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RESUMEN

El glutamato (Glu) es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso
central, regula la expresion genética a diferentes niveles a través de la activacion
de receptores y transportadores membranales especificos expresados tanto en
neuronas y células gliales. En cultivos primarios de células gliales de Bergmann,
obtenidas a partir de cerebelos de embriones de pollo, se ha descrito que este
neurotransmisor puede desencadenar transduccion de senales. Ademas,
también se ha descrito que la activacion de los receptores glutamatérgicos esta
vinculada a la modulacion de incorporacion de [*°S]-Met en los polipéptidos
recién sintetizados. Con el fin de comprender mejor la transduccion de senales
que participa en este efecto, en el presente estudio se caracterizé la fosforilacion
de un componente critico de la maquinaria traduccional, es decir, la proteina
ribosomal S6 (rpS6). Se ha establecido que los sitios de fosforilacion de rpS6 se
encuentran en cinco residuos agrupados: Ser235, Ser236, Ser240, Ser244 y
Ser247. Sin embargo, la fosforilacion en Ser236 es el sitio de fosforilacion
0SEK y

p90~SK. La fosforilacion de rpS6 aumenta la afinidad de la subunidad ribosomal

primario. Las cinasas responsables de realizar esta modificacion son: p7

40S hacia los ARN mensajeros, y por lo tanto facilita el inicio de la traduccion. La
exposicidon a glutamato produce un aumento en la fosforilacion de rpS6,
dependiente tanto de la dosis como del tiempo, en cultivos primarios de células
gliales de Bergmann. Este efecto se observa principalmente en el citoplasma, e
involucra la participacion de la via de sefializacidon de la fosfatidilinositol-3-cinasa
(PIBK/PKB). Estos resultados favorecen la nocion de una continua sefializacion
entre neuronas y células gliales, que regula el proteoma de estas células tanto a

nivel transcripcional y traduccional.



ABSTRACT

Glutamate (Glu) the main excitatory neurotransmitter of the central nervous
system regulates gene expression at different levels through the activation of
specific membrane receptors and transporters expressed in neurons and glial
cells. A membrane to nucleus signaling cascade triggered by this
neurotransmitter has been described in cultured cerebellar Bergmann glia cells
isolated from chick embryos. Furthermore, it has also been described that Glu
receptors activation is linked to a modulation of [*°*S]-methionine incorporation
into newly synthesized polypeptides. In order to gain insight into the signal
transduction cascades that participate in this effect, in the present study we
characterized the phosphorylation of a critical component of the translational
machinery, namely the ribosomal protein S6 (rpS6). The phosphorylation sites in
rpS6 have been mapped to five clustered residues, Ser235, Ser236, Ser240,
Ser244 and Ser247. Nevertheless, Ser236 phosphorylation is the primary
phosphorylation site. The kinases responsible of this modification are p705°¢ and
p90RSK. rpS6 phosphorylation increases the affinity of 40S subunit for mRNAs
and thus facilitates translational initiation. Glutamate exposure of cultured
cerebellar Bergmann glial cells results in a time- and dose- dependent increase
in rpS6 phosphorylation. This effect is mainly observed at cytoplasm, and
involves the phosphoinositol-3 kinase/protein kinase B pathway. These results
favor the notion of a continuous neuronal signaling to glia cells that regulates the
proteome of these cells not only at the transcriptional level but also at the level of
protein synthesis.



INTRODUCCION

El glutamato como neurotransmisor

El amino acido L-glutamato es considerado el principal mediador de la
neurotransmision excitatoria rapida en el Sistema Nervioso Central (SNC) de
vertebrados, excitando virtualmente a cada neurona [1]. Aproximadamente el 80-
90% de las sinapsis establecidas en el cerebro son glutamatérgicas, y por lo
tanto el glutamato (Glu) esta implicado en la mayoria de los aspectos
relacionados con la funcién normal del cerebro, incluyendo la cognicion, la
memoria y el aprendizaje [2]. El Glu también desempeia un papel importante en
el desarrollo del SNC, participando en la induccion y eliminacion de sinapsis,

migracion, diferenciacion y muerte celular.

El cerebro contiene enormes cantidades de Glu (aproximadamente 5-15 mmol
por kg de peso humedo, dependiendo de la region), pero solo una pequeia
fraccion de este Glu esta normalmente presente extracelularmente (normalmente
alrededor de 3-4 uM). La concentracion de Glu aumenta dramaticamente
durante la neurotransmision (~100-1000 pM); y la repolarizacion de las
membranas, que son despolarizadas durante la actividad glutamatérgica, puede
representar hasta el 80% del gasto de energia en el cerebro [3]. Por lo tanto, el
alto consumo de glucosa y oxigeno en el cerebro provee en gran medida la

energia necesaria para la actividad glutamatérgica.

El Glu participa en muchas reacciones llevadas a cabo en el cerebro (Fig. 1). Es
sintetizado a partir del a-cetoglutarato, y es un precursor del acido y-
aminobutirico (GABA) en las neuronas GABAérgicas, y de glutamina en las
células gliales [4], ademas de ser un constituyente de las proteinas y péptidos,
por ejemplo: glutation (y-glutamil-cisteinil-glicina), que es una defensa importante

contra el estrés oxidativo en las células.
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Figura 1. Sintesis, metabolismo y participacion del glutamato en diferentes reacciones llevadas a
cabo en el cerebro [5].

Tradicionalmente, se pensaba que el Glu ejercia sus funciones a través de la
activacion de receptores de membrana especificos, clasificados en dos grupos
principales. Sin embargo, los recientes hallazgos sugieren la participacion de los
transportadores de Glu en las transduccion de sefiales activada por este
aminoacido. Estos receptores y transportadores se encuentran en la superficie,

tanto de las células neuronales y gliales.

Receptores glutamatérgicos

Los receptores glutamatérgicos se han dividido en dos grandes grupos de
acuerdo con su estructura y el sistema de traduccion empleado. Los receptores
ionotropicos estan formados por 4-5 subunidades que constituyen un canal
idnico, mientras que los receptores metabotropicos forman dimeros que se

encuentran acoplados a proteinas G triméricas [6].



Receptores ionotropicos

Los receptores ionotrépicos se han subdividido segun sus propiedades
electrofisiolégicas, farmacoldgicas y la homologia entre sus secuencias en
subfamilias. La primera subdivisién depende de un criterio farmacoldgico bien
establecido, su activacion por el N-metil-D-aspartato (NMDA). Este criterio,
conformado a mediados de la década de los cincuenta del siglo pasado,
concuerda perfectamente con el criterio molecular; sin embargo, la variedad
molecular y el ensamblaje diferencial de las subunidades que componen estos
receptores rebasa ampliamente la variedad farmacolégica. Molecularmente se

han descrito tres subfamilias de receptores NMDA y tres de receptores no NMDA
[6].

Los receptores NMDA son canales idnicos abiertos por ligando y regulados por
voltaje. En condiciones de reposo, el canal esta bloqueado por MgZ+ de una
manera dependiente de voltaje. Ademas, el canal requiere de glicina para
activarse eficientemente; asimismo es regulado por poliaminas y Zn?*. Los
receptores NMDA estan formados por cuatro subunidades y por lo menos una de
estas subunidades debe ser la subunidad GIluN1 [6].

Los receptores no NMDA estan formados por dos subgrupos, los receptores al
acido a-amino-3-hidroxi-5-isoxazol propionico (AMPA) y los receptores kainato
[7]. La familia de los receptores AMPA esta formada por cuatro subunidades
denominadas GIuA1, GIuA2, GIuA3 y GIluA4. Estas subunidades pueden
ensamblarse entre si y generar canales con diferentes propiedades
electrofisioloégicas. Ademas, cada subunidad presenta dos variantes de corte y
empalme alternativo, las isoformas denominadas flip/flop. Por otra parte, el ARN
mensajero (ARNm) de la subunidad GIuA2 puede ser editado por la adenosina
deaminasa tipo 2 (ADAR2), cuyo sustrato es una adenosina no apareada en una
estructura del ARN que no presenta estructura de duplex. La desaminacién de la
adenina la transforma en inosina, con la consecuente modificacién del anticodon
correspondiente, lo que durante el proceso de la traduccién origina el cambio de

una glutamina por un arginina en el segmento reentrante TMIl y provoca un



cambio en la selectividad del poro idnico, haciendo que el canal sea mas
permeable a sodio. Es de esta manera que los receptores que contienen al
menos una subunidad GIuA2 son preferentemente permeables a sodio [6].

Los receptores KA estan constituidos por dos subfamilias, los receptores KA de
baja afinidad y los receptores KA de alta afinidad. Las subunidades GluK1,
GIluK2 y GIuK3 constituyen los receptores de baja afinidad, ya que en ensayos
de union de [PH]-KA presentan una constante de afinidad de alrededor de 80 nM.
Al coensamblarse, éstos forman canales i6nicos funcionales. Dentro de esta
familia génica se encuentra la denominada proteina de unién a KA (KBP), que
no forma canales funcionales ni al coensamblarse con las otras subunidades.
Los receptores de alta afinidad corresponden a las subunidades GluK4 y GluKS,
que en ensayos de unién presentan una afinidad de 5 nM, pero que por si solas
no forman canales funcionales. Sin embargo, al coexpresarse con las
subunidades GluK1, GluK2 o GIuK3, cambian los parametros cinéticos del canal
idnico, por lo que se dice que son subunidades moduladoras [8].

Receptores metabotropicos

Los receptores metabotropicos son proteinas de siete segmentos
transmembranales acoplados a proteinas G y presentan un extremo
aminoterminal extenso. La homologia con otros receptores acoplados a
proteinas G (GPCR) es baja, de hecho constituyen una familia génica diferente
de la cual también es miembro el receptor de Ca?*. De acuerdo con su
secuencia, los receptores glutamatérgicos metabotropicos se han dividido en
tres clases. La clase | esta constituida por mGlu1 y mGluS. Al expresarse en
sistemas heterdlogos, estos receptores se acoplan al metabolismo de los
fosfoinositidos. Presentan cuatro variantes de procesamiento (dos por cada
subunidad) y son activados preferencialmente por el acido quiscualico y por
otros agonistas tales como la 3,5-dihidroxifenilglicina (DHPG). Al parecer es
necesario que formen homodimeros para activarse [9]. La clase Il esta formada
por las subunidades mGlu2 y mGlu3; estos receptores estan acoplados a
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proteinas G;; al parecer no presentan isoformas por corte y empalme alternativo
y su principal agonista es el acido 2R, 4R-4-amino pirrolidon-2,4-dicarboxilico
(2R, 4R-4-ACPD). Al la clase lll pertenecen las subunidades mGlu4, mGIu6 y
mGlu8, y aunque también estan acoplados a la inhibicion de la adenilato ciclasa,
su agonista principal es el acido L-amino-4-fosfonobutirico (L-AP4).

A lonotropic glutamate receptor

AMPA or Kainate

(— Ionoiropic j

NMDA AMPA Kainate
Na"o
Glu GIuN1 GluA1 GluK1
‘ ] GluA2 GluK2
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] [ GIuN3B
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e Anvinv]
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Second messenger systems

Figura 2. Receptores glutamatérgicos y sus familias moleculares. Tanto los receptores
ionotrépicos y metabotrépicos se subdividen en tres grupos. Estos grupos se componen de
numerosas subunidades codificadas en genes diferentes. A. receptores ionotropicos; B
receptores metabotrépicos (Adaptado de [10]).

Remocién del glutamato extracelular

La activacion excesiva de los receptores de Glu es dafina, puede matar
neuronas [11] y oligodendrocitos [12].

Se ha demostrado que la activacion de receptores glutamatérgicos ionotrépicos
incrementa el consumo de energia [13,14] lo que lleva a un influjo de Na* y Ca*

que tiene que ser contrarrestado con un proceso dependiente de energia, lo cual
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hace que las neuronas sean vulnerables al Glu después de periodos largos de
privacion de energia [15]. La activacidn de receptores de Glu genera especies
reactivas de oxigeno [16]. Por lo que, es de suma importancia mantener baja la

concentracion extracelular de este neurotransmisor.

No se ha encontrado ninguna enzima extracelular capaz de metabolizar
significativamente el Glu; en consecuencia, la unica manera rapida para retirarlo
del medio de extracelular es por captura celular [17]. La captura de Glu es
llevada a cabo por proteinas integrales de membrana, que utilizan los gradientes
electroquimicos a través de las membranas plasmaticas como fuerza motriz para

la internalizar a este neurotransmisor.

Transportadores de aminoacidos excitadores

Hasta la fecha se han caracterizado cinco subtipos de transportadores de Glu,
denominados transportadores de aminoacidos excitadores (EAAT-1 a 5) (Fig 3).
Estos transportadores presentan patrones de distribucion y propiedades

cinéticas diferentes en las distintas regiones del cerebro.

Los transportadores EAAT-1 y EAAT-2, conocidos como GLAST y GLT-1,
respectivamente, se expresan casi de forma exclusiva en células gliales [18].
GLAST se expresa abundantemente en el cerebelo, mientras que GLT-1 esta
presente sobre todo en el cerebro anterior. Los transportadores EAAT-3 y EAAT-
4 son de expresion neuronal. Particularmente, EAAT-4 se expresa en las células
de Purkinje en el cerebelo, mientras que EAAT-3 es abundante en neuronas
corticales. Por otra parte, la expresion de EAAT-5 es casi exclusiva de la retina.

12



Transportadores de la familia SCL1 Transportadores de la familia SCL17

Transportadores: Transportadores: vGlut1-3
Transportadores de Glu [EAAT1 (GLAST),
EAAT2 (GLT-1), EAAT3 (EAAC1), EAAT4 y
EAAT5] Estructura: de 6-12 segmentos TM
predichos, se desconoce su estado de
oligomerizacién

Dependencia iénica: H* (antiporte)

Dependencia ionica:
Na*, H* (simporte), K* (antiporte)
Estructura: seis segmentos TM y dos

trimeros en el extremo C-terminal en forma de
horquilla

B Nt ke e or GPCR
Canales abiertos por ligando

Figura 3. Familias de trasportadores glutamatérgicos. En las terminales nerviosas pre-sinapticas
de sinapsis glutamatérgicas, los transportadores vesiculares de glutamato (vGlut1-3; verde),
pertenecientes a la familia de genes SLC17, acumulan el Glu en vesiculas sinapticas para poder
ser liberado posteriormente. El glutamato ejerce sus funciones a través de los receptores
ionotrépicos y metabotrépicos (cian). Los transportadores responsables de remover el Glu del
medio extracelular pertenecen a la familia de genes SLC1 (EAATs1-5; azul), y estan presentes
en las membranas plasmaticas de neuronas pre-sinapticas, células gliales adyacentes y
neuronas post-sinapticas. (Adaptado de [19]).

De manera general, los transportadores glutamatérgicos comparten varias
caracteristicas, como su peso molecular, en el rango de 65 a 77 kDa y que varia
de acuerdo con el grado de glicosilacion; aunque presentan una homologia del
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50% en su estructura, sus propiedades y su regulacion son diferentes. Por
ejemplo, mientras que para GLT-1 se conocen las consecuencias funcionales de
su fosforilacion (un incremento en su actividad de captura de Glu), no ha podido
caracterizarse el efecto de la fosforilacion de GLAST. La mutacién ‘sitiodirigida’
de los residuos que se fosforilan en GLAST no impide la disminucién en su
actividad. Al parecer, diversas cinasas actuan sobre las moléculas responsables
de la insercién o remocidon de los transportadores en la membrana plasmatica
[20].

Células gliales

Existen dos tipos de células gliales: microglia y macroglia. Las células
macrogliales comprenden los oligodendrocitos y los astrocitos. Los
oligodendrocitos son células especializadas en la formacion de la capa de
mielina que rodea los axones de algunas neuronas. Por su parte, los astrocitos
participan en la formacién de la barrera hematoencefalica, la supervivencia y la
diferenciacion neuronales, la regulacion de la concentracion de iones, el volumen
extracelular, la regeneracion, la migracion neuronal y la captura de glucosa,

entre otras muchas funciones [21].

En las primeras etapas del desarrollo, la denominada glia radial es uno de los
primeros tipos gliales en aparecer. Estas células presentan una morfologia
bipolar y expresan marcadores especificos como tenascina y vimentina,
fundamentales para determinar los patrones de migracion neuronal [22]. A partir
del nacimiento, estas células inician un proceso denominado ‘conversion
astrocitica’, pierden su morfologia bipolar, ademas de la expresion de vimentina,
y aumenta la expresion de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP). Esta
conversion es reversible y regulada por factores secretados por las neuronas
[23].

Tanto en el cerebelo como en la retina hay poblaciones de glia radial que
permanecen en el individuo adulto: las células de Muller en la retina y las células

de Bergmann en el cerebelo [24]. Ambos tipos celulares rodean sinapsis
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glutamatérgicas; las células de Muller circundan dos sinapsis, las establecidas
entre las células bipolares y el fotorreceptor, y las formadas por las células
ganglionares y las mencionadas células bipolares [25]. Por otra parte, las células
de Bergmann se ubican en la capa molecular de la corteza cerebelosa, donde
envuelven las sinapsis formadas por los axones de las células granulares
(también llamadas fibras paralelas) y las dendritas de las células de Purkinje
(Figs. 4 y 5) [26].

w

Figura 4. Rebanadas (50 um de espesor) de cerebelo de pollo de 17 dias de edad. A. La
inmunorreactividad detectada por el anticuerpo 1X-50 se localiza en las capas molecular (ml) y de
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Purkinje. Los puntos en la capa granular, en la sustancia blanca y en los nucleos profundos del
cerebelo no son sitios inmunorreactivos. Representan glébulos rojos, ya que presentan actividad
de la enzima peroxidasa. (B) A mayor magnificacion, la inmunorreactividad esboza las células de
Purkinje (PC), sus dendritas, células en canasta (Bc), y también parece estar asociada con las
células gliales de Bergmann (Bg). Barras de escala: A = 500 ym; B = 50 ym [26].

Células gliales de Bergmann

Las células gliales de Bergmann (CGB) es el tipo de célula glial mas abundante
en la corteza del cerebelo de los vertebrados adultos y se la considera como un
tipo de astrocito especializado .

Durante el desarrollo, los procesos de las CGB proveen soporte estructural en la
placa cerebelar, sus pies terminales se adhieren para formar una capa continua
de glia limitando el cerebelo. Las fibras radiales de las CGB también actuan
como una guia esencial para la migracion de las células granulares [27]. Una vez
terminada la morfogénesis cerebelar, las CGB permanecen como un soporte
estructural importante, pero ademas tienen papeles adicionales en el
mantenimiento, funcidn y plasticidad de la sinapsis [28].

Figura 5. Imagenes de rebanadas de cerebelo de un ratén adulto (p30) obtenidas por MET. En
los paneles A—C se observan sinapsis rodeadas por CGB (en negro). Las membranas post-
sinapticas estan marcadas por flechas [29].

El cerebelo es un sistema donde predominan las sefales excitadoras, y las CGB
participan en la regulacion de estas sefales al limitar la difusion del Glu liberado
durante la actividad sinaptica por medio de su captura, manteniendo asi bajas

las concentraciones extracelulares de dicho neurotransmisor. Diversos estudios
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han estimado que el 20% del Glu liberado durante una transmisién sinaptica es
removido por el compartimiento neuronal post-sinaptico, mientras que el 80%
restante es captado por las CGB [30]. Esto es importante debido a que las
células de Purkinje son susceptibles a excitotoxicidad ocasionada por la
excesiva estimulacion de sus receptores glutamatérgicos [31].

Estudios recientes sugieren que las CGB también tienen papeles mas activos en
la sinapsis. Se ha demostrado que las células de Bergmann responden a la
actividad neuronal glutamatérgica, por medio de la estimulacion de los
receptores glutamatérgicos que expresan, provocando un influjo de Ca?",
seguido de la hidrdlisis de fosfoinositidos y la activacion de PKC [32], MAPK [33],
PI3K [34] y CaMKII [35]. La transduccion de sefiales mediada por la activacion
de los receptores glutamatérgicos modifica la expresion de genes en multiples
modelos de aprendizaje, plasticidad sinaptica e isquemia, durante el
envejecimiento y en alteraciones neurologicas, tales como la epilepsia, la
esquizofrenia y la enfermedad de Alzheimer. En CGB, el tratamiento con
glutamato induce cambios en el patron de expresion de genes [36-43], que
influye en la modulacion de la transmision y plasticidad sinaptica.

Control de la expresion génica

La regulacion de la expresion génica es fundamental para diversos procesos
biolégicos, incluyendo el crecimiento y la division celular, la adaptacion al estrés
ambiental, asi como la diferenciacion y el desarrollo. Se sabe que la expresion
de genes esta regulada en multiples niveles, y los diversos procesos que
intervienen en esta regulacion se integran entre si [44-50]. La regulacion génica
se puede dividir en control transcripcional y postranscripcional. Por otra parte, las
propias proteinas pueden ser reguladas por modificaciones postraduccionales y
protedlisis.

Cabe senalar que la mayoria de estudios enfocados a la regulacién de la
expresion génica, se dedican al estudio de este proceso a nivel transcripcional a
través de los dos estudios tradicionales de un solo gen y enfoques de genoma
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completo, incluyendo perfiles de expresion, estudios de union de factores de
transcripcion, e identificacion de los elementos de regulacion, asi como analisis
de remodelacion de la cromatina y epigenética. En comparacion, el control

postranscripcional se ha estudiado menos extensivamente.

Los mecanismos de regulacion postranscripcional comprenden diversos
procesos, tales como (2) el procesamiento del ARNm (poliadenilacion, adicion al
extremo 5' de la estructura denominada cap, corte y empalme), (3) el transporte
y localizaciéon del ARNm, (4) la degradacién del ARNm y (5) la traduccion del
ARNm (Fig. 6).

inactive mRNA

NUCLEUS CYTOSOL mRNA
degradation 4
control
RNA
DNA transcript mRNA mRNA N
1 2 3
transcriptional RNA RNA
control processing transport translation protein
control and control activity .
localization control  Inactive
control 6 protein
protein
active <
protein &

Figura 6. La expresiébn génica en eucariotas puede ser controlada en distintos niveles. Se
conocen ejemplos de regulacidon en cada uno de los pasos, sin embargo, para la mayoria de los
genes el sitio principal del control es el paso 1: la transcripcion de una secuencia de ADN en
ARN [51].

A pesar de esta variedad de mecanismos de regulacion, todos ellos tienen una
cosa en comun: en ultima instancia, controlar si, donde y como, de manera
eficiente, un ARNm determinado se traduce en proteina. En consecuencia, la
traduccidén y control de la traduccidn son fundamentales para la regulacion

postranscripcional de la expresion génica.

Regulacion de la traduccion

La traduccién es el proceso por el cual la informacién contenida en el ARNm se
convierte en una secuencia polipeptidica. Este proceso celular juega un papel
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evolutivamente conservado en la regulacidn de la expresion génica [52]. De
hecho, recientes hallazgos indican que la traduccion desempefia un papel
importante en la determinacion de los niveles de expresion proteica en células
de mamiferos [53]. La medicibn amperométrica del consumo de oxigeno en
timocitos de rata revelé que la traduccion consume aproximadamente el 20% del
ATP celular, siendo asi el proceso celular mas demandante de energia [54]. Por
lo tanto, no es sorprendente que la traduccion represente un proceso celular

estrictamente regulado.
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ABCE1 &4 [55].

La traduccion se puede dividir en tres pasos principales: inicio, elongacién y
terminacién. El inicio de la traduccidon comprende los acontecimientos que
conducen a la colocacion del ribosoma 80S en el coddén de inicio del ARNm. La
sintesis de polipéptidos se lleva a cabo durante la fase de elongacion. Y
finalmente, el polipéptido completo se libera después de que el ribosoma se
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encuentra con un codon de paro durante la terminacion de la traduccion (Fig. 7).

En principio, el control de traduccional puede dividirse en regulacién global de la
traduccidn y la regulacion de especifica de ARNm [56]. La regulacién global
afecta la eficacia de traduccion de la mayoria de los ARNm a través de una
afinaciéon general de la traduccidn, mientras que la regulacion especifica de

ARNM soélo afecta a la traduccion de ciertos ARNm.

La regulacion global de la traduccion esta mediada generalmente a través de la
fosforilacién de algunos de los componentes de la maquinaria traduccional [57],
por diversas vias de sefalizacion [58,59]. Con respecto a la regulacion del inicio
de la traducciéon mediada por el cap, la fosforilacion de los factores eucaridticos
de inicio elF4E, elF4G y elF4B, cuya funcion es unir el ARNm a las subunidades
ribosomales, regula su actividad de una manera tal que sus niveles de
fosforilacién correlacionan directamente con el estado traduccional y, por tanto,
con el crecimiento celular. Diversos estimulos, como las infecciones viricas, los
choques térmicos, los factores de crecimiento, las hormonas y algunos

neurotransmisores, alteran el estado de fosforilacion de estos factores [57].

Adicionalmente, la fosforilacion de los factores relacionados con el reclutamiento
del Met-ARNt al ribosoma, participa en el control traduccional de manera
relevante. La fosforilacién de la subunidad o de elF2 (elF2a) en Ser51 impide su
reciclaje al bloquear el intercambio de GDP por GTP, evitando la formacién del
complejo ternario Met-ARNt-GTP-elF2, e inhibiendo la sintesis proteica (Fig.8).
Hasta la fecha se han descrito cuatro proteincinasas que fosforilan este factor:
PKR (proteincinasa regulada por ARN), HRI (cinasa regulada por el inhibidor
hemo), PERK (cinasa 3 del factor elF2a) y GCN2 (cinasa no reprimible del factor
2), todas ellas activadas por factores de estrés como las infecciones viricas, el
plegamiento incorrecto de proteinas en el reticulo endoplasmico y la falta de

aminoacidos.

Otro factor relacionado con elF2, también regulado por fosforilacidn, es elF2B,
que intercambia GDP por GTP de elF2; al ser fosforilado en la subunidad € por la
glicdégeno sintetasa 33 (GSK-3f) se inhibe su funcidn [60].
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Otro punto de control en el inicio es la fosforilacion del complejo 4EBP1 que
modula la integridad del complejo elF4F, responsable del reconocimiento y del
posicionamiento del ribosoma en el codon de inicio del ARNm a ser traducido
(Fig. 9). El factor 4EBP1 compite por la union de elF4E con el elF4G para formar
el complejo elF4F. La union entre 4EBP1 y elF4E es regulada por la fosforilacion
del primero. Cuando 4EBP1 se encuentra hipofosforilado, se une a elF4E
inhibiendo la traduccién, mientras que la forma hiperfosforilada evita la union de
elF4E, permitiendo la formacién del complejo elF4F y la sintesis de proteinas. La
fosforilacion de 4EBP1 esta regulada por vias de sefalizacion que incluyen a las
cinasas ERK, PI3K 'y el complejo 1 de la cinasa blanco de rapamicina (mTORC1)
[61].
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Figura 9. El control traduccional
dependiente de “cap” es regulado
por la integridad del complejo
elF4F (Adaptado de [55]).

Por otra parte, durante el proceso de elongacion de la cadena polipeptidica, la
fosforilacion del factor 2 de la elongacion (eEF2), encargado de la translocacion
del peptidil-ARNt del sitio aminoacil al sitio peptidil del ribosoma, inhibe su
funcion (Fig. 10) [62,40]. La cinasa involucrada es la cinasa de eEF2 (eEF2K),
inicialmente conocida como cinasa dependiente de Ca®*/calmodulina tipo IlI, por
su dependencia de estos dos cofactores. Esta enzima es regulada a su vez por
mTORC1, que la fosforila cerca del sitio de union de calmodulina inhibiendo su

funcion. Adicionalmente también es fosforilada por PKA, p70%%¢ y p90®s¥ [57]. La
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inhibicién de la elongacion se asocia a la traduccion de ARNm con extremos 5’-
UTR complejos [63].
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Figura 10. La fosforilacion de eEF2 regula
la traduccion a nivel de la elongacion
(Adaptado de [55]).

No existe aun consenso en cuanto a la consecuencia de la fosforilacion de los
factores de terminacién. Este proceso requiere la participacién de dos factores
de liberacion, eRF1, el cual reconoce los tres codones de paro y cataliza la
reaccion de terminacion, y eRF3, que estimula la actividad de eRF1 de una
manera dependiente de GTP. Ademas de una posible regulacion por
fosforilacion, la secuencia nucleotidica rio abajo del codon de terminacion influye

en el proceso, asi como las proteinas que se unen a estas secuencias [59].

Otro blanco para regular la traduccion es el propio ARNm; a través de elementos
reguladores en cis- a los que se unen factores que actuan en frans-. Los
elementos cis-reguladores se pueden encontrar en cualquier lugar a lo largo del
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ARNmM, pero para la mayoria de los ejemplos de regulacion traduccional bien
caracterizados, éstos elementos estan presentes en las regiones 5 o 3’ no
traducidas de los genes (UTRs, por sus siglas en inglés) (Fig. 11). La regulacion
especifica de ARNm ocurre principalmente a través de proteinas de union al
ARN y ARN reguladores, que reconocen a los elementos cis- de un ARNm dado.

Hairpin IRES
1

5 m7GpppN UORF ORF —@— A, 3

Figura 11. Elementos que influyen en la traducciéon del ARNm. La estructura del cap m7GpppN
en el extremo 5 'del ARNm, y la cola poli (A) en el extremo 3', son motivos canonicos que
promueven fuertemente el inicio de la traduccién. Estructuras secundarias, tales como horquillas,
impiden la traduccion. Las secuencias de entrada interna al ribosoma (IRES, por sus siglas en
inglés) median la traduccion cap-independiente. Los marcos de lectura abiertos rio arriba
(uORFs, por sus siglas en inglés) normalmente funcionan como reguladores negativos mediante
la reduccion de traduccion del marco de lectura principal. Los 6valos verdes simbolizan los sitios
de unién para las proteinas y/o ARN reguladores, que generalmente inhiben la traduccién [56].

El ribosoma en si también puede ser un blanco para regular la traduccion, ya
que varios de sus componentes proteicos pueden sufrir modificaciones
postraduccionales. Un ejemplo muy bien estudiado es la fosforilacion de la
proteina ribosomal S6 (rpS6 por sus siglas en inglés), que fue demostrado por
primera vez hace mas de 40 afos [64].

Proteina ribosomal S6

Los ribosomas eucaridticos estan formados por dos subunidades designadas
como 40S (pequena) y 60S (grande). La subunidad 40S se compone de una
sola molécula de ARN, el ARN ribosomal (ARNr) 18S, y 33 proteinas; mientras
que la subunidad 60S tiene tres moléculas de ARN, los ARNr 5S, 5.8S y 28S, y
46 proteinas [65].

De todas las proteinas ribosomales, la proteina ribosomal S6 (rpS6) ha llamado
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mucho la atencién, desde que se demostrd que podia ser susceptible a
fosforilacién [64]. Esta proteina esta implicada en la biogénesis ribosomal de la
subunidad 40S; entra al nucleo (nucléolo), en donde se ensambla con otras
proteinas y ARNr para formar el complejo pre-40S. Posteriormente, las
subunidades ribosomales pequefas conteniendo a la rpS6 son exportadas hacia
el citoplasma, donde se fusionan para formar ribosomas maduros [66].
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Figura 12. Arquitectura de la subunidad 40S. A. Vista frontal y dorsal de la subunidad 40S; las
proteinas ribosomales se muestran en distintos colores (la proteina subrayada en rojo es rpS6),
mientras que el ARNr se muestra en gris. B. Sitios de fosforilacién identificados de rpS6 en
diferentes especies (Adaptado de [67]).

Varios trabajos han demostrado que rpS6 es fosforilada en respuesta a
numerosos estimulos fisioldgicos, patoldgicos y farmacolégicos. Asi mismo, cabe
sefalar que rpS6 participa en la union al ARNm, y por lo tanto, su fosforilacion
podria tener un papel importante en la regulacion del inicio de la traduccién [68].

Fosforilacion de rpS6

rpS6 tiene cinco sitios de fosforilacion (Ser235, Ser236, Ser240, Ser244 vy
Ser247) que se agrupan en su extremo carboxilo terminal (Fig. 12) [69]. Estos
sitios, muy conservados en eucariotas superiores, son fosforilados por la accion

de las cinasas S6Ks y RSKs.

Ademas de regular la fosforilacion de 4EBP1, mTORC1 regula la traduccién
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mediante la activacion de las cinasas S6K (S6Ks) [70,71]. Los mamiferos
expresan dos variantes de S6K (S6K1 y S6K2; o S6Ka y S6Kp,
respectivamente), que son codificadas por dos genes distintos (RPS6KB1 y
RPS6KB2) y comparten un alto grado de homologia [72]. S6K1 y S6K2 existen
en dos isoformas diferentes (p70 y p85, asi como p54 y p56, respectivamente),
que se generan a través de sitios de inicio alternativos dentro de un ARNm
comun [73,74]. p70°% es la isoforma mas abundante de S6K1 y su localizacion
celular es predominantemente citoplasmatica, mientras que p85°°K, p545°  y

p56°% se localizan en el ntcleo [72].

Las S6Ks pertenecen a la familia cinasa AGC, y son activadas por PDK1 y
MmTORC1 a través de la fosforilacion de los residuos Thr localizados en su lazo
de activacion (Thr229 en p70°°¢ de humano) y en su motivo hidrofébico (Thr389
en p70%% de humano), respectivamente [72]. Otros trabajos indican que GSK3
también contribuye a la activacion de las S6Ks a través de la fosforilacion de su
motivo hélice-vuelta-hélice (Ser371 en p70°* de humano) [75]. Se han
identificado varios sustratos de las S6Ks implicados en la regulacién de la
traduccién incluyendo a rpS6 [76,77], el factor elF4B [78,79], y la proteina de
muerte celular programada 4 (PDCD4) (Fig.13) [80].
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La rpS6 fue el primer sustrato identificado de las S6Ks; se ha propuesto que
estas cinasas fosforilan a rpS6 en una manera secuencial, la fosforilacién en
Ser236 es seguida por la fosforilacion en Ser235, Ser240, Ser244 y Ser247 [82-
84]. Aunque S6K1 contribuye a la fosforilacion de rpS6, S6K2 parece ser la
cinasa predominante que fosforila a rpS6 en estos residuos [85].

Por otro lado, las cinasas de 90 kD que fosforilan a rpS6 (RSKs) pertenecen a
una familia de Ser/Thr cinasas que se encuentran rio abajo de la cascada de
Ras-MAPK (Fig. 14). Esta familia consta de cuatro isoformas (RSK1-4, en
humanos) y dos homodlogos estructuralmente relacionados, RLPK y RSKB
[86,87]. Las RSKs comparten un alto grado de homologia (75-80%), y se
caracterizan por tener dos dominios cinasa totalmente funcionales [88,89].
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Las isoformas de RSK se activan directamente por la cinasa regulada por
sefales extracelulares -1 y -2 (ERK 1/2) en respuesta a factores de crecimiento,
hormonas, neurotransmisores, quimiocinas y otros estimulos. Dichas cinasas
fosforilan a muchas proteinas, tanto citosolicas y nucleares, implicadas en la

regulacion de diversos procesos, incluyendo la proliferacion, la supervivencia, el
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crecimiento y la motilidad celular [90].

Cuando se descubrié que la cinasa predominante en la fosforilacién de rpS6 era
S6K, se llego a asumir que la actividad de RSK era irrelevante para la
fosforilacion de dicha proteina [91,92]. Sin embargo, trabajos posteriores
demostraron que esa asuncion era incorrecta. En células que carecian tanto de
S6K1 y S6K2, se detecto, a niveles mucho mas bajos, la fosforilacion de rpS6 en
los residuos Ser 235 y 236 [93,94], pero la relevancia fisiolégica de esta

especificidad sigue sin conocerse.

Importancia fisioldgica de la fosforilacion de rpS6

En experimentos utilizando ratones con una rpS6 mutante (rpS6" -, donde los
residuos de Ser fueron substituidos por Ala) y ratones “knockout” para S6K1/2 se
obtuvieron resultados similares; en ellos se demostré que la pérdida de la
fosforilacién de rpS6 afectaba el crecimiento celular [95].

La pérdida de las S6Ks afecta modestamente las tasas de traduccion global,
mientras que la expresion de la mutante de rpS6 (no fosforilable) resulta en un
aumento moderado de la sintesis de proteinas [95]. Del mismo modo, en
condiciones donde la fosforilacion de rpS6 es minima, la traduccion de ARNm
conteniendo motivos constituidos por oligopirimidinas en el extremo 5’ (5’-TOP)
se ve disminuida, tal como cuando las células son privadas de aminoacidos [96];
entre estos mensajeros se encuentran los que codifican los componentes de la
maquinaria traduccional. Por lo tanto, se propuso que las S6Ks promovian la
traduccion de ARNm 5-TOP a través de la fosforilacion de rpS6 [97-99]. Sin
embargo, posteriormente se demostro que ni la pérdida de las S6Ks ni el estado
de fosforilacion de rpS6 influian en la traduccion de los ARNm 5-TOP
[100,93,95].

A pesar de estos resultados, la comprension de como la fosforilacion de rpS6

afectan la traduccién sigue siendo un misterio.
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ANTECEDENTES

En el cerebelo, las CGB responden de manera rapida a la actividad sinaptica de
las fibras paralelas [101]. Se ha demostrado que la activacion de sus receptores
glutamatérgicos regula la incorporacion de [*°S]-Met en las proteinas, de una
manera bifasica [39]. En un inicio, el Glu reduce la incorporacion de [*°S]-Met; a
los 15 minutos de exposicidn la inhibicion es de un 75% aproximadamente.
Eventualmente, la incorporacion regresa de forma paulatina a sus niveles
basales después de 60 minutos de tratamiento con éste neurotransmisor (Fig.
15A). Por otro lado, el analisis electroforético de las proteinas sintetizadas
durante el tratamiento con el radioligando muestra que a los 15 minutos, aunque
la sintesis global de proteinas esta disminuida, algunos polipéptidos se sintetizan
(Fig. 15B).
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p-eEF-2
(% of control)

p-eEF-2
(% del Control)

Figura 15. Incorporacion de [*°S]-Met en proteinas después de exposicion a Glu. A. Cultivos
primarios de CGB fueron tratados con Glu 1 mM (circulos cerrados), Chx 1 mM (cuadros
abiertos) y Glu 1 mM + Chx 1 mM (cuadros cerrados) en intervalos de tiempo diferentes.
Posteriormente las proteinas fueron precipitadas usando TCA y se analiz6 la incorporacién del
radioligando. B. Cantidades iguales de proteinas fueron analizadas mediante SDS-PAGE, los

geles fueron tefiidos con plata (izquierda) y expuestos con placas autorradiograficas (derecha)
[39].

Dicha cinética de regulacion sugiere que el Glu inhibe la etapa de elongacion de
la traduccion, pues una recuperacion rapida de la tasa de incorporacion de [*°S]-
Met en las proteinas requiere que los polirribosomas no se desagreguen [63]. Y
en efecto, el tratamiento con Glu origina una fosforilacion de factor eucariético de
elongacion 2 (eEF2) en Thr56, dicha fosforilacion es mediada por los receptores
glutamatérgicos y resulta ser depende del tiempo y de la dosis (Fig.16). Es

importante recalcar que la elongacion se detiene una vez fosforilado este factor
[40].
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Figura 16. La fosforilacién de eEF2 es mediada por los receptores de Glu en forma tiempo- y
dosis-dependiente. A. Monocapas de CGB tratadas con Glu 1mM a diferentes tiempos y
concentraciones crecientes de Glu. B. CGB tratadas con agonistas de los receptores
glutamatérgicos, AMPA (500 pM), KA (500 uM), NMDA (500 uM) + Gly (10 uM) por 10 minutos.
El antagonista CNQX fue agregado 30 minutos antes del tratamiento [40].

Por otra parte, tomando en cuenta que la etapa limitante del control traduccional
se da en el inicio, se considero que el Glu también podria participar de alguna
forma en la regulacion de ésta. Y asi resulto ser, la exposicion a Glu regula la
fosforilaciéon subunidad o del factor eucariético de inicio 2 (elF2a), en Ser51, a
través de la activacion de los receptores glutamatérgicos [43], y dicha
fosforilacion también es dependiente del tiempo y la dosis (Fig. 17). Esta
modificacion postraduccional afecta la formacion del complejo ternario Met-
ARNt-GTP-elF2 e inhibe el inicio de la traduccion.
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Figura 17. La fosforilacion de elF2a es mediada por los receptores de Glu en forma tiempo- y
dosis-dependiente. A. Monocapas de CGB tratadas con Glu 1mM a diferentes tiempos y
concentraciones crecientes de Glu. B. CGB fueron tratadas con agonistas de los receptores
glutamatérgicos, AMPA (500 uM), KA (500 uM), NMDA (500 uM) + Gly (10 uM), DHPG (25 pM),
L-AP4 (500 pM) y Glu (1mM) por 10 minutos [43].

Es posible especular que la actividad neuronal glutamatérgica, al aumentar los
niveles extracelulares de glutamato, desencadena la captura del neurotransmisor
en las células gliales y la activacion de los receptores glutamatérgicos en estas
mismas ceélulas. En consecuencia, la sintesis proteica se detiene para permitir la
traduccidon de ARNm involucrados en la lanzadera Glu/glutamina, los cuales son

necesarios para el reciclamiento del neurotransmisor.
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JUSTIFICACION

El Glu induce cambios en la expresion de genes en las células gliales de
Bergmann. Una forma de inducir dichos cambios en la expresion de genes es
mediante el control de la traduccién, basicamente regulando la fosforilacion de

algunos de los componentes de la maquinaria traduccional.
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OBJETIVO GENERAL

Demostrar la participacion de la proteina ribosomal S6 (rpS6) en la sefalizacion
glutamatérgica.

OBJETIVOS PARTICULARES

. Determinar los cambios en el perfil global de fosforilacion de rpS6 bajo

estimulacion glutamatérgica.

. Identificar la participacion de los receptores de glutamato en la
fosforilacién de rpS6.

. Caracterizar la via de sefalizacion de la fosforilacién de rpS6.

. Examinar la localizacién subcelular de la rpS6.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cultivo primario de células de Bergmann de
embriones de pollo de 14 dfas.

Inmunocitoquimica

|dentificacidn de proteinas
de interés

Dfa 4-6

Exposicion a Glu

Obtencidn de extractos
totales

Determinacién de proteinas
por el método de Bradford

Inhibidores especificos para
caracterizar la via de
sefializacion

Fraccionamiento subcelular

Inmunodeteccidn en fase
sdlida

p-rpS6
rpSé6

Obtencidon de resultados

Andlisis de resuftados
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Los reactivos de cultivo fueron obtenidos de GE Healthcare (Carlsbad, USA).
Tanto los bloqueadores: DL-TBOA (acido DL-treo-B-benciloxi aspartico) y THA
(acido  L-treo-b-hidroxi aspartico); el antagonista: CNQX (6-ciano-7-
nitroquinoxalina-2,3-diona); y los agonistas: L-Glu (acido L-glutamico), AMPA
(acido a-amino-3-hidroxi-5-isoxazol propionico), KA (acido kainico), NMDA (N-
metil-D-aspartato), DHPG (3,5-dihidroxifenilglicina) y L-AP4 (acido L-(+)-2-
amino-4-fosfonobutirico) fueron obtenidos de Tocris-Cookson (St. Louis, USA).
Los anticuerpos monoclonales: anti p-rpS6 (Ser 235/236) y anti rpS6 fueron
comprados a Cell Signaling Technology (Denvers, USA). Los anticuerpos
monoclonales: anti lamina A/C y anti GADPH fueron amablemente
proporcionados por el Dr. Bulmaro Cisneros Vega del Cinvestav-IPN (D.F.,
MEX). Los anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rabano (HRP) y
el reactivo de quimioluminiscencia fueron obtenidos de Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, GBR). El anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 fue
conseguido de Life Technologies (Grand Island, USA). Todos los demas
reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

Animales

Los embriones de pollo de 10 dias fueron donados por Laboratorios Avimex S.A.
de C.V. (D.F., MEX) y se mantuvieron a 37°C hasta su uso. Todos los
experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a las normas internacionales sobre

el uso ético de animales.

Cultivo celular y protocolo de estimulacion

Los cultivos primarios de CGB se realizaron de acuerdo a lo previamente
publicado por Ortega y colaboradores [102]. Embriones de pollo de 14 dias
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fueron sacrificados y se obtuvo el cerebelo en solucion salina de Puck (CaCl; 1
mM, MgSQO4 0.6 mM, KCI 50 mM, KH2PO4 1.1 mM, NapHPO4 1.1 mM, NaCl 130
mM, glucosa 6 mM) a 4 °C, el tejido se disgrego de manera mecanica y quimica
con tripsina y DNasa, el tejido disgregado se centrifugd y el sobrenadante se
diluyé en azul de tripano para realizar una cuenta viable. Las células obtenidas
se sembraron a una densidad de 8x10° células/mL en medio DMEM
complementado con SFB al 10% y 50 yg/mL de gentamicina y se mantuvieron

in-vitro entre 4 y 6 dias para que alcanzaran una confluencia del 80 al 100%.

Previo a cada tratamiento el medio fue sustituido por medio libre de suero
durante dos horas y posteriormente se administraron los tratamientos indicados;
los inhibidores se colocaron 30 minutos previo a los agonistas. Las células
fueron tratadas con analogos de la Glu afnadidos al medio de cultivo por los
periodos de tiempo indicados.

Extractos totales

Los extractos totales se obtuvieron cosechando las células por raspado con 1mL
de solucion salina de fosfatos (PBS) con inhibidores de fosfatasas (10 mM
K:HPO4, 150 mM NaCl, 2 mM NazVO4, 25 mM NaF, 10 mM NazMoQO,) y
centrifugando 5 minutos a 13,000 rpom a 4 °C. La pastilla se resuspendi6 en
solucion de lisis RIPA (1 mM EGTA, 1 mM EDTA pH 8.0, 10 mM Tris-HCI pH 7.5,
158 mM NaCl, 2 mM NazVOy4, 25 mM NaF, 10 mM NazMoOQOg4, 1ug/mL leupeptina,
1 pg/mL aprotinina, 1 mM PMSF) y se solubilizé por agitacion durante una hora a
4 °C en un agitador por vibracion.

Fraccionamiento subcelular

Las CGB fueron cosechadas de acuerdo a lo previamente descrito, la pastilla
celular fue resuspendida en 500 mL de solucién TM (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 2
mM MgCl,, 0.5 mM PMSF, 1 mg/mL aprotinina, 1 mg/mL leupeptina, 10 mM
NaF, 1 mM Na;MoOs y 1 mM NazVO,) e incubada por 10 min en hielo.
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Posteriormente se adicionaron 500 mL de triton-X100 al 1% y se volvid a incubar
por 10 min en hielo. Esta mezcla se colocé en un homogenizador Dounce para
romper la membrana celular (25 golpes). Los nucleos fueron sedimentados por
una centrifugacion a 5000 rpm por 15 min a 4 °C. La fraccion citosdlica fue
recuperada (sobrenadante). La pastilla (nucleos) fue resuspendida en 100 mL de
una solucién de sacarosa | (0.32 M sacarosa, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 3 mM
CaCl,, 2 mM Mg(CH3COO),, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF y 0.5%
NP-40) y 100 yL de una solucion de sacarosa Il (2 M sacarosa, 10 mM Tris-HCI
pH 8.0, 5 mM Mg(CH3COO),, 0.1mM EDTA, 1 mM DTT y 0.5 mM PMSF). Esta
mezcla fue colocada en una base de 200 mL de solucién de sacarosa | y se
adicionaron 800 mL de solucion de sacarosa Il quedando en medio la solucion
que contiene los nucleos. Los tubos fueron centrifugados a 16,000 rpm por 1 h a
4 °C con un rotor TLS-55. Después de la centrifugacion, el sobrenadante fue
retirado y la pastilla (nucleos) fue resuspendida en una solucién de lisis (50 mM
Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF, 1 mg/mL
aprotinina, 1mg/mL leupeptina, 10 mM NaF, 1 mM Na;MoO4 y 1 mM NaszVO,),
sonicada y centrifugada a 13,000 rpm por 2 min a 4°C. Finalmente, el

sobrenadante (proteinas nucleares) fue recuperado.

Determinacion de proteinas

La estimacidén de proteinas contenidas en los extractos totales y/o nucleares se
llevo a cabo utilizando el método de Bradford, y como estandar se utilizé una
solucion de 1 pg/pL de y-globulina [103].

Inmunodeteccion en fase sdlida

Cantidades iguales de proteina (50 ug) fueron separadas por electroforesis en
geles de poliacrilamida al 12% en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE), de acuerdo a lo descrito por Laemmli [104], y electrotransferidas a

membranas de nitrocelulosa a corriente constante (180 mA) por 2 horas en
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camara humeda (Bio-Rad). Las membranas se tifieron con rojo de Ponceau para
confirmar la presencia de proteinas y verificar que la carga fuese la misma en
cada muestra, posteriormente se lavaron con PBS hasta destehirlas y se
bloquearon por 1 hora con TBS 0.1% Tween-20 (TBST) con leche descremada
al 5%. Después de tres lavados con TBST por 5 min, las membranas se
incubaron con el anticuerpo correspondiente a una dilucién 1:1000 en solucién
de anticuerpos (TBS, 0.25% BSA, 0.1% Tween-20 y 0.01% Timerosal) durante
toda la noche a 4°C. Las membranas fueron lavadas tres veces con TBST a
temperatura ambiente en un agitador orbital y se incubaron durante dos horas
con el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a peroxidasa de rabano
en una dilucion 1:4000 a temperatura ambiente. Después de lavar las
membranas tres veces con TBST, se les adiciond el reactivo de
quimioluminiscencia como sustrato de la peroxidasa de rabano, la cual cataliza
la oxidacion del luminol en presencia de peroxido de hidrogeno emitiendo luz.
Las bandas relevantes se detectaron con el fotodocumentador MicroChemi
(DNR Bio-Imaging Systems, USA) y se realizaron los analisis densitométricos
con el programa ID Image Analysis Software (Kodak Coorporation, USA). Los
datos recabados se analizaron con el programa Prism 6 (GraphPad Software,
USA).

Desnudamiento de las membranas

Las membranas se incubaron con solucion de desnudamiento (glicina 0.1 M,
SDS 1% pH 2.3) por una hora a temperatura ambiente y se lavaron tres veces
durante cinco minutos con TBST para poder proceder a incubar nuevamente con
los anticuerpos primarios correspondientes, los cuales se emplearon tanto como
control de carga y pureza. Finalmente, las membranas fueron reveladas como se

describidé previamente.
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Inmunocitoquimica

Las CGB se cultivaron en cubreobjetos de vidrio tratados con poli-L-lisina (0.01
mg/mL) siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Las células fueron
fijadas por exposicion a metanol a -20 °C durante 10 minutos, y lavadas dos
veces usando una solucion de lavado (Triton X-100 al 0.5% en PBS). Los sitios
de unién no especificos fueron bloqueados por incubacion con solucion de
bloqueo (BSA al 1% en PBS) durante una hora. Los anticuerpos primarios
correspondientes (anti rpS6 y anti p-rpS6) fueron agregados a una dilucion 1:50
en solucion de bloqueo y se incubaron durante toda la noche a 4 °C. Luego de
tres lavados con solucion de lavado, los anticuerpos secundarios conjugados
con Alexa 488 fueron agregados a una dilucion de 1:200 en solucion de bloqueo.
Después de lavar los anticuerpos secundarios, las preparaciones celulares
fueron montadas con Fluoroshield (Sigma-Aldrich, USA) y examinadas con el
microscopio de fluorescencia invertido Axioscope 40 (Zeiss, DEU).

Analisis estadistico

Los datos se expresan como los valores la media * el error estandar (SE). Se
realizé un analisis de varianza unidireccional no paramétrico (prueba de Kruskal-
Wallis) para determinar diferencias significativas entre las condiciones. Se utilizd
una prueba post-hoc de Dunnett para determinar qué condiciones eran
significativamente diferentes con respecto al control. Los datos se analizaron

utilizando el programa Prism 6 (GraphPad Software, USA).
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RESULTADOS

El Glu induce la fosforilacion de rpS6 en células gliales Bergmann

En reportes anteriores, hemos observado una disminucion de la incorporacion de
[*°S]-Met en CGB tratadas con Glu [39]. Dicho tratamiento conlleva la
fosforilacién del factor eEF2 en Thr56, mecanismo que inactiva su funcion e
inhibe la elongacion. Este tratamiento también induce la fosforilacion de elF2a
en Ser51, esta modificacion postraduccional impide su reciclaje al bloquear el
intercambio de GDP por GTP, evitando asi la formacion del complejo ternario
Met-ARNt-GTP-elF2 e inhibiendo el inicio de la sintesis proteinas.

Después de estos acontecimientos, ocurre una recuperacion de la incorporaciéon
de [**S]-Met y una disminucién de la fosforilacion tanto de eEF2 y elF2a. En este
contexto, se favorece la reanudacion de la sintesis de proteinas. Por lo tanto,
decidimos explorar si el tratamiento con Glu podria estar ligado a la fosforilacion
de rpS6 en Ser235/236. Como primera aproximacion, expusimos las monocapas
confluentes de CGB a una concentracion de 1 mM de Glu durante 15 minutos; y
como se muestra en el panel A de la Fig. 18, encontramos un claro incremento
de la fosforilacion de rpS6 en Ser235/236, sin cambio aparente en los niveles de
la proteina total. En los paneles B y C se muestran imagenes de
inmunofluorescencias evidenciando la fosforilacion de rpS6 dependiente de Glu.

Y como era de esperarse, la fosforilacion de rpS6 inducida por Glu es
dependiente del tiempo (Fig. 19A). Todos los experimentos subsecuentes se
realizaron estimulando a las células durante 15 minutos. Con el fin de apoyar
una relevancia fisiolégica de esta fosforilacion, tratamos las CGB con
concentraciones crecientes de Glu (Fig. 19B) y se pudo establecer una clara
dependencia de dosis con una concentracion efectiva media (ECsp) de 502.4 yM

(Fig. 19C), sugiriendo un efecto mediado por los receptores.
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Figura 18. El Glu induce la fosforilacion
de mpS6 en CGB. A. CGB fueron
tratadas con Glu 1mM por 15 min. Los
niveles de fosforilacion de S6 fueron
detectados por inmunodeteccion en fase
sélida usando un anticuerpo anti-pS6 y
normalizados con los niveles totales de
S6. Se muestra na autorradiografia de
un experimento tipico. Micrografia de la
inmunofluorescencia de CGB tratadas
con Glu 1'mM por 15 min. Las células
fueron tenidas con el anticuerpo que
reconoce B. la proteina total o C. la
proteina fosforilada (verde). Los nucleos
fueron tefidos con DAPI (azul).
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Figura 19. La fosforilacién de rpS6 es dependiente del tiempo y la dosis. A. Monocapas de CGB
fueron tratadas con Glu 1mM a diferentes tiempos y B. concentraciones crecientes de Glu por 15
min. C Regresion no lineal de los datos en B. Los niveles de fosforilacion de S6 fueron
detectados por inmunodeteccion en fase solida usando un anticuerpo anti-pS6 y normalizados
con los niveles totales de S6. Una autorradiografia de un experimento tipico es mostrada. Los
datos son expresados como el error estandar de la media (SEM) de al menos tres resultados
independientes. El analisis estadistico fue realizado comparando los datos obtenidos contra los
datos de la célula no estimulada (NS) empleando ANOVA de una via no paramétrica (Prueba de
Kruskal-Wallis y el andlisis post hoc de Dunn). (**P< 0.01 y ***P<0.001).

Senalizacion en la fosforilacion de rpS6 mediada por Glu

Mediante el uso de herramientas farmacolégicas se determind el perfil de
respuesta a Glu. Las CGB fueron expuestas a diferentes agonistas
glutamatérgicos. Como se muestra en la Fig. 20A, sdlo el acido a-amino-3-
hidroxi-5-isoxazol propionico (AMPA) aumenta la fosforilacion de rpS6.

Congruente con el resultado anterior, el tratamiento previo con 6-ciano-7-
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nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX), antagonista de los receptores AMPA, evita el
efecto del Glu sobre la fosforilacion de rpS6 (Fig. 20B). Por otra parte, el
agonista N-metil-D-aspartato (NMDA) no tienen efecto alguno en la fosforilacion
de rpS6 aun cuando las células son tratadas con un medio sin Mg?* o afiadiendo
un quelante de Ca?* intracelular (BAPTA-AM) (Fig. 20C), descartando asi la
participacion de los receptores NMDA en la fosforilacién de rpS6.

Estudios previos han establecido que la activacion de los receptores AMPA en
CGB se asocia con la fosforilacién de p90~°K y p70°®* a través de las vias de
sefalizacion MAPK y PI3K/mTOR, respectivamente [35,39,34,105,41]. Para
delinear los eventos de sefalizacién desencadenados por el Glu que resultan en
la fosforilacién de rpS6, decidimos utilizar inhibidores especificos de ambas vias:
PD98059 (inhibidor de MEK) y rapamicina (inhibidor de mTOR). Aunque ambos
inhibidores reducen la fosforilacion de rpS6, aparentemente p70°® desempefia

el papel principal en este evento (Fig. 20D).
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Figura 20. Caracterizacion farmacolégica de la fosforilacién de rpS6. A. CGB fueron tratadas con
agonistas de los receptores glutamatérgicos, AMPA (500 pM), KA (500 uM), NMDA (500 pM) +
Gly (10 pM), DHPG (25 pM), L-AP4 (500 pM) y Glu (1mM) por 15 min. B. Las monocapas
celulares fueron incubadas con CNQX por 30 minutos antes del tratamiento con Glu 1mM (15
min). C. Las CGB fueron incubadas por 15 minutos con el agonista NMDA (500 uM) + Gly (10
pUM) en presencia o ausencia de un quelante de Ca®" intracelular (BAPTA-AM 25 pM) usando un
medio libre de Mgz+. D. Las CGB fueron incubadas con PD98059 (10 uM) y/o rapamicina (100
nM) 30 minutos antesdel tratamiento por 15 con Glu 1mM. Los niveles de fosforilacion de S6
fueron detectados por inmunodeteccion en fase solida usando un anticuerpo anti-pS6 vy
normalizados con los niveles totales de S6. Una autorradiografia de un experimento tipico es
mostrada. Los datos son expresados como el error estandar de la media (SEM) de al menos tres
resultados independientes. El andlisis estadistico fue realizado comparando los datos obtenidos
de los diferentes tratamientos vs. los datos de las celulas no tratadas (NS) empleando ANOVA
de una via no paramétrica (Prueba de Kruskal-Wallis y el andlisis post hoc de Dunn). (*P< 0.05 y
**P< 0.01).

La proteina ribosomal S6 fosforilada se localiza principalmente en el
citoplasma

rpS6 participa en la biogénesis de ribosomas, por lo tanto tiene una localizacion
tanto nuclear como citoplasmica [106]. Para tratar de elucidar la posible funcion
de la fosforilacion de rpS6 en su distribuciéon subcelular, decidimos realizar
fraccionamientos subcelulares de las células control y las tratadas con Glu. Los
resultados se muestran en la Fig. 21A, rpS6 esta presente tanto en nucleo como
en citoplasma. Dentro del nucleo de una pequenfa fraccidn de rpS6 se encuentra
fosforilada bajo condiciones control. Sin embargo, la exposicion a Glu resulta en

un incremento de la fosforilacién de rpS6 en ambos dominios subcelulares.
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Figura 21. El glutamato aumenta la fosforilacién de rpS6 en el citoplasma. Fraccionamiento
subcelular de CGB tratadas con Glu 1mM por 15 min. Los niveles de fosforilaciéon de S6 fueron
detectados por inmunodeteccion en fase solida usando un anticuerpo anti-pS6 y normalizados
con los niveles totales de S6. Lamina A/C y GAPDH fueron usados como controles de extractos
nucleares y citoplasmaticos, respectivamente. Una autorradiografia de un experimento tipico es
mostrada. Los datos son expresados como el error estandar de la media (SEM) de al menos tres
resultados independientes. El andlisis estadistico fue realizado comparando los datos obtenidos
contra los datos de la célula no estimulada (NS) empleando ANOVA de una via no paramétrica
(Prueba de Kruskal-Wallis y el analisis post hoc de Dunn). (*P < 0.05 y **P < 0.01).
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DISCUSION

La sintesis de proteinas es uno de los procesos celulares mas demandantes
energéticamente, consumiendo casi el 5% de la ingesta caldrica. Por lo tanto, el
control traduccional, al ser un fendbmeno tan sofisticado, requiere una extensa
maquinaria bioquimica capaz de garantizar la regulacion rapida del repertorio
proteico sin involucrar mecanismos asociados al control transcripcional. En este
contexto, la dinamica del estado de fosforilacion de los factores implicados en la
traduccion se convierte en un punto clave del control traduccional [107].

La importancia de las células gliales en la fisiologia del cerebro recientemente
empezO a ser reconocida, y el concepto de sinapsis tripartita es comun hoy en
dia [108]. Sin embargo, la mayoria de los trabajos se han enfocado en entender
coémo los astrocitos detectan la actividad neuronal y cdmo modulan la actividad
sinaptica a través de la liberacion de gliotransmisores [109]. Debido a esto, es
poco el conocimiento que se tiene a cerca de los mecanismos moleculares que
los neurotransmisores activan en las células gliales, los cuales modifican la
funcion de estas células para proporcionar un entorno biogquimicamente
favorable y garantizar una transmision sinaptica continua. Dos ejemplos de este
acoplamiento son: la lanzadera Glu/glutamina y la lanzadera de lactato astrocito-
neurona. El primer ejemplo mencionado, provee un adecuado suministro del
neurotransmisor [110] y el segundo suministra la energia necesaria para la
neurotransmision [111]. Curiosamente, estos dos procesos bioquimicos
comienzan cuando el Glu es removido de la hendidura sinaptica por los
transportadores de aminoacidos excitadores expresados en las células gliales
(GLAST/EAAT1 y GLT-1/EAAT2).

Ademas, las células gliales también albergan receptores de Glu que se activan
como resultado de la liberacion de este neurotransmisor [112]. Se ha
demostrado a lo largo de los afos que la activacion de los receptores
glutamatérgicos de las células gliales esta vinculada al control transcripcional
[113], no obstante, se carece de un estudio sistematico tanto de la identidad y la

funcién de los genes regulados por el Glu. Hablando especificamente de las
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CGB, ya se han publicado perfiles transcripcionales de estas células durante
distintas etapas de su desarrollo [28].

La mayoria de los estudios se han enfocado en entender los mecanismos
moleculares que subyacen tras el control de la expresién de genes a nivel
transcripcional. Sin embargo, la modificacion de proteinas preexistentes y la
regulacion de la traduccién son procesos fundamentales para comprender del
todo la regulacion de la expresion génica. Estudios previos en nuestro
laboratorio han sido capaces de demostrar que el Glu puede regular la
traduccion en CGB, con un efecto bifasico en la sintesis de proteinas después
del tratamiento con Glu [39]. También hemos reportado la interaccion entre PI3K
y los receptores inotropicos de las CGB, que resulta en la activacion de la via de
sefalizacion PKB/GS3K-f [105] con la subsecuente fosforilacion de mTORCA1
[41], vy la fosforilacion/desfosforilacion de algunos factores y componentes
implicados en la traduccion bajo exposicidn glutamatérgica [43].

rpS6 es fosforilada por p70°® y p90R**K en residuos de serina muy conservados
evolutivamente. La cinasa p70°® es un efector directo de mTORC1, mientras
que p90~SX involucra la activacién de la via de las MAPK para poder fosforilar a
rpS6 [69]. Se ha demostrado que existe una interrelacion entre las vias de las
MAPK, PI3K, y mTOR, que resulta en la fosforilacién diferencial de residuos
especificos de rpS6. Estos resultados posicionan a rpS6 como un punto de
convergencia de multiples vias de sefializacion en células T CD8" [114].

Para continuar con la caracterizacion de la transduccion de senales que
participan en el control traduccional dependiente de Glu, en el presente trabajo
se caracterizo la fosforilacion de rpS6 usando un cultivo celular emulando a las
células gliales que estan en contacto intimo con las neuronas glutamatérgicas.
Hemos sido capaces de demostrar que la exposicion a Glu altera el estado de
fosforilacion de rpS6 en CGB de forma tiempo- y dosis-dependiente,
principalmente siendo mediada por la activacién de los receptores AMPA vy la
participacion de las vias de las MAPKy mTORC1 (Figs. 19y 20).

Con la idea de entender el papel fisiolégico de la fosforilacion de rpS6
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dependiente de Glu, decidimos evaluar la distribucion subcelular de la proteina
fosforilada, la cual es diferente dependiendo del tipo celular. Para nuestra
sorpresa, pudimos detectar la proteina fosforilada tanto en nucleo como en
citoplasma, lo cual favorece la nocion de que la actividad neuronal modifica
continuamente las funciones de los astrocitos. Por un lado, tiene un efecto
bifasico sobre la sintesis global de proteinas [39,43], y por el otro, podria estar
implicada con la regulacion del ensamblaje ribosomal. Curiosamente, la relacion
entre la proteina fosforilada vs. la proteina total parece preservarse en ambos
compartimientos celulares, lo que sugiere un aumento en los niveles totales de
rpS6 tras la exposicion a Glu [223.3 £ 24.74 en el nucleo, mientras que en el
citoplasma es 218.2 + 9.082 (Fig. 21B)]. Esto no es de sorprender, ya que datos
preliminares de nuestro laboratorio sugieren que el tratamiento con Glu
incrementa las cantidades de ARNm en la fraccién polisomal en CGB.
Especulamos que entre las proteinas traducidas activamente tras la exposicion a
Glu se encuentran moléculas de sefalizacion, como rpS6, y componentes de la
lanzadera Glu/glutamina. Esperamos que el trabajo actualmente en curso arroje

pruebas para esclarecer este tema.

En resumen, este trabajo ofrece evidencia de la fosforilacion de rpS6
dependiente de Glu, que podria ser importante no soélo para la regulacion de la
sintesis de proteinas sino también para la biogénesis ribosomal. Un resumen de

nuestros hallazgos se representa en la Fig. 22.
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Figura 22. Sefalizaciéon implicada en la fosforilacion de rpS6 en CGB.
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CONCLUSIONES

Utilizando como modelo las células gliales de Bergmann, hemos sido
capaces de observar cambios en la fosforilacion de rpS6 (Ser235/236),
mediados por la activacion de los receptores glutamatérgicos. Ademas
demostramos que las vias de sefializacion de MAPK y mTORC1 participan

en la fosforilacion de esta proteina.

Por otro lado, al evaluar la localizacién de rpS6 fosforilada, nos dimos cuenta
que principalmente esta se ubica en el citoplasma. Sin embargo, la deteccidn
de parte de la proteina fosforilada en el nucleo podria implicar que esta
modificacion postraduccional pueda tener un rol importante en la biogénesis
ribosomal, ademas de su papel en la regulacién de la sintesis de proteinas.

Estos resultados nos permiten entender mas a fondo los mecanismos
moleculares detras del efecto bifasico en la sintesis de proteinas de las CGB
cuando son expuestas a Glu. Asi mismo, recalcan la importancia de las
células gliales en la neurotransmision glutamatérgica. Las ceélulas gliales no
solo mantienen bajas las concentraciones de Glu, también responden a la
actividad glutamatérgica con cambios en su repertorio proteico que influye en
la modulacion de la transmisidn y plasticidad sinaptica.
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PERSPECTIVAS

1. Examinar si la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 determina su

localizacion subcelular.

2. Evaluar si algunos mensajeros involucrados en el ciclo Glu/glutamina se

traducen con mayor eficiencia bajo estimulacion glutamatérgica.
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