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ORIGINAL

Uso de una conantokina y anticuerpos policlonales para
identificar la subunidad NR2B del receptor
n-metil-d-aspartato

The use of conantokin and polyclonal antibodies to identify the
NR2B subunit of the n-methyl-d-aspartate receptor
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RESUMEN

Objetivo. Proponer una metodologia de identificacién de la subunidad NR2B, mediante el
uso de conantokina G, asi como una adecuada extraccion de la subunidad NR2B. Materiales
y métodos. Se ensayaron dos metodologias para la extraccidn de la subunidad NR2B de
cerebro de rata adulta, la primera buscé la extraccion de la subunidad a partir de la membrana
mediante la utilizaciéon del detergente deoxicolato de sodio y la segunda, garantizé primero
la solubilizacion y eliminacion de proteinas citoplasmaticas para luego realizar la extraccion
de la subunidad mediante el uso del mismo detergente, a partir del pellet generado en la
centrifugacidon del extracto obtenido. Adicionalmente se biotinild la conantokina G para
evaluar su eficiencia en la identificacion de la subunidad y comparar los resultados con
los obtenidos por metodologias tradicionales como DOT-BLOT, WESTERN-BLOT, ELISA e
Inmunohistoquimica. Resultados. La segunda metodologia mostré mayor extraccion de
NR2B por lo que se selecciond para la realizacidon de los extractos posteriores. Los ensayos de
identificacién con la conantokina biotinilada evidenciaron interferencia en el reconocimiento,
haciéndose necesaria la identificacion de la presencia de la subunidad NR2B mediante el
uso de anticuerpos policlonales en los ensayos mencionados. Conclusiones. Se propone
que hay un impedimento de tipo estérico en el marcaje de la conantokina con la biotina lo
gue no favorece la interaccion de este péptido con la subunidad.

Palabras clave: Receptor, N-metilaspartato, conantokina-G, cerebro, biotina.
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ABSTRACT

Objective. To propose a methodology that identifies the NR2B subunit through the use
of conantokin G, as well as an adequate extraction of the NR2B subunit. Materials and
methods. Two methodologies were tested for the extraction of the NR2B subunit of the adult
rat, the first one sought the extraction of the subunit through a membrane by using sodium
deoxicolate; and the second, guaranteed the solubilization and elimination of cytoplasmic
proteins, in order to later extract the subunit through the use of the same detergent from the
pellet resulting from the centrifugation of the obtained extract. Additionally, the conantokin
G was biotynilated in order to evaluate its efficiency to identify the subunit and to compare
the results obtained from traditional methodologies such as DOT-BLOT, WESTERN-BLOT,
ELISA and Immunohistochemical. Results. The second methodology showed a greater
extraction of NR2B, thus it was chosen for the subsequent extracts. The identification tests
with biotynilated conantokin showed interference in recognition, thus, it was necessary
identify the subunit NR2B through the use of the polyclonal antibodies mentioned in the tests.
Conclusions. An impediment of esteric character is proposed in marking the conantokin

with the biotin, which does not favor the interaction of this peptide with the subunit.

Key words. Receptor, N-methyl aspartate, conantokin G, brain, biotin.

INTRODUCCION

El receptor de glutamato tipo NMDA es
un canal iénico heteromérico dependiente
de ligando, que interactlia con multiples
proteinas intracelulares por medio de sus
diferentes subunidades (1). Se encuentra
concentrado en regiones postsinapticas y
en menor proporcion en sitios presinapticos
(2), involucra una variedad de procesos de
plasticidad neuronal como aprendizaje y
memoria. Su sobreestimulacién produce
enfermedades neurodegenerativas, las
cuales se relacionan con el flujo excesivo
de calcio. A nivel neuronal se distinguen
funciones como: activacion del receptor
tipo NMDA asociada con la larga duracion
de cambios en energia sinaptica (3),
organizacion de fibras aferentes con respecto
a la duraciéon del desarrollo neuronal (4)
y participacion en la neurotoxicidad del
glutamato.

Este receptor se divide en siete genes que
codifican cada una de sus subunidades.
El gen GRIN1 codifica la subunidad NR1,
que es un componente principal para la
funcionalidad del receptor. Existe cierta
heterogeneidad de la subunidad NR2 ya
que presenta cuatro subtipos NR2A-NR2D,
que poseen perfiles de expresidn especificos
dentro del cerebro (5,6); la subunidad NR3
presenta dos subtipos NR3A y NR3B (7,8).

La subunidad NR2B del receptor NMDA
presenta cuatro dominios transmembranales
putativos, M1-M4 (9), donde el M2 forma
un loop reentrante similar a la subunidad
NR1 (10). Es abundante en hipocampo y
corteza cerebral (5), adicionalmente, se ha
caracterizado en zonas sensoriales, motoras
y en estructuras asociadas con el sistema
limbico. Al utilizar antagonistas selectivos
para NR1/NR2B, se confirmé su presencia
en cuerpos celulares de neuronas corticales
maduras y alta expresién de la subunidad
durante la maduraciéon de neuronas dentro
de membranas plasmaticas y neuronas de
hipocampo (11). La subunidad NR2B no
se encuentra expresada significativamente
en hipotalamo y en talamo, aun asi
es responsable de muchas funciones
regulatorias dentro de estas dos regiones
del sistema nervioso central (6,12).

La conantokina G, una conotoxina aislada
del veneno de Conus geographus, es un
péptido marino de 17 aminoacidos que
se caracteriza por la presencia de cinco
residuos de acido y-carboxiglutamico (G-E-
y-y-L-Q-y-N-Q-y-L-I-R-y-K-S-N-NH,) (13).
Muestra alta selectividad y antagonismo
para la subunidad NR2B del receptor
NMDA. Esta toxina produce hiperactividad,
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y demuestra ser un potente bloqueador
competitivo de las actividades del receptor
NMDA, también se ha demostrado que es
neuroprotectora en el modelo de isquemia
cerebral transitoria en ratas (14) y ha
sido activa en el modelo de enfermedad
de Parkinson (15). A este grupo también
pertenecen las conantokinas R, Ly T que,
de la misma manera, han demostrado su
potencial como anticonvulsionantes (16).

El objetivo de este estudio fue proponer
una metodologia de identificacion de la
subunidad NR2B, mediante la utilizacion de
conantokina G.

MATERIALES Y METODOS

Métodos de extraccion. Se usaron dos
métodos para la extraccién del receptor tipo
NMDA como complejo.

Metodologia 1. Se homogenizaron 5
cerebros de rata adulta wistar con buffer
de extraccion (Tris—HCI 50 mM pH 9.0 e
inhibidores de proteasas PMSF 10 mM, EDTA
100 mM, leupeptina 1 ug/mL, pepstatina 1
ug/mL y deoxicolato de sodio al 1% (p/v))
y se incubaron a 37°C durante 1 hora (17).
Posteriormente el extracto se centrifugd a
18000 rpm por 1 hora a 4°C en centrifuga
Sorvall RC5C. El pellet se conservd a
-30°C y el sobrenadante se dializd contra
10 volumenes de Tris-HClI 50 mM pH 7.5;
Triton X-100 0.1% en agitacidon constante,
realizando tres cambios de buffer de dialisis.

Metodologia 2. Se trataron 5 cerebros
de rata adulta wistar con buffer HEPES 10
mM pH 7.4 (NaCl 137 mM; KCI 4.6 mM;
KH,PO, 1.1 mM; MgSO, 0.6 mM; EDTA
1.1 mM) e inhibidores de proteasas (PMSF
0.5 mM, EDTA 2.5 mM, leupeptina 1 ug/
mL, pepstatina 1 ug/mL). Con el extracto
obtenido se realizaron centrifugaciones
a 18000 rpm durante 1 hora a 4°C en
centrifuga Sorvall RC5C. El pellet obtenido
se resuspendié en buffer de extraccién
descrito en la metodologia 1, continuando
con su tratamiento de acuerdo con lo
descrito en esa metodologia.
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Purificacién preliminar por cromatografia
de exclusién molecular. Los extractos
obtenidos de ambas metodologias se
purificaron preliminarmente con una
columna de exclusion molecular Sephacryl
S-200 (volumen de soporte 226 mL)
realizando siembras de 5 mL (4 mg/mL)
y eluyendo con buffer Tris-HCI 50 mM pH
7.5; Tritdbn X-100 0.1%, con un volumen
muerto aproximado de 70 mL. Se colectaron
volimenes de 1 mL realizando seguimiento
de proteina mediante absorbancia a 280
nm. Los tubos que presentaron mayor
absorbancia se reunieron para formar las
fracciones I y II de acuerdo con el perfil
cromatografico I. La fraccidn I corresponde
al volumen muerto de la columna.

Concentracion. Las fracciones Iy II (FI y
FII) obtenidas a partir de la cromatografia
de exclusion molecular se concentraron,
mediante ultrafiltraciéon con membrana
AMICON YM100. ElI volumen de extracto
concentrado obtenido fue diez veces menor
que el volumen de las fracciones iniciales.

Cromatografia de afinidad unando
sepharosa 4B-NHS-Glu. Se utilizaron 2
mL de Sepharosa 4B-NHS (Pharmacia ®) a
la cual se le acoplé glutamato (Glu 2.0 M),
de acuerdo con las siguientes condiciones
(18): se tomaron 2 mL de sepharosa 4B
y se lavaron con 2 mL de agua, seguido
de dos lavados con 2 mL de NaOH 1 M.
Posteriormente se suspendié en igual
volumen de soporte una solucién 1 M de
NaOH mas 200 uL de butanediolglicileter y
2 mg de NaBH,. Se mantuvo en agitacion
toda la noche a temperatura ambiente y se
lavo el gel varias veces con agua, solucion
NaCl 1 M y de nuevo con agua. El glicidol
modificado obtenido fue oxidado con
periodato. Para esto, se lavd la sepharosa-
epoxi activada con una solucién de NH,OH
1 M vy luego se suspendié en esta misma
solucion. Se mantuvo a 40°C en agitacion
por 3 horas. Posteriormente, se enfrid la
mezcla de reaccién y se lavé con agua,
solucion de NaCl 1 M y de nuevo con agua.
Se adicion6 metperiodato de sodio (NalO,
0.2 M) al gel, agitando y manteniendo
a temperatura ambiente por 90 min. Se
lavéo 5 veces con agua. Seguidamente,
se lavé con 10 volumenes del buffer de
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acople (buffer fosfato 0.1 M, pH 7.0). Se
adicionaron al soporte, 2 mL de una solucion
de glutamato 2.0 M (en buffer de acople)
y 0.024 g de cianoborohiduro de sodio,
dejando la mezcla en agitacién toda la noche
a temperatura ambiente. Finalmente, el
soporte se lavd con agua, solucién de NaCl
1 M y agua de nuevo. La determinacion
de la cantidad de glutamato acoplado a la
columna se realizd6 mediante una curva de
calibracién de glutamato con ninhidrina y la
determinacién de la presencia de glutamato
en las fracciones colectadas en los lavados
posteriores al acople.

Una vez comprobado el acople, se realizo la
cromatografia de afinidad usando la fraccion
FI concentrada. La columna se equilibré con
Tris-HCI 50 mM pH 7.5; Tritdn X-100 0.1%
y este mismo buffer fue usado para elucién
de la fraccion no retenida. El volumen de
muestra sembrado fue de 5 mL (8.8 mg/
mL) esto se eluyd con el buffer mencionado
anteriormente, haciendo un seguimiento
de absorbancia a 280 nm hasta obtener
nuevamente la linea base. La fraccién
retenida se eluyd con Gly-HCI 50 mM, Triton
X-100 0.1% pH 2.4, colectandose fracciones
de 0.85 mL a los cuales se les adicionaba
previamente 0.15 mL de buffer Tris-OH pH
11.4. La presencia de proteina se detectd
por seguimiento de absorbancia a 280 nm.

Cuantificacién. Para determinar la
concentracion de proteina presente se
utilizé el método del acido bicinconinico
(19) en microplacas, utilizando como patrén
albumina sérica bovina (BSA) de 1.59 mg/
mL. Esta determinacion se realizdé a todos
los extractos y fracciones obtenidas en cada
uno de los pasos cromatograficos.

Biotinilacion de la conantokina G. Se
biotinilaron 0.2 mg de Conantokina G
(Bachem®) con 0.1 mg de biotina (Sulfo-
NHS-LCBiotina) (20) en 200 pL de PBS 150
mM pH 7.4. Se realizd el control mediante
DOT-BLOT (método descrito posteriormente)
del péptido biotinilado en diluciones seriadas
de 1:100; 1:500; 1:1000.

Ensayos de identificacion. Para determinar
la presencia de la subunidad NR2B se
utilizaron las siguientes técnicas:

REVISTA MVZ CORDOBA e Volumen 15(3), Septiembre - Diciembre 2010

DOT-BLOT (21). Se tomd una membrana de
nitrocelulosa de 6 cm x 3 cm, se sembraron
las muestras por duplicado tomando
como control 5 pL de PBS-BSA 1.3%. Las
muestras usadas correspondieron a 5 pL de
los extractos y fracciones de cromatografias
realizadas, los cuales se fijaron a la
membrana durante 2 horas a temperatura
ambiente. Paso seguido se realizd el bloqueo
de la membrana usando PBS-BSA 1.3%
durante 4 horas a temperatura ambiente
y toda la noche a 4°C. Posteriormente se
retird la soluciéon de bloqueo y se lavé la
membrana con PBS-Tween 20 0.1%. Se
realiz6 este lavado tres veces consecutivas.

Seguidamente se adiciond una solucidn de
anticuerpo primario (AntiNR2B (SantaCruz
®) 0.2% en PBS-BSA 1.3%) a la membrana,
durante 2 horas a temperatura ambiente.
Enseguida se procedid a retirar la solucién
de anticuerpo primario y se lavd 3 veces
la membrana con PBS-Tween 20 0.1%. Se
adicionod solucion de anticuerpo secundario
(Anti IgG de conejo generado en cabra
acoplado a peroxidasa (Sigma ®) 0.2% en
PBS-BSA 1.3%), por 1 hora a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo se retird
la solucion de anticuerpo secundario y se
lavo 3 veces la membrana con PBS-Tween
20 0.1%. Posteriormente se adiciond la
solucion reveladora (10 mL de PBS, 5 mg
de diaminobencidina "DAB” y 10 pL de
peroxido de hidrégeno al 30%). Finalmente
la membrana se lavdé con PBS-Tween 20
0.1%.

Ensayo de ELISA (17). Para el ensayo de
ELISA se sensibilizd una placa de poliestireno
NUNC-Maxisorp F-16 con las fracciones
recolectadas de las cromatografias de
los diferentes estados de purificacion,
tomando como controles extractos crudos
(se utilizaron 3 controles). El ensayo se
realizd por duplicado, fijando inicialmente
2, 10, 20 y 40 ug de proteina en cada
pozo y adicionando 150 ulL de buffer
carbonato 50 mM pH 9.6 e incubando a 37°C
durante 3 horas y a 4°C durante 12 horas.
Seguidamente se lavd la placa 3 veces con
PBS-Tween 20 0.1% y se adicionaron 200
uL de PBS-BSA 1.3% llevando a incubacion
a 37°C por 3 horas y luego a 4°C durante
12 horas. Se retird la solucion de bloqueo
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y se lavo de nuevo 3 veces con PBS-Tween
20 0.1%. Seguidamente se adicionaron 200
uL de AntiNR2B 0.2% en PBS-BSA 1.3%
como anticuerpo primario a las fracciones
y al control 2. A los controles 1 y 3 se
adicionaron 200 uL de PBS-BSA 1.3%. La
placa se llevé a incubacion durante 1 hora
a 37°C y luego a 4°C durante 1 hora. Se
retird el anticuerpo primario y se lavé la
placa 3 veces con PBS-Tween 20 0.1%. Se
adicionaron 200 uL de anti IgG de conejo
generado en cabra 0.2% en PBS-BSA 1.3%
al control 3 y a las fracciones. A los controles
1 y 2 se adicionaron 200 uL de PBS-BSA
1.3%. La placa se llevé a incubacién durante
1 hora a 37°C y luego a 4°C durante 1
hora. Posteriormente se retird el anticuerpo
secundario y se lavd la placa 3 veces con
PBS-Tween 20 0.1%. Se adicionaron a todos
los pozos 200 uL de revelador (3 mg de
ABTS en 10 mL de buffer citrato-fosfato pH
5.0 mas 15 uL de perdxido de hidrégeno al
30%), se dejo la placa en la oscuridad y se
determind la absorbancia a 415 nm en lector
de microplacas modelo 550 (BioRad™) a los
15, 30 y 45 minutos de reaccion.

Imnumotransferencia WESTERN BLOT.
Electroforesis SDS-PAGE. Se realizd de
acuerdo con el método de Laemmli (17)
usando geles de 8 cm de longitud, al 12.5%
T, 5% C. Las muestras se mantuvieron
en bafo de agua en ebullicién durante 5
minutos. Se prepararon dos geles idénticos
y se corrieron a 120 V, 70 mA hasta final
del gel. El gel se tifio con azul de Coomasie
R-250.

WESTERN-BLOT (17). Los 2 geles obtenidos
de SDS-PAGE 12.5% se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (previamente
tratadas con buffer de transferencia), en
camara de transferencia (14 V, 67 mA, 1 W,
durante 35 minutos). Luego las membranas
se bloquearon con PBS-BSA 1.3% durante
4 horas a temperatura ambiente y toda la
noche a 4°C. Se retiro la solucién de bloqueo
y se lavd la membrana con PBS-Tween 20
0.1%. A una de las membranas se adiciono
solucion de anticuerpo primario (AntiNR2B
0.2% en PBS-BSA 1.3%) durante 2 horas
a temperatura ambiente. Enseguida se
procedio a retirar la solucidon de anticuerpo
primario y se lavé la membrana con PBS-
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Tween 20 0.1%. Posteriormente se adiciond
solucion de anticuerpo secundario (Anti
IgG de conejo generado en cabra 0.2% en
PBS-BSA 1.3%), por 1 hora a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo se retird la
solucion de anticuerpo secundario y se lavd
la membrana con PBS-Tween 20 0.1%.
Finalmente se adiciond la solucién reveladora
(10 mL de PBS, 5 mg de diaminobencidina
“DAB”, y 10 puL de perdxido de hidrégeno al
30%) hasta coloracion esperada. Se lavéd
con PBS-Tween 20 0.1%.

A la otra membrana de nitrocelulosa
se adiciond solucién de conantokina G-
biotinilada al 0.2% en PBS durante 2
horas a temperatura ambiente. Enseguida
se procedid a retirar la solucién y se lavo
la membrana con PBS-Tween 20 0.1%.
Se adiciond solucién de Estreptavidina
peroxidasa 0.2% en PBS por 1 hora a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo
se retird esta solucion y se lavo la membrana
con PBS-Tween 20 0.1%. Finalmente se
adicionod la solucion reveladora (10 mL de
PBS, 5 mg de Diaminobencidina “DAB”, y
10 pL de perdxido de hidrégeno al 30%).
Posteriormente la membrana se lavd con
PBS-Tween 20 0.1%.

Histoquimica. Para determinar la presencia
de la subunidad, se realizaron ensayos de
histoquimica sobre cortes de hipocampo
de cerebro de rata a los cuales se les hizo
interactuar con conantokina biotinilada
o antiNR2B y la deteccién se realizé por
el sistema estreptavidina peroxidasa (el
protocolo fue realizado con Vecstain ABC
(Avidin-Biotin complex)) y DBA como
sustrato. Se lavaron los tejidos tres veces
con PBS-Tritén X-100 0.3% en intervalos
de 4 minutos y posteriormente con PBS.
Se adicion6 PBS-H,O, 3% por una hora
a temperatura ambiente y se lavaron lo
tejidos con PBS-Tritdn X-100 0.3% en los
mismos intervalos de tiempo. Los cortes de
cerebro se dividieron en dos grupos para los
ensayos con anticuerpos y los ensayos con
Conantokina-G biotinilada.

Inmunohistoquimica (17). Después
del lavado con PBS-Triton X-100 0.3% se
adicionaron 2 mL de anticuerpo primario
(AntiNR2B 0.2% en PBS-BSA 1.3%),
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durante 2 horas a temperatura ambiente.
Enseguida se procedid a retirar la solucién
de anticuerpo primario y se lavo el tejido
con PBS-Tritén X-100 0.3% tres veces en
intervalos de tiempo de 4 minutos en cada
lavado. Se adicionaron 2 mL de anticuerpo
secundario (Anti IgG de conejo generado
en cabra, 0.2% en PBS-BSA 1.3%), por 1
hora a temperatura ambiente. Pasado este
tiempo se retird la solucidon de anticuerpo
secundario y se lavé el tejido con PBS-
Tritdn X-100 0.3% dos veces y un tercer
lavado con PBS en intervalos de tiempo de
4 minutos en cada lavado. Finalmente se
adiciond la solucién reveladora (10 mL de
PBS, 5 mg de Diaminobencidina “"DAB”, y
10 pL de peroxido de hidrégeno al 30%).

Ensayo con péptido (Conantokina G-
Botinilada). Después del lavado con PBS-
Tritdon X-100 0.3% se adicionaron 2 mL de
Conantokina G-biotinilada 0.2% en PBS
durante 2 horas a temperatura ambiente.
Enseguida se procedid a retirar la solucién
de péptido y se lavd el tejido con PBS-
Triton X-100 0.3% tres veces en intervalos
de tiempo de 4 minutos en cada lavado.
Se adicionaron 2 mL de estreptavidina
peroxidasa 0.2% en PBS por 1 hora a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo
se retird la solucién y se lavo el tejido con
PBS-Tritén X-100 0.3% dos veces y un tercer
lavado con PBS en intervalos de tiempo de
4 minutos en cada lavado. Finalmente se
adiciond la solucion reveladora (10 mL de
PBS, 5 mg de Diaminobencidina “"DAB”, y
10 pL de peroxido de hidrégeno al 30%).

Los cortes de tejido fueron observados en
microscopio éptico a una amplificacion total
de 100X.

RESULTADOS

Los datos iniciales de concentracién de
proteina varian entre 4.2 mg/mL y 4.8
mg/mL para los 5 extractos obtenidos
mediante la metodologia 1 y entre 4.5
mg/mL y 5.0 mg/mL para los obtenidos
mediante la metodologia 2. Ante estos
valores, se evidencié que la concentracion
de proteina obtenida es muy similar y que
no hay diferencias marcadas entre estos dos
métodos de extraccion.
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Al realizar la cromatografia de exclusion
molecular con cada uno de los extractos
obtenidos, se observa que el perfil obtenido
es similar en todos los casos, y se muestra
la presencia de dos picos de absorbancia, los
cuales se nombran como FI y FII (Figura 1).

Sephacryl 5200

[ [P X W 1"1"‘01 Wimd)
X L Ll 0 1m m ] 180 0

Fl Fll

Figura 1. Cromatografia de exclusién molecular
(Perfil cromatografico). Obtencién de
fracciones I y II por cromatografia
sobre Sephacryl S-200 realizada a
extractos obtenidos por los métodos
de extraccion 1y 2.

Comparando los dos métodos de extraccion
del receptor NMDA como complejo, el que
presentd mayor efectividad de acuerdo
con la cantidad de proteina extraida en
la fracciones FI o de alto peso molecular
de cromatografia de exclusién molecular
S-200, fue el descrito como método 2
(Figura 2).Los datos encontrados para las
proteinas de bajo peso molecular (Fraccién
IT), muestran que el método 1 permite
obtener una mayor cantidad de proteinas
con esta caracteristica (Figura 2).

W FI-1 I FlI-1 il

Concentracion {mg/mL)
o

1 2 3 4 5
Ensayo (Cromatografia 5-200)

Figura 2. Cuantificacién de proteina de S-200.
Concentracion (mg/mL) de proteina
en fracciones I y II de Cromatografia
sobre Sephacryl S-200 realizadas a
extractos obtenidos por método 1y 2.
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De igual manera los ensayos realizados
mediante la prueba de ELISA permitieron
observar que el método 2 para la extraccion
de la subunidad NR2B es mas efectivo frente
al método 1 de extraccidn. (Figura 3).

BFI-1 BFII-1 mFI-2 BFII-2
0.6 4

0.3
0.4 -

0,3 -

Ad415 nm

0.2

0,1 4

1 2 3 4 5
Ensayo cromatografia 5-200

Figura 3. Presencia de la subunidad NR2B.
Determinacidén de la presencia de la
subunidad NR2B en las fracciones
obtenidas a partir de los extractos
de cerebro de rata, por medio de la
prueba de ELISA a fracciones I y II.

La extraccion de la subunidad se realizd
mediante la metodologia 2, seguida de
la realizacién de la cromatografia de
exclusion molecular usando Sephacryl
S-200. Las fracciones I (FI) de las diferentes
cromatografias realizadas fueron reunidas
y concentradas mediante ultrafiltracion.
Estas se utilizaron para la realizacién de
la cromatografia de afinidad de acuerdo
con las especificaciones mostradas en la
metodologia.

El perfil cromatografico obtenido al realizar
la cromatografia de afinidad presenta dos
picos caracteristicos, uno de los cuales
corresponde a la fraccion no retenida y
el otro, a la fraccién retenida. (Figura
4). El pico niumero 1 presenta una alta
concentracion de proteina, la cual es eluida
uniformemente del soporte activado. El pico
numero 2 requiere del uso de un pH acido
para su liberacion del soporte y representa
una porcion muy pequefia de la cantidad de
proteina presente en el extracto utilizado
para esta cromatografia. Se reunieron varias
fracciones retenidas y se concentraron hasta
reducir su volumen cerca de diez veces
(ultrafiltracion).
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Cromatografia de afinidad Sep-Glu
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Figura 4. Cromatografia de afinidad. Perfil de
Cromatografia de afinidad sobre
Sepharosa 4B-NHS-Glu realizada
a fracciones I obtenidas por
cromatografia S-200.

Los extractos crudos y las diferentes
fracciones de las cromatografias realizadas
fueron cuantificadas por acido bicinconinico
(BCA). Los valores oscilan entre 12 mg/
mL, correspondiente a extracto crudo
concentrado por ultrafiltracion, hasta 0.1
mg/mL de una fraccién II de exclusion
molecular (Figura 5).

12 4 5-200

[
[=1
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Afinidad

I |
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Concentracion {(mg/ml)

2 4 1,01

o0 041

E. crude FI 5-200 FI 5-200 FI 5-200 FI S-200 FRAfi. FMRAfi.
conc conc

Muestras.

Figura 5. Cuantificacion de proteina por
BCA. Concentracion de proteina
cuantificada por BCA de Extracto
crudo, Fracciones I y II de
cromatografia sobre sephacryl S-200
y concentrados de estas fracciones.
Asi como fracciones retenidas y
no retenidas de cromatografia de
afinidad.

Los ensayos de ELISA (Figura 6) y DOT-
BLOT permitieron detectar la presencia
de la subunidad NR2B, presentando un
reconocimiento del anticuerpo primario
(AntiNR2B) hacia la subunidad de acuerdo
con el patrén de marcacién exhibido (Figura
7A1). Por esta técnica igualmente se
evidencié la biotinilacion de la conantokina



2154

G, lo cual se observo por el reconocimiento
generado por la estreptavidina peroxidasa y
su posterior revelado con DAB (Figura 7A2).

Interaccion IgG con NR2B (ELISA)
07

FR

06

05 EC

3
<" Fl Fll

01 1
LR . an R0N). . 1

BL B2 B3 5. 10.20.40. B1 B2 B3 5. 10.20.40. B1 B2 B3 5.10.20.40,B1 B2 B3 5. 10.20.40.
CONTROLES Y FRACCIONES  (pg)

Figura 6. Ensayo de ELISA. Resultados
de ELISA realizado a diferentes
extractos (EC, Extracto crudo, FI y
FII de cromatografia de exclusion
molecular y FR, fracciéon retenida
de cromatografia de afinidad y B,
control), utilizando ANTI-NR2B para
reconocer la subunidad.

Con el péptido biotinilado se realizaron

ensayos de ELISA comparando la interaccion

de este péptido marcado y la obtenida por
el anticuerpo AntiNR2B con la subunidad.

Los resultados obtenidos cuando se utilizd

el péptido biotinilado, mostraron que

no se habia generado interaccién con la
subunidad que se encontraba en cada
una de las fracciones utilizadas para
este ensayo (extracto crudo, FI y FII de
cromatografia de exclusion molecular
y Fraccion retenida de cromatografia
de afinidad), independientemente de la
cantidad de proteina presente en cada
uno de los pozos del ensayo. Los valores
obtenidos a diferentes tiempos de revelado,
se encontraban similares a los generados
por los controles utilizados (datos no
mostrados). De manera contraria a los
resultados anteriores, la utilizacion del
anticuerpo comercial mostré una buena
interaccién con cada una de las fracciones
utilizadas y una tendencia a aumentar el
valor de absorbancia obtenido después del
revelado, de acuerdo con el aumento de la
cantidad de proteina utilizada (5, 10, 20 y
40 ug) en cada pozo del ensayo (Figura 6).

Adicionalmente se muestra que el
reconocimiento se hace mas evidente al
interactuar con las fracciones retenidas
obtenidas por la cromatografia de afinidad,
seguida por las fracciones de extracto crudo
FI y FII de cromatografia de exclusion
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A1 Dot-Blot Ab-NR28 Az 1:2 (Biotina-Péptido) en
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Figura 7. DOT BLOT. Se identifica en (Al) la
presencia de la subunidad NR2B en
diferentes fracciones obtenidas por
cromatografia de exclusién molecular,
y en (A2) la marcacién generada en la
conantokina G biotinilada a diferentes
diluciones. Electroforesis SDS-PAGE.
Extracto crudo y fracciones en (B)
(12,5%T, 5%C) y transferencia (C)
a membrana de nitrocelulosa de
extracto crudo (EC), fraccion Iy II (FI
y FII) de cromatografia de exclusion
molecular y fraccion retenida (FR)
de cromatografia de afinidad. La
transferencia se verificd por tincion
con Rojo Pounceau (C, derecha) y
el WESTERN-BLOT se realiz6 con
Anti-NR2B.

molecular. Estos datos corroboran los

obtenidos por DOT-BLOT ya que alli también

se evidencid la interaccién con la subunidad

NR2B presente en la fracciéon I y en menor

proporcion, en la FII de la cromatografia de

exclusiéon molecular.

La electroforesis SDS-PAGE mostrd una
banda de alto peso molecular que podria
corresponder a la subunidad NR2B (mayor
a 100 kDa en Extracto crudo y FI) y una
banda de bajo peso molecular, cercano a
21 kDa presente en la fraccidén retenida
de afinidad. (Figura 7B). Al realizar la
transferencia a membrana de nitrocelulosa
e identificar la subunidad NR2B por el
anticuerpo o, separadamente, por el
péptido biotinilado, nuevamente se encontro
un buen reconocimiento por parte del
anticuerpo, el cual marcoé una banda de alto
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peso molecular en el extracto crudo y la
FI, pero, contrario a lo esperado, reconocio
también la banda de bajo peso molecular
en la fraccién retenida de la cromatografia
de afinidad (Figura 7C). Los resultados
obtenidos al usar el péptido biotinilado
para identificar interaccidon en las mismas
fracciones mostraron que no se generaba
la interaccidon ni con la banda de alto peso
molecular del extracto crudo y FI ni con la
banda de bajo peso molecular presente en
la fraccidn retenida de la cromatografia de
afinidad (datos no mostrados).

Los resultados obtenidos en la histoquimica
(Figura 8) muestran que la interaccién
generada con la conantokina biotinilada no
fue efectiva ya que la coloracion y el marcaje
obtenido fueron similares a los resultados
obtenidos con el control negativo.

Figura 8. Histoquimica de cortes de hipocampo
de cerebro de rata. A. Control
negativo. La tincion mostrada es
hematoxilina-Eosina. B. Control
positivo. Corte tratado con anti-NR2B
y revelado con DAB. Contracoloracion
de hematoxilina-Eosina. C. Corte
tratado con Conantokina biotinilada
y revelado con DAB. Contracoloracion
de hematoxilina-Eosina. Amplificacion
total: 100X.

El control positivo utilizado (tratado con
anti-NR2B) si mostrd un reconocimiento
marcado en las zonas que se han descrito
previamente como las que presentan
una mayor cantidad de este receptor
(Hipocampo).

DISCUSION

El receptor de glutamato tipo NMDA es un
blanco farmacoldgico de gran importancia
debido a su incidencia en desoérdenes
neurolégicos como epilepsia, Alzheimer,
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Parkinson, Huntington, entre otros. En todos
estos casos, una de las subunidades que
parece tener un mayor grado de importancia
es la subunidad NR2B ubicada en membrana
de regiones postsinapticas de células
nerviosas (22). Por tanto es necesario
establecer una metodologia que permita la
purificacion y analisis de dicha subunidad.
En este caso particular se ensayaron dos
metodologias de extraccion, la primera
(metodologia 1) (17) la cual presenta ciertas
modificaciones respecto a lo reportado en
la segunda (metodologia 2) se pretendio
hacer una purificacidon previa mediante la
utilizacion de un buffer de extraccion que
no posee detergentes y solubiliza proteinas
no hidrofébicas, dejando en el pellet de la
primera centrifugacion las proteinas que
sean componentes de membranas ya que
éstas requieren el uso de detergentes para
su solubilizacion.

De acuerdo con el comportamiento e
interaccion del glutamato como agonista
de la subunidad NR2B, se realizd el acople
del glutamato al soporte de Sepharosa-4B
previamente activado (18). El éxito del
acople del glutamato al soporte se evidencio
nuevamente por la obtencién de una fraccion
retenida a partir de los extractos que fueron
sembrados sobre esta columna. De acuerdo
con los perfiles obtenidos (Figura 4), se
evidencid que existe esta fraccion retenida,
la cual se eluye al modificar las condiciones
de pH en el buffer de elucion. El peso
molecular de la proteina obtenida por esta
cromatografia, se encuentra cercano a los
21 kDa que es un peso molecular muy
bajo para cualquiera de las subunidades
del receptor NMDA. Sin embargo, se puede
ver como el anticuerpo utilizado reconoce
esta banda con la misma intensidad que lo
hace con una banda de peso molecular alto
(160 kDa), que corresponde a la subunidad
NR2B (Figura 7). Hasta el momento, no se
ha descrito en la literatura un fragmento
tan pequeno (21 kDa) que corresponda
a una seccién de la subunidad NR2B. Sin
embargo, nuestros resultados sugieren
que dicho fragmento se puede encontrar y
gue podria corresponder a una seccién del
dominio extracelular que estd comprometido
con el reconocimiento al glutamato. Esta
afirmacion se sustenta con los resultados de
afinidad, ELISA y WESTERN-BLOT (Figuras
4,6y 7).
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Teniendo en cuenta la alta afinidad de la
conantokina G por la subunidad NR2B y la
poca reaccién cruzada con otros receptores
presentes en tejido cerebral, se utilizo este
péptido para determinar la presencia de la
subunidad mediante ensayos de WESTERN
y DOT-BLOT. En estos ensayos se observéd
la interaccion que tienen los anticuerpos
en el reconocimiento de la subunidad,
resultados que se comprueban con el
ensayo de histoquimica, donde se presentan
caracteristicas propias a la deteccién por
DAB y hematoxilina (reacciones coloreadas).
Pero en el caso del péptido biotinilado no se
presentan los resultados caracteristicos a un
marcaje de la conantokina G por la biotina
como método directo de interaccion.

Puesto que la biotina se une de forma
covalente a cadenas laterales amino o
extremos amino terminales de aminoacidos,
la unién de la conantokina en la biotinilacion
se haria en el residuo de lisina 15y en la
glicina 1 del péptido, residuos que pueden
participar fuertemente en la interaccidn
entre estas dos moléculas (13). Analisis
computacionales (datos no mostrados),
muestran que la incorporacién de la
biotina en la estructura de un péptido tan
pequefio como la conantokina, modifica
grandemente su campo energético y por
tanto, su superficie molecular, lo que
inevitablemente resulta en pérdida de
los sitios de unidn entre el péptido y la
subunidad. Esto significaria que se genera un
impedimento de tipo estérico que impediria
el reconocimiento de los aminoacidos
glutamato 2, y-carboxiglutamato 4 e
isoleucina 12 del péptido.
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En conclusion, si se da el acople de dos
moléculas de biotina hacia la conantokina
G, esas biotinas se presentarian como
grupos voluminosos capaces de interferir
en la afinidad del péptido marino hacia la
subunidad NR2B, hecho que resulta ser
valedero al momento de explicar la no
interaccion de la subunidad con el péptido
biotinilado para su posterior reconocimiento
por la estreptavidina peroxidasa.

Ahora bien, debido a la importancia
del receptor NMDA en los procesos de
aprendizaje, memoria y plasticidad
neuronal, mediados por el transporte
de calcio a través del canal asociado a
dicho receptor, es preciso continuar en la
comprensién del funcionamiento de este tipo
de receptores ionotropicos. Por tanto se hace
necesario buscar una forma de marcaje de la
conantokina G que no afecte la interaccion y
reconocimiento de este tipo de péptidos por
la subunidad NR2B, ademas de identificar
la banda de peso molecular bajo que se
obtuvo en la purificacidon por cromatografia
de afinidad y que es reconocida por el
anticuerpo primario AntiNR2B.
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