotropico acoplado a proteina G en el
mecanismo involucrado en el incremento en la [Ca?*]i causado por la F-19, se estudi6

mediante la utilizacion del compuesto Suramina.

Se estudiaron un total de treinta y tres (33) células donde 24% respondieron la
aplicacién de F-19 por pulso al menos una oportunidad. La comparacién multiple de
Dunn utilizada para estudiar el efecto de la Suramina, se realizé entre el promedio de la
normalizacion de los picos y areas del pulso de F-19 aplicado antes de la perfusion con
Suramina y el promedio de la normalizacion de los mismos parametros
correspondientes a los pulsos de F-19 con Suramina dentro y fuera de la perfusion con
el inhibidor, respectivamente. La diferencia que existe entre agregar y no agregar
perfusién con Suramina es la probabilidad de entrada del inhibidor a la célula: mientras
mas tiempo esté en contacto el inhibidor con la célula, existe mayor mayor probabilidad

de entrada.

Con respecto al pico, resulté que no existe diferencia estadistica (p>0.05) en el
caso del pulso de F-19 con Suramina dentro de la perfusion, mientras que la
disminucién observada con la aplicacién del pulso de F-19 con Suramina sin perfusion,

si resulté ser estadisticamente significativa (p < 0.001)

En cuanto al area, la disminucion resultd ser estadisticamente significativa (p <
0.05) con respecto al pulso F-19 con Suramina dentro de la perfusion con el inhibidor y
de igual forma la comparacion con el pulso de F-19 con Suramina sin perfusion (p <

0.001) (Figura 20A y B).
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Figura 20. (A) Registros representativos del efecto de la aplicacion de Suramina 100uM sobre el
incremento en la [Ca?*]i causado por F-19. (B) Grafico de barras del pico promedio del incremento en la
[Ca?*] causado por la F-19 en presencia y en ausencia de Suramina. (C) Gréfico correspondiente al area
promedio. Las columnas fueron normalizadas y comparadas contra el pulso de F-19 aplicado antes de la
perfusion con Suramina. El analisis por Kruskal-Wallis indicé un p=0.0029 para el pico y p=0.0002 para el
area indicando al menos un promedio de picos y areas distinto. ** (p < 0.01) denota diferencia
estadisticamente significativa entre las columnas comparadas y ns (p> 0.05) indica lo contrario.

77



Caracterizacion del mecanismo subyacente al incremento en la [Ca?']; causado

por la aplicacién de ATP.

Se estudié el comportamiento del grupo de receptores purinérgicos en respuesta a
la aplicacion de Adenosina 5’ trifosfato (ATP), con el objetivo de comparar con los

resultados obtenidos por la aplicacion de la F-19.

3.7 Efecto de la aplicacion de concentraciones distintas de ATP en orden

decreciente sobre la [Ca?*]i.

En la figura 21A se presenta el registro promedio del incremento en la [Ca?!];
causado por la aplicacion de pulsos de ATP de dos (2) segundos a concentraciones
decrecientes. Se observa que a las concentraciones mayores (200 y 100 uM) las
magnitudes de las respuestas son mayores y similares, mientras que después de la
aplicacion de estas, se observa una disminucion gradual. La comparacion multiple de
Dunn realizada con respecto al pulso de ATP 10 uM resulté en que la disminucion del
pico promedio de la respuesta con cada pulso fue estadisticamente significativa
después de aplicar ATP 200 uM: p < 0.001 para los pulsos de ATP 100 y 200 uM y p <
0.05 para el pulso de ATP 50 pM. La disminucion del &rea resultd ser estadisticamente
significativa al comparar el area promedio obtenida por los pulsos de ATP 200y 100 uM
(p = 0.001) y no significativa en el caso de pulso ATP 50 uM (p>0.05) (n=89, dos

experimentos independientes) (Figuras 21B y C).

La disminucién estadisticamente significativa de los parametros podria explicarse
por un proceso de desensibilizacion paulatina de los receptores purinérgicos de ATP
involucrados en la respuesta, la cual es mas pronunciada luego del pulso de ATP 100

MM,

78



1.29
ATP 200 pM
" ATP 100 uM

¢ }

ATP 50 pM

\

ATP 10 uM

'

F340/F380
o
e

0.6

0.4

T T
0 500 1000

tiempo (s)
10- x
*kk
84
o
®
N
©
E %
<)
c
a
< 4
o
L *
o
2-
0_
200 50 10
[ATP pM]
159 |
*kk
©
®
N 104
©
£
<]
c
o
'_
<
© 51
2
8

200 100 50
[ATP pM]

Figura 21. Registro promedio del incremento en la [Ca?']i por la aplicacion de concentraciones
decrecientes de ATP 200, 100, 50 y 10uM. (B) Grafico de barras del pico promedio del incremento en la
[Ca?*]i causado por la aplicacion de [ATP] en orden decreciente. (C) Gréafico correspondiente al area
promedio. Las columnas fueron normalizadas y comparadas con respecto a la concentracién menor de
ATP aplicada (10 pM). El andlisis por Kruskal-Wallis arrojé un p< 0.0001 con respecto al pico y al area
promedio indicando al menos un pico promedio y area distinto. * (p < 0.05), *** (p < 0.001) denotan
diferencia estadisticamente significativa, ns indica diferencia estadisticamente no significativa (p>0.05).
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3.8 Efecto de la aplicacion de concentraciones distintas de ATP en orden

creciente sobre la [Ca?*]i.

En la figura 22A se muestra un registro representativo del incremento en la [Ca?*];
causado por la aplicacion de ATP a concentraciones crecientes. Se observa el
incremento gradual en la respuesta con cada pulso de dos (2) segundos hasta ATP
100uM, pudiendo ser reflejo de la activacion progresiva de la poblacion de receptores a
medida que se aumenta la concentracion. Probablemente, a mayor concentracién de
ATP, existe mayor probabilidad de que se activen mayor cantidad de receptores

purinérgicos.

Se observa un comportamiento en forma de campana en el proceso de
activacion de los receptores a medida que se aumenta la concentracion de ATP. En el
promedio de los picos y areas (Figura 22B y C) se observa la activacion gradual en la
poblacién de receptores cuando se aplica ATP de 10 a 100 uM luego, a pesar de que se
aumenta la concentracién a 200 uM ATP la respuesta disminuye, posiblemente debido
al proceso de desensibilizacion de los receptores purinérgicos. Adicionalmente, se
observa que a la concentracion de ATP correspondiente a 100 uM, el pico y area

promedio de la respuesta son mayores.

La comparacion multiple de Dunn realizada contra ATP 10 uM en el caso del pico
promedio, resultd ser estadisticamente significativa en el caso de 100 y 200 pM (p <
0.001) y no significativa (p>0.05) para ATP 50 puM, mientras que con respecto al area
promedio resulté ser estadisticamente significativa para 100 uM (p < 0.001) (n=98, tres

experimentos).
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Figura 22. Registro promedio del incremento en la [Ca?*]i causado por la aplicacién de concentraciones
crecientes de ATP 10, 50, 100 y 200uM. (B) Grafico de barras del pico promedio del incremento en la
[Ca?*])i causado por la aplicacion de [ATP] en orden creciente. (C) Grafico correspondiente al area
promedio. Las columnas fueron normalizadas y comparadas con respecto a la menor concentracion de
ATP aplicada (10 pM). *** (p < 0.001) denotan diferencia estadisticamente significativa, mientras que ns
indica lo contrario (p>0.05).
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3.9 Perfusién con ATP.

En la figura 23 se muestra el registro promedio del incremento en la [Ca?*]i de
una poblacion de células sobre las cuales se perfundi6 ATP 100uM durante ocho (8)
minutos, concentracion con la cual se obtuvo la respuesta de mayor amplitud y area al
aplicar ATP en concentraciones crecientes (Figura 21). Se evidencia un incremento
rapido y luego una disminucion mas lenta en la [Ca?']i debida posiblemente a una
activacion rapida y desensibilizacion mas lenta y gradual de los receptores (n= 91

células).

F340/F380

0 500
tiempo (s)

Figura 23. Registro promedio del efecto de la perfusion de ATP 100uM sobre la [Ca?*];.
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3.10 Efecto de la condicion 0Ca?* extracelular sobre el incremento en la [Ca?*]

causado por la aplicacion de ATP.

En la figura 24A se muestra un registro representativo del efecto de la ausencia
de iones Ca?* en el medio extracelular sobre el incremento en la [Ca?*]i causado por la
aplicacion de ATP. Se observa incremento en la [Ca?*]i al aplicar ambos pulsos de ATP
en esta condicion, lo que podria indicar que parte de la respuesta depende de la
liberacion de Ca?* desde reservorios intracelulares. Adicionalmente, con la aplicacion
del segundo pulso se observa la disminucién considerable de la respuesta, lo cual

propone el agotamiento de estos reservorios de iones Ca?*.

La comparacion de Dunn realizada entre el pico promedio de la respuesta al ATP
antes de la perfusion 0Ca?* y el pico promedio en respuesta al primer pulso de ATP
dentro de la perfusién 0Ca?*, indica que la disminuciéon observada con este pulso es
estadisticamente significativa (p< 0.001). Con respecto al segundo pulso de ATP en
perfusion 0Ca?*, la disminucién resulté de igual manera estadisticamente significativa (p
<0.001). Por otra parte, la misma comparacion realizada con respecto al area promedio,
resultd en una disminucion estadisticamente significativa (p< 0.001) para ambos pulsos

dentro de la perfusiéon (n=97, tres experimentos) (Figura 24B y C).
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Figura 24. (A) Registro promedio del efecto de la condicién 0Ca?* extracelular +0,5 mM EGTA sobre el
incremento en [Ca?*]i causada por el ATP. En ausencia de Ca?* extracelular, el ATP induce incremento de
[Ca?*]i. (B) Gréfico de barras correspondiente al pico promedio del incremento [Ca?*]i por la aplicacién de
ATP en presencia y ausencia de Ca?* extracelular (C) Grafico de barras correspondiente al area
promedio. Las columnas fueron normalizadas y comparadas con el primer pulso ATP aplicado antes de la
perfusién 0Ca?*. El andlisis Kruskal-Wallis indic6 p< 0.0001 tanto para el pico como para el area
indicando al menos un promedio de pico y é&reas distinto. *** (p < 0.001) denota diferencia
estadisticamente significativa.
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3.10 Efecto de la aplicacion de Suramina sobre el incremento en la [Ca?]

causado por el ATP.

En la figura 25A se observa un registro representativo del efecto de la aplicaciéon
de Suramina a 100uM sobre el incremento en la [Ca?*]i causado por la aplicacién de
ATP. Se observa que la respuesta al ATP es inhibida completamente cuando este se
aplica por pulso junto con Suramina y en perfusion con el inhibidor y cuando se aplica el

ATP por pulso junto con el inhibidor sin perfusion.

Con respecto al pico, la comparacion de Dunn realizada entre el pico promedio
de la respuesta obtenida por el primer pulso de ATP antes de la perfusién con Suramina
y el pico promedio correspondiente al pulso de ATP con Suramina dentro de la
perfusién con el inhibidor, resultdé en una disminucién estadisticamente significativa de
la respuesta (p < 0.001). De igual forma, la disminucion del pico promedio de la
respuesta al pulso de ATP con Suramina sin la perfusion con respecto al primer pulso

de ATP antes de la perfusion resulté estadisticamente significativa (p < 0.001).

La disminucion en el area promedio de la respuesta por el pulso ATP con
Suramina dentro de la perfusion resultd ser estadisticamente significativa con respecto
al area de la respuesta al pulso de ATP antes de la perfusion (p < 0.001). De la misma
manera, la disminuciéon del area del incremento en la [Ca?*]i cuando se aplica el pulso
de ATP con Suramina sin perfusion resulto ser estadisticamente significativa (p < 0.001)

con respecto al pulso de ATP aplicado antes de la perfusion (n=54, dos experimentos).
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Figura 25. (A) Registro representativo del efecto de la presencia de Suramina 100 pM en el incremento en
la [Ca?]i causado por el ATP. (B) Gréfico de barras del pico promedio del incremento en la [Ca?']i
causada por la aplicacion del ATP en presencia y en ausencia de Suramina. (C) Gréfico correspondiente
al area promedio. Las columnas fueron normalizadas y comparadas contra el primer pulso de ATP
aplicado antes de la perfusién con Suramina. Kruskal-Wallis arroj6 un p< 0.0001 para el pico y area
promedio indicando al menos un promedio de pico y area distinto. *** (p < 0.001) denota diferencia
estadisticamente significativa.
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3.12 Efecto de la perfusién de F-19 sobre el incremento en la [Ca?*]icausado por

el ATP.

Un conjunto de observaciones realizadas por diferentes laboratorios y una
realizada en el curso de este trabajo, las cuales se describen a continuacién, nos
llevaron a realizar el estudio del efecto de la F-19 sobre las respuestas obtenidas por la

aplicacion de pulsos de ATP.

En experimentos donde se perfundié F-19 1ug/mL y luego se aplicaron pulsos de
ATP 100uM consecutivos, se observo que el pico y el area de algunas respuestas
posteriores al primer pulso de ATP incrementaban después de la perfusion, en
comparaciéon con experimentos donde solo se aplicaban pulsos de ATP y se observaba
la disminucién paulatina de la respuesta con cada pulso, el cual representa el

comportamiento habitual de esta respuesta.

Por otro lado, la aplicacion de F-19 en macrofagos induce la produccion de éxido
nitrico (ON) en estas células (Ramirez-Bello y col., 2014). Ademas, el precursor y el
donador de ON, L-arginina y espermima-NONOato aplicados por separado en cultivos
de células mesangiales de rata, produjeron la recuperacién de la respuesta al ATP
observada como un incremento en la [Ca?*]i, hecho que fue atribuido a los efectos del
ON en el reciclaje y consecuente resensibilizacion de los receptores P2Y responsables
del incremento en la [Ca?'];, a través de una via de sefializacion por ON independiente
de guanosina monofosfato ciclico (cGMP) (Liu y col., 2012). En CGSs de GRD de rata
se ha detectado por hibridacién histoquimica in situ la expresibn de mRNA de
receptores purinérgicos P2Y, especificamente P2Y12 y P2Y14 (Kobayashi y col., 2006) y

estudios por inmunofluorescencia mostraron marcaje para receptores P2Y1 (Chen vy col.,
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2008). Por ultimo, se ha detectado la expresién del receptor de Angiotensina Il tipo 1
(AT2R) en GRD de rata (Pavel y col., 2008) y existe evidencia que indica que este
receptor puede activar el sistema de produccion de ON en tipos celulares de rifion

(Patzak y col., 2004; Liu y Persson, 2004).

Este conjunto de observaciones condujeron a llevar a cabo experimentos con la
finalidad de estudiar si la F-19 es capaz de inducir el reciclaje y resensibilizacién de
receptores P2Y por medio de la produccion de ON en estas células. Por otra parte,
también se estudié la posible participacion de los ATiRs en la recuperacion de la
respuesta al ATP causada por la F-19, en base a la relacién de estos receptores con la
producciéon de ON. Lo anterior se realizO6 mediante el uso del Telmisartan, un

antagonista con selectividad alta para AT1Rs (Shin-ichiro Miura y col., 2011).

Con la finalidad de probar estas hipotesis, se realizaron tres tipos de
experimentos: (1) control (2) efecto de la perfusion con F-19 sobre la resensibilizacién
de receptores de ATP P2Y, (3) efecto de la perfusiébn con F-19+Telmisartan sobre la

resensibilizacion de receptores ATP P2Y.

Para realizar el control, se aplico un primer pulso de ATP seguido de un periodo
de diez (10) minutos sin aplicacion de tratamiento alguno y por ultimo tres pulsos de
ATP consecutivos a intervalos de cinco (5) minutos (cuatro experimentos
independientes, n=127 células). Para los experimentos donde se perfundié con F-19, se
aplicé un pulso de ATP inicial, perfusion con F-19 durante diez (10) minutos y por ultimo
tres pulsos de ATP consecutivos (cinco experimentos, n=200 células). Finalmente, los
experimentos donde se perfundio F-19 con Telmisartan fueron llevados a cabo

aplicando un pulso de ATP inicial, perfundiendo F-19 simultaneamente con Telmisartan
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durante diez (10) minutos, y seguidamente aplicando tres pulsos de ATP consecutivos

(tres experimentos, n=109 células) (Figura 26A).

Cabe destacar que se aplicé perfusion con Telmisartan antes de aplicar pulsos
consecutivos de ATP, con la finalidad de evaluar si la aplicacion de este inhibidor
especifico del AT1R podria afectar el incremento en la [Ca?*]icausado por la aplicacion
de pulsos de ATP (n=40). La comparaciones de Dunn realizadas entre el pico y area
promedio de las respuestas al ATP en el control y después de la perfusion con
Telmisartan indicaron que no hay diferencia estadistica (p> 0.05) para el pico y area,
por esta razén las respuestas al ATP después de la perfusion con Telmisartan fueron

incluidas en el control (datos no mostrados).

El pico y el area del incremento en la [Ca?']i producido en cada célula por los
pulsos de ATP después de las perfusiones con F-19, F-19 con Telmisartan y en el
control, fueron normalizados con respecto a estos parametros obtenidos por la
aplicacion del primer pulso de ATP. El promedio de la normalizacién del pico y el area
estan representados por separado en los graficos de barras correspondientes a Pico de

ATP normalizado y Area de ATP normalizada (Figura 26B y C).

Puede observarse claramente en las tres condiciones que el pico y el area
promedio de la respuesta disminuyen gradualmente con cada pulso de ATP consecutivo
(Figura 26A). Sin embargo, cuando se comparan estadisticamente por orden de
aplicacion el pico promedio del incremento en la [Ca?*]i causado por cada pulso de ATP
después de la perfusién con F-19 con respecto a los picos correspondientes a los
pulsos de ATP en el control, se observa que el pico promedio de las respuestas de cada

pulso de ATP es estadisticamente mayor cuando se perfunde primero con F-19: p< 0.01
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primer pulso de ATP, p < 0.001 para el segundo y el tercer pulso. Con respecto al area
promedio, se muestra que la comparaciéon de los pulsos de ATP aplicados después de
la perfusion con F-19 con respecto a los pulsos de ATP aplicados en el control, arrojé
un incremento estadisticamente significativo en los tres pulsos de ATP: p < 0.05 para el

primer pulso, p < 0.001 para el segundo y p < 0.01 para el tercero.

Realizando de la misma forma una comparacion del pico promedio de la
respuesta a los pulsos de ATP aplicados luego de la perfusion con F-19 con respecto al
pico promedio de los pulsos de ATP aplicados luego de la perfusion de F-19 con
Telmisartan, se obtuvo que la disminucion de la respuesta con cada pulso de ATP
después de la perfusion de F-19 con Telmisartan es estadisticamente significativa (p <

0.001).

Con respecto al area promedio, la comparacion realizada entre las respuestas a
los pulsos de ATP aplicados luego de la perfusién con F-19 y las respuestas a los
pulsos de ATP aplicados luego de la perfusion de F-19 con Telmisartan, indicé una
disminucién estadisticamente significativa Ginicamente con respecto al segundo pulso (p

<0.01).

Adicionalmente, también se realiz6 la comparacién de Dunn entre el pico y el
area promedio de los pulsos de ATP en el control y luego de la perfusion con F-19 més
Telmisartan, con la finalidad de estudiar la capacidad inhibitoria de este compuesto
sobre el efecto de la F-19 con respecto al control. Con respecto al pico, no hubo
diferencia estadistica en el caso del primer y el segundo pulso (p>0.05) y una diferencia
estadisticamente significativa para el tercero (p < 0.01), mientras que en el caso del

area todas las comparaciones fueron estadisticamente no significativas (p>0.05).
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Una observacion adicional es que el efecto de la inhibicion de los receptores AT1
sobre la recuperacion de la respuesta ATP causada por la perfusién con F-19, es mas
evidente en el pico que en el area promedio de la respuesta, donde la disminucion

resulto ser significativa solo en el segundo pulso de ATP.
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Figura 26. (A) Registros promedio del control, efecto de la perfusién F-19 1ug/mL y F-19 1pg/mL
+Telmisartdn 20puM sobre el incremento en la [Ca?*]i causado por la aplicacion de tres pulsos
consecutivos de ATP 100uM. (B) Grafico de barras del pico promedio del incremento en [Ca?]i en
respuesta a tres pulsos de ATP aplicados después de la perfusién de F-19, en comparacion con los picos
promedio obtenidos por los pulsos de ATP después de la perfusion F-19+Telmisartan y con el control. (C)
Gréfico correspondiente al area promedio. Las respuestas a los pulsos de ATP fueron normalizadas
contra el primer pulso de ATP en su condicién correspondiente. El analisis Kruskal-Wallis arroja p<
0.0001 para el pico y para el area promedio indicando al menos un promedio de pico y area distinto. * (p <
0.05), ** (p = 0.01), *** (p < 0.001) denotan diferencia estadisticamente significativa entre las columnas
comparadas y ns (p>0.05) indica que no hay diferencia estadistica.
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CAPITULO 4

DISCUSION DE RESULTADOS

La F-19 forma parte del veneno de la especie de escorpion Td, representando el
1,59% del total. Se ha demostrado mediante microscopia de fluorescencia que induce
incremento en la [Ca?*] en macréfagos peritoneales de raton (Ramirez-Bello y col.,
2014), donde se conoce que oscilaciones en la [Ca?*]i regulan la activacion de estas
células e inducen la sintesis de citoquinas proinflamatorias (Akira y col.,1990; Baumann
y Gauldie,1994). Adicionalmente, presenta actividad apoptogénica sobre la linea celular
cancerigena de neuroblastoma Neuro-2A, representada por la disminucién de la

viabilidad celular de estas células (Cisneros, 2015).

El mecanismo subyacente al incremento en la [Ca?*]i observado por la aplicacion
de F-19 en células gliales de GRD se estudié mediante la aplicacion de condiciones, las

cuales permitieron determinar algunas caracteristicas relevantes.

Efecto de la Condicion 0Ca?* en medio extracelular sobre el incremento en la

[Ca?*]i causado por la aplicacién de F-19 y ATP.

La ausencia de iones Ca?* en medio extracelular permiti6 determinar que el
incremento en la [Ca?*]i causado por la aplicacion de F-19 depende de los iones Ca?*
liberados desde reservorios intracelulares. La aplicacién de pulsos de F-19 en esta

condicién produjo incremento en la [Ca?*]i.

La diferencia no significativa obtenida en la comparacion entre los picos y areas
promedio de la respuesta al pulso de F-19 en medio con Ca?* y el primer pulso de F-19

aplicado en perfusién 0Ca?*, indica la dependencia de la liberaciéon de iones Ca?* desde
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reservorios intracelulares, probablemente desde el reticulo endoplasmatico (RE),
considerado principal reservorio intracelular dindmico de Ca?* en glias (Verkhratsky y
Kettenmann, 1996). La liberacién de Ca?* posiblemente se produce por la activacion de
receptores metabotropicos. Generalmente, estos receptores activan una enzima que
produce un segundo mensajero difusible, que a su vez inicia una cascada bioquimica al
activar quinasas especificas que fosforilan diversas proteinas celulares en residuos de
serina o treonina o por otro lado activan la movilizacién de iones Ca?* desde reservorios

intracelulares, como lo seria en este caso (Kandel, 2000).

Por otro lado, la disminucién significativa del pico y area promedio del incremento
en la [Ca?*]i obtenida con el segundo pulso de F-19 en esta condicién, corrobora esta

hipétesis, ya que podria indicar el agotamiento de estos reservorios finitos de Ca?*.

En el caso del ATP, el efecto de la ausencia de Ca?* en medio extracelular
resultdé en una disminucion significativa del pico y el area promedio de la respuesta para
ambos pulsos de ATP aplicados dentro de la perfusion 0Ca?*. La disminucion
significativa obtenida con el primer pulso de ATP en 0Ca?*, indicaria que parte de la
respuesta depende de la entrada de Ca?* desde el medio extracelular y que otra parte
depende de la liberacion intracelular. La parte que depende de la liberacion de Ca?*
desde reservorios intracelulares podria deberse a la activacion de receptores
metabotropicos de ATP P2Y, cuya expresion ha sido demostrada en CGSs de GRD,
especificamente los receptores tipo P2Y1, P2Y12 y P2Y14(Chen y col., 2008; Kobayashi
y col.,, 2006). La otra parte que depende del Ca?' extracelular estaria activando
receptores ionotropicos, también llamados canales idnicos dependientes de ligando, los
cuales modulan la apertura de canales iénicos de forma directa debido a que el receptor

y el canal forman parte de la misma proteina de membrana. En este caso el ATP
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activaria receptores P2X, cuya existencia ya se ha demostrado en CGSs de GRD, por

ejemplo la expresion del receptor P2X7 (Chen y col., 2008).

La disminucion significativa de la respuesta al segundo pulso de ATP en
ausencia de 0Ca?* extracelular, corrobora la hipétesis que indica que una parte de la
respuesta se debe a la liberaciéon de Ca?* desde reservorios intracelulares finitos, ya
gue propone el agotamiento de estos reservorios, posiblemente sensibles a InsPs3

(Pavenstadt y col., 1993; Gutiérrez y col., 1999).

Por lo tanto, podria concluirse que la respuesta a la F-19 se deberia a la
liberacién de Ca?* desde reservorios intracelulares, mientras que el incremento en la
[Ca?*]i producido por el ATP, podria tratarse de una respuesta combinada entre la

entrada de Ca?*y su liberacion desde reservorios intracelulares.

Efecto de la aplicaciéon de Suramina sobre el incremento en la [Ca?']icausado la

aplicacion de F-19y ATP.

La Suramina es una droga tripanocida compuesta por un derivado
naftilaminabenzamida polisulfonado, la cual presenta en su estructura varios anillos
aromaticos y estd cargada negativamente (Figura 27) (Chahdi y col.,, 1997). Este
compuesto y sus analogos ejercen la mayoria de sus efectos inhibitorios sobre blancos
en células de mamiferos, entre los cuales se encuentra la subunidad a de la proteina G

(Freissmuth y col., 1995).
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Figura 27. Estructura de la Suramina. Tomado de Freissmuth y colaboradores (1996).

Freissmuth y colaboradores determinaron que la Suramina y sus analogos
actlan como antagonistas directos de la proteina G heterotrimérica debido a que
bloguean el paso limitante de su activacion (la disociacion de la molécula de GDP
preenlazada a la subunidad a). La Suramina inhibié la unién de [**S]GTPyS a
subunidades a de proteina G purificada de membranas de plaquetas. Este efecto fue
mas pronunciado para la proteina Ges que para las proteinas Gao Y Gai. Se descarté que
la inhibicion fuera debida a la competencia por el sitio de union para el nucleétido de
guanosina, determinando la tasa de disociacion de la molécula de GDP preenlazada
después del premarcaje de la proteina Gas con [a-3?P]JGDP] en presencia y ausencia de
Suramina. Los parametros cinéticos mostraron que la habilidad de la Suramina de
bloguear la unién de [**S]GTPyS es considerada completa con la supresion de la

liberacion de [0-32P]GDP.

La afinidad alta de unién a agonistas de los receptores acoplados a proteina G
depende de la formacién del complejo ternario agonista/receptor/proteina G. Se espera
gue los compuestos que interfieren con el acoplamiento entre el receptor y la proteina G
supriman la unién del agonista (Beindl y col., 1996). Beindl y colaboradores estudiaron
la capacidad de la Suramina de inhibir la formacion del complejo ternario de alta

afinidad agonista/receptor/proteina G y el efecto de esta inhibicibn en la unién del
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agonista en receptores de Adenosina A1 y Dopamina D2 (caracterizados como
receptores acoplados a proteina G tipo Gi/Go) expresados en membrana de corteza
cerebral humano y tejido estriatal de rata, respectivamente. Estos investigadores
concluyeron que la Suramina inhibi6 la unidn de los agonistas radioligando respectivos
para cada receptor %°I-HPIA y apomorfina, probablemente debido a que este
compuesto impide el contacto entre el receptor y la proteina G. Esta inhibicion resultd
ser cuasicompetitiva con respecto a la union del agonista debido a que puede ser
superada incrementando la ocupacion del receptor, pero posiblemente no resulte de la
interaccion de los compuestos con el bolsillo de unién a ligando de los receptores, ya
que la union de antagonistas o de agonistas no es afectada en ausencia de

interacciones receptor/proteina G funcionales (Beindl y col., 1996).

Los resultados obtenidos por la comparacion del pico y area promedio de la
respuesta a la aplicacion de F-19 fueron estudiados en presencia y ausencia de
Suramina. La diferencia no significativa obtenida por la comparacién entre el pico
promedio de la respuesta a un pulso de F-19 con Suramina dentro de la perfusién con
el inhibidor y un pulso de F-19 en ausencia de Suramina, podria indicar que en el
incremento en la [Ca?']i observado con la aplicacién de F-19, no participan receptores
acoplados a proteina G tipo Gi/Go 0 Gs. Sin embargo, con respecto al area, esta
comparaciéon resulté ser estadisticamente significativa, pudiendo indicar una posible
inhibicion.

Por el contrario, la comparacion realizada entre el pico y el area promedio de la
respuesta obtenida por la aplicacién del pulso de F-19 con Suramina sin perfusiéon vy el
pulso de F-19 sin Suramina, resultd estadisticamente significativa tanto para el pico

como para el area, apoyando la hipotesis de la inhibicibn de un receptor acoplado a
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proteina G con los tipos de proteina G mencionados. Sin embargo, pudiese ser que la
para el momento de la aplicacion del pulso de F-19 con Suramina sin perfusién, no haya
habido respuesta a la F-19 debido a la desensibilizacion rapida de los receptores por
causa de la aplicacion de pulsos consecutivos ya descrita. Adicionalmente, debido a la
naturaleza altamente polar de la estructura de la Suramina, es probable que el tiempo

empleado en este pulso no haya sido suficiente para la entrada del inhibidor.

Los resultados obtenidos con la presencia de Suramina sobre el incremento en la
[Ca?*]i causado por el ATP, indican la inhibicién casi completa de la respuesta, lo cual
se correlaciona con la capacidad descrita de este compuesto de inhibir de forma no
especifica receptores purinérgicos P2X y P2Y (Dunn y Blakeley, 1988; Hoiting y col.,

1990; Inoue y col., 1991).

Cabe destacar que debe tomarse en cuenta que en la respuesta a la F-19 podria
estar involucrado un receptor metabotrépico, mientras que se esta considerando que la
respuesta al ATP estd mediada por receptores ionotropicos y metabotrépicos, de

acuerdo con lo obtenido con la condicion 0Ca?* extracelular.

Sin embargo, a pesar de la ambigliedad observada entre la posible no inhibicién
observada en la perfusion con Suramina y la posible inhibicion de los receptores
involucrados en la respuesta a F-19 observada sin la perfusiébn con Suramina, si se
realiza la comparacion de los resultados obtenidos con la F-19 con los resultados
obtenidos con el ATP en presencia y ausencia de Suramina, podria concluirse que la
respuesta a la F-19 no es completamente inhibida por la Suramina a la concentracion

utilizada.
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Efecto de la perfusiéon con F-19 sobre el incremento en la [Ca?']i causado por la

aplicacién de ATP.

El incremento en la [Ca?*]i causado por la aplicacién de pulsos consecutivos de
ATP en el control y después de la perfusion con F-19 fueron comparados con la
finalidad de estudiar la capacidad de esta fraccion de veneno de inducir la recuperacion
de la respuesta al ATP. El aumento significativo observado en el pico y el area
promedio de la respuesta al ATP luego de la perfusion con F-19 evidencié la
recuperacion de la respuesta, probablemente causada por un mecanismo relacionado

con la presencia de F-19.

La F-19 se ha relacionado con la producciéon de ON debido a induce un pico en
su produccion en macrofagos ([ON]=46 uM) durante un tiempo de exposicion de cinco
(5) minutos a [F-19]=50 pg/mL, siendo uno de los componentes del veneno de Td mas
potentes relacionados con la liberacion de ON en estas células (Ramirez-Bello y col.,
2014). Por esta razon, es posible que la presencia de F-19 induzca la produccién de ON

en células gliales de GRD.

Andlisis inmunohistoquimicos demostraron que la ONS neuronal (nONS) se
expresa constitutivamente en algunas neuronas primarias (<5%) (Ruscheweyh y col.,
2006) excitatorias pertidérgicas de GRD lumbares (Zhang y col., 1993), pudiendo ser

especificamente esta enzima la responsable de la produccion de ON en GRD.

Liu y colaboradores (2002), relacionaron la presencia de ON con la recuperacion
de la respuesta al ATP. Estos investigadores aplicaron pulsos de ATP sobre cultivos de
células mesangiales de rata y observaron un incremento en la [Ca?*]i mediante el uso

de Imagenologia de Ca? y el indicador de Ca?* Fura-2. Este incremento es
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caracterizado por una fase ascendente en la [Ca?']i causada por la activacion de
receptores de ATP metabotropicos P2Y y consecuente liberacion de estos iones
dependiente de InsP3 y por otra parte una fase més lenta relacionada con la entrada de
Ca?* (Pavenstadt y col., 1993; Gutiérrez y col.,1999). De forma importante, observaron
que al aplicar pulsos consecutivos de ATP la respuesta disminuia de forma gradual con

cada pulso.

La aplicacion del precursor de ON L-arginina produjo el incremento en la [ON]
representado por el aumento en la intensidad de la fluorescencia del indicador de ON
4,5-diaminofluoresceina diacetato (DAF-2DA) en esas células, al igual que lo hizo el
donador de ON exdgeno espermina-NONOato. La presencia de estos compuestos
produjo la recuperacién de la amplitud de la respuesta al ATP en el cuarto pulso

aplicado.

La inhibicion de la ON sintasa inducible (iONS) por la aplicacién de NG-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME) apoy¢ la idea de la influencia del ON en la recuperacion
de la respuesta al ATP. Cuando el inhibidor fue afiadido continuamente durante la
aplicacién de los tres primeros pulsos de ATP, incrementd significativamente el grado
de desensibilizacion gradual de los receptores de ATP P2Y, evidenciando que la
produccion celular de ON es suficiente para la recuperacion parcial de la respuesta. Al
eliminar el inhibidor durante el cuarto pulso de ATP y luego afiadir espermina-NONOato
y L-arginina por separado, se observo la recuperacién sustancial del incremento en la

[Ca?*]i causado por la aplicacion de ATP.

Por otro lado, el mecanismo relacionado con resensibilizacion mostrdé evidencia

de ser independiente de cGMP (mecanismo de sefializacion clasico por ON), cuando la
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presencia continua del inhibidor de la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs) [1H-
[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalina-1-uno] (ODQ), no produjo diferencia significativa
con respecto al control en la amplitud del incremento en la [Ca?*]i en el cuarto pulso de

ATP, ni en presencia de L-arginina ni de espermina-NONOato.

Estos investigadores concluyeron que la recuperacion de la respuesta al ATP en
células mesangiales de rata, se debe un mecanismo de sefializacion por ON
independiente de cGMP. Este mecanismo podria influir mejorando el proceso de
reciclaje y resensibilizacion de los receptores de ATP P2Y involucrados en la respuesta

(Liu y col., 2012).

Los mecanismos de sefalizacion por ON independientes de cGMP, son aquellos
basados en modificaciones postraslacionales. Entre estos se encuentra la S-
nitrosilacion, la cual se define como una forma no clasica que consiste en la union
covalente y reversible de una unidad de ON a grupos tiol (-SH) en determinados
residuos de cisteina, generando grupos S-nitrosotioles (RSNOs) en sitios activos o
alostéricos, los cuales pueden modificar la funcionalidad de un rango amplio de
proteinas (Hess y col.,, 2005; Martinez-Ruiz y col., 2011). Entre las proteinas
modificadas se incluyen canales ibnicos como canales de liberacion de Ca?* sensibles a
rianodina, receptores (receptor NMDA), transportadores, factores de transcripcion,
proteinas de sefializaciébn (caspasa-3) y enzimas metabdlicas, atribuyendo un rol

fisiol6gico en cada caso.

Se tiene evidencia que el ON mediante la S-nitrosilacion regula la internalizacion
de receptores acoplados a proteina G (RAPG), modulando la funcionalidad de algunos

componentes importantes de la maquinaria de trafico de estos receptores, entre estos

102



las proteinas [B-arrestina y dinamina (Wang y col., 2006; Kang-Decker y col., 2007,

Ozawa y col., 2008).

Se ha demostrado que la B-arrestina 2 es S-nitrosilada en el residuo Cis-410 y
gue esta modificacion resulta en la asociacion de esta proteina con la proteinas Clatrina
y el complejo adaptador de proteina AP2, facilitando un incremento la tasa de trafico del

receptor adrenérgico B2 (B2AR) desde la membrana plasmatica (Ozawa y col., 2008).

Por otro lado, la internalizacion mediada por agonista del mismo receptor puede
ser regulada por S-nitrosilacion de la dinamina 1 y 2. Se ha demostrado que dinamina 1
y la dinamina 2 pueden ser S-nitrosiladas en los residuos Cis-607 (Wang y col., 2006) y
Cis-86 respectivamente (Kang-Decker y col., 2007). Esta modificacidbn parece ser
requerida para la funcion optima de esta proteina debido a que promueve el ensamblaje
de la dinamina e incrementa su actividad GTPasa, acelerando de esta manera el
proceso de fisién de la vesicula de endocitosis desde la membrana plasmatica (Dakaa,

2012).

El mecanismo de internalizacion de RAPG por endocitosis da lugar al proceso de
resensibilizacion en la mayoria de estos. Los compartimientos membranosos
intracelulares estan enriquecidos con fosfatasas especificas para RAPG y una vez que
estos receptores son desfosforilados en los endosomas, son enviados de nuevo a la
superficie celular en un estado expuesto pre-ligando, en el cual son de nuevo

competentes para sefializar (Ferguson, 2001).

El proceso de S-nitrosilacion probablemente ocurre en los componentes
mencionados de la maquinaria de endocitosis de receptores de ATP P2Y expresados

en células gliales de GRD, debido a que se ha demostrado que la F-19 puede inducir la
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produccion de ON (Ramirez-Bello y col.,, 2014). La modificaciébn de estas proteinas
podria entonces incrementar tasa de internalizacion de los receptores de ATP P2Y, de
la misma forma como ocurre en el caso de los B2AR y de esta manera favorecer el
reciclaje de estos receptores en la membrana plasmatica, explicando la recuperacion de

la respuesta de ATP observada después de la perfusién con F-19.

En los resultados obtenidos entre la comparacion del pico promedio de la
respuesta al ATP después de perfundir con F-19 y después de la perfusion de F-19 con
Telmisartan, antagonista especifico de ATiRs, se observa que este compuesto
disminuye significativamente la capacidad de recuperacion de la respuesta al ATP
observada luego de perfundir solo con F-19. En el caso del area promedio, esta

disminucion resulto ser significativa solo para el segundo pulso de ATP.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, se puede concluir que la inhibicién de
los receptores AT1 presentes, afecta el proceso involucrado en la recuperacion de la
respuesta al ATP y por esta razdn es probable que estos receptores estén relacionados
con el reciclaje y resensibilizacién de los receptores de ATP P2Y en la membrana

plasmatica.

Por otra parte, también propone de forma indirecta al AT:R como posible blanco
fisiologico de la F-19 en GRD, debido a que la presencia de Telmisartdn disminuye de
forma significativa el efecto de la F-19 en la recuperacion de la respuesta al ATP. El
incremento en la [Ca?*]iobservado por la aplicaciéon de F-19, probablemente se deba a
la activacion de la enzima fosfolipasa C (PLC) a través de la proteina Gq asociada al

AT1R Yy el consecuente aumento de la concentracion de InsP3 (Kaschina y Unger, 2003).
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La expresion del receptor de Angiotensina Il tipo 1 (ATiR) se ha demostrado
mediante el uso de autoradiografia e hibridacion in situ en GRD situados en la region

lumbar de ratas Sprague-Dawley, predominantemente del tipo AT1a (Pavel y col., 2008).

Por otro lado, las comparaciones de los pulsos de ATP en el control y los
aplicados después de la perfusion de F-19 con Telmisartan resultaron en su mayoria no
significativas. Esto indica que no hay diferencia entre las respuestas en las dos
condiciones, corroborando la hipétesis del AT1R como posible blanco fisioldgico de la F-

19.

Esta documentado que la Ang Il a través del receptor AT1 puede activar el
sistema de produccion de ON. En arteriolas aferentes de rifion de raton, la produccion
de ON por la aplicacion de Ang Il fue detectada como un incremento en la intensidad de
fluorescencia verde del indicador DAF-2 DA en ~10%. La aplicacion del antagonista
especifico de receptores AT1 ZD7155 limit6 el incremento en la intensidad de
fluorescencia en un ~4%, mientras que el inhibidor especifico de receptores AT2
PD123.319 no cambi6 de forma significativa la fluorescencia del indicador. Estos
investigadores atribuyeron la produccion local de ON y su efecto vasodilatador la
funcién de contrarrestar el efecto vasoconstrictor de la Ang Il en este sistema en
condiciones fisiologicas (Patzak y col., 2004). Por otro lado, mediante el uso de
microscopia confocal y el mismo indicador de ON, se determiné de igual manera que la
Ang Il incrementd la produccién de ON en células de macula densa. El antagonista del
receptor AT1 CV-11974 bloqued esta produccién, mientras que el antagonista del

receptor AT2 PD-123319 no tuvo efecto significativo (Liu y Persson., 2004).
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La Angiotensina Il (Ang Il) es una hormona octapeptidica que representa el
componente activo del sistema renina-angiotensina (RAS) (Kaschina y Unger, 2003).
Incrementa la presion sanguinea principalmente por constriccion de vasos sanguineos;
presenta efectos neurolégicos como causar la sensacion de sed, la necesidad por sal y
estimula la liberacion de la hormona antidiurética desde la glandula pituitaria y
noradrenalina desde los nervios simpdticos; presenta efectos sobre las glandulas
adrenales como la estimulacion de la produccion de aldosterona resultando en la
retencion de Na* y pérdida de K* en los rifiones y presenta efectos en los rifiones como
el incremento en la retencion de Na* y alteracion de la forma en que los rifiones filtran la
sangre, lo que resulta en el incremento de la reabsorcién de agua y por lo tanto en el
volumen de sangre y presion sanguinea (Hein y col., 1997; Kaschina y Unger, 2003;
Vukelic y Griendling, 2014). Adicionalmente, estd relacionada con la induccion de
crecimiento mediante la expresion de factores de transcripcion relacionados con este
proceso (c-fos, c-myc y c-jun) (Chung y col., 1998), migracién celular y mitosis de

células vasculares de musculo liso.

Sus acciones estadn mediadas por los receptores de Angiotensina Il tipo 1 y 2
(AT:R y AT2R), identificados por medio de clonacion molecular y estudios
farmacoldgicos, los cuales presentan una estructura tipica de receptor acoplado a
proteina G con siete dominios transmembrana. En ratas, los receptores AT1 han sido
adicionalmente identificados y subdivididos en receptores ATia y ATis con ~96% de

similaridad en secuencia (lwai e Inagami, 1992; Chung y col., 1998).

La mayoria de los efectos fisiolégicos clasicos de la Ang Il estdn mediados por

AT1R, mientras que el rol de AT2R es todavia controversial, aunque posiblemente esté
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relacionado con efectos inhibitorios de crecimiento en células endoteliales y neuronas

(Chung y col., 1998).

En GRD, existe evidencia que indica que la Angiotensina Il (Ang Il) a través de la
activacion de ATiR es un factor importante en la percepcion del dolor neuropatico, ya
gue este es potenciado cuando la Ang Il es impulsada a través de lesiones por
constriccion del nervio ciatico de rata. La liberacion continua de Ang Il induce
hiperalgesia tactil, al calor y al frio alrededor de siete dias después del dafio al nervio. El
bloqueo del receptor con Losartan, un inhibidor altamente selectivo para receptores
AT1, evita la hiperalgesia tactil y atentda la hiperalgesia al frio, pero no afecta la

respuesta a un estimulo nocivo de calor (Pavel y col., 2013).

Como se menciond anteriormente, el ON a través del proceso de S-nitrosilacion
participa de forma directa potenciando la funcionalidad de componentes importantes de
la maguinaria de endocitosis de receptores acoplados a proteina G, como se ha
demostrado al menos en el caso de la B-arrestina (Ozawa y col., 2008) y dinamina

(Wang y col., 2006; Kang-Decker y col., 2007).

Se puede concluir que el AT1R expresado en GRD podria inducir la produccién
de ON posterior a la interaccion de la F-19 con el receptor y su activacion. El ON podria
llevar a cabo el proceso de S-nitrosilacion en los componentes de la maquinaria de
endocitosis mencionados, favoreciendo la internalizacion de los receptores de ATP P2Y

y por consiguiente su reciclaje y resensibilizacion.
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CONCLUSIONES

e CLAR-FR resultd un método practico para la obtencién de la F-19 a partir del
veneno de Td.

e El receptor involucrado en el incremento en la [Ca?*]i por la aplicaciéon de F-19
podria ser de desensibilizacion rapida.

e El proceso de activacion del receptor por la aplicacion de concentraciones
crecientes de F-19 present6 forma de campana.

e La activacion de los receptores purinérgicos por la aplicacion de concentraciones
crecientes de ATP presento forma de campana.

e Larespuesta ala F-19 depende de la liberaciéon de Ca?* intracelular.

e Larespuesta al ATP es una respuesta combinada entre la entrada de Ca?* desde
el medio extracelular y la liberaciéon de Ca?* desde reservorios intracelulares.

e La Suramina inhibi6é casi completamente el incremento en la [Ca?*]i causado por
el ATP, mas los resultados obtenidos con el inhibidor a la concentracion
empleada no son concluyentes con respecto a su efecto sobre la respuesta a la
F-19.

e La F-19 podria actuar como agonista sobre receptores AT1 metabotropicos en
GRD produciendo un incremento en la [Ca?*]i en las células gliales de estos
ganglios. Este incremento podria ser causado por la liberaciéon de iones de Ca?*
desde reservorios intracelulares. A su vez, estos receptores podrian inducir la
produccion de ON en este sistema, el cual llevaria a cabo la modificacion por S-

nitrosilacion de componentes de la maquinaria de endocitosis de receptores P2Y
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expresados, favoreciendo el proceso de reciclaje y resensibilizacion de estos

receptores de ATP.
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