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Resumen

La neurotransmision glutamatérgica es una de las mas importantes del sistema nervioso
central, estd conformada por las neuronas presinapticas que liberan glutamato (Glu),
neuronas postsinapticas que expresan receptores a Glu y las células gliales que a través de
transportadores remueven el Glu de la hendidura sinaptica. En la célula glial, el Glu es
transformado a glutamina (Gln) mediante la glutamina sintetasa (GS). La Gln es liberada
hacia la neurona presinaptica, en donde es transformada a glutamato mediante la glutaminasa.
La disrupcion en alguno de los componentes de la transmision sindptica glutamatérgica se
asocia con enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad Alzheimer, Parkinson,
epilepsia, entre otras. Actualmente se sabe que distintos agentes pueden afectar ésta
transmision e.g. el modafinilo (Mod) es un farmaco psicoestimulante promotor de la vigilia
que ha mostrado capacidad para alterar componentes de la transmision glutamatérgica. Ante
esto, nos planteamos evaluar el efecto que tiene la exposicion a Mod sobre la GS, esperando
cambios en los niveles de GS, asi como en su actividad. Decidimos evaluar los niveles de
proteina in vivo mediante inmunodeteccion en fase solida y la actividad enzimadtica por
cuantificaciéon de y-glutamilhidroxamato, después de tratamientos con glutamato y
modafinilo. Al evaluar la actividad, observamos un aumento de la actividad inducido por la
exposicion a modafinilo, el cual es inhibido por la co-exposicion a Glu y Mod. No obstante,
en los niveles de GS, no obtuvimos diferencias significativas, sin embargo, los niveles de
fosforilacion de AKT/PKB aumentaron. Estos resultados sugieren que la exposiciéon a Mod
afecta la ssefializacion glutamatérgica modificando la actividad y la activacion de la via

AKT/PKB en un modelo in vitro € in vivo.



Abstract

Glutamatergic neurotransmission is one of the main functions of the central nervous system,
consists of presynaptic neurons that release glutamate (Glu), postsynaptic neurons that
express Glu receptors and glial cells that through transporters remove Glu from the synaptic
cleft. In glial cells, Glu is transformed into glutamine (Gln) by glutamine synthetase (GS).
Gln is released into the presynaptic neuron, where it is transformed into glutamate by
glutaminase. Disruption in some of the components of glutamatergic synaptic transmission
is associated with neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease, Parkinson,
epilepsy, among others. Currently, it is known that modafinil (Mod), a psychostimulant drug
that promotes wakefulness, alters the components of the glutamatergic transmission. Given
this fact, we considered to evaluate the effect Mod on GS protein and activity levels by
western blot and by quantification of y-glutamyl hydroxamate, respectively. We observed an
increase in GS activity induced by exposure to modafinil, which is inhibited by co-exposure
to Glu and Mod. However, the GS protein levels do not change. Surprisingly, AKT / PKB
phosphorylated levels in different brain regions are changed upon Mod exposure. These
results suggest that exposure to Mod disrupts glutamatergic signaling in both an in vitro and

in vivo model.
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Introduccién

Neurotransmision glutamatérgica

El glutamato (Glu) es un aminodacido que estd implicado en diversas funciones; por una parte
juega un papel importante en la homeostasis y amortiguamiento del nitrogeno y también esta
inmerso en diversas vias del metabolismo celular y balance energético (Fig. 1) (Cooper &
Jeiter, 2016), Adicionalmente, es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso
central de los vertebrados, en una de las mas importantes vias de comunicacion en el sistema
nervioso central; la neurotransmision glutamatérgica, la cual sirve como una estacion de
retransmision excitadora entre las terminales nerviosas presinapticas que liberan al Glu hacia
las espinas dendriticas postsindpticas. Las células gliales se encuentran en estrecho contacto
rodeando la interaccion entre ambas neuronas, por lo que es conocida como una “sinapsis

tripartita” (Fig. 2) (Niciu et al., 2012; Perea et al., 2009).

NH, —

NT& \ % G LN

AsP <—— Glu :@j GABA==»GABA

10
(i)
7 1

BCAAs == QBCAAS GSH) = GSH

Fig. 1. Modelo de un compartimento que resalta el papel central del glutamato como un amortiguador de
nitrégeno en el cerebro. El diagrama resume las enzimas involucradas en la homeostasis del nitrogeno. Las
flechas grises indican el mayor flujo de nitrogeno de la sangre a las células (izquierda) y después a fluidos
intersticiales (derecha), sin tomar en cuenta la compartamentalizacién. El amonio entra al cerebro en gran
medida por difusion de NHj. El nitrogeno adicional entra via transporte de aminoéacidos. Especialmente los
aminoacidos de cadena ramificada (BCAAs). Enzimas: 1 Glutamina sintetasa (amonio como sustrato), 2
Glutamina sintetasa (glutamato como sustrato), 3 Glutaminasa, 4 Glutamato deshidrogenasa, 5 met y cis
aspartato aminotransferasas, 6 enzimas del ciclo de nucleétidos de purina, 7 aminotransferasas de cadena
ramificada, 8 Glutamato deshidrogenasa, 9 Enzimas de Conversion de GABA, 10 Glutamato cisteina ligasa +
Glutation sintetasa, 11 y-glutamiltransferasas + cisteinilglicina dipeptidasa. Ciclos entre astrocitos y
neuronas: i ciclo de la glutamina, ii Ciclo Glutamina GABA, iii Los tres componentes de aminoacidos del
glutation sintetizado en los astrocitos se reciclan y ensamblan de nuevo en las neuronas. (Cooper & Jeiter, 2016)

= GLN

El Glu ejerce sus acciones al activar receptores membranales que se expresan en neuronas y

células gliales y que han sido clasificados en dos principales grupos: Los receptores
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ionotropicos; los cuales son canales idnicos activados por ligando y los receptores
metabotrdpicos; receptores de Glu acoplados a proteinas G (Niciu et al., 2012) involucrados
en la plasticidad sindptica, el aprendizaje, la memoria y las funciones superiores (Kdles et
al.,2016). Los receptores ionotropicos fueron nombrados, de acuerdo a su agonista: N-metil-
D-aspartato (NMDA), 4cido propidnico a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPA) y
Kainato (KA) (Fig. 3) (Koles et al., 2016).

/

Pre-synaptic neuron

Gln
> GS
. Glu
. p AAT GLDH
T1/2 . ADP + P
a-KG ( ATP
*  Succinate
Glia

Post-synaptic neuron

Fig. 2 Esquema de la neurotransmision glutamatérgica. Noétese la interaccion tripartita entre la neurona pre
y post sinaptica y la célula glial. (Parkin et al., 2018).
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Receptores
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glutamato
\
Ionotrépicos Metabotropicos
AMPA NMDA KAINATO
GRIM1
GRIK1 GRIMS
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GRINT1 GRIM4
GRIA2 GRIK2
GRIN2A GRIM7
GRIA3 GRIK3
GRIN2B
GRIA4 5 GRIK4
GRI2C GRIKS
GRIN2D

Fig. 3 Clasificacion en humano HUGO (Human Genome Organisation) de los receptores de glutamato
(tomado de Collingridge et al., 2009).

El Glu que se encuentra en la hendidura sinédptica, es removido mediante un sistema de
transportadores de aminoacidos excitadores, conocidos como EAATS (excitatory amino acid
transporter), son transportadores de alta afinidad que estan acoplados al transporte de Na' y
potasio K, capaces de transportar Glu y Aspartato (Asp) (Cuadro. 1) (Danbolt, 2001; Zhou
& Danbolt, 2014) para mantener las concentraciones de Glu extracelular (0.6-2 pmol/L) e

intracelular (1-10 mmol/L) (Parkin et al., 2018) y evitar el proceso de muerte neuronal por

excitotoxicidad.
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Cuadro 1. Sistema de transportadores de aminoacidos excitadores

Nombre Otros nombres

Transportador de aminoéacidos excitadores

GLAST
1 (EAATI; slcla3)
Transportador de aminoécidos excitadores
GLT-1; GLTI
2 (EAAT2; slcla2)
Transportador de aminoéacidos excitadores
EAACI

3 (EAATS3; slclal)

Transportador de aminoéacidos excitadores

4 (EAATA4; slclab)

Transportador de aminoécidos excitadores
5 (EAATS; slcla7)
(Zhou & Danbolt, 2014)

En la Fig. 4 Se muestra la localizacion de los transportadores presentes en las células gliales
del cerebelo, las células gliales de Bergmann (CGB), se extienden hasta las células de
Purkinje de la capa molecular del cerebelo, rodedndolas y manteniendo un estrecho contacto
con las sinapsis formadas por las fibras paralelas con las dendritas de las neuronas de Purkinje

(Kettenmann & Verkhratsky, 2013).
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A O Glutamate
containing
vesicles

O VGLUT

® GLAST (EAAT1)
® GLT (EAAT2)
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Terminal
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body
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process

Astroglial
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2-0—-0—0-

Purkinje cell dendrite

Fig. 4. Representacion de la localizacion de los transportadores de Glutamato en la sinapsis glutamatérgica.
La sinapsis entre la espina dendritica de la fibra paralela y la célula de Purkinje en la capa molecular del cerebelo

estan rodeadas por las células gliales que contienen en promedio 4700 y 740 moléculas por um” de membrana
(Danbolt, 2001).

GLAST/EAATI

El transportador de Glu més abundante en el cerebelo es GLAST, este transportador junto
con GLTI se encargan del 80 % de remocidon de este neurotransmisor en el cerebro
(Eulenburg & Gomeza, 2010), Se ha repostado que el transportador GLAST funge como un
transductor de sefiales y que tiene la capacidad de participar en la regulacion de expresion

génica mediante las vias de sefalizacion que desencadena (Fig. 5) (Martinez-Lozada ef al.,
2011)
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late

gluRE chkbp

Fig. 5. Sefializacion a través de GLAST. El transportador GLAST puede desencadenar diversas cascadas de
sefializacion involucrada en la expresion génica (Martinez-Lozada ef al., 2011).

Lanzadera Glutamato/Glutamina

La actividad de los transportadores de Glu es dependiente del gradiente electroquimico
generado por la adenosintrifosfatasa, ATPasa Na'/K'. Ambos elementos son esenciales para
llevar a cabo el transporte, en donde una molécula de Glu es cotransportada al citoplasma de
la célula glial junto a dos iones de Na', al tiempo hay antiporte de un ién de K*. Lo que
representa un transporte electrogénico (Camacho & Massieu, 2006). Parte del Glu entra a la
célula, es transformado a Gln por la Glutamina sintetasa (GS), esto con la utilizacién de una
molécula de ATP. Tanto la captura del Glu como su conversiéon a Gln son eventos
dependientes de energia, por lo que, aunado a ellos, se favorece la entrada de glucosa a la
célula (Mendez-Flores et al., 2016). La GIn producida es liberada hacia la neurona
presinaptica; mediante transportadores de aminoacidos neutros conocidos como SNATS, en
donde es transformada a Glu mediante la glutaminasa; dicho proceso es conocido como

lanzadera Glu/Gln (Fig. 6) (Martinez-Lozada et al., 2013).
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Glu  Glutaminase
L]

Fig. 6. Esquema de la lanzadera glutamato/glutamina. La imagen representa el acople fisico y funcional
entre el transportador GLAST, la ATPasa Na'/K" y el tranpostador SNAT3 (Martinez-Lozada et al., 2013).

Glutamina sintetasa

La glutamina sintetasa (GS) (EC 6.3.1.2) es una enzima citoplasmatica localizada
principalmente en cerebro, rifion e higado que se encarga de la sintesis de glutamina; el
aminoacido libre més abundante en el cuerpo humano. Cataliza la condensacion de Glu y
amoniaco dependiente de ATP para la produccioén de Gln (Jayakumar & Norebnberg, 2016;
Spodenkiewicz et al., 2016).

La GS puede llevar a cabo dos reacciones, una mediante la cual cataliza la biosintesis de la
Glna mediante la siguiente reaccion:
Glu+NH," + ATP + Me*" — Gln + ADP + Pi+ H'
En donde Me®" puede ser magnesio o manganeso (Eisenberg et al., 2000), también puede
llevar a cabo una reaccion reversa si se sustituye al sustrato de amonio por hidroxilamina
(NH,OH) mediante la siguiente reaccion:
Gln + Hidroxilamina + ADP + Mn*" — y-glutamilhidroxamato + NHj

(Eisenberg et al., 2000; Peng, Bott & Zong, 2016)

La GS esta presente en todos los organismos y existen al menos tres distintas formas
conocidas como GS I, GS II y GS III (Pesole et al., 1995). La GS I ha sido descrita en
procariotas, mientras que la GS II estd presente en eucariotas y en algunas bacterias del

género Rhizobium, Frankia y Streptomyces y la GS 1l fue identificado por primera vez en
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Bacteroides fragilis y posteriormente en algunas cianobacterias (Krajewski, 2008). Los tres
tipos de GS comparten una identidad de secuencia relativamente baja y tienen estructuras
cuaternarias distintas. Las GS I son dodecameros de subunidades idénticas con un peso
molecular ~ 55 kDa, las GS II son decameros compuestas por cadenas polipeptidicas mas
pequenas, ~ 40 kDa, mientas que las GS III son también dodecameros, pero ensamblan
subunidades més grandes, de ~ 80 kDa (Krajewski, 2008).

La GS humana pertenece a la clase Il de enzimas GS y forma un homodecamero, en el cual,
dos anillos pentdmeros se acoplan uno al otro, conformando un sitio catalitico con forma de
canal que se encuentra en cada interfaz formada por dos subunidades adyacentes, resultando

en diez sitios cataliticos en total (Fig. 7)

glutamate

Fig. 7. Estructura de la glutamina sintetasa. (Frieg et al., 2016).

La GS en el cerebro se localiza principalmente en las células gliales y participa en la
homeostasis del amonio y el metabolismo del Glu (Martinez-Herndndez et al., 1976; Cooper
& Jeiter, 2016)

La GS es codificada por el gen glu/ localizada en el cromosoma 1 (1g31), existen otros genes
vinculados con la expresion de GS; GLUP, GLULL1, GLULL2 y GLULLZ3, localizados en
los cromosomas 9p13, 5q33, 11p15 y 11g24, respectivamente (Wang et al., 1996)
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En el 2017, Tiburcio-Félix y colaboradores mostraron en un modelo de células gliales de
Bergmann tras la exposicion a 1 mM de Glu durante 30 min, los niveles de GS se elevan y
que dicho efecto era dependiente del transportador e independiente de los receptores de Glu,

en un evento no dependiente de calcio (Fig. 8)
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Fig. 8. El glutamato induce un incremento en los niveles proteicos de glutamina sintetasa. Panel a
Monocapas de células de la glia de Bergmann (CGB) fueron expuestas a 1 mM de Glu a diferentes tiempos.
panel b Las CGB fueron pretratadas con un bloqueador de los EAATS; acido treo-B-benciloxi-aspartico
(TBOA, 100 uM) y un agonista de los receptores GRIA 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX, 50 uM),
durante 30 min, previo al tratamiento con 1 mM de Glu. Panel ¢ Las CGB fueron pretratadas con el quelante
de Ca®* BAPTA-AM (25 uM) 30 min previo al tratamiento con Glu 1 mM. En la figura se muestran las
condiciones de los experimentos, extractos totales de CGB fueron analizados mediante inmunodeteccion en
fase solida. (Tiburcio-Félix et al., 2017).

Modafinilo

El Modafinilo o 2-[(difenil)metilsulfonil]acetamida fue introducido por el laboratorio L.
Lafon en 1994 para el tratamiento de desordenes del suefio tales como la narcolepsia e
hipersomnia idiopatica (Lallement, Péreés & Lagarde, 1999). Actualmente, el modafinilo esta
aprobado por la Agencia de Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) como un

agente promotor de la vigilia de clase IV para el tratamiento de la somnolencia excesiva en
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periodo diurno en patologias como la narcolepsia, desordenes del suefio por trabajo de turno
y la apnea obstructiva del suefio. Caracterizado como un psicoestimulante con propiedades
para promover la vigilia (Minzenberg & Carter, 2007). En México Modiodal® es un
medicamento de venta libre, disponible en tabletas de 100 y 200 mg; la dosis recomendada

para el tratamiento de los trastornos del suefio es de 200 mg/dia (Kumar, 2008).

Propiedades farmacocinéticas

La formula condensada del modafinilo es C;sH;sNO,S y tiene un peso molecular de 273.4
g/mol. Es una mezcla racémica con quiralidad; cuyos enantidmeros son equipotentes, con
respecto a los efectos fArmacologicos reportados (Robertson Jr y Hellriegel, 2003).

El modafinilo es administrado via oral en dosis que van de 200 a 600 mg/kg, es un compuesto
altamente lipofilico y rapidamente absorbido alcanzando concentraciones maximas en
plasma a las dos a cuatro horas, con un volumen de distribucion alrededor de 0.8 L/kg
(Robertson Jry Hellriegel, 2003; Kumar, 2008). Se une aproximadamente un 60% a proteinas
plasmaticas, principalmente a la albumina. Es metabolizado en gran medida en el higado por
el CYP3A4 (Kumar, 2008), produciendo dos metabolitos; el modafinilo 4cido y el modafinilo
sulfona (Fig. 9) (Robertson Jr & Hellriegel, 2003), con una vida media de 12 a 15 horas,
eliminado mayoritariamente via renal. Menos de 10% es excretado como el compuesto padre

(Wong et al., 1999a; Wong et al., 1999b).
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Fig. 9. Estructura del Modafinilo y sus metabolitos. Panel a Modafinilo. Panel b Modafinilo acido. Panel ¢
Modafinilo sulfona.

Mecanismo de accion
El modafinilo puede interaccionar con diversos sistemas de neurotransmision y afectar vias

como las dopaminérgicas, GABAérgicas, glutamatérgicas, histaminérgicas, noradrenérgicas,
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orexigénicas y serotoninérgicas (Gerrard & Malcolm, 2007; Kumar, 2008) y causa efectos
tanto neuroquimicos como conductuales, distintos a los causados por drogas de abuso e.g.
anfetaminas, sin conducir a la adiccion de compuesto (Minzenberg & Carter, 2008).
Adicionalmente, estudios epidemiologicos han demostrado que el uso del farmaco mejora la
memoria y la cognicion de individuos sanos (Baranki et al., 2004; Muller et al., 2004). No
obstante, el mecanismo por el cual ejerce sus efectos no estéd totalmente esclarecido.

Algunos estudios han mostrado que la exposicién a modafinilo afecta la neurotransmision
glutamatérgica; Touret y colaboradores en 1994 mostraron que la exposicion a modafinilo
aumenta los niveles de la GS en corteza prefrontal, también se ha mostrado que existen
cambios en las concentraciones de Glu y Gln (Bettendorff e al., 1996). En modelos murinos,
la exposicion al firmaco puede aumentar la liberacion de Glu en distintas areas del encéfalo,
tales como el tdlamo, hipocampo, cuerpo estriado, el area predptica medial e hipocampo
posterior (Ferraro et al, 1997, 1998, 1999). Mas recientemente, en el 2017; Bejarano-Pérez
mostrd que en un modelo de células gliales de Bergmann, la exposicion a 100 uM de
modafinilo modifica la afinidad del transportador GLAST, y que la co-exposicion a Glu y
modafinilo puede abatir la disminucion de la captura de [*H]-D-Asp producido por la

exposicion a 1 mM de Glu.
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Justificacion

El modafinilo es un medicamento de venta libre, que ha mostrado potencial para actuar sobre
componentes de la transmision sinaptica glutamatérgica. Sin embargo, su mecanismo de
accion sigue siendo desconocido, es necesario esclarecerlo para determinar los efectos de su

consumo.

Hipotesis
La exposicion a modafinilo modificara los niveles y la actividad de GS en diferentes areas

del cerebro de rata.

Objetivo general

Evaluar el efecto de la exposicion a modafinilo sobre la regulacion de GS.

Objetivos particulares
e Determinar los niveles proteicos y la actividad de GS en un modelo in vivo de ratas
Wistar tras la exposicion a modafinilo.
e Evaluar si la participacion de la via de PI3K-AKT/PKB en la regulacién de la
actividad de GS a distintas dosis de modafinilo.

e Analizar si la exposicion a modafinilo modifica los niveles de expresion de

fosforilacion de AKT/PKB.
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Materiales y métodos

Estrategia experimental

Estimulo con

. modafinilo
In vitro In vi
n vivo
Actividad « »/  Niveles de
de GS a
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los 30 min o ; —
T distintas areas
. del encéfalo Cerebro
Inicio de Corteza
caracterizacion Hipocampo
via de -
sefializacion Niveles de
\ AKT/PKB
v
Uso de Wortmanina
e inhibidor IV de
AKT

L Obtencién de resultados

Analisis de resultados

Fig. 10. Esquema general de trabajo.

Material Biologico

Las ratas de 8 dias para la fase in vivo del proyecto fueron obtenidos del bioterio del
Cinvestav. Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a las normas
internacionales sobre el uso ético de animales de experimentacion y tuvieron la aprobacion
del Comité de ética del Cinvestav. Los embriones de pollo de 14 dias de incubacion fueron
donados por Avimex. Los cultivos primarios de células gliales de Bergmann fueron

realizados de acuerdo a la metodologia propuesta por Ortega y colaboradores (1991).
Reactivos

Imidazol (Sigma 15513-25G), Hidroxilamina (Sigma 159417-100G), MnCl,, L-glutamina
(Sigma), FeCl3 (Merck 012450 R), ADP (Sigma 48K7005), TCA (Merck K15252107),
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Na,HAsO4 (Aldrich 455857-25G), (2-[(difenil)metilsulfonil]acetamida) (Modafinilo)
(Dipharma Caronno Pertusella, VA. Italia).

Tratamiento de los animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 8 dias a las que se les administraron 9 o 90 mg/kg via
i.p., 4 h después fueron sacrificados por decapitacion, las cabezas fueron colocadas en
nitrégeno liquido durante 5 s. Inmediatamente después, fueron disecados el cerebelo, la

corteza prefrontal y medial y el hipocampo.

Lisis de tejido
Para la deteccion de GS y PKB se realiz6 una extraccion total, empleando la solucion A

(EGTA 5 mM, EDTA 2 mM, PMSF 0.5 mM, Tris-HCl 5 mM, leupeptina 1 pg/ulL y

aprotinina 1 pg/puL), homogenizando hasta incorporacion total de los componentes.

Cuantificacion de proteinas (Método: Bradford, 1976)

Fundamento

La cuantificacion de proteinas por el método de Brandford estd basado en la union del
colorante Azul brillante de Coomassie G-250 a las proteinas, el complejo formado induce un
cambio en la absorcidn maxima que va de 465 a 595 nm, el incremento en la absorbancia que

puede ser monitoreado para determinar la concentracion de proteinas mediante la ley de

Lamber & Beer.

Procedimiento

Se empled una curva patron de y-globulina con concentraciones de 1, 2, 3, 6 'y 12 ug/ulL, en
un volumen de trabajo de 20 uL y un volumen final de 200 pL, se midio la absorbancia a 630

nm usando placas de 96 pozos.

Actividad de GS (Modificado de Peng, Bott & Zong, 2016)

Fundamento
El ensayo para la medicion de la glutamina sintetasa estd basado en su reaccion de y-glutamil

transferasa, mediante la sintesis de y-glutamilhidroxamato a partir de Gln e hidroxilanima.

24



Procedimiento

Para la del tejido se empled un sonicador (Branson 2200) se utilizaron cinco ciclos de 30 s.
Las muestras fueron congeladas a -80°C durante 30 min, al término, fueron agitadas en
agitador orbital (Red Rotor, Hoefer) a temperatura ambiente durante 15 min. Posteriormente,
el lisado celular fue recolectado y centrifugado a 16000 g a 4°C durante 15 min, a partir del
sobrenadante, se determiné la concentracion de proteinas. Cada reaccion, contenia 200 pg de
proteina (ajustando el volumen a 50 puL con Sol. L) y 50 puL de soluciéon de ensayo-A
(Imidazol 50 mM, Na,HAsO420 mM, ADP 0.16 mM, L-GIn 50 mM, Hidroxilamina 25 mM,
MnCl, 2 mM) las reacciones fueron incubadas durante 45 min a 37°C. Posteriormente la
reaccion fue detenida por la adicion de 100 pL de solucion de paro (FeCl3 2.42%, HCI
1.82%, TCA 1.45%), las muestras fueron centrifugadas a 16000 g a 4°C por 10 min.
Finalmente, la absorbancia fue medida a 560 nm. Se emple6 una curva patréon de y-
glutamilhidroxamato con concentraciones de 0.024, 0.049. 0.098, 0.195, 0.391, 0.781, 1.563,
3.125, 6.25,12.5, 25 mM 100 pL + 100 uL de Sol. Para para el blanco fueron empleados 50
pL de Sol. lisis, 50 pL de Sol. Ensayo-A y 100 de Sol. paro.

Los resultados fueron calculados mediante la sig. Ecuacion.

[y — glutamilhidroxamato mM] * 100uL

tiempo en min
Proteinaeng

Ecuacién 1. Actividad de GS en nmol/min/g*10~°.

Inmunodeteccion de proteinas en fase solida

Los lisados de tejido fueron hervidos y desnaturalizados en solucién amortiguadora de carga
Laemmli y 100 uM de DTT. Posteriormente, realizamos una electroforesis con 100 pg de
proteina en geles SDS-PAGE al 10%, que fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa
y bloqueadas con leche Svelty® al 5% durante 3 horas a temperatura ambiente, seguido de
la incubacién con anti-GS 1:500 a 4 °C durante 6 dias, con anti-fosfo PKB (Ser 478) y con
anti-PKB total 1:1000 toda la noche a 4 °C para el control de carga se utilizaron anticuerpos
anti-actina. Finalmente, después de varios lavados las membranas se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente durante dos horas a temperatura ambiente. La

quimioluminiscencia fue detectada y digitalizada mediante un fotodocumentador,
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MicroChemi DNR Bio-Imaging System. Las bandas obtenidas fueron analizadas por

densitometria empleando el programa Image J version 1.501i.

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media + el error estandar. A los datos obtenidos se les
realizé un andlisis de varianza de una via (ANOVA) y se realiz6 prueba post hoc Dunnett
para determinar las diferencias de los tratamientos con respecto al control, tomando como
significativo p < 0.05, para determinar diferencias entre cada uno de los tratamientos. Los
datos fueron analizados en el paquete estadistico Prism 6 (GraphPad Software, San Diego,

CA, USA).
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Resultados

Efecto de la exposicion a modafinilo sobre los niveles de GS

Con base en lo reportado por Tiburcio-Félix y colaboradores en el 2017, que los niveles
proteicos de la GS pueden ser modificados por un estimulo de Glu y que el modafinilo tiene
capacidad para actuar sobre la neurotransmision glutamatérgica (Bejarano-Pérez, 2017), esto
en un modelo in vitro de células gliales de Bergmann. Nosotros decidimos evaluar si en un
modelo in vivo el modafinilo, al ser un psicoestimulante, puede modificar los niveles de la
GS en areas con actividad glutamatérgica, tales como el cerebelo (Fig. 11), la corteza (Fig.

12) y el hipocampo (Fig. 13).

Cerebelo
300+

GS

wow wu | Actina

Niveles de proteina

Dosis de modafinilo

Fig. 11. Niveles de GS en cerebelo. Ratas Wistar macho de 8 dias expuestas a diferentes dosis de modafinilo
via i.p. durante 4 h. Los datos expresan la media + SEM, tres experimentos independientes, en % del control.
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Fig. 12. Niveles de GS en corteza prefrontal y medial. Ratas Wistar macho de 8 dias expuestas a diferentes
dosis de modafinilo via i.p. durante 4 h. Los datos expresan la media = SEM, tres experimentos independientes,

en % del control.
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Fig. 13. Niveles de GS en hipocampo. Ratas Wistar macho de 8 dias expuestas a diferentes dosis de modafinilo
via i.p. durante 4 h. Los datos expresan la media + SEM, tres experimentos independientes, en % del control.

No se obtuvieron diferencias significativas, pero se presenta una clara tendencia a un

aumento en los niveles de la enzima.
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Efecto de la exposicion a modafinilo sobre la actividad de GS

Posterior a evaluar los niveles proteicos de la GS, decidimos determinar si la actividad de la
GS podria ser modificada por la exposicion a modafinilo; mediante la produccion de y-
glutamilhidroxamato, y si la actividad de la GS es dependiente de la via de sefalizacion
PI3K-AKT/PKB (Fig.14). Los datos obtenidos demuestran que la exposicion a 100 uM de

modafinilo puede aumentar la actividad de la GS, alrededor de 0.5 veces mas.
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Fig. 14. Actividad de GS. Panel a: Curva estandar de y-glutamilhidroxamato. Panel b Los inhibidores fueron
colocados 30 min antes de los distintos tratamientos (Wortmanina e inihibidor IV de AKT 100 nM). Los
resultados estas expresados como la media + SEM. Tres experimentos independientes, ANOVA mas prueba
post hoc Dunnett p=0.007 en % del control.
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Efecto de la exposicion a modafinilo sobre los niveles de AKT/PKB

Adicionalmente, decidimos evaluar si la exposicion a modafinilo, en el modelo in vivo, puede
alterar la via PI3K-AKT/PKB, modificando los niveles proteicos de AKT/PKB fosforilado
en Serina 473 en cerebelo (Fig. 15), corteza (Fig. 16) e hipocampo (Fig. 17). Los resultados
muestran que en el cerebelo, hay una disminuccién en la activacion de la via, por la
disminucioén en la fosoforilacion en serina 473. Contrastantemente, en la corteza se presenta
una mayor fosforilacion, en la concentracion de 90 mg/kg. Finalmente, en el hipocampo no

pudimos observar diferencias significativas en las concentraciones y tiempo empleados.
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Tratamientos modafinilo

Fig. 15. Niveles de fosfo PKB (Ser 473) en cerebelo. Ratas Wistar macho de 8 dias expuestas a diferentes dosis
de modafinilo via i.p. durante 4 h. Los datos expresan la media + SEM, tres experimentos independientes p=0.05
* p=0.002 ** prueba posthoc Dunnett en % del control.
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Fig. 16. Niveles de PKB p Ser 473 en Corteza. Ratas Wistar macho de 8 dias expuestas a diferentes dosis de
modafinilo via i.p. durante 4 h. Los datos expresan la media + SEM, tres experimentos independientes p=0.05
* prueba posthoc Dunnett, en % del control.
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Fig. 17. Niveles de PKB p Ser 473 en Hipocampo. Ratas Wistar macho de 8 dias expuestas a diferentes dosis
de modafinilo via i.p. durante 4 h. Los datos expresan la media + SEM, tres experimentos independientes p=0.05
* prueba posthoc Dunnett, en % del control.
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Discusion

Touret y colaboradores en 1994 reportaron que en un modelo de ratas la exposicion via i.p
de 64 mg/kg administrados a las 9:00 h, no ejerce efectos significativos en los niveles
relativos de GS a 2y 7 h después del tratamiento, al igual que al las 4 h y las dosis empleadas
en el presente trabajo. No obstante, a 128 mg/kg los niveles relativos de GS aumentaron en
corteza protoparietal, lo cual sugiere que se deben de emplear dosis mayores de modafinilo
para producir el aumento de la GS. Sin embargo, un par de afios después, Bettendorff y
colaboradores en 1996 mostraron que el tratamiento con 128 mg/kg modafinilo no induce un
incremento en los sustratos de la lanzadera Glutama/glutamina, pero si aumenta la actividad
metabolica, para luego tener una fase de deceso. Con nuestros datos no observamos un
cambio significativo de la actividad de la GS. Podria hipotetizarse que el estimulo con
modafinilo aumenta el metabolismo y la sintesis de proteinas, en nuestros datos, al mostrar
activacion de la via AKT/PKB, ligada estrechamente al aumento en la sintesis de proteinas.
En cuanto a las diferencias obtenidas en cada una de las areas, es debido a las caracteristicas
de cada region, no son similares, incluso el tipo y la proporcion de transportadores de Glu,
es diferente en las areas analizadas. Lehre y colaboradores en 1995, estimaron la proporcion
de transportadores en diverdas areas, reportaron que en hipocampo el transportador que es
expresado mayortariamente es GLT1, en contraste con el cerebelo en donde el principal
transportador de Glu, es GLAST, en la corteza aproximadamente el 70% corresponde a GLT1
mientras que GLAST representa alrededor del 20%.

Un estudio realizado en nuestro equipo de trabajo, elaborado por Bejarano-Pérez en el 2017
demostr6 que la co-exposicion de Glu y Mod puede modificar los efectos desencadenados
por la exposicién Gnica a modafinilo, aumentando la captura de [*’H]-D-Asp. Sin embargo, al
pensar en los resultados que nosotros obtuvimos con respecto a la actividad de la GS, en los
que el aumento en la actividad tras la exposicion a Mod es abatido ante una co-exposicion
con Glu y recordando que el influjo de Glu desencadena procesos que son dependientes de
energia como el acople funcional con la ATPasa y el transportador SNAT3, descrito por
Martinez-Lozada en el 2013, y recordando que la GS es una enzima dependiente de ATP, se
plante6 la hipdtesis de que se desencadenaria un mecanismo de compensacion energética,
del efecto del Glu; previamente descrito por Méndez-Flores y colaboradores en el 2016

mediante el incremento del influjo de glucosa a la célula y hacer mas eficiente el metabolismo
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celular, por lo que se plantean algunas perspectivas que permitan caracterizar parte de los
eventos desencadenados la co-exposicion de modafinilo y Glu.

Otro de los resultados que obtuvimos que abri6 el panorama a mds preguntas fue que la
actividad de GS no depende de la via PI3K-AKT/PKB, una de las vias desencadenadas por
el transportador GLAST (Martinez-Lozada et al., 2011). Contrastando con los resultados
reportados por Tiburcio-Félix y colaboradores en el 2017, en donde muestra que los niveles
proteicos de GS pueden ser regulados por la senalizacion del transportador e independiente
de calcio. No obstante, Bidmon y colaboradores en el 2008, encontraron que es posible que
la actividad de la GS no tenga una relacidon con sus niveles proteicos. Sin embargo, las vias

implicadas en la regulacion de la actividad de GS, no estan esclarecidas.
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Conclusiones

La exposicion a modafinilo no induce cambios significativos en los niveles de GS en
ninguna de las regiones evaluadas a las dosis y tiempo empleados

La exposicion a modafinilo modifica la actividad de la GS independiente de la via
IP3K-AKT/PKB

La exposicion a modafinilo tiene potencial de actuar sobre la sintesis de proteinas por

la disrupcion en la via IP3K-AKT/PKB/mTOR.

Perspectivas

>

Evaluar la actividad metabdlica después del tratamiento con modafinilo mediante la
actividad de:

Glutamato deshidrogenasa

Lactato deshidrogenasa

Malato deshidrogenasa

Evaluar los niveles de transportadores de glucosa (GLUTSs) en la membrana, tras la
coexposicion a Glu y Mod.

Caracterizar el efecto de la exposicion a modafinilo sobre los niveles de GS y la
actividad a diferentes tiempos y concentraciones, incluyendo tiempos largos
Determinar si la actividad de la GS es dependendiente de la sefalizacion de
transportadores, mediante el uso de algun bloqueador de transportadores de Glu,

como el TBOA
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