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RESUMEN 

 
En humanos, la sinapsis excitatoria glutamatérgica participa en procesos de 
aprendizaje y memoria, y cumple un rol importante en el establecimiento del 
sistema nervioso durante el desarrollo embrionario. La liberación de glutamato 
como neurotransmisor ha sido descrita además en distintas especies de ani-
males, como moscas, gusanos y ratones. La señalización sináptica glutama-
térgica en estas especies depende de la participación de transportadores ve-
siculares de glutamato o VGLUTs, que acumulan glutamato en vesículas si-

nápticas, en un proceso altamente controlado por señales reguladoras de io-
nes cloruro y protones, así como por motivos endocíticos de reciclaje. Sin em-
bargo, la historia evolutiva de VGLUT y su importancia durante el desarrollo 
embrionario y consolidación del funcionamiento del sistema nervioso perma-
nece desconocida. En la presente tesis, se presenta un estudio filogenético 
de los VGLUTs, comprendiendo 111 especies de eucariontes, así como un 
estudio ontogénico de la señalización de glutamato mediada por VGLUTs para 
establecer su importancia durante el desarrollo embrionario temprano del sis-
tema nervioso o neurulación del cordado Xenopus laevis. Los resultados pro-
ponen una evolución secuencial de la señalización de glutamato vesicular, con 
el surgimiento de la interacción con glutamato en el último ancestro común de 

los animales cnidarios-bilaterados, mientras que la capacidad de formar vesí-
culas emerge en el último ancestro común de los animales bilaterados. Al eva-
luar como VGLUT participa en neurulación, observamos que la disrupción de 
la comunicación glutamatérgica mediante VGLUT genera un cierre anormal 
del tubo neural, provocado por cambios en la migración celular de las células 
que alterarían el establecimiento y posterior funcionamiento correcto del sis-
tema nervioso en X. laevis. Estos resultados en conjunto permiten proponer 
la correlación e importancia del surgimiento de la señalización de glutamato 
vesicular con la formación de sistemas nerviosos organizados y condensados, 
en donde a nivel evolutivo, surge junto a la reorganización anatómica y sofis-
ticación funcional del sistema nervioso, lo que explicaría la relevancia de la 
señalización de glutamato para la formación correcta del sistema nervioso 
central durante el desarrollo.  
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ABSTRACT 

 
In humans, the excitatory glutamatergic synapse participates in memory and 
learning processes, as well as has a vital role in the establishment of the nerv-
ous system during embryonic development. The glutamate releases as a neu-
rotransmitter have also been described in different species, including fruit fly, 
worms, and mice, where neurotransmitters accumulate in vesicles through ve-
sicular glutamate transporters or VGLUTs. This is done in a tightly controlled 
process that comprises the regulation of Cl- and H+ signals, and also the pres-
ence of endocytic motifs involved in vesicle recycling. However, the evolution-
ary history of VGLUTs and their role during development is yet unknown. In 
this thesis, I performed a phylogenic and molecular signature analysis using 

111 eukaryotic species, but also conduct an ontogeny study of VGLUT to es-
tablish their importance during neurulation in the chordate X. laevis. The re-
sults suggest a stepwise evolution of glutamate signaling mediated by 
VGLUTs, where comparative analyses revealed that glutamate binding resi-
dues emerged at the dawn of eumetazoans, whereas endocytic motifs ap-
peared during the cnidarian-bilaterian evolutionary split. When evaluating the 
VGLUTs participation during neurulation, I observed that the disruption of ve-
sicular glutamate communication generates abnormal neural tube closure, 
caused by changes in cellular migration that modify the correct establishment 
and posterior functionality of the nervous system in X. laevis. Altogether, these 
results propose that there is a correlation between vesicular glutamate signal-
ing and the formation of an organized and condensed nervous system. From 
an evolutionary point of view, this thesis proposes that the condensation and 
sophistication of the different nervous systems observed in extant animals 
might be correlated with glutamatergic signaling. 
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INTRODUCCIÓN 
 

 

 

1.1 Sistema nervioso central y sinapsis 

El sistema nervioso central (SNC) en cordados, de manera general, está 

encargado de regular el funcionamiento armónico y coordinado de un orga-

nismo, así como del procesamiento de la información recibida desde el medio 

externo e interno a través del sistema nervioso periférico (Buchanan & Tranel, 

2009; Purves et al., 2012; Schaible, 2007; Sternini, 1997). El SNC en especies 

de vertebrados consta del encéfalo, el tronco encefálico y la espina (cordón 

nervioso) dorsal, los cuales en conjunto se encargan de controlar la función 

de todos los órganos del cuerpo mediante impulsos eléctricos o nerviosos 

(Purves et al., 2012). En estas especies el cordón nervioso dorsal, como su 

nombre lo indica, se ubica en la posición dorsal del individuo de forma con-

densada, mientras que en especies de invertebrados esta estructura se ubica 

generalmente en posición ventro-medial (Figura 1). Independientemente de la 

posición del cordón nervioso, el SNC en vertebrados e invertebrados se orga-

niza de forma estructurada y ordenada, además de tener un grado de conden-

sación definido (Martín-Durán et al., 2018). No obstante, esta organización 

condensada no es característica de todas las especies de animales. Por ejem-

plo, las medusas (Cnidarios) presentan un sistema nervioso del tipo red neu-

ronal y carecen de encéfalo (Satterlie, 2015) (Figura 1). 
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Figura 1. Comparación de la disposición del Sistema Nervioso Central (SNC) en animales. Los animales 
vertebrados presentan la espina nerviosa en la parte dorsal de su cuerpo, mientras que los animales 
invertebrados tienen esta estructura en posición ventral. Otras especies de animales invertebrados, 
como las medusas, tienen un SNC del tipo red neuronal.  

 

La comunicación en el sistema nervioso y entre los diferentes órganos 

del cuerpo se realiza a través del proceso de sinapsis, una comunicación ce-

lular especializada capaz de enviar una señal, comúnmente un potencial de 

acción a lo largo de las neuronas, a través de cambios despolarizantes en la 

membrana plasmática producto del flujo de iones a través de ella (Cohen-

Cory, 2002; Südhof & Malenka, 2008). Cuando el potencial de acción alcanza 

un botón sináptico, se pueden presentar dos tipos de sinapsis: i) la sinapsis 

eléctrica, donde las neuronas presentan uniones comunicantes que permiten 

el paso de iones a través de sus membranas, permitiendo el paso del impulso 
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nervioso desde la neurona presináptica hacia la neurona postsináptica 

(Connors & Long, 2004; Hormuzdi et al., 2004; Zoidl & Dermietzel, 2002), y ii) 

la sinapsis química, donde la despolarización del botón presináptico generado 

por el impulso nervioso permite el ingreso de calcio (Ca2+) extracelular a través 

de canales sensibles a voltaje, desencadenando la liberación de neurotrans-

misores (NT) contenidos en vesículas, los cuales activarán receptores en la 

membrana de la neurona postsináptica para así permitir el paso de patrones 

de potenciales de acción en la neurona postsináptica (Burette et al., 2015; 

Glitsch, 2008; Pereda, 2014) (Figura 2). La sinapsis química en el SNC se 

caracteriza por dos mecanismos de señalización: i) una sinapsis excitatoria, 

en donde la unión del neurotransmisor (Glutamato, Serotonina o Acetilcolina) 

con su receptor estimula la generación de potenciales locales en la neurona 

postsináptica para la generación de un nuevo potencial de acción que es ca-

paz de propagarse a distancia (Chua et al., 2010; Fremeau et al., 2001), y ii) 

una sinapsis inhibitoria donde la unión del neurotransmisor (ácido γ-aminobu-

tírico (GABA) o glicina) con su receptor aleja el potencial del umbral de disparo 

del potencial de acción, impidiendo la propagación de este (Legendre, 2001; 

Qian & Sejnowski, 1990). La integración de las señales excitatorias e inhibito-

rias por parte de la neurona postsináptica permite la generación de un nuevo 

potencial (Ovsepian, 2017).  
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Figura 2. Representación esquemática de los diferentes tipos de sinapsis. (A) Sinapsis eléctrica donde 
el potencial de acción viaja por el axón y pasa a través de uniones comunicantes a las neuronas vecinas. 
Estas uniones comunicantes o uniones gap están conformadas, entre otras proteínas, por conexinas 
que forman poros permitiendo el paso de iones, y, por tanto, del potencial de acción. (B) En la sinapsis 
química el potencial de acción llega al botón sináptico, induciendo la activación de canales de calcio 
dependientes de voltaje que ingresan calcio al citoplasma, y así provocando la unión de vesículas car-
gadas con neurotransmisores, los cuales a su vez interaccionan con receptores ubicados en la neurona 
postsináptica, lo que conlleva a la generación de una respuesta celular.  

 

1.2 Transporte de glutamato y sinapsis glutamatérgica 

 

El uso del aminoácido glutamato como neurotransmisor en la sinapsis 

está ampliamente descrito en especies de vertebrados como Mus musculus, 

Xenopus laevis y Homo Sapiens (Fu et al., 1995; Volk et al., 2015; Wang & 

Sun, 2012; G.-Y. Wu et al., 1996), cumpliendo la función de propagar la señal 

química sináptica en el SNC activando receptores ionotrópicos como AMPAr 

(Receptor de α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico), NMDAr (Re-
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ceptor de ácido N-metil-D-aspártico) y de Kainato, así como receptores meta-

botrópicos o mGluR (Purves et al., 2012). Adicionalmente, se ha descrito que 

participa en sinapsis neuromusculares en Drosophila melanogaster y en la re-

gulación de circuitos periféricos sensomotores en Caenorhabditis elegans 

(Han et al., 2015; Thapliyal et al., 2018). 

La formación de glutamato en las neuronas de un sistema nervioso ma-

duro ocurre por la conversión de glutamina a través de la enzima glutaminasa 

(GLS), ubicada en las mitocondrias de los terminales sinápticos (Cardona et 

al., 2015; Tani et al., 2014). A su vez, la glutamina utilizada en este proceso 

es generada en los astrocitos por acción de la enzima glutamina sintasa (GluN 

sintasa) (Purves et al., 2012). En un contexto de desarrollo embrionario, la 

generación de glutamato está presente desde etapas muy tempranas en ver-

tebrados como Xenopus, y es capaz de ser detectada desde la formación del 

tubo neural o neurulación, que corresponde a la primera etapa en la formación 

del sistema nervioso en vertebrados (Benavides-rivas et al., 2020). 

La regulación de la señalización sináptica de glutamato ocurre gracias a 

la participación de dos grupos de transportadores. En primer lugar, el almace-

naje de glutamato en vesículas sinápticas ocurre por acción de los Transpor-

tadores Vesiculares de Glutamato (VGLUTs1-3) (Li et al., 2020; Liguz-Lecznar 

& Skangiel-Kramska, 2007; Martineau et al., 2017). Para ello, debe ser gene-

rado un gradiente de protones que permita la acidificación de la vesícula y así 

permitir el gradiente (transporte) electroquímico de glutamato hacia la vesícula 

(El Far & Seagar, 2011; Gowrisankaran & Milosevic, 2020; Wolosker et al., 
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1996). Este gradiente está a cargo de una ATPasa vesicular o V-ATPasa que 

utilizando energía en forma de ATP permite el paso de protones hacia la ve-

sícula (Vavassori & Mayer, 2014) (Figura 3). Al mismo tiempo, iones cloruro 

(Cl-), que permanecen unido a VGLUTs, regulan el ingreso de glutamato a la 

vesícula de forma directa, controlando el llenado vesicular (Chang et al., 

2018). De hecho, a mayores concentraciones de cloruro intracelular, mayor 

es el flujo de glutamato hacia la vesícula (Wolosker et al., 1996).  

Para la liberación de las vesículas glutamatérgicas, es necesario un in-

flujo de iones Calcio (Ca2+) que es producido por la llegada del potencial de 

acción a los terminales sinápticos (Figura 3). Este calcio permite la activación 

del complejo proteico SNARE (Receptores de Proteínas de Fijación Soluble 

de NSF), encargado de la unión de la vesícula con la membrana de la neurona 

(Goda, 1997; Ramakrishnan et al., 2012). Liberando del contenido vesicular 

al espacio sináptico, y así, permitiendo la interacción de glutamato con sus 

respectivos receptores (Goda, 1997; Sudhof & Rothman, 2009) (Figura 3). 

En segundo lugar, la recuperación del glutamato hacia las células neu-

ronales ocurre por acción de los transportadores de aminoácidos excitatorios 

(EAAT1-5) (Bridges & Esslinger, 2005; Magi et al., 2019; Mim et al., 2005). 

Estos transportadores se ubican principalmente en las neuronas postsinápti-

cas y astrocitos (Domercq et al., 1999; Kugler & Schmitt, 1999), y en menor 

número en neuronas presinápticas (Rothstein et al., 1994). De esta manera, 

el ingreso de glutamato ocurre en un cotransporte con Na+ y H+, regulando los 



7 
 

niveles de NT que estarían participando en la activación sináptica y logrando 

finalizar la señal (Divito & Underhill, 2014). 

 

Figura 3. Representación esquemática de la sinapsis glutamatérgica. El glutamato generado por la en-
zima Glutaminasa (Gls) es almacenado en vesículas gracias a un gradiente electroquímico generado 
por la actividad de una Proton-ATPasa, la cual acidifica la vesícula en conjunto con el cloruro (Cl-) ya 
presente en ella. El glutamato ingresa a través de los VGLUTs a la vesícula. Posterior al ingreso de 
calcio a la neurona, proteínas del complejo SNARE (VAMP, sinaptotagmina, sintaxina y SNAP25) inter-
accionan fuertemente para la unión de la vesícula a la membrana de la neurona, permitiendo la libera-
ción de glutamato al espacio interneuronal. El glutamato liberado interacciona con receptores ionotrópi-
cos (NMDAr y AMPAr) y receptores metabotrópicos (mGLuRs) presentes en la membrana postsináptica.  
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1.3 Familia de transportadores de soluto 17  

 
Los transportadores vesiculares de glutamato (VGLUTs) son parte de la 

familia de transportadores de soluto 17 o SLC17 (Reimer, 2013). Los miem-

bros de esta familia corresponden a nueve proteínas que se han descrito como 

transportadores de aniones como fosfato, glutamato, aspartato (Fredriksson 

et al., 2008; Reimer, 2013). Dependiendo del soluto a transportar, estos se 

pueden clasificar como: i) transportadores de fosfatos (SLC17A1-4), ii) trans-

portadores de ácido siálico (SLC17A5), iii) transportadores vesiculares de glu-

tamato (SLC17A6-8), y iv) transportador vesicular de nucleótidos (SLC17A9) 

(Fredriksson et al., 2008; Reimer, 2013; Reimer & Edwards, 2004; Sreedharan 

et al., 2010). 

Los transportadores de fosfato están descritos como cotransportadores 

de fosfato-Na+ (Iharada et al., 2010). Estas cuatro proteínas se expresan de 

forma restringida en riñón (SLC17A1-4), hígado (SLC17A2 y 4), musculo 

(SLC17A2) y estomago (SLC17A4) (Jutabha et al., 2011; Reimer, 2013; 

Sreedharan et al., 2010; Togawa et al., 2012). A partir de sus patrones de 

expresión y localización se ha estipulado que estos transportadores participa-

rían en el despeje o limpieza de aniones inorgánicos en el organismo, tal como 

el urato (Iharada et al., 2010).  

El transportador de ácido siálico o sialina (SLC17A5) se ha identificado 

como un importante causante de patologías dada su alta relevancia en el con-

trol de la movilización de ácido siálico y ácido glucurónico en lisosomas. 
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(Tarailo-Graovac et al., 2017). Dentro de las patologías asociadas este trans-

portador se encuentran las enfermedades de Salla y de almacenamiento de 

ácido siálico (ISSD) (Biancheri et al., 2002; Morse et al., 2005; Prolo et al., 

2009). El rol fisiológico de este transportador se relaciona con la movilización 

de ácido siálico desde el lisosoma al citoplasma para ser reincorporado en 

nuevas glicoproteínas o glucolípidos (Prolo et al., 2009).  

Los transportadores vesiculares de glutamato (SLC17A6-8) se expresan 

principalmente en el cerebro, en regones como el hipocampo, neurocortex e 

hipotálamo (Liguz-Lecznar & Skangiel-Kramska, 2007; Mackenzie et al., 

2008b). A nivel fisiológico estos transportadores participan en la sinapsis ex-

citatoria del encéfalo, permitiendo el paso de señales despolarizantes en la 

membrana, además de participar en procesos de memoria y aprendizaje como 

también en patologías neurodegenerativas, neurotóxicas y epilepsia (Liguz-

Lecznar & Skangiel-Kramska, 2007; Rubio et al., 2012).  

Finalmente, el transportador vesicular de nucleótidos (SLC17A9) con-

centra nucleótidos en vesículas para ser liberadas como señales purinérgicas 

en el cerebro y participa en respuestas de control del sistema neuronal autó-

nomo, transducción de señales e inflamación (Moriyama et al., 2017; Sawada 

et al., 2008). 

1.4 Transporte vesicular glutamatérgico y VGLUTs 

 

Para el ingreso de glutamato a una vesícula usando los VGLUTs, es ne-

cesaria la generación de un gradiente electroquímico (ΔψH+) (Eriksen et al., 
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2016). Para ello, una protón-ATPasa ubicada en la membrana de la vesícula 

permite el ingreso de protones (H+), acidificándola hasta valores de pH cerca-

nos a 5.5 (Chang et al., 2018; Martineau et al., 2017; Wolosker et al., 1996). 

Estructuralmente, los transportadores vesiculares de glutamato poseen 

12 dominios transmembrana, que además de poseer una función de adhesión 

a membranas lipídicas, posee residuos que cumplirían roles vitales para la 

ejecución de su función(Liguz-Lecznar & Skangiel-Kramska, 2007). De hecho, 

los protones dentro de la vesícula interaccionan con un residuo de ácido glu-

támico (en las posiciones: E183 en VGLUT1, E191 en VGLUT2 y E196 en 

VGLUT3, de las proteínas de rata), específicamente en el dominio transmem-

brana 4  (TM4), lo que genera un cambio conformacional que facilita el ingreso 

de glutamato (Li et al., 2020). Paralelamente, se ha descrito la presencia de 

interacciones entre el Cloruro (Cl-) y residuos de arginina en el TM4 (en las 

posiciones: R176 en VGLUT1, R184 en VGLUT2 y R189 en VGLUT3, de las 

proteínas de rata), provocando la remoción de iones Cl-, desde la vesícula 

hacia el exterior, permitiendo así el intercambio con glutamato dentro de la 

vesícula (Chang et al., 2018; Martineau et al., 2017; Wolosker et al., 1996). 

 Adicionalmente, se han descrito dos residuos de arginina en el TM1 (en 

las posiciones: R80 en VGLUT1, R88 en VGLUT2 y R93 en VGLUT3, de las 

proteínas de rata) y en el TM7 (en las posiciones: R314 en VGLUT1, R322 en 

VGLUT2 y R326 en VGLUT3, de las proteínas de rata) que estarían interac-

cionando estrechamente con glutamato para permitir su ingreso a la vesícula 

(Almqvist et al., 2007; Li et al., 2020; Liguz-Lecznar & Skangiel-Kramska, 
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2007) (Figura 4). La falta de cualquiera de todos estos residuos cargados vol-

vería menos eficiente el llenado vesicular con glutamato (Juge et al., 2006; Li 

et al., 2020). 

 

Figura 4. Representación esquemática de una proteína VGLUT. Las proteínas VGLUTs contienen 12 
dominios transmembrana hidrofóbicos, indicados en color verde. En algunos de estos dominios se en-
cuentran residuos cargados que permiten su interacción con glutamato y otras moléculas. Por ejemplo, 
en los dominios TM1 y TM7 se ubican residuos de arginina que unen glutamato, mientras que en el 
dominio TM4 se ubican residuos de glutamato y arginina que interaccionan con iones cloruro y protones, 
respectivamente. Además, estas proteínas presentan motivos endocíticos en las regiones N-terminal y 
C-terminal. Los motivos dileucina-like están presentes en ambas regiones, dos en el N-terminal y uno 
en el C-terminal, mientras que existen dos motivos poli-prolina en la región C-terminal.  

 

La liberación de glutamato almacenado en vesículas ocurre por un com-

plejo de proteínas que se fusionan con la membrana neuronal a partir de la 

llegada de un potencial de acción al terminal sináptico (Ramakrishnan et al., 

2012; Sudhof & Rothman, 2009). Este complejo se denomina SNARE y co-

rresponde a un conjunto de cuatro proteínas ubicadas tanto en la membrana 
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de la vesícula (Sinaptobrevina/VAMP) como en la membrana plasmática (Sin-

taxina, SNAP25) (Sudhof & Rothman, 2009). La llegada del potencial de ac-

ción genera una apertura de calcio dependientes de voltaje, generando un 

aumento de la concentración de este ión en el citoplasma (Quetglas et al., 

2000; Schiavo et al., 1997). Este cambio es detectado por sinaptotagmina, el 

cual permitiría la unión de las proteínas del complejo SNARE (Schiavo et al., 

1997). De esta manera, la interacción estrecha de las proteínas del complejo 

SNARE acerca la vesícula a la membrana plasmática, a una distancia tal que 

facilita la fusión de ambas, liberando el contenido hacia el espacio sináptico 

(Quetglas et al., 2000) (Figura 5).  
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Figura 5. Representación esquemática del reciclaje vesicular ocurrido en una neurona presináptica. El 
glutamato es almacenado en vesículas a través de transportadores vesiculares (A) Una vez liberados 
los neurotransmisores posteriores al estímulo del potencial de acción (B), el VGLUT ubicado en la mem-
brana de la neurona presináptica debe ser reciclado; para ello, el reclutamiento de distintas proteínas, 
incluyendo AP-2 y clatrina (C) permite la invaginación de la membrana (D) y la formación de una vesícula 
presináptica que no presenta glutamato (E). Esta vesícula presináptica, cargada con iones del líquido 
extracelular, comienza su reacidificación gracias al ingreso de glutamato (F).  

 

La recuperación o reciclaje de los componentes vesiculares ahora ubi-

cados en la membrana plasmática de la neurona pre-sináptica es llevada a 

cabo por proteínas clásicas de endocitosis, como complejos adaptadores (AP) 

y clatrina (Cousin & Robinson, 2002; Haucke et al., 2011; Rizzoli, 2014).  

A modo general, la endocitosis se da a cabo por el reconocimiento de 

motivos estructurales en las proteínas a endocitar, llamados motivos di-leu-

cina, los cuales tienen el siguiente patrón: [ED]xxxLL, y son reconocidos por 
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complejos proteicos adaptadores (Adaptor Complex o AP), a través de la in-

teracción estrecha entre el motivo di-leucina y un bolsillo hidrofóbico en AP 

(Figura 4 y 5) (Foss et al., 2013; H. Li et al., 2017). La activación de esta unión 

permite el reclutamiento de proteínas como clatrina y endofilina, las cuales 

permiten la formación de una malla o “coat” que invagina la membrana hasta 

la formación de un endosoma o, en el caso de la sinapsis, una vesícula sin 

neurotransmisores (Figura 5D) (Rizzoli, 2014; Santos et al., 2014). En este 

paso, la vesícula nuevamente formada no se dirige a degradación, sino que 

pasa por un proceso de rellenado o “refilling”, en donde los neurotransmisores, 

como el glutamato, vuelven a ingresar a la vesícula y quedan a la espera de 

poder liberarse cuando llegue el potencial de acción al terminal sináptico 

(Chang et al., 2018; Cousin & Robinson, 2002).  

En VGLUTs se ha descrito la presencia de dos motivos di-leucina, deno-

minados como “like” en la región N-terminal y otro en la región C-terminal 

(Foss et al., 2013; Kelly et al., 2008; H. Li et al., 2017). Estos motivos “di-

leucina-like” en VGLUTs presentan en reemplazo de las leucinas, residuos de 

valina, fenilalanina y alanina (Foss et al., 2013). Sin embargo, pese a este 

cambio en los residuos, los motivos son funcionales permitiendo el recluta-

miento de complejos adaptadores del tipo AP-2 y AP-3 (H. Li et al., 2017; 

Santos et al., 2014). Además, una característica exclusiva presente en la re-

gión C-terminal de la proteína VGLUT1 es la presencia de un motivo de poli-

prolina (PPxPPP) (Szaszák et al., 2002; Zhang et al., 2019), el cual es capaz 

de unirse al dominio SH3 de endofilina cumpliendo la función de regular las 
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señales excitatorias prolongadas y la frecuencia de liberación espontánea 

(Saksela & Permi, 2012). 

 

1.5 Señalización de glutamato durante el desarrollo embrionario 

 

En vertebrados, una de las primeras etapas de desarrollo del sistema 

nervioso se conoce como la inducción neural, y comienza con la estimulación 

de células ectodermales para su conversión en células neurales a través de 

la acción de proteínas como BMP (Bone Morphogenic Protein) Noggin y Shh 

(Sonic Hedgehog) (Smith, 1997; Steventon et al., 2009; Stottmann et al., 2006; 

Ybot-Gonzalez et al., 2007). La participación de estas proteínas provoca el 

proceso conocido como neurulación, donde ocurre la formación de la placa 

neural, seguida de una convergencia de sus extremos laterales mediante pro-

cesos migratorios, dando formación al tubo neural (Figura 6) (Davidson & 

Keller, 1999; Montcouquiol et al., 2006; Smith, 1997). 

El proceso de neurulación depende de distintos cambios en la forma de 

las células, tales como cambios en la polaridad provocados por una constric-

ción apical y cambios en el número de células neuronales inducidas que mi-

gran para formar el tubo neural (Burnside, 1973; Christodoulou & Skourides, 

2015; Davidson & Keller, 1999; Davidson et al., 2002). 

 Se ha descrito que anomalías en la correcta formación del tubo neural 

desencadena en malformaciones que pueden llegar a ser letales para el or-
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ganismo en desarrollo, provocando patologías como anencefalia y espina bí-

fida (Blencowe et al., 2018a; Detrait et al., 2005; Lindhout et al., 1992). Estas 

patologías se denominan Defectos del Tubo Neural o NTDs, por sus siglas en 

inglés. Estos defectos se presentan como una gran carga para la salud pú-

blica, dado que se estima que los NTDs tienen una incidencia del 6% con 

respecto al total de nacimientos mundiales (Blencowe et al., 2018; Blom et al., 

2006). 

Si bien no hay estudios que describen la presencia de mecanismos de 

liberación vesicular durante el proceso de neurulación; recientemente, se ha 

propuesto que la señalización de glutamato mediada por el receptor de NMDA 

estaría encargada de la regulación de las dinámicas de calcio que ocurren 

durante el proceso de neurulación, y por ende, la formación del tubo neural en 

embriones de Xenopus laevis (Sequerra et al., 2018). Además, se ha descrito 

la presencia de actividad de glutaminasa durante la neurulación en esta 

misma especie, cuya falla en su función podría llevar a la formación de NTDs 

(Benavides-rivas et al., 2020). Estos antecedentes permiten proponer la idea 

que, durante el proceso de neurulación, los mecanismos de comunicación ce-

lular utilizando elementos sinápticos, como glutamato, VGLUTs y otros, po-

drían estar participando durante la inducción neural en etapas donde la sinap-

sis no está completamente formada. En Xenopus, se dividieron las diferentes 

etapas del desarrollo hasta la formación morfológica de una rana 66 días post 

fertilización, enumerando cada etapa desde 1 a 66. La neurulación tiene lugar 

aproximadamente 14 horas post fertilización (hpf), etapa en donde se puede 

divisar la placa neural o estadio 12.5 (Figura 6A), y tiene lugar por un periodo 
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cercano a 8 horas, culminando 22 hpf con la formación del tubo neural en el 

estadio 20. 

 
Figura 6. Representación esquemática del proceso de neurulación. La neurulación es el primer proceso 
de diferenciación celular que ocurre durante el desarrollo embrionario, en donde el ectodermo ubicado 
en la línea medial del embrión (A) comienza procesos migratorios lateromediales (B) ascendentes (C) 
que culminan en la formación de una estructura especializada (el tubo neural) (D) que llevará a la for-
mación del sistema nervioso. Esta migración celular es regulada y estimulada por diferentes factores, 
incluyendo Wnt, noggin, Ssh; y recientemente, glutamato (Benavides-rivas et al., 2020; Sequerra et al., 
2018; Smith, 1997; Stottmann et al., 2006) 
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1.6 Evolución del sistema nervioso en animales 

 

El sistema nervioso es un conjunto de células, tejidos y órganos involu-

crados en percibir y elaborar respuestas adecuadas a los estímulos internos 

y externos en animales (Buchanan & Tranel, 2009; Nickel, 2010; Schnell & 

Maher de Leon, 1998; Sternini, 1997). Este sistema es responsable de la ma-

yoría de los comportamientos de animales, desde simples movimientos mus-

culares dirigidos hasta razonamientos abstractos. La mayor parte de nuestro 

conocimiento sobre la evolución del sistema nervioso proviene de diferentes 

estudios en animales bilaterados (Fei et al., 2007; Han et al., 2015; Lee et al., 

2008; Rowe et al., 1993; Varoqueaux & Fasshauer, 2017), probablemente 

asociado al intento por entender el sistema nervioso en humanos (Varoqueaux 

& Fasshauer, 2017). Diferentes escenarios evolutivos han sido propuestos 

con el fin de explicar la aparición y evolución de la comunicación celular, neu-

ronas y el sistema nervioso en animales (Martín-Durán & Hejnol, 2019). Una 

de las hipótesis propuestas sugiere que el ancestro común más reciente de 

los animales bilaterados (el cual vivió en el planeta Tierra hace unos 570 

millones de años atrás) (Erwin & Davidson, 2002) presentaba un sistema 

nervioso centralizado en posición ventral, cuya condensación de celulas 

neuronales conformaría una estructura que eventualmente evolucionaría 

hasta formar un cerebro (Martín-Durán et al., 2018; Claus Nielsen, 2017). Esta 

región condensada desarrolló nuevas estructuras ligadas a procesos de 

duplicación de genoma completo y un complejo y dinámico escenario de 

perdida y ganancia de genes, logrando el desarrollo de estructuras como el 
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romboencéfalo, mesencéfalo y proencefalo (Holland, 2015; Martín-Durán et 

al., 2018; C. Nielsen, 2015; Claus Nielsen, 2017). 

Otra teoría sobre el origen y evolución del sistema nervioso en animales 

indica que el sistema nervioso no se originó desde un organismo con centros 

neuronales complejos, los cuales fueron experimentando ganancias y 

pérdidas a lo largo de la evolución (Erwin & Davidson, 2002; Claus Nielsen, 

2017), sino más bien que este sistema y su complejidad observada en 

especies existentes hoy en día, se debe a procesos de convergencia evolutiva 

hacia una centralización o condensación a lo largo de la evolución de los 

animales (Heger et al., 2020; Martín-Durán et al., 2018).  

A pesar de estos avances, dilucidar la historia evolutiva del sistema 

nervioso en animales sigue siendo polémico (Holland, 2015; Holland et al., 

2013; Martín-Durán & Hejnol, 2019; Nielsen, 2017; Northcutt, 2012). Una 

opción válida para relacionar procesos evolutivos de tejidos y órganos, tal 

como el sistema nervioso, es la comparación de estos con su desarrollo 

embrionario en diferentes especies. Esta aproximación fue propuesta por 

Ernst Haeckel en 1866 quién dijo que la ontogenia, es decir el desarrollo de 

un organismo, recapitula la información entregada por la filogenia, es decir, su 

evolución (Ohno, 1995; Sander, 2002). De esta manera, lo observado en 

términos evolutivos de una especie tendría una relación con el proceso de 

desarrollo embrionario de esa especie (Clune et al., 2012; Mayr, 1994; 

Nielsen, 2015).  
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Con esto en mente, en esta tesis, voy a investigar la relación de los 

transportadores vesiculares de glutamato (VGLUTs) y la condensación del 

sistema nervioso, enfocándome en los residuos y motivos que le confieren a 

los VGLUTs la capacidad de transportar glutamato, además de evaluar la 

participación de estos transportadores en el proceso de neurulación. Al hacer 

esto, podré dilucidar el origen evolutivo de la señalización glutamatérgica y 

determinar si existe alguna asociación entre esta señalización y la 

condensación del sistema nervioso en animales.  

 

1.7  Modelo experimental de esta tesis: Xenopus laevis 

 
Para el desarrollo de esta tesis, se utilizó el modelo animal de rana afri-

cana Xenopus laevis debido a las inmejorables ventajas que entrega este ani-

mal durante su desarrollo embrionario, tales como su tamaño y niveles de pig-

mentación de embriones en desarrollo (1-1,4 mm), lo que hace posible obser-

var prácticamente todas las divisiones celulares y el proceso de desarrollo 

bajo lupa y luz blanca. Otra ventaja de este modelo es la cantidad de muestra 

obtenible en cada fertilización, pues es posible obtener entre 400-500 embrio-

nes, lo cual permite realizar diversos experimentos en paralelo y evaluar dife-

rentes condiciones. Finalmente, el desarrollo embrionario de X. laevis no con-

templa prolongados periodos de tiempo para alcanzar los estadios deseados 

en esta tesis. De hecho, el proceso de neurulación es alcanzado aproximada-

mente a las 14 horas post fertilización (Nieuwkoop & Faber, 1994). 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2. Hipótesis 

La adquisición de motivos endocíticos y residuos con carga en regiones 

transmembrana, le confieren a los VGLUTs la capacidad de transportar gluta-

mato y regular la endocitosis de las vesículas sinápticas, vital para el surgi-

miento evolutivo de la señalización glutamatérgica y su participación en la 

neurulación del cordado Xenopus laevis. 

3. Objetivos 

Con la intención de abordar la hipótesis presentada, se han planteado 

los siguientes objetivos: 

3.1 Objetivo general 

Evaluar el origen filogénico y ontogénico dentro del sistema nervioso del 

transporte vesicular de glutamato utilizando embriones del cordado X. laevis. 

3.2 Objetivos específicos 

1. Estudiar la aparición de motivos endocíticos y residuos de interacción 

con glutamato en proteínas ortólogas de VGLUT1. 

2. Evaluar la participación de VGLUT1 durante neurulación mediante blo-

queo farmacológico en embriones de X. laevis.  
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METODOLOGÍA 
 

 

 

4.1 Obtención de secuencias de aminoácidos de los miembros de la fa-

milia de transportadores SLC17 en especies eucariontes 

Los transportadores vesiculares de glutamato (VGLUTs) pertenecen a la 

familia transportadora de solutos SCL17 (Liguz-Lecznar & Skangiel-Kramska, 

2007; Reimer, 2013). Por lo tanto, para entender el origen evolutivo de motivos 

endocíticos y residuos de interacción de glutamato en estas proteínas es que 

realizamos una búsqueda de secuencias homólogas a VGLUT en una base 

de datos personalizada, la que consiste en las secuencias de proteínas pro-

venientes de 110 especies eucariontes. Las secuencias de proteínas fueron 

descargadas desde las siguientes bases de datos y repositorios: Ensembl 

Vertebrate, Ensembl Metazoa, OIST Marine Genomics, AXOLOTL-OMICS, 

Xenbase, JGI Genome Portal, Amphiencode, Genoscope, Echinobase, 

WormBase Parasite, NCBI, Ensembl Tardigrades, Srivastaba Lab, Compa-

gen, Neurobase, Ensembl Protist, Ensembl Fungi, Ensembl Plants, Joint Ge-

nome Institute y Cannabis Genome Browser.  

La búsqueda de proteínas homólogas de VGLUTs fue realizada me-

diante la herramienta bioinformática BLAST+ v2.9.0-2. (Camacho et al., 2009) 

y miembros de la familia de transportadores de soluto SLC17 Homo sapiens 

(humano): SLC17A1 (UniProt: Q14916), SLC17A2 (UniProt: O00624), 

SLC17A3 (UniProt: O00476), SLC17A4 (UniProt: Q9Y2C5), SLC17A5 (Uni-

Prot: Q9NRA2), SLC17A6 (UniProt: Q9P2U8), SLC17A7 (UniProt: Q9P2U7), 



23 
 

SLC17A8 (UniProt: Q8NDX2) y SLC17A9 (UniProt: Q9BYT1). Esta búsqueda 

sistemática se llevó a cabo utilizando un valor de umbral de 1e-6. Las secuen-

cia de proteínas con similitud a miembros de la familia SLC17 fueron analiza-

das con el programa InterProScan v5.44-79.0 (Jones et al., 2014), y aquellas 

proteínas que poseían el dominio PANTHER (PTHR11662), correspondiente 

a la familia de transportadores de soluto SLC17, fueron usados para análisis 

posteriores. 

 

4.2 Análisis filogenéticos 

Las secuencias de proteínas que pasaron los filtros anteriores fueron uti-

lizadas para realizar alineamientos múltiples de secuencias con el programa 

MUSCLE v3.8.1551 (Edgar, 2004). Los alineamientos fueron editados para 

retener las regiones conservadas y con señal filogenética informativa con el 

programa TrimAl v1.2 (Capella-Gutierrez et al., 2009). Finalmente, el mejor 

modelo de sustitución de aminoácidos para los alineamientos múltiple de 

VGLUTs fueron seleccionado utilizando el programa ProtTest v3.6 (Satpathy 

et al., 2005), usando parámetros por defecto.  

Inicialmente, se realizó una reconstrucción filogenética del tipo Máxima 

Verosimilitud (MV) con el fin de determinar las relaciones filogenéticas entre 

los miembros de la familia de transportadores de soluto SCL17 en todas las 

especies bajo estudio. Este análisis se realizó mediante el programa RAxML 

v8.2.12 (Stamatakis, 2014), con 350 réplicas de bootstrap y el modelo de sus-

titución de aminoácidos  LG+G que fue determinado ProtTest. Finalmente, el 
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árbol filogenético resultante fue visualizado en el programa Figtree v1.4.4 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

Aquellas proteínas que se agrupaban en el mismo clado que las proteí-

nas VGLUTs, fueron extraídas y analizadas nuevamente mediante filogenia 

del tipo Máxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (IB). Para enraizar 

el árbol filogenético de las proteínas VGLUTs, se utilizaron las secuencias de 

proteínas pertenecientes a Sialina (SLC17A5) como grupo externo. Los aná-

lisis de MV fueron realizados con el programa RAxML v8.2.12 junto con el 

modelo de sustitución de aminoácidos LG+I+G determinado por ProtTest v3.6. 

El apoyo estadístico para las diferentes ramas internas se evaluó mediante 

remuestreo bootstrap (100 repeticiones). Para este mismo set de datos, se 

realizaron análisis de IB con el programa MrBayes v3.2.7a (Huelsenbeck & 

Ronquist, 2001; Ronquist & Huelsenbeck, 2003) y el modelo de sustitución de 

aminoácidos LG+I+G que fue determinado por ProtTest v3.6. Los análisis de 

Inferencia Bayesiana fueron realizados en dos corridas independientes, cada 

una con cuatro cadenas de Markov y 25.000.000 de generaciones para alcan-

zar convergencia. Los árboles filogenéticos obtenidos en las dos corridas in-

dependientes se concatenaron y los primeros árboles filogenéticos, corres-

pondientes al 25% del total, fueron descartados como “burnin” para generar 

un árbol filogenético consenso. Las probabilidades posteriores en cada rama 

interna del árbol filogenético consenso se utilizaron como medida de sustento 

estadístico de cada clado. Finalmente, tanto los árboles filogenéticos obteni-

dos con el método de reconstrucción filogenética Máxima Verosimilitud e In-

ferencia Bayesiana fueron visualizados con el programa FigTree. 
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4.3 Búsqueda de motivos endocíticos y residuos funcionales 

Los motivos di-leucina-like y poli-prolina fueron identificados en las se-

cuencias de proteínas mediante la presencia de las siguientes expresiones 

regulares: [DE]xxx[VLAIF][VALIF] para el motivo di-leucina-like; y PPxPPx[DE] 

para el motivo poli-prolina. Estas expresiones regulares fueron buscadas en 

todas las secuencias correspondiente a VGLUTs, y que fueron corroboradas 

por los análisis filogenéticos anteriores, mediante el script protein_motif_sear-

ching.pl (Thiel et al., 2018) (https://github.com/faguil/protein-motif-sear-

ching_neuropeptides). 

Aquellas secuencias de proteínas con la presencia de una o ambas ex-

presiones regulares antes mencionadas fueron alineadas con el programa 

MAFFT v7.475 (Katoh & Standley, 2013), y nos enfocamos en las regiones C-

terminal y N-terminal de las proteínas para determinar la presencia de estos 

motivos. Finalmente, las secuencias de proteínas que cumplieron los requisi-

tos mencionados fueron analizadas para establecer la presencia de dominios 

transmembranales con el programa TMHMM 2.0c (Krogh et al., 2001), con el 

fin de determinar las dimensiones de los dominios transmembranales de di-

chas proteínas y cuál(es) dominios transmembranales albergan estos motivos 

endocíticos. 

Los datos obtenidos por el script protein_motif_searching.pl, los alinea-

mientos del programa MAFFT y las predicciones de dominios transmembra-

nales del programa TMHMM fueron cruzados para descartar posibles falsos-

positivos arrojados por el script protein_motif_searching.pl. En este proceso, 
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se utilizó el comienzo del primer dominio transmembranal (TM) para estable-

cer el fin de las regiones N-terminal, y el final del último TM de cada proteína 

para determinar el comienzo de las regiones C-terminal. Con estos criterios, 

se establecieron si existen semejanzas estructurales con los resultados del 

script protein_motif_searching.pl. Los residuos que interaccionan con gluta-

mato en las proteínas VGLUTs han sido descritos previamente (Li et al., 2020; 

Pietrancosta et al., 2020). Con esta información, nos enfocamos en determinar 

su localización en las proteínas VGLUTs identificadas en las diferentes espe-

cies analizadas. Para ello, los alineamientos múltiples de secuencias utiliza-

dos previamente fueron empleados para buscar la localización de estos dos 

residuos (en VGLUT1, R80 en el dominio transmembrana 1 y R314 en el do-

minio transmembrana 7). También buscamos los residuos de unión de H+ 

(E183) y unión de Cl- (R176) presentes en el dominio transmembrana 4 de la 

proteína VGLUT1, los cuales han sido reportado que están involucrados en la 

regulación del tamaño quantal (“quantal size”). En esta tesis, la presencia de 

un motivo o residuo en un miembro de cada especie indicaría su presencia en 

el último ancestro común para el grupo que abarcan estas especies, mientras 

que la ausencia de estos motivos o residuos se explicaría por una perdida 

independiente de estos caracteres. 

 

4.4 Predicción de interacción endocítica 

Para establecer que los motivos endocíticos encontrados de manera bio-

informática en las secuencias de proteínas de VGLUT en las especies anali-

zadas tienen una función similar a los descritos en la literatura para VGLUTs 
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(Foss et al., 2013; Li et al., 2017; Santos et al., 2014; Voglmaier et al., 2006), 

se realizaron predicciones estructurales usando como referencia un motivo di-

leucina cristalizado con su interacción con el complejo adaptador 2 (AP-2) 

[PDB: 2JKR]. Se modelaron los motivos di-leucina-like de humano (H. sa-

piens), mosca (Drosophila melanogaster), rana africana (X. laevis), erizo de 

mar (Strongylocentrotus purpuratus), ostra del Pacífico (Crassostrea gigas), y 

el acoela (Hofstenia miamia) usando Modeller v9.24 (Eswar et al., 2006). El 

análisis de interacción molecular (“molecular docking”) fue realizado con el 

programa AutoDockVina v4.0 (Huey et al., 2007; Morris et al., 2009). El do-

cking molecular fue realizado de manera ciega; es decir, permitiendo que el 

ligando (el motivo di-leucine-like) busque la mejor interacción con la totalidad 

del receptor (la proteína AP-2). En total, se realizaron 5 réplicas de cada inter-

acción, y se seleccionó la interacción con menor valor de energía (∆G) de 

cada réplica. Este proceso fue realizado para cada una de las especies antes 

mencionadas. 

 

4.5 Obtención de embriones de Xenopus laevis 

La colección de embriones de X. laevis fue realizada por medio de ferti-

lización in vitro, según la metodología descrita por Sive et al., 2000. La colec-

ción de gónadas masculinas se realizó a través del sacrificio de una rana ma-

cho previamente anestesiada con benzocaína 5%. Las gónadas colectadas 

se mantuvieron en una solución de Suero de bobino fetal (FBS) al 10% con 5 

uL de una solución stock de antibiótico penicilina/estreproavidina. Para obten-

ción de gónada femenina, hembras fueron pre-estimuladas con 30-50 µL de 
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hormona coriónica humana (hCG). Un día antes de la fertilización, la inducción 

de crecimiento de gametos femeninos se realizó con una inyección de 350-

500 µL de hCG. 

Los ovocitos maduros fueron colectados en una placa Petri conteniendo 

una solución de Marc’s Modified Ringer’s (MMR) (Ubbels et al., 1983) y fueron 

fertilizados con un trozo de gónada masculina (1/4 del total), la cual fue dise-

minada y mezclada con los huevos. Luego de transcurrida una hora post-fer-

tilización se desgelatinizaron los embriones ocupando una solución de L-cis-

teína al 2% (Merck, Cat. 168149). Los embriones ahora limpios fueron mante-

nidos en solución MMR 10%, a una temperatura constante de 18°C hasta ob-

tener los estadios de desarrollo necesario para el desarrollo de esta tesis. 

 

4.6 Tratamientos farmacológicos e incidencia de defectos del tubo neu-

ral NTDs 

Al alcanzar el estadio 12.5 o comienzo de neurulación, es decir, transcu-

rridas 12 horas post fertilización (hpf) (Nieuwkoop & Faber, 1994), 10 embrio-

nes fueron colocados en placas Petri conteniendo el bloqueador especifico de 

VGLUTs, conocido como Rose Bengal (RB) (MERCK Cat. 330000) 

(Pietrancosta et al., 2010; Thompson & Chao, 2020), en concentraciones cre-

cientes de 0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 µM. Transcurridas 7 horas de tratamiento los 

embriones fueron retirados de la placa que contiene la droga y fueron deposi-

tados en MMR 10%. Finalmente, las fotografías para el análisis de los embrio-

nes fueron obtenidas usando la lupa NIKON (modelo SMZ25).  
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La incidencia de defectos del tubo neural (NTDs) se estableció mediante 

el análisis visual del daño en el desarrollo del tubo neural inducido por la droga 

Rose Bengal. Para ello, los fenotipos con malformaciones fueron definidos 

como aquellos que presentaban un cierre incompleto del tubo neural en com-

paración al proceso normal que se logra a las 22 horas post-fertilización, co-

rrespondiente al estadio 20 del desarrollo de X. laevis. 

La severidad de la apertura del tubo neural se estableció midiendo la 

longitud alcanzada por el cierre del tubo neural en embriones pertenecientes 

al grupo control y aquellos tratados farmacológicos que alcanzaron las 20 ho-

ras post-fertilización. Para ello, al menos 3 embriones por condición fueron 

fotografiados bajo lupa (Nikon SMZ25) a la misma amplificación y posición 

(lado posterior hacia el foco); adicionalmente, una regla milimétrica fue foto-

grafiada en la misma amplificación para calibrar las medidas. Las fotografías 

obtenidas en cada condición y junto con las fotografías de la regla milimétrica 

fueron analizadas con el software ImageJ (v1.43m) (Schindelin et al., 2012). 

Para ello, se estandarizó 1 mm a partir de la regla obtenida y se midieron las 

longitudes de los tubos neurales en la zona medial del dorso del embrión. Los 

cambios en la migración de las células en los embriones fueron documentados 

a través de fotografías del proceso de neurulación, obteniendo fotografías 

cada 60 segundos. Los lapsos de tiempo (time-lapse) obtenidos fueron anali-

zados con el programa ImageJ (v1.43m) y el seguimiento de al menos 9 célu-

las pigmentadas se realizó en cada lado del embrión, tanto en la condición 

control como en el tratamiento a una concentración de 3 µM de RB. 
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4.7 Comportamiento epileptogénico 

Para establecer los cambios que genera el bloqueo parcial de VGLUTs 

usando RB durante neurulación, embriones de X. laevis fueron tratados a una 

concentración que no generaban malformaciones en el desarrollo normal del 

tubo neural (1 µM) durante todo el proceso de neurulación. Una vez terminada 

la neurulación, se retiró la droga y los embriones fueron mantenidos en solu-

ción de MMR 10% hasta alcanzar el estadio de renacuajo (72 hpf). Posterior-

mente, los embriones controles fueron tratados con concentraciones de 7, 10 

y 15 mM de Pentilenotetrazol (PTZ), el cual es un fármaco estimulante del 

sistema nervioso capaz de generar reacciones epilépticas (James et al., 

2015), para establecer el tiempo en que los embriones se demoraban en tener 

una convulsión. Según literatura previa (Bell et al., 2011; James et al., 2015), 

se estableció que la torción de la cola del embrión hasta chocar con su cabeza, 

formando una “C”, correspondería al momento en el cual el embrión presenta 

un episodio de epilepsia.  

Una vez establecida la concentración ideal para los experimentos de 

comportamiento epileptogénico, al menos 3 embriones por condición, grupo 

control y tratamientos con RB 1 uM durante neurulación, fueron tratados con 

10 mM de PTZ luego de transcurridos 3 minutos de grabación. A los 10 minu-

tos de grabación, los embriones en ambas condiciones (control y tratamientos) 

fueron retirados y puestos en solución de MMR 10% para su descanso; dichos 

embriones no fueron utilizados para posteriores experimentos.  
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RESULTADOS 
 

 

 

5.1. Historia evolutiva de ortólogos de SLC17 en eucariontes 

5.1.1. Análisis filogenético de los miembros de la familia SLC17 

En esta tesis, se lleva a cabo un análisis exhaustivo y sistemático en 110 

genomas de eucariontes con el fin de identificar proteínas homólogas a los 

diferentes miembros de la familia de transportadores de soluto SCL17. Los 

análisis de similitud de secuencias con el algoritmo BLASTp arrojó un total de 

898 secuencias, de las cuales 536 de ellas tenían el dominio PANTHER 

(PTHR11662) correspondiente a la familia de transportadores de soluto 

SLC17.  

El alineamiento múltiple de estas 536 secuencias de proteínas y su pos-

terior procesamiento permitió la generación de un árbol filogenético del tipo 

Máxima Verosimilitud (Figura 7, y Figura Suplementaria 1). Por razones de 

claridad, la Figura 7A muestra la distribución filogenética de los diferentes 

miembros de la familia SCL17 en diversos grupos taxonómicos de especies 

eucariontes. Para mayores detalles ver la Figura Suplementaria 1. Cada trian-

gulo indica los miembros de la familia SCL17 y las diferentes especies perte-

necientes a un grupo taxonómico en particular en cada miembro. Por ejemplo, 

en color negro se indican las proteínas SLC17A1-4 (transportadores de fosfa-

tos) que están presentes en diversas especies del grupo taxonómico Metazoa 

(animales); en color rojo se indican las proteínas SLC17A5 (sialina) que están 
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presentes en diferentes especies del grupo taxonómico Choanozoa (coano-

flagelados + animales); en color verde se indican las proteínas SLC17A9 

(VNUTs) que están presentes en diversas especies del grupo taxonómico 

Choanozoa (coanoflagelados + animales), y en color calipso se indican las 

proteínas Transportadoras de Aniones que están presentes en diversas espe-

cies del grupo taxonómico Plantae (plantas).  

Interesantemente, según los análisis relacionados a la presencia de mo-

tivos endocíticos (Figura 8), los transportadores de glutamato, clasificados 

como SLC17A6-8 (transportadores vesiculares de glutamato - VGLUTs) por 

bases de datos convencionales, pareciera corresponder a transportadores de 

glutamato pero que pueden ser tanto vesiculares como no vesiculares (Figura 

7A). Con esto en mente, en la Figura 7A se muestra en color café las proteínas 

transportadoras de glutamato no vesicular (GluT) que están presentes en di-

versas especies del grupo taxonómico Eumetazoa (cnidarios + animales bila-

terados), mientras que los transportadores vesiculares de glutamato 

(VGLUTs) están presentes en diversas especies del grupo taxonómico Bilate-

ria (animales bilaterados) y representados por el triángulo amarillo (Figura 7A). 

La distribución filogénica mostrada en la Figura 7A permitió determinar 

el origen evolutivo de cada uno de los miembros de la familia SLC17 (Figura 

7B). La presencia de transportadores de aniones exclusivamente en plantas 

podría indicar que dicha función corresponde a la función más ancestral de la 

familia de transportadores de soluto SCL17. El origen evolutivo de los miem-
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bros SLC17A5 (sialina) y SLC17A9 (VNUT) radica en el último ancestro co-

mún de Choanozoa (coanoflagelados + animales), mientras que el surgi-

miento de los transportadores de fosfato pareciera haber ocurrido en los albo-

res de los metazoos (animales). Por otro lado, el origen evolutivo de los trans-

portadores de glutamato no vesicular se remonta al último ancestro común de 

Eumetazoa (cnidarios + animales bilaterados), mientras que el surgimiento de 

los transportadores vesiculares de glutamato (VGLUT) puede ser rastreado 

hasta el último ancestro común de Bilateria (animales bilaterados). Interesan-

temente, no se encontró ninguna proteína homóloga de la familia de transpor-

tadores de soluto SCL17 en las diferentes especies de hongos (Fungi) y cte-

nóforos (Ctenophora) analizadas en este estudio. 
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Figura 7. Distribución filogenética y origen evolutivo de los miembros de la familia de transportadores 
de soluto SLC17. (A) Distribución filogenética de miembros de la familia SLC17, indicando los grupos 
taxonómicos a los cuales pertenecen las especies que contienen este tipo de proteínas. (B) Cladograma 
representando el origen evolutivo de los miembros de la familia SCL17. Cada círculo representa el ori-
gen evolutivo de los diferentes miembros de la familia SCL17, además de proteínas afines a esta familia 
(transportadores de aniones – círculo calipso). El círculo verde representa el origen de las proteínas 
VNUTs (SCL17A9), el círculo rojo representa el origen de las proteínas Sialina (SCL17A5), el círculo 
negro representa el origen de las proteínas transportadoras de fosfato (SCLA1-4), el circulo café repre-
senta el origen de las proteínas transportadoras de glutamato no vesicular (GluTs), mientras que el 
círculo amarillo representa el origen de las proteínas transportadoras de glutamato vesicular (VGLUTs). 
Ambos tipos de transportadores de glutamato (vesicular y no vesicular) corresponden al miembro de la 
familia SCL17 conocido SCL17A6-8. Los círculos azules representan la ausencia de todos los miembros 
de la familia de SLC17 en esos grupos taxonómicos. 

 

5.1.2. Evolución de los transportadores de glutamato en animales 

Las secuencias de proteínas que correspondían a transportadores de 

glutamato vesicular y no vesicular (Figura 7) fueron utilizadas para realizar 
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análisis filogéneticos posteriores. En este caso se utilizaron 296 secuencias 

de proteínas, las cuales se organizaron en 3 grandes grupos (Figura 8 y Figura 

Suplementaria 2). En primer lugar, se formó un clado con un valor de soporte 

estadístico de  bootstrap de 40% (MV) y probabilidad posterior de 0,9992 (IB), 

que contiene exclusivamente transportadores de glutamato no vesiculares ya 

que no presentan motivos di-leucina indicando la incapacidad de realizar el 

reciclaje vesicular (Foss et al., 2013; Kelly et al., 2008). Este nuevo grupo de 

transportadores de glutamato no vesiculares, pero que pertenecen a la familia 

SCL17 según nuestros análisis, no ha sido reportado anteriormente, lo que 

indica el grado de diversidad en términos de funcionalidad que tiene esta fa-

milia de transportadores. Dentro de este clado de transportadores de gluta-

mato no vesicular, se encuentran especies de diferentes grupos taxonómicos, 

incluyendo Spiralia (moluscos), Ecdysozoa (artrópodos) y Cnidaria (cnidarios). 

El segundo grupo formado corresponde a transportadores de glutamato pre-

sentes en diferentes especies de no vertebrados perteneciente a los siguien-

tes grupos taxonómicos: Urochordata, Cephalochordata, Hemichordata, Echi-

nodermata, Spiralia, Ecdysozoa, Xenacoelomorpha, y Cnidaria. Este grupo 

tiene valores de bootstrap de 24% (MV) y probabilidad posterior de 0,9962 

(IB), y es el más diverso ya que involucra transportadores de glutamato tanto 

vesiculares como no vesiculares. Finalmente, existe un tercer grupo filogené-

tico que alberga exclusivamente transportadores de glutamato vesicular 

(VGLUTs) (44% MV; probabilidad posterior 0,632 IB), los que son específicos 

de especies de vertebrados. En este grupo podemos encontrar las proteínas 
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VGLUT1, VGLUT2 y VGLUT3, las que han sido descritas como los tres miem-

bros de la familia SLC17 que transportan glutamato (Liguz-Lecznar & 

Skangiel-Kramska, 2007).  

La evolución posterior de los transportadores de glutamato en animales 

se caracteriza por la pérdida de uno o más de los tipos de transportadores 

identificados (vesiculares o no vesiculares), además de la expansión de estos 

de manera linaje-específica. 

 

Figura 8. Árbol filogenético basado en análisis de Máxima Verosimilitud de las proteínas transportadoras 
de glutamato en animales. El soporte estadístico basado en porcentaje de bootstrap (MV) y las proba-
bilidades posteriores (IB) se indican en los nodos que dan a lugar a los diferentes grupos de transporta-
dores de glutamato. Ver Figura Suplementaria 2 para el análisis filogenético basado en Inferencia Ba-
yesiana. Las especies se etiquetaron de acuerdo con un código de color específico de la siguiente ma-
nera: rojo (Vertebrata), rosado (Urochordata), amarillo (Cephalochordata), naranjo (Hemichordata), mo-
rado (Echinodermata), café (Ecdysozoa), verde (Spiralia), azul (Xenacoelomorpha), y negro (Cnidaria). 
El largo de cada rama indica el número de sustituciones por sitio para secuencia analizada.  
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5.2. Evolución de las firmas moleculares de los transportadores de glu-

tamato en animales 

5.2.1. Evolución de los residuos involucrados en la interacción con 

glutamato 

Recientemente, se ha obtenido por cristalografía la estructura tridimen-

sional del transportador vesicular de glutamato 2 (VGLUT2) (Chen et al., 2021; 

F. Li et al., 2020) En dicho artículo se describen diferentes residuos que esta-

blecen la funcionalidad de VGLUT2 para unir glutamato y movilizarlo al interior 

de la vesícula, siendo los residuos R88 y R322 los que interaccionan con glu-

tamato (Li et al., 2020).  

Un análisis comparativo de las secuencias de proteínas, enfocado en las 

diferentes firmas moleculares previamente reportadas para los transportado-

res de glutamato (Almqvist et al., 2007; Chang et al., 2018; Li et al., 2020; 

Martineau et al., 2017), permitió identificar que la señalización de glutamato a 

través de la unión de este neurotransmisor por transportadores específicos 

probablemente ocurre desde animales con un sistema nervioso sencillo (cni-

darios) hasta animales con un sistema nervioso más complejo (animales bila-

terados), ya que las especies analizadas en esta tesis presentaban a lo menos 

uno de los residuos identificados como lo responsables de unir glutamato (Li 

et al., 2020) (Figura 9). 

5.2.2. Evolución residuos de regulación con glutamato 

Dentro de los dominios transmembrana de VGLUTs, existen distintos re-

siduos que presentan afinidad por iones, los que regulan la tasa de llenado de 

la vesícula (Byland et al., 2007; Foss et al., 2013). Por ejemplo, en VGLUT1 
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los residuos encargados de la regulación del llenado vesicular mediado por 

iones cloruro y protones corresponden a E183 y R176 (Chen et al., 2021). 

Nuestro análisis comparativo reveló la presencia de estos residuos regulado-

res en especies representantes de prácticamente todos los grupos taxonómi-

cos de animales, con la excepción de especies del grupo taxonómico Nema-

toda (nemátodos) donde no se encuentran presentes los residuos reguladores 

de cloruro y protones, así como especies del grupo taxonómico Tardigrada 

(tardígrados), las cuales no poseen el residuo regulador asociado a cloruro 

(Figura 9). 

 

5.2.3. Evolución de los motivos endocíticos di-leucina-like involu-

crados en el reciclaje vesicular de glutamato 

El reciclaje vesicular de glutamato está regulado por la interacción de 

proteínas encargadas del tráfico de proteínas conocidas como proteínas 

adaptadoras (AP) (Kadlecova et al., 2017; Li et al., 2017). Para que ocurra el 

reciclaje vesicular es necesario la interacción de las proteínas AP con motivos 

di-leucina (Byland et al., 2007; Foss et al., 2013). Esta interacción permite el 

reclutamiento de factores de formación de vesículas, tales como clatrina y en-

dofilina (Milosevic, 2018; Zhang et al., 2019). En el caso de VGLUTs, se ha 

descrito la interacción con complejos de proteínas adaptadoras AP-2 y AP-3 

mediante la participación de motivos similares a di-leucina, conocidos como 

di-leucina-like y que tiene conformación [DE]xxxLL (Byland et al., 2007; Foss 

et al., 2013; Kadlecova et al., 2017; Kelly et al., 2008). Por ejemplo, en los 
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humanos, las proteínas VGLUTs poseen 2 motivos di-leucina-like en el ex-

tremo N-terminal (EFRKLA y KLHRLL) y 1 motivo de este tipo en el extremo 

C-terminal (EKCGFV) (Foss et al., 2013; H. Li et al., 2017).  

Además, se ha reportado que la presencia de al menos uno de estos 

motivos di-leucina-like permite el reciclaje vesicular de glutamato (Foss et al., 

2013). Con esto en mente, en nuestros análisis comparativos también nos 

enfocamos en determinar la presencia de motivos di-leucina-like y poder de-

terminar la capacidad de reciclaje de los transportadores de glutamato en di-

ferentes grupos taxonómicos. Nuestros resultados indican que a lo menos un 

motivo endocítico del tipo di-leucina-like se encuentra presente en los diferen-

tes grupos taxonómicos de animales bilaterados (Figura 9). No obstante, este 

patrón no es conservado en todos los grupos taxonómicos ya que nuestros 

análisis no revelaron la presencia de motivos di-leucina-like, tanto en los ex-

tremos N-terminal como C-terminal, en las proteínas pertenecientes a espe-

cies de hemicordados (Hemichordata), anélidos (Annelida), rotíferos (Roti-

fera), y nemátodos (Nematoda). Tampoco encontramos la presencia de moti-

vos di-leucina-like en especies de cnidarios (Cnidaria) (Figura 9).  

Estos resultados, junto con los análisis filogenéticos (Figura 7 y Figura 

8), corroboran que el surgimiento de la capacidad de reciclaje vesicular de los 

transportadores de glutamato es una innovación de animales bilaterados (Bi-

lateria). De esta manera, hemos descrito en términos evolutivos como proteí-

nas transportadoras de glutamato no vesiculares (GluTs) adquieren motivos 
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endocíticos que permiten el transporte de glutamato a través de vesículas 

(VGLUTs). 

 

Figura 9. Firmas moleculares presentes en las proteínas transportadoras de glutamato. Distribución de 
las diferentes firmas moleculares, incluyendo residuos de unión a glutamato (cuadrado morado), motivos 
endocíticos di-leucina-like (triángulo naranjo), residuos reguladores de cloruro (círculo amarillo) y proto-
nes (rombo calipso), y motivo poli-prolina, a lo largo de la evolución de los animales. Los círculos azules 
indican la presencia de las diferentes firmas moleculares en los diferentes grupos taxonómicos, mientras 
que los círculos blancos indican la ausencia de estas firmas. En la izquierda se muestra un cladograma 
con las relaciones filogenéticas de los distintos grupos taxonómicos de animales. En dicho cladograma 
se indica cuando fue la aparición de las diferentes firmas moleculares, así como las pérdidas de algunas 
de ellas en diferentes grupos taxonómicos, las que son representadas por cruces negras. Las siluetas 
de los organismos representantes de cada grupo taxonómico de animales fueron obtenidas desde Phy-
loPic (www.phylopic.org).  

 

5.2.4. Evolución del motivo poli-prolina en VGLUT1. 

La regulación de la frecuencia de liberación espontánea de vesículas si-

nápticas glutamatérgicas, así como la cantidad de vesículas dispuestas en el 

botón sináptico, están mediadas por la capacidad de formar y reciclar vesícu-

las cargadas con glutamato, proceso que utiliza las proteínas VGLUTs para 
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su llenado (Zhang et al., 2019). En mamíferos se ha descrito que un motivo 

presente en el extremo C-terminal de la proteína VGLUT1, pero no en 

VGLUT2 y VGLUT3 permitiría la regulación de este proceso (Santos et al., 

2014; Voglmaier et al., 2006). Este motivo se conoce como motivo poli-prolina 

y corresponde a una secuencia de al menos cuatro prolinas ubicadas secuen-

cialmente, las que permiten el reclutamiento de factores formadores de vesí-

culas, tales como la endofilina-A1 e intersectina-1 (Saksela & Permi, 2012; 

Szaszák et al., 2002; Zhang et al., 2019). También, se ha descrito, que, junto 

con las prolinas, es necesario la presencia de un residuo cargado positiva-

mente, seguido de este motivo, para su correcto funcionamiento (Saksela & 

Permi, 2012) 

Con lo anterior en mente, nos enfocamos en buscar motivos poli-prolina 

en los extremos C-terminal de las proteínas transportadoras de glutamato, 

tanto vesicular como no vesicular. Los análisis comparativos indican la pre-

sencia de 1 o 2 motivos, dependiendo de la especie analizada, poli-prolina(s) 

en el extremo C-terminal de las proteínas anotadas como VGLUT1, pero no 

en aquellas anotadas como VGLUT2 y VGLUT3 (Figura 10). Interesante-

mente, la presencia de estos motivos poli-prolina solamente fueron encontra-

dos en especies de mamíferos, lo que ratifica lo antes publicado (Foss et al., 

2013; Voglmaier et al., 2006) y sugeriría que proteínas transportadoras de glu-

tamato con esta firma molecular estarían presentes en especies con sistemas 

nerviosos más condensados y centralizados. (Figura 10). 
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Figura 10. Alineamiento del extremo C-terminal de proteínas transportadoras de glutamato en diferentes 
especies de mamíferos y anfibios. En verde se presenta el motivo di-leucina presente en el dominio C-
terminal de VGLUTs. La presencia de motivos poli-prolina es destacada en azul. El residuo cargado 
positivamente y que indica su naturaleza catiónica está indicado en rojo. La ausencia del residuo car-
gado en el primer motivo poli-prolina explicaría la funcionalidad de solo el segundo motivo poli-prolina 
en VGLUT1. Por otro lado, VGLUT2 y VGLUT3 de todas las especies no presentan dicho motivo. 

  

5.3. Determinación de la posible funcionalidad de los motivos di-leucina 

en VGLUTs de especies animales 

5.3.1. Análisis de interacción del motivo di-leucina-like de las pro-

teínas transportadoras de glutamato y el complejo adaptador AP-2. 

Para establecer la posible funcionalidad de los motivos di-leucina-like 

encontrados en esta investigación de las proteínas transportadoras de gluta-

mato de las distintas especies de animales analizadas, nos propusimos estu-

diar la interacción molecular de estos motivos con la proteína AP-2. Para ello, 

se realizaron predicciones de interacción molecular usando como modelo una 

estructura cristalizada de la proteína AP-2 en Mus musculus [PDB: 2JKR] 

(Byland et al., 2007; Kelly et al., 2008) y los motivos di-leucina-like de algunas 

especies representativas de los diferentes grupos taxonómicos de animales 

utilizados en esta tesis. Decidimos utilizar la estructura cristalizada [PDB: 

2JKR] porque se ha descrito un modelo de interacción de un motivo di-leucina 

(LL) proveniente desde la molécula CD4, y el complejo AP-2 (Kelly et al., 

2008), y así se ha descrito la importancia de un bolsillo hidrofóbico conformado 



43 
 

en AP-2 que contiene los aminoácidos V88, V98, Y62, los cuales interaccio-

nan con los residuos apolares en el motivo di-leucina (LL) (Kelly et al., 2008).  

Con esto en mente, realizamos distintos “docking” ciegos para determi-

nar la interacción molecular del motivo di-leucina-like con la totalidad de la 

proteína AP-2 (Figura 11 y Tabla Suplementaria 1). La interacción entre el 

motivo di-leucina-like de VGLUT1 de humanos y la proteína AP-2 entregó que 

la mejor interacción probable de este motivo ocurriría en el mismo bolsillo hi-

drofóbico descrito previamente (Kelly et al., 2008), interaccionando con los 

mismos residuos antes mencionados (Figura 11A).  

Del mismo modo, los “docking” ciegos de los motivos di-leucina-like de 

X. laevis (Vertebrata), Drosophila melanogaster (Ecdyzosoa), y Crassostrea 

gigas (Spiralia) con la proteína AP-2 de M. musculus ([PDB: 2JKR]), presen-

taron la misma conformación espacial en el bolsillo hidrofóbico (Figura 11A, 

11B, 11C, 11D). Asímismo, las interacciones moleculares entre el motivo di-

leucina-like de la especie de animal evolutivamente basal a Bilateria, Hofste-

nia miamia – Xenacoelomorfa, y la proteína AP-2 muestran que ocurriría la 

misma interacción que en las otras especies analizadas, sugiriendo la forma-

ción de enlaces hidrofóbicos con los residuos de AP-2 (Figura 11E) y el posible 

rol funcional de estos motivos di-leucina-like en el transporte de glutamato a 

través de vesículas en el ancestro común de los animales bilaterados hace 

unos 545 millones de años atrás (Erwin & Davidson, 2002).  Por lo tanto, se 

concluye que los motivos di-leucina-like encontrados en las distintas especies 

pertenecientes a los diferentes grupos taxonómicos de los animales, aunque 
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varíen en su composición aminoacídica, presentan una naturaleza similar per-

mitiendo la interacción con el complejo adaptador AP-2. Así, sería posible la 

participación de proteínas transportadoras con la capacidad de almacenar glu-

tamato en vesículas (VGLUTs), una característica que está presente en una 

amplia gama de especies de animales que observamos hoy en día (Figura 9). 
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Figura 11. Interacción molecular entre el motivo di-leucina-like de proteínas transportadoras de gluta-
mato y el complejo AP-2 en especies representativas de diferentes grupos taxonómicos. En los paneles 
A-D se presentan vistas estereoscópicas de la región de interacción. En cada panel, los aminoácidos 
del motivo di-leucina-like que interactúa con el complejo AP-2 se destacan en color azul, mientras que 
los residuos del complejo AP-2 se muestran en verde. Interacción molecular en (A) Homo sapiens (Ver-
tebrata), (B) Hofstenia miamia (Xenacoelomorpha), (C) Crassostrea gigas (Spiralia), y (D) Xenopus la-
evis (Vertebrata). (E) Representación gráfica de bolsillo hidrofóbico interaccionando con los residuos del 
motivo di-leucina-like de VGLUT1 de H. sapiens. 
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5.4. Señalización de glutamato durante neurulación 

5.2.1. Bloqueo farmacológico de VGLUTs usando Rose Bengal en 

embriones de X. laevis 

Para establecer si la expresión de VGLUTs durante la etapa de neurula-

ción tiene alguna implicancia en dicho proceso, y podría estar relacionada con 

la condensación del sistema nervioso, se utilizó el fármaco Rose Bengal (RB) 

que corresponde a un xanteno utilizado como colorante (Pietrancosta et al., 

2010). Además, se ha descrito que este bloqueador presenta una afinidad por 

los transportadores vesiculares de glutamato, inhibiendo su capacidad de au-

mentar el tamaño quantal de vesículas sinápticas (Ogita et al., 2001; 

Thompson & Chao, 2020).  

Para evaluar el efecto de Rose Bengal en el proceso de neurulación de 

X. laevis, se utilizaron embriones que alcanzaron el estadio de neurulación 

temprana (estadio 12.5), los cuales fueron incubados en distintas concentra-

ciones de Rose Bengal (0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 µM). Estos embriones (tanto el 

grupo control como los diferentes tratamientos) fueron mantenidos hasta que 

alcanzaran el término de la neurulación (estadio 20). Así, se pudo observar 

que los embriones incubados en distintas concentraciones de Rose Bengal no 

lograban el cierre del tubo neural, provocando que la placa neural no logre 

cerrarse por completo y dejando al descubierto el tejido neural en tiempos que 

ya debería haberse formado el tubo neural (Figura 12A). Este proceso se de-

nominó malformación del tubo neural (NTDs).  

También, se pudo generar una curva concentración-respuesta al com-

parar las concentraciones de RB con la incidencia de malformaciones en el 
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tubo neural. A partir de esta curva, se obtuvo una EC50 de 3.49±0.32 µM, en 

donde concentraciones menores 1 µM no lograban generar más de un 10% 

de malformaciones, mientras que a concentraciones mayores de 10 µM más 

del 95% de los embriones presentaba NTDs (Figura 12B). En efecto, al anali-

zar la apertura del tubo neural en relación con las distintas concentraciones 

de RB, fue posible establecer que mayores concentraciones de dicho com-

puesto provocan que el tubo neural se mantenga abierto, evitando que sus 

pliegues se unan en posición medial, lo que provoca que el proceso de neu-

rulación no se lleve a cabo completamente (Figura 12C). Con lo anterior, es 

posible establecer la importancia de los transportadores vesiculares de gluta-

mato como unos actores importantes en la formación del tubo neural en X. 

laevis, indicando que la señalización de glutamato participaría activamente en 

permitir la correcta migración de ectodermo neural para la formación del tubo 

neural.  
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Figura 12. Efecto del tratamiento con Rose Bengal durante el proceso de neurulación en X. laevis. (A) 
Efecto fenotípico en el cierre del tubo neural a distintas concentraciones de RB. (B) Curva concentra-
ción-respuesta del tratamiento con RB, provocando defectos del tubo neural (NTDs). (C) Cuantificación 
de la apertura del tubo neural en relación con la concentración de RB utilizada en el tratamiento durante 
el proceso de neurulación. 

 

5.2.2. Alteraciones en migración latero medial provocada por Rose 

Bengal durante neurulación 

Una vez establecido el aumento de incidencia de NTDs provocado por 

el bloqueo de los transportadores vesiculares de glutamato usando Rose Ben-

gal, se realizó un estudio en lupa óptica para establecer qué ocurre con la 

migración celular de aquellos precursores neuronales alterados por el bloqueo 
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de VGLUTs. Dado que los embriones de X. laevis presentan células pigmen-

tadas, fue posible realizar un seguimiento de aquellas células durante un pe-

riodo de 3 horas, fotografiando cada 60 segundos. Esto fue realizado en em-

briones en condición control y con incubación en RB a una concentración de 

3 µM. De esta manera, detectamos un cambio en la dirección de la migración 

de las células ectodermales pigmentadas (Figura 13). En condición normal, 

es decir, sin tratamiento con RB, las células pigmentadas presentan una mi-

gración latero medial, provocando la elongación del embrión y llevando al cie-

rre de la placa neural formando así el tubo neural (Figura 13A). Sin embargo, 

la dirección de la migración con RB cambia, esta vez en dirección anteropos-

terior, provocando que los pliegues que se unirían en la línea medial del em-

brión no logren unirse, lo que lleva a que el tubo neural se mantenga abierto 

(Figura 13B). Si bien hay una tendencia de movimiento hacia la línea media, 

este cambio de dirección acerca las células en menor manera significativa-

mente, con una migración promedio de 100 µm (Figura 13C). Estos resultados 

permiten establecer que la manera en la cual la señalización de glutamato 

participa en la etapa de neurulación es regulando la dirección de la migración 

para que ocurra el cierre del tubo neural (Figura 13). 
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Figura 13. Efecto del tratamiento con RB en la migración lateromedial en embriones de X. laevis. (A) 
embrión de X. laevis indicando la dirección de migración de las células pigmentadas en una dirección 
lateromedial. Esta condición corresponde al control. (B) embrión de X. laevis indicando la migración de 
las células pigmentadas en dirección anteroposterior, luego de incubarlo en RB a una concentración de 
3 µM. (C) determinación de la distancia de migración en µm entre las células pigmentadas de embriones 
tratados con RB y aquellos que no fueron tratado con el fármaco. Los asteriscos indican que existe una 
diferencia significativa en la migración celular al aplicar prueba estatistica t-student (p<0.05).  
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5.2.3 Cambio en comportamiento epileptogénico por bloqueo 

parcial de VGLUT durante neurulación 

Dado que no existen mayores efectos en el cierre del tubo neural provo-

cado por concentraciones bajas de RB (Figura 13), se realizaron estudios de 

comportamiento en embriones de X. laevis que recibieron tratamientos con 

RB a concentraciones de 1 µM. Esto fue realizado durante la etapa de neuru-

lación (estadios 12.5 al 20) y se permitió a los embriones llegar hasta el esta-

dio de renacuajo (estadio 42).  

Para el estudio de comportamiento se realizó una prueba de epileptogé-

nica inducida por pentilenotetrazole (PTZ), usualmente utilizada para la induc-

ción de convulsiones en modelos como X. laevis debido a su capacidad de 

desregular señales excitatorias e inhibitorias (James et al., 2015). Inicial-

mente, se estableció un estudio comparativo entre concentraciones de 7, 10 

y 15 mM de PTZ para establecer el tiempo en que demora la generación de 

convulsiones en renacuajos de X. laevis. Las concentraciones de 7 mM toma-

ron 463,3±3,3 seg en generar convulsiones, mientras que a 10 mM las con-

vulsiones se generaron a los 390,7±1,7 y a 15 mM a los 333,7±1,2 seg. A 

partir de estos resultados, se decidió emplear la concentración de 10 mM; en 

todos los casos, un aumento de la movilidad de los embriones fue observada 

durante los tratamientos con PTZ (Figura 14)  
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Figura 14. Validación del tratamiento con PTZ en renacuajos de X. laevis. Los renacuajos fueron trata-
dos con distintas concentraciones de pentilenotetrazol (PTZ) y se cuantificó el tiempo transcurrido desde 
la administración hasta la generación de convulsiones. Los asteriscos indican que existe una diferencia 
significativa en el tiempo necesario para una convulsión en los embriones, obtenida por prueba estadís-
tica t-student (p<0.05).  

 

Para establecer si el tratamiento con RB durante el proceso de neurula-

ción provoca cambios en el tiempo necesario para que ocurra una convulsión, 

se comparó la formación de una convulsión, descrita como una forma de “C”, 

donde la cola del renacuajo se toca con su cabeza (Figura 15A) (James et al., 

2015). De estos análisis, se observó que el tiempo necesario para que ocurra 

una convulsión en los renacuajos de la condición control corresponde a 

349,8±20,3 seg, mientras que los renacuajos sometidos a RB (condición tra-

tamiento) tuvieron una convulsión a los 215,0±2,8 seg (Figura 15B). 

Para establecer cómo cambiaban los parámetros de movilidad de los re-

nacuajos tratados con PTZ, se realizó un seguimiento durante 10 minutos de 
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tratamiento con dicha droga y se analizaron los parámetros de distancia reco-

rrida, velocidad media y velocidad máxima, realizando mediciones cada 2 mi-

nutos de grabación.  

Por otra parte, se realizaron grabaciones de 10 minutos a los renacuajos 

tratados con PTZ, aplicando la droga luego de transcurrido 2 minutos. En es-

tos casos, se adicionó el fármaco hasta alcanzar una concentración de 10 mM. 

No se pudo detectar mayores cambios en la velocidad máxima obtenida por 

el tratamiento con PTZ en ambos casos, con y sin tratamiento con RB; sin 

embargo, se detectaron cambios en la distancia recorrida (Figura 15D). Trans-

curridos 2 minutos, los renacuajos tratados con RB durante el proceso de neu-

rulación recorrían mayores distancias en comparación a los controles sin tra-

tamiento en neurulación, la cual transcurrido ocho minutos post-tratamiento 

con PTZ, alcanzaron valores similares (Figura 15C, 15D). Estos resultados 

permiten describir que el bloqueo parcial de VGLUTs, si bien altera la dispo-

sición de los NPC presentes en el cerebro en desarrollo, no produce mayores 

cambios en el comportamiento normal de un renacuajo. Sin embargo, existiría 

una mayor sensibilidad para desencadenar comportamiento epiletogénicos, 

disminuyendo el tiempo para la generación de convulsiones y aumentando la 

distancia que recorrerían en respuesta al desafío (Figura 15E). 
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Figura 15. Efecto en el comportamiento epileptogénico en renacuajos de X. laevis tratados con RB 
durante el proceso de neurulación. (A) Esquematización del efecto epileptogénico provocado por penti-
lenotetrazol (PTZ) en renacuajos de X. laevis. (B) Tiempo necesario para la generación de convulsiones 
en renacuajos controles y tratados con RB 1 µM. (C, D) Efecto en el comportamiento de renacuajos, 
representado por velocidad de movimiento y distancia recorrida, controles y tratados con RB 1µM. (E) 
Representación del recorrido acumulado realizado por los renacuajos de los grupos controles y trata-
mientos, expuestos a PTZ durante los 2 primeros minutos y luego de transcurridos 8 minutos de expo-
sición.  
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DISCUSIÓN 
 

 

 

6.1. Malformaciones en desarrollo embrionario 

En los últimos años, los esfuerzos para disminuir la incidencia de defec-

tos del tubo neural en recién nacidos se han enfocado en la suplementación 

de ácido fólico en la dieta de la madre embarazada, esfuerzos que si bien han 

disminuido la incidencia de dichos defectos, la tasa de nacidos vivos con mal-

formaciones al tubo neural sigue en números elevados, con una prevalencia 

de 15 a 23 niños por cada 10.000 nacimientos vivos (Blencowe et al., 2018b). 

Además, con la reciente propuesta de que las transcientes de calcio detecta-

das durante el desarrollo temprano estarían reguladas por glutamato 

(Sequerra et al., 2018), se pueden proponer vías alternativas para el estudio 

y control de este proceso, de tal manera que puedan generarse mecanismos 

nuevos de control para disminuir la incidencia de estas malformaciones. 

Adicionalmente, la incidencia de estas malformaciones aumenta cuando 

factores ambientales interceden con el desarrollo normal embrionario; entre 

ellas, el uso de drogas antiepilépticas en el embarazo aumenta la incidencia 

de distintas patologías, como defectos al corazón, formación de labio leporino 

y malformaciones al desarrollo del sistema nervioso central, denominadas de-

fectos del tubo neural (Kallen et al., 1989; Wallingford et al., 2013). Estos efec-

tos teratogénicos fueron probados previamente en embriones de Xenopus la-

evis, observando que existe una mayor incidencia de estos defectos del tubo 

neural al exponer embriones a drogas antiepilépticas como ácido valproico 
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(Sequerra et al., 2018), así como también el aumento de la predisposición a 

la generación de convulsiones (James et al., 2015). Lo anterior, correlacionán-

dose con la información epidemiológica, donde la incidencia de malformacio-

nes al tubo neural aumentan en un 10% frente al uso de drogas antiepilépticas 

durante el embarazo (Werler et al., 2011). 

Esta información en conjunto propone la importancia de la señalización 

no clásica encargada de la regulación del proceso de neurulación, principal-

mente, el rol del glutamato durante el desarrollo embrionario. Como se men-

cionó previamente, la señalización de glutamato estaría regulando el proceso 

de neurulación, a través de la activación de receptores de glutamato (NMDAr), 

como la formación de glutamato a partir de glutamina (Benavides-rivas et al., 

2020). De esta manera, el proceso de liberación de glutamato permanece 

inexplorado para explicar cómo se realiza esta comunicación celular que rela-

cione ambos procesos. 

  

6.2. Señalización de glutamato durante el desarrollo embrionario 

Considerando los resultados obtenidos previamente en el Laboratorio 

para Desarrollo Neural, es posible detectar el comienzo de expresión de efec-

tores pre-sinápticos durante la etapa de neurulación en X. laevis; es decir, en 

estadios de desarrollo en donde la sinapsis aún no ocurre (Por publicar). Así, 

se puede proponer que la activación de receptores que aumentan transcientes 

de calcio en células precursoras neuronales se debería a la participación de 

transportadores vesiculares de glutamato.  
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Para evaluar dicha propuesta, se utilizaron bloqueos farmacológicos de 

VGLUTs usando Rose Bengal (RB). Esta molécula es un colorante hidrofó-

bico, capaz de atravesar la membrana plasmática, que puede actuar como un 

inhibidor no competitivo de VGLUT (en vesículas aisladas, posee una Ki de 

25 nM) (Pietrancosta et al., 2010, 2020); además, se ha descrito que posee la 

capacidad de disminuir la cantidad de glutamato liberado desde las vesículas 

sinápticas en una manera dependiente de potencial de acción y calcio intra-

celular (Ogita et al., 2001). Así, el sitio de interacción de RB con VGLUT2 se 

ubicaría en los extremos de dominios transmembrana, uniéndose a residuos 

como H199, P196, M296 y L293 (Thompson & Chao, 2020).  

Los tratamientos de embriones con RB permitieron observar la formación 

de diferentes grados de malformación en el tubo neural. Por ejemplo, obtuvi-

mos un aumento de la incidencia de NTDs frente a mayores concentraciones 

de RB, reafirmando la propuesta inicial que el glutamato participa en el pro-

ceso de neurulación, y a su vez, lo realiza a través de la liberación vesicular 

mediada por VGLUTs. Junto con ello, el aumento del bloqueo al incrementar 

las concentraciones del inhibidor genera mayores malformaciones, incluso 

con letalidad en embriones que fueron incubados con cantidades de droga 

que inhibieran por completo la actividad vesicular; por esto, se propone que 

los precursores neuronales realizan una comunicación celular similar a la ob-

servada en la sinapsis ya formada, sin tener que denominarse como tal.  

Por otro lado, la participación del glutamato durante la etapa de neurula-

ción podría deberse no solamente a su liberación vesicular, sino también por 
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la comunicación celular generada por la formación de uniones comunicantes, 

las cuales están formadas por la interacción de proteínas comunicantes lla-

madas conexinas (Alsarraf et al., 2017; Gaete et al., 2014; Vicario et al., 2017). 

En el cerebro adulto humano, las conexinas permiten el paso de diferentes 

moléculas de señal, como el ATP, glutamato, entre otros (Mayorquin et al., 

2018). Así, el glutamato a nivel intracelular puede ser convertido el α-cetogru-

tarato, regulando procesos metabólicos y promoviendo la proliferación celular, 

uno de los eventos esenciales durante la etapa de neurulación (Lukey et al., 

2016; Rumping et al., 2019). Estas conexinas, en especial la Conexina 32 y 

46, están expresadas durante el proceso de neurulación y presentan una fun-

ción relevante durante el desarrollo neural en donde su bloqueo provoca a su 

vez malformaciones en el tubo neural en embriones de X. laevis. (Tesis Ma-

riana Tovar, Magister Bioquímica y Bioinformática). 

El bloqueo parcial de la comunicación mediada por VGLUTs, si bien ge-

neró malformaciones en el tubo neural, no impide el desarrollo del organismo. 

Por ello, se buscó establecer si esta deficiencia durante la neurulación implica 

también efectos en la funcionalidad del cerebro en formación. Diferentes au-

tores han propuesto que la exposición a drogas antiepilépticas, como el ácido 

valproico, puede aumentar el riesgo de padecer enfermedades que se rela-

cionan al déficit en la formación de circuitos neuronales, como es en el caso 

del Desorden de Espectro Autista (Abrahams & Geschwind, 2008; Krey & 

Dolmetsch, 2007; Pratt & Khakhalin, 2013). Por lo tanto, es posible relacionar 

que alteraciones durante el cierre del tubo neural podría provocar alteraciones 

en la formación de estos circuitos (Abrahams & Geschwind, 2008). De esta 
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manera una migración alterada durante neurulación (Figura 13) podría expli-

car el motivo por el cual la susceptibilidad a la formación de convulsiones es-

timulada por pentilenotetrazol es mayor en renacuajos tratados previamente 

con Rose Bengal. 

  

6.3. Evolución del transporte vesicular glutamatérgico 

Los VGLUTs cumplen funciones primordiales en el cerebro adulto, parti-

cipando en la sinapsis glutamatérgica en neocorteza, cerebelo, hipotálamo y 

la corteza cerebral (Liguz-Lecznar & Skangiel-Kramska, 2007). El almacenaje 

vesicular de glutamato está altamente regulado por mecanismos moleculares, 

usando fuerzas motrices asociadas a protones y electroquímicas mediadas 

por cloruro que permiten regular el llenado vesicular (Schenck et al., 2009; 

Takamori, 2016; Wojcik et al., 2004; Wu et al., 2007) 

La participación de VGLUTs en el proceso de neurulación y las malfor-

maciones provocadas por su bloqueo podría proponer la importancia de estos 

transportadores de glutamato en la generación del sistema nervioso 

(Benavides-Rivas et al., 2020; Sequerra et al., 2018). Así, la disparidad de la 

señalización de glutamato durante el desarrollo embrionario podría relacio-

narse con la correcta formación del sistema nervioso. Entonces, se podría 

proponer que, si la señalización glutamatérgica está ausente en algunas es-

pecies de animales, el sistema nervioso debería presentarse y/o desarrollarse 

de manera diferente. De hecho, diferentes proteínas envueltas en la transmi-

sión sináptica glutamatérgica surgen tempranamente durante la evolución de 
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los animales (Arendt, 2020; Varoqueaux & Fasshauer, 2017), y por ello, se ha 

propuesto que la comunicación sináptica ya estaba presente en el último an-

cestro común de los animales (Burkhardt, 2015; Martín-Durán et al., 2018; 

Ryan & Grant, 2009). Sin embargo, hasta ahora no se ha explorado si existe 

alguna relación entre el proceso sináptico glutamatérgico y la sofisticación o 

complejización del sistema nervioso en animales.  

Los transportadores de soluto (SLC) son proteínas de membranas que 

regulan el paso de sustancia a través de membranas celulares, y han sido 

clasificados en 43 familias en los seres humanos (Hediger et al., 2004). Estu-

dios filogenéticos han descrito que los transportadores de soluto tienen una 

gran afinidad filogenética, sugiriendo que las diferentes familias de estos 

transportadores provienen de un ancestro común (Fredriksson et al., 2008; 

Hoglund et al., 2011). Por lo tanto, es posible esperar que los miembros de 

esta familia de transportadores presenten firmas moleculares que permitan 

entender la compleja y diversa funcionalidad de estos transportadores.  

En efecto, en esta tesis, fue posible detectar que en la familia SLC17 la 

interacción con aniones (fosfatos, glutamato, entre otros) correspondería a la 

función ancestral de esta familia (Figura 7), observada hasta el día de hoy en 

los transportadores de fosfato (SLC17A1-4) (Iharada et al., 2010). Posterior-

mente, nuestros análisis muestran que duplicaciones y pérdidas de miembros 

de esta familia, de una manera especie-específica, dio origen a nuevos trans-

portadores que tuvieron la capacidad de expresarse diferencialmente en dis-

tintos tejidos, como es el caso de los transportadores de nucleótidos (VNUTs) 
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y sialina (Moriyama et al., 2017; Sawada et al., 2008). Los análisis filogenéti-

cos (Figuras 7 y 8) indicarían que los transportadores de sialina, un transpor-

tador de soluto que ya presenta afinidad por glutamato (Miyaji et al., 2011), 

tienen una gran cercanía evolutiva con los transportadores de glutamato, los 

cuales se expresan en el sistema nervioso (Liguz-Lecznar & Skangiel-

Kramska, 2007). 

Durante la evolución, las proteínas sufren mutaciones que van permi-

tiendo la generación de residuos o dominios funcionales que permiten su di-

versificación funcional (Escriva et al., 2006). En el caso de los transportadores 

de glutamato, la aparición de residuos y dominios funcionales asociados a la 

unión y regulación de glutamato ocurrió en el último ancestro común de Eu-

metazoa (cnidarios + animales bilaterados) (Figura 7). No obstante, la capaci-

dad de formar vesículas y permitir el reciclaje vesicular del glutamato surgió 

en el último ancestro común de Bilateria (animales bilaterados) (Figura 7). Los 

orígenes evolutivos de los transportadores de glutamato determinados en esta 

tesis tiene cierta correlación con la evolución del sistema nervioso en animales 

(Bucher & Anderson, 2015; Holland, 2015), y se podría especular que la ca-

pacidad de movilizar glutamato mediante vesículas estaría relacionado con la 

aparición de estructuras nerviosas más sofisticadas y condensadas. 

Los análisis de firmas/señales e interacción molecular permiten relacio-

nar la actividad endocítica de los transportadores vesiculares de glutamato 

descrita en mamíferos (Foss et al., 2013; Li et al., 2020; Zhang et al., 2019) , 

con la que estaría presente en otras especies de animales. Por ejemplo, la 



62 
 

falta de estos motivos endocíticos provocarían una incapacidad de reciclar el 

glutamato de manera vesicular, por lo tanto, aquellas especies de animales 

que carecen de estos motivos no podrían realizar dicha función. Si bien esto 

es lo que indican los resultados bioinformáticos de esta tesis, no podemos 

descartar que aquellas especies sin motivos endocíticos puedan reciclar vesi-

cularmente el glutamato mediante algún otro mecanismo. Para ello, es nece-

sario realizar futuros estudios que puedan ahondar en mayor profundidad en 

este tema de investigación.  

Por otro lado, en especies de mamíferos se ha demostrado la presencia 

de una regulación sináptica más sofisticada mediante el uso del motivo poli-

prolina (Szaszák et al., 2002; Zhang et al., 2019). Esto ha sido reportado ex-

clusivamente para la proteína VGLUT1, en donde el uso del motivo poli-prolina 

permite regular la frecuencia de liberación vesicular (Zhang et al., 2019). 

Nuestros resultados indican que esta capacidad de regulación de la liberación 

vesicular es una característica exclusiva de los mamíferos (Figuras 9 y 10), ya 

que son las únicas especies de vertebrados que presentan este tipo de moti-

vos. La ausencia de este residuo cargado positivamente en el motivo poli-

prolina no facilitaría la interacción de este motivo con factores regulatorios de 

endocitosis (Foss et al., 2013; Santos et al., 2014; Zhang et al., 2019). 

Cabe destacar que en esta tesis no fue abordado filogenéticamente la 

evolución de los transportadores plasmáticos de glutamato o EAATs. Si bien 

estos transportadores se han descrito como participantes activos de la sinap-
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sis, ubicándose en las células gliales y regulando las concentraciones de neu-

rotransmisores en el espacio sináptico (Liang et al., 2008)(Perea et al., 

2009)(Blutstein & Haydon, 2014), estos transportadores provienen de una fa-

milia de transportadores diferente a los VGLUTs, siendo miembros de la fami-

lia de transportadores de soluto 1 o SLC1 (Grewer et al., 2014; Mim et al., 

2005). Hasta el momento, estudios filogénicos de SLC1 han demostrado como 

eventos de reorganización y duplicación del genoma de las especies de cor-

dados lleva a diferentes pérdidas o preservaciones de miembros de SLC1 

(Gesemann et al., 2010). Sin embargo, no hay estudios a nivel de especies 

de eucariontes que describan la historia evolutiva de dicha familia en el con-

texto de la evolución del sistema nervioso, lo que propone una interesante 

área para correlacionar y comparar con la evolución de los VGLUTs propuesta 

en esta tesis.  

6.4. Relación ontogenia-filogenia y transportadores vesiculares de glu-

tamato (VGLUTs) 

En el campo de la Biología del Desarrollo y Evolución es altamente cues-

tionado si la ontogenia recapitula la filogenia (Heldstab et al., 2020; Ohno, 

1995). Es bien sabido que una gran cantidad de genes son evolutivamente 

conservados entre la mayoría de las especies de animales (Danchin et al., 

2006; Jayaswal et al., 2017; Siepel, 2005), y que la maquinaria regulatoria 

presente durante la ontogenia activa o reprime diferidamente estos genes en 

distintas especies de animales, permitiendo la formación y diferenciación de 

tejidos, órganos y sistemas (García et al., 2007; Pollet et al., 2005). Estudios 
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previos han propuesto que ciertos rasgos de individuos que emergen tem-

prano en su historia evolutiva, también tienden a expresarse tempranamente 

durante el desarrollo (Clune et al., 2012). Así mismo, se ha hipotetizado que 

los cambios ocurridos durante la ontogenia de un organismo podrían típica-

mente alterar su desarrollo posterior, y que cambios más tempranos podrían 

ser incluso más disruptivos (Clune et al., 2012; Mayr, 1994). Así, los organis-

mos que mantenían estos rasgos ancestrales tendrían una ventaja selectiva, 

más si lo presentarán en estadios tempranos de su desarrollo embrionario 

(Mayr, 1994). 

En el caso de la evolución del sistema nervioso y su maquinaria neuronal 

en animales, la historia evolutiva es interesantemente secuencial (Laundon et 

al., 2019; Varoqueaux & Fasshauer, 2017). En la pre-sinapsis, la acumulación 

de vesículas secretoras expectantes al influjo de calcio extracelular ha sido 

observada en coanoflagelados (Laundon et al., 2019), organismos unicelula-

res más cercanos a las especies de animales que observamos hoy en día. 

Más adelante en la evolución de animales, la exclusividad de proteínas sináp-

ticas como sinaptotagmina (Varoqueaux & Fasshauer, 2017), la diversificación 

de canales de calcio exclusivos para sinapsis (Simms & Zamponi, 2014), y la 

detección transcritos de transportadores de neurotransmisores en animales 

con un sistema nervioso en forma de red neuronal (Ctenophora: ctenóforos) o 

incluso que no posee un sistema nervioso definido (Porifera: esponjas mari-

nas) (Lawal & Krantz, 2013), indicarían que la maquinaría transcripcional y 

celular para el envío de información a través de tejidos especializados estaba 
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presente en el planeta desde hace unos 750 millones de años atrás. Sin em-

bargo, estos estudios se enfocan en expresión génica (Laundon et al., 2019; 

Lawal & Krantz, 2013; Simms & Zamponi, 2014; Varoqueaux & Fasshauer, 

2017), pero fallan en establecer si aquellas proteínas presentes en dichas es-

pecies cumplirían la función que se le atribuye actualmente o si contienen los 

residuos y motivos funcionales que han sido descubiertos en sistemas mode-

los mayormente estudiados, como por ejemplo los humano, ratones, y ranas 

(Benavides-Rivas et al., 2020; Li et al., 2020; H. Li et al., 2017; Liguz-Lecznar 

& Skangiel-Kramska, 2007; Mackenzie et al., 2008a; Nickel, 2010; Sequerra 

et al., 2018). 

Bajo estos mismos enunciados, los análisis filogenéticos y firmas mole-

culares podrían entregar una perspectiva más profunda de la evolución del 

sistema nervioso en animales. Siendo la neurulación, o la formación de un 

sistema nervioso condensado y organizado, una de las características más 

importantes de los animales vertebrados (Abdul-Wajid et al., 2015; Smith, 

1997; Ybot-Gonzalez et al., 2007), interrumpir o alterar su formación normal 

guiada por la señalización de glutamato, lleva a la formación de fenotipos con 

desventajas selectivas, los cuales no serían viables (Figura 13) y no permitiría 

la perpetuación de una especie. Entonces, la importancia de entrelazar la on-

togenia con la filogenia es clave para entender la evolución. En esta tesis, 

proponemos que la señalización de glutamato desde la neurulación indicaría 

su participación en el establecimiento de sistemas nerviosos condensados y 

sofisticados, la cual no debería estar presente en aquellas especies que no 

presentan sistemas nerviosos tan elaborados (Figura 9). Esto es apoyado por 
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nuestros resultados los que muestran que especies de ciertos grupos taxonó-

micos no presentan los dominios y motivos necesarios para transportar gluta-

mato de forma vesicular. Las especies que carecen la capacidad de reciclaje 

vesicular tienen sistemas nerviosos relativamente simples en forma de red 

nervioso (cnidarios) (Grimmelikhuijzen & Westfall, 1995) o ganglios difusos 

(nemátodos) (Schafer, 2016), mientras que especies que si tiene esta capaci-

dad tienen sistemas nerviosos más complejos con la presencia de condensa-

ción de ganglios y/o cerebro (Buchanan & Tranel, 2009; Greene & Copp, 2009; 

Spitzer, 2006) (Figura 16). 

 

Figura 16. Posible escenario evolutivo de la sofisticación de la señalización de glutamato y la evolución 
de la condensación del sistema nervioso en animales. 
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CONCLUSIÓN 
 

 

 

En esta tesis se analizó, por primera vez, la participación de transporta-

dores vesiculares de glutamato durante el proceso de neurulación, utilizando 

de modelo in vivo huevos de Xenopus laevis, así como la determinación de la 

historia evolutiva y funcional de los transportadores VGLUTs en animales. 

A partir de los resultados de esta tesis, se puede concluir que: 

1. Los transportadores de glutamato se pueden clasificar en no vesicu-

lares y vesiculares, siendo los primeros presentes desde el último ancestro 

común de Eumetazoa (cnidarios + animales bilaterados), mientras que los se-

gundos emergieron cuando habitaba el último ancestro común de Bilateria 

(animales bilaterados) hace unos 550 millones de años.  

2. La posterior evolución de estos transportadores estuvo asociada a la 

ganancia de firmas moleculares, en forma de residuos y motivos funcionales 

que permitieron la sofisticación del transporte vesicular de glutamato, reflejada 

en la capacidad de formar, reciclar y regular la acción de vesículas como parte 

del sistema de transporte de glutamato en especies que habitan hoy en día 

nuestro planeta. 

3. La señalización de glutamato, mediada por VGLUTs, participa durante 

la neurulación regulando la migración de las células de la placa neural para la 

formación del tubo neural. 
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4. Impedimentos en el cierre del tubo neural provocado por el bloqueo 

de la señal glutamatérgica lleva a la formación de defectos del tubo neural, 

que pueden ser de severos a leves. 

5. El bloqueo de VGLUTs, que no generan defectos visibles, puede pro-

vocar a su vez alteraciones en el comportamiento, en este caso, epileptogé-

nico.  
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ANEXOS 
 

 

 

Figura S1. Árbol filogenético basado en análisis de Máxima Verosimilitud de las miembros de la familia 
de transportadores de solutos 17 o SLC17. En círculos punteados se agrupan las secuencias ortólogas 
a los miembros de esta familia: SLC17A-4, Transportadores de Fosfato; SLC17A5, Sialina; SLC17A6-
8, Transportadores Vesiculares de Glutamato o VGLUTs; SLC17A9. Transportador Vesicular de Nu-
cleótidos o VNUT. 
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Figura S2. Árbol filogénico basado en Inferencia Bayesiana de las proteínas transportadoras de gluta-
mato de animales. En cada nodo se presenta el valor estadístico asignado a cada clado formada.  
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Tabla S1. Especies utilizadas para análisis filogenéticos y estructurales, junto con la base de datos o 
repositorio utilizado para obtener sus secuencias de proteínas.  

Código Interno Especie Base de datos utilizada 

Mmul   Macaca mulatta  Ensembl vertebrates 

Csab   Chloroceus sabaeus  Ensembl vertebrates 

Cjac   Callithrix jacchus   Ensembl vertebrates 

Cpor   Cavia porcellus  Ensembl vertebrates 

Hgla   Heterocephalus glaber  Ensembl vertebrates 

Ocun   Oryctolagus cuniculus  Ensembl vertebrates 

Tbel   Tupaia belangeri  Ensembl vertebrates 

Btau   Bos Taurus  Ensembl vertebrates 

Sscr   Sus scrofa  Ensembl vertebrates 

Cfam   Canis familiaris  Ensembl vertebrates 

Fcat   Felis catus  Ensembl vertebrates 

Mput   Mustela putorius furo  Ensembl vertebrates 

Mdom   Monodelphis domestica  Ensembl vertebrates 

Shar   Sarcophilus harrisii  Ensembl vertebrates 

Ttru   Tursiops truncatus  Ensembl vertebrates 

Oana   Ornithorhynchus anatinus  Ensembl vertebrates 

Hsap   Homo Sapiens Ensembl vertebrates 

Rnor   Rattus norvegicus Ensembl vertebrates 

Nper   Nothoprocta perdicaria  Ensembl vertebrates 

Dnov   Dromaius novaehollandiae  Ensembl vertebrates 

Ggal   Gallus gallus  Ensembl vertebrates 

Tgut   Taeniopygia guttata  Ensembl vertebrates 

Acar   Anolis carolinensis  Ensembl vertebrates 

Pvit   Pogona vitticeps  Ensembl vertebrates 

Psin   Pelodiscus sinensis  Ensembl vertebrates 

Amex   Ambystoma mexicanum  https://www.axolotl-omics.org/ 

Xlea   Xenopus leavis  Xenbase 

Xtro   Xenopus tropicalis  Ensembl vertebrates 

Trub   Takifugu rubripes  Ensembl vertebrates 

Drer   Danio rerio  Ensembl vertebrates 

Aper   Amphiprion percula  Ensembl vertebrates 

Tngv   Tetraodon nigroviridis  Ensembl vertebrates 

Onil   Oreochromis niloticus  Ensembl vertebrates 

Lcha   Latimeria chalumnae  Ensembl vertebrates 

Ebur   Eptatretus burgeri  Ensembl vertebrates 

Pmar   Petromyzon marinus  Ensembl vertebrates 

Bflo   Branchiostoma floridae  https://genome.jgi.doe.gov/ 

Blan   Branchiostoma lancealatum  http://amphiencode.github.io 

Cint   Ciona intestinalis  Ensembl vertebrates 
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Oiko   Oikopleura dioica  http://www.genoscope.cns.fr 

Csav   Ciona savignyi  Ensembl vertebrates 

Skow   Saccoglossus kowalevskii  OIST Molecular Genomics 

Pfla   Ptychodera flava  OIST Molecular Genomics 

Tnig   Tetrapygus niger           

Lvar   Lytechinus variegatus  Echinobase 

Pmin   Patiria minata  Echinobase 

Spur  
 Strongylocentrotus purpura-
tus  Ensembl Metazoa 

Ctel   Capitella teleta Ensembl Metazoa 

Hrob   Helobdella robusta  Ensembl Metazoa 

Pfuc   Pinctada fucata  OIST Marine Genomics Unit 

Lgig   Lottia gigantea  Ensembl Metazoa 

Cgig   Crassostrea gigas  Ensembl Metazoa 

Octo   Octopus bimaculoides  Ensembl Metazoa 

Ngen   Notospermus geniculatus  OIST Marine Genomics Unit 

Paus   Phoronis australis  OIST Marine Genomics Unit 

Lana   Lingula anatina  Ensembl Metazoa 

Emul   Echinococcus multicularis  WormBase ParaSite 

Hmic   Hymenolepsis microstoma  WormBase ParaSite 

Smed   Schimedtea mediterranea  WormBase ParaSite 

Mlig   Macrostomum lignano  WormBase ParaSite 

Sman   Schistosoma mansoni  Ensembl Metazoa 

Ilin   Intoshia linei  NCBI 

Hduj   Hypsibius dujardini  tardigrades.org 

Rvar   Ramazzottius varieornatus  tardigrades.org 

Hmia  
 Hofstenia miamia  

http://srivastavalab.rc.fas.har-
vard.edu/ 

Pnai   Praesagitifera naikaiensis  OIST Marine Genomics Unit 

Avag   Adineta vaga  Ensembl Metazoa 

Bmal   Brugia malayi  Ensembl Metazoa 

Cele   Caenorhabditis elegans  Ensembl Metazoa 

Lloa   Loa  Ensembl Metazoa 

Ovol   Onchocerca volvulus  Ensembl Metazoa 

Ppac   Pristionchus pacificus  Ensembl Metazoa 

Tspi   Trichinella spiralis  Ensembl Metazoa 

Srat   Strongyloides ratti  Ensembl Metazoa 

Tcas   Tribolium castaneum  Ensembl Metazoa 

Agam   Anopheles gambiae  Ensembl Metazoa 

Dmel   Drosophila melanogaster  Ensembl Metazoa 

Amel   Apis mellifera  Ensembl Metazoa 

Nvit   Nasonia vitripennis  Ensembl Metazoa 

Hmel   Heliconius melpomene  Ensembl Metazoa 
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Phum   Pediculus humanos  Ensembl Metazoa 

Dpul   Daphnia pulex  Ensembl Metazoa  

Isca   Ixodes scapularis  Ensembl Metazoa 

Smar   Strigmia maritima  Ensembl Metazoa 

Nvec   Nematostella vectensis  Ensembl Metazoa 

Hmag   Hydra magnipapillata  Compagen 

Adig   Acropora digitifera  OIST Marine Genomics Unit 

Aaur   Aurelia aurita  OIST Marine Genomics Unit 

Mvir   Morbakka virulenta  OIST Marine Genomics Unit 

Aque   Amphimedon queenslandia  Ensembl Metazoa 

Lcom   Leucosolenia complicata  Compagen 

Ocar   Oscarella carmela  Compagen 

Scil   Sycon ciliatum  Compagen 

Mlei   Mnemiopsis leidyi  Ensembl Metazoa 

Pbac   Pleurobranchia bachei  Neurobase 

Mbre   Monosiga brevicolis  Ensembl Protist 

Sros   Salpingoeca rosetta  Ensembl protist 

Cowc   Capsaspora owczarzaki  Ensembl protist 

Scer   Saccharomyces cerevisiae  Ensembl Fungi 

Ncra   Neurospora crassa  Ensembl Fungi 

Amus   Amanita muscaria  Ensembl Fungi 

Anig   Asperguillus niger  Ensembl Fungi 

Atha   Arabidopsis thaliana  Ensembl Plants 

Osat   Oryza sativa  Ensembl Plants 

Natt   Nicotiana attenuata  Ensembl Plants 

Zmay   Zea mays  Ensembl Plants 

Csat  
 Cannabis sativa  

http://genome.ccbr.uto-
ronto.ca/downloads.html 

Esil   Ectocarpus siliculosus  Joint Genome Institute 
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Tabla S2. Estadísticas de los valores de energía (ΔG) obtenidos en “docking” ciego del motivo di-leu-
cina-like de diferentes especies de animales con la proteína AP-2 de Mus musculus.  

  Mean SD SEM 

A. queenslandica -4,933 0,2082 0,1202 

H. miamia -5,48 0,507 0,2267 

S. purpuratus -6,5 0,781 0,4509 

B. floridae -5,65 0,4359 0,2179 

C. intestinalis -5,425 0,2062 0,1031 

H. sapiens -6,34 0,1517 0,06782 

M. musculus -6,38 0,3701 0,1655 

X. laevis -6,34 0,2881 0,1288 

C. gigas -5,5 0,3464 0,1732 

N. geniculatus -5,45 0,1291 0,06455 

D. melanogaster -6,35 0,2646 0,1323 

 


