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RESUMEN

El glutamato (Glu), es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso central de
los vertebrados, se elimina de la hendidura sinaptica por una familia de transportadores de Glu
dependientes del sodio. Dentro de la célula glial, el Glu se metaboliza a glutamina (Gln) por la
glutamina sintetasa y se libera a las neuronas a través de los transportadores de aminoacidos
neutros dependientes del sodio del sistema N. La GIn se captura por las neuronas,
completando el ciclo Glu/GlIn. Las células gliales de Bergmann (CGB) son un tipo de glia radial
especializada que reside en el cerebelo. En este contexto, estudios recientes demuestran que
el manganeso (Mn?*) se acumula de manera significativa en el cerebelo. El Mn?* es un
elemento esencial, que en altas dosis ejerce efectos oxidativos y neurotoxicos. La
neurotoxicidad por la exposicidbn a Mn se caracteriza por un deterioro astrocitico tanto en la
expresion como en la actividad de los transportadores de Gin. El sistema N es el facilitador
principal del eflujo de GIn de las células gliales. Ademas, la alteracién de las vias de
sefalizacién de proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) representan un evento
temprano relacionado a la exposicibn a Mn en el cerebro inmaduro. Los mecanismos
moleculares que median la neurotoxicidad inducida por Mn, particularmente en el contexto del
ciclo Glu/GlIn, aln no han sido entendidos del todo. Por lo tanto, decidimos investigar el papel
de la exposicion a corto plazo de Mn?*en CGB, como un modelo establecido y validado para
estudiar las interacciones glia/neurona. Con este fin, cultivos primarios de CGB de pollo se
expusieron a concentraciones subtoxicas de Mn (50-500 uM) durante tiempos de 15 minutos
a 2 horas. Se evalué la liberacién de [°H] -L-GIn, asi como el patrén de fosforilacion de la
proteina cinasa en respuesta a sefiales extracelulares (ERK). El tratamiento con Mn?
disminuyd la liberacion de GIn, aunque este efecto no se mantuvo en presencia de aspartato
(Asp). La exposicién a Mn?* aumenté la fosforilaciéon de ERK1/2, desde las concentraciones
mas bajas probadas. El efecto no se potencié con la co-exposicion a Asp. Ademas, la
fosforilacion de ezrina tampoco se alteré por los tratamientos con Mn?*. En general, estos
hallazgos sugieren que la alteraciéon de las rutas de sefializacion de MAPK intracelulares
pueden representar un evento temprano relacionado con los efectos de Mn?* y aunque el
efecto parece ser independiente del transporte de Glu, la alteraciéon de la homeostasis de Glu

puede conducir a un deterioro de la neurotransmision glutamatérgica.
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ABSTRACT

Glutamate (Glu), the main excitatory neurotransmitter in the mammalian brain, is cleared from
the synaptic cleft by a family of sodium-dependent Glu transporters. Within the glial
compartment, it is metabolized to glutamine (GIn) through GIn synthetase and released to the
neurons through sodium-dependent neutral amino acid carriers of the N system. GlIn is taken
up by neurons completing the Glu/GIn cycle. Bergmann glial cells (BGC)are a
type of specialized radial glia that reside in the cerebellum. In this context, recent studies have
shown that one of the targets for manganese accumulation is the cerebellum.
Manganese (Mn?*) is an essential trace element that in high doses can exert serious
oxidative and neurotoxic effects. Mn?* neurotoxicity is characterized by astrocytic impairment
both in the expression and activity of GiIn transporters. System N is a major facilitator of Gin
efflux from glial cells. Also, altered intracellular mitogen-activated protein kinases (MAPK)
signaling pathways represent an early event linked to Mn?* exposure in the immature brain.
The molecular mechanisms mediating Mn?*-induced neurotoxicity, particularly in the context of
the Glu/GIn cycle, have yet to be completely understood. Hence, we decided to investigate the
role of Mn?* short-term exposure on BGC, as a well-established model of glia/neuronal
interactions. To this end, primary cultures of chick cerebellar BGC were exposed to subtoxic
concentrations of Mn?* (MnCly; 50-500 pM) from 15 minutes to 2 hours. [*H]-L-GIn release, as
well as the extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 phosphorylation pattern were
evaluated. Mn?* treatment reduced GIn release although this effect was not sustained under a
background of aspartate (Asp). Mn?* exposure increased ERK1/2 phosphorylation, from the
lowest time and concentration tested. The effect was not potentiated on a co-exposure with
Asp. Also, the treatment with Mn? did not alter phospho-ezrin levels in the plasma membrane.
Overall, these findings suggest that altered intracellular MAPKs signaling pathways may
represent an early event triggered by Mn?* exposure, although the effect appears to be
independent of Glu transport. The disruption of Glu homeostasis may lead to impairment of

glutamatergic neurotransmission.
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l. INTRODUCCION
1.1. Células del sistema nervioso central

Existen dos tipos celulares principales en el sistema nervioso: las neuronas y las
células gliales. Las neuronas se relacionan directamente con la transmision eléctrica y
el procesamiento de informacion, mientras las células gliales, aunque por mucho
tiempo fueron pasadas por alto en el ambito de la investigacion del sistema nervioso
central (SNC), llevan a cabo una gran cantidad de funciones importantes, tales como:
dar soporte fisico a las neuronas durante su migracion, como almacén metabolico de
las neuronas, control del tréfico de sustancias entre el torrente sanguineo y el cerebro,
sefalizacion neurotrofica y modulacion de la plasticidad sinaptica (Elsayed y
Magistretti, 2015).

1.1.1. Células gliales

Rudolf Virchow describié por primera vez a las células gliales como una sustancia
conectiva no-neuronal en el cerebro y médula espinal en la que se encuentran distintos
elementos del sistema nervioso (Virchow, 1846). El avance de la ciencia permitio
identificar y clasificar estas células en dos categorias principales: microglia y
macroglia; siendo la microglia, el conjunto de macréfagos residentes en el CNS. Por
otro lado, la macroglia se encuentra a su vez dividida en astroglia, oligodendroglia,
glia ependimaria y células de Schwann. La astroglia presenta diferentes fenotipos
dependiendo de la regién del sistema nervioso en donde se encuentre. Por ejemplo,
al localizarse en la sustancia gris se les conoce como astrocitos protoplasmaticos, a
los presentes en la sustancia blanca: astrocitos fibrosos, astrocitos perivasculares a
los que estan en la periferia de los vasos sanguineos, células de Miller en la retina y

células gliales de Bergmann (CGB) en el cerebelo (Reichenbach y Wolburg, 2005).
1.1.1.1. Células gliales de Bergmann

Las CGB son un tipo de glia radial especializada que se encuentra en el cerebelo,
particularmente en la capa molecular de la corteza cerebelar (figura 1). Se ha

demostrado que los cuerpos celulares de las CGB se encuentran estrechamente



asociados a los de las células de Purkinje (Fuloép et al., 1979). Dado que la
sinaptogénesis ocurre en la capa molecular, las fibras de las CGB envuelven las
sinapsis desarrolladas en las dendritas de las células de Purkinje (Yamada et al.,
2000). Es por lo que se considera que las CGB se encuentran implicadas en casi todas
las sinapsis de las células de Purkinje, tanto excitadoras (Glu) como inhibidoras (acido
y-aminobutirico:. GABA,; Bradford, 1988). Las CGB expresan transportadores
glutamatérgicos, GABAérgicos y de amino&cidos neutros (EAATs, GATs y SNATS,
respectivamente), al igual que receptores de Glu ionotrépicos de tipo N-metil-D-
aspartato  (NMDA), kainato (KA) y acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico (AMPA), asi como metabotrdpicos de tipo I, Il y lll (nGIuR; (Lopez-

Bayghen et al., 2003a; Lopez-Bayghen et al., 2003b).

Célula de
Purkinje

Fibra paralela

Capa

Célula de Purkinje -
molecular

N %
N\ 4 {7 Capa
\ intermedia

I_L
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"granular

Célula granular

Célula musgosa

Célula

estrellada Célula de Golgi

Células en canasta

Ax6n de célula de Purkinje | Tibra trepadora

Figura 1. Estructura basica de la corteza cerebelar. Imagen de un corte transversal
de un I6bulo cortical individual, indicando la presencia de las tres capas distintivas del
cortex cerebelar (Modificado de Apps y Garwicz, 2005; Chao et al., 2009).



1.1.2. Glutamato

El Glu es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso central en
vertebrados, y esta relacionado con muchos aspectos del funcionamiento del encéfalo
como la cognicion, la memoria y el aprendizaje. El Glu ademas funge un papel esencial
en el desarrollo del SNC, induccién y eliminacion de sinapsis, asi como en la migracion,
diferenciacion y muerte celular. Las concentraciones de Glu en el medio extracelular y
el liquido cefalorraquideo se encuentran alrededor de 4 y 10 uM, respectivamente
(Danbolt, 2001). En el SNC, el Glu se sintetiza a partir de a-cetoglutarato, al afiadirle
un grupo amino, accion mediada por la enzima glutamato deshidrogenasa o al remover
un grupo amino del aminoacido GIn a través de la enzima glutaminasa. El metabolismo

de Glu se puede llevar a cabo tanto por neuronas como células gliales.
1.1.2.1. Receptores de glutamato

El Glu ejerce sus acciones al activar receptores especificos de membrana, los cuales
se clasifican en dos grupos de acuerdo con su mecanismo de transduccion de sefales
(figura 2), iGIuRs y mGluRs ((Hollmann y Heinemann, 1994), de los cuales los primeros
son canales idnicos activados por ligando que permiten el influjo de iones al unirse Glu
(Traynelis et al., 2010) y dentro de esta se encuentran las subfamilias NMDA, AMPA 'y
KA; llamadas de esta manera debido a los agonistas farmacol6gicos que se unen
selectivamente a los miembros de estas subfamilias. El influjo de concentraciones altas
de cationes al activar simultdneamente una gran cantidad de iGIuRs, resulta en un
potencial de accion (Traynelis et al., 2010). Por otro lado, los mGIuRs, son receptores
acoplados a proteinas G, los cuales cuentan con una estructura clasica de siete
segmentos transmembranales e inician sus cascadas de sefalizacion al unirse Glu.
Basados en la homologia de las secuencias, farmacologia y asociaciones de segundos
mensajeros, los mGIuRs pueden ser subcategorizados en grupo I, Il y 1l (Conn y Pin,
1997). La activacion del grupo | de mGIluRs y acople a las proteinas Gq inicia cascadas
de sefalizacién relacionadas con fosfolipasa Clinositol 1,4,5-trifosfato/diacilglicerol
(PLC/IP3/DAG, por sus siglas en inglés). Los grupos Il y Il reducen los niveles de AMP

ciclico (CAMP) al iniciar la sefalizacion inhibidora de la proteina Gi.
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Figura 2. Estructura béasica de los receptores glutamatérgicos. A) Receptores
ionotropicos, B) Receptores metabotropicos (Adaptada de Kenny y Markou, 2004;
Traynelis et al., 2010).

1.1.2.2. Transportadores de glutamato

Una vez que el Glu ejerce sus acciones sobre los receptores membranales, los niveles
de Glu en el espacio sinaptico se regulan por una familia de transportadores de alta
afinidad dependientes de sodio que se encuentran principalmente en astrocitos
(Schousboe, 1981). En mamiferos, existen 5 tipos de transportadores de Glu
denominados EAAT (por sus siglas en inglés) del 1 al 5. Estos transportadores se
encargan de mantener las concentraciones de Glu reguladas para evitar la
desensibilizacion o activacion cronica de los receptores, y de evitar la excitotoxicidad.
Los transportadores EAAT-1 (transportador de Gluy Asp:  GLAST) y EAAT-2
(transportador de Glu 1: GLT-1) se encargan de mas del 80% de la captura de Glu en
el cerebro (Eulenburg y Gomeza, 2010; Swanson, 2013). EIl transportador
predominante en las CGB es EAAT1/GLAST (Maragakis et al., 2004). Recientemente,
diversos estudios sugieren que los transportadores de Glu tienen un papel importante
en la sefalizacion activada por este aminoacido (Flores-Méndez et al., 2013; Lopez-

Colomé et al.,, 2012; Martinez-Lozada etal.,, 2013). Ademas, se reporta que
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EAAT1/GLAST es capaz de acoplarse con la ATPasa Na*/K* (Gegelashvili et al., 2007;
Rose et al., 2009).

Asp~
Glu~
3Na*
H+

Figura 3. Estequiometria del transporte de Glu. El
transportador EAAT puede transportar una molécula de
Glu junto con 3 moléculas de Na* y una de H* y en
contraflujo una de K* (Modificado de Vandenberg y
Ryan, 2013).

K+

1.1.2.3. Transportadores de glutamina

Existen varias familias de transportadores de Gin: sistemas L, *L, ASC y A (Dolinska
et al., 2004; Sidoryk-Wegrzynowicz et al., 2009). Aunque todos estos transportadores
son capaces de transportar GIn, se cree que algunos (L, *L y ASC) son
intercambiadores ( Broer et al., 2000; Pineda et al., 1999), los cuales transportan Gin
al secuestrar otro aminoacido, por lo cual se considera que estos no son responsables
del eflujo neto de GIn requerido en el reciclamiento de neurotransmisores. Por otro
lado, los transportadores del sistema A y el sistema N catalizan el flujo s6lo de un
aminodcido por ciclo de transporte y tienen la capacidad de alterar el contenido total
de aminoéacido presente en la célula glial. El transporte de GIn mediado por el sistema
A es electrogénico, es decir, esta acoplado al co-transporte de un ion Na* (Chaudhry
et al., 2002), por lo cual es capaz de mediar el influjo de GIn solo en los potenciales
de membrana negativos de las células gliales. En contraste, el transporte de GIn
mediado por el sistema N se acopla al transporte de un i6n Na* y a contraflujo un H*,
lo cual resulta en un mecanismo de transporte electroneutro que es bidireccional bajo

condiciones fisiologicas (Broer et al., 2002; Chaudhry etal., 1999; 2002). Lo cual



comprueba que el transporte mediado por el sistema N es un mecanismo potencial del

eflujo de GIn en BGC como parte de la lanzadera Glu/GIn.
1.1.2.3.1. Sistema N

Los principales integrantes de la familia de transportadores del sistema N son
SNAT3/SN1y SNAT5/SN2, producto de los genes slc38a3 y slc38a5, respectivamente
(Broer, 2014). SNATS3 transporta principalmente Gln, histidina y asparagina (Chaudhry
et al., 1999; Gu et al., 2000) y su expresion en el cerebro es exclusivamente glial,
concentrandose de manera especial alrededor de los procesos neuronales (Boulland
et al., 2002; 2003). Aunque SNAT5 también se encuentra en células gliales, tiene una
mayor cantidad de sustratos, transportando de manera adicional serina, alanina y
glicina (Hamdani et al., 2012; Nakanishi et al., 2001a; Nakanishi et al., 2001b). Por lo
cual se considera que SNAT3 es el principal transportador de GIn en CGB. SNAT3
puede inducir cambios en las células dado el contratransporte de H*. Ademas, SNAT3
es capaz de llevar a cabo un transporte eficiente de GIn tanto con Na* como con Li*,
como cation acoplado al transporte de GIn (Chaudhry et al., 1999; Nakanishi et al.,
2001a)

A B
Na? AA° Na?

eeayreeeceeee  ree

AAO

M JJJJJJJ-;“"JJJ

H
SLC38A1 SLC38A3
SLC38A2 SLC38A5

Figura 4. Formas de transporte de los transportadores de GIn de la familia slc38.
(Tomada de Bhutia y Ganapathy, 2016).



1.1.3. Lanzadera Glu/GIn

Las células gliales forman una sinapsis tripartita al estar localizadas estrechamente
cerca de las estructuras pre y postsinapticas (Perea et al., 2009). Dado lo anterior, las
CGB pueden detectar los niveles locales de actividad neural al reaccionar ante
neurotransmisores y, en respuesta, liberar sustancias que modulan tales sinapsis. El
Glu liberado a la hendidura sinéptica se captura por las células gliales gracias a los
EAATS, especificamente EAAT1/GLAST en CGB, para convertirse a GIn por la enzima
glutamina sintetasa (GS). Esta GIn se transporta fuera de la célula glial hacia las
neuronas, donde se utiliza para re-sintetizar Glu con la ayuda de la enzima
transglutaminasa y de esta manera continuar con la neurotransmisién. Evidencia
reciente demuestra que se requiere la GIn extracelular para mantener los niveles
maximos de la transmision sinaptica excitadora (Billups et al., 2013; Marx et al., 2015;
Rae etal.,, 2003; Tani etal.,, 2014). Debido a que la GS es la principal enzima
productora de GIn, y ésta se encuentra exclusivamente en glia (Norenberg y Martinez-
Hernandez, 1979), las células gliales son de vital importancia en el reciclaje de

neurotransmisores.
1.1.4. Lanzadera astrocito-neurona-lactato

En 1994, Magistretti y Pellerin, basandose en observaciones en cultivos primarios de
astrocitos, postularon un modelo operacional que propone un posible mecanismo de
acople cuantitativo entre el metabolismo glutamatérgico y la demanda de glucosa en
el SNC (Pellerin y Magistretti, 1994). Tras la activacion neuronal y a liberacion sinaptica
de Glu, la captura de Glu llevada a cabo por los astrocitos induce un incremento en la
captura de glucosa de los capilares, que se realiza por los transportadores de glucosa
GLUT1 gracias a la activacion previa de la ATPasa Na*/K* (Pellerin y Magistretti, 1994;
Pellerin et al., 1997). Posteriormente, la glucosa entra en el proceso de glucolisis y se
convierte en lactato por los astrocitos, los cuales se encuentran enriquecidos en lactato
deshidrogenasa 5 (LDHs). El intercambio de lactato entre los astrocitos y las neuronas
se opera por los transportadores de monocarboxilatos (MCT). El lactato se convierte
en piruvato dentro de las neuronas, ya que estas cuentan con la LDHi. El piruvato,

entra al ciclo de los &cidos tricarboxilicos a través de su transformacién a acetil CoA



por la enzima piruvato deshidrogenasa, generando 18 moléculas de ATP por molécula
de lactato (Pellerin et al., 1998).

1.1.5. Via de sefializacion MAPK-ERK 1/2

Las MAPK (proteinas cinasas activadas por mitdgenos) son una familia de cinasas
serina-treonina, las cuales juegan un papel importante en el neurodesarrollo y
neuroplasticidad (Peres et al., 2013). Las MAPK intervienen en diversas respuestas
celulares, tales como proliferacion, diferenciacion, supervivencia celular, muerte y
transformacion celular. Los principales miembros de esta familia son las cinasas N-
terminal de c-Jun (JNKs), p38MAPK y |as cinasas reguladas por sefiales extracelulares
(ERK 1/2; Thomas y Huganir, 2004; Kim y Choi, 2010). La via de sefializacion MAPK-
ERK 1/2 (p44/p42) se puede activar por diversos estimulos extracelulares como
mitdgenos, factores de crecimiento, citocinas, asi como iones (Baccarini, 2005;
Meloche y Pouysségur, 2007; Roux y Blenis, 2004). Una vez que se presenta el
estimulo se inicia una cascada de tres pasos; que consiste en varias cinasas de
cinasas MAPK, las cuales incluyen miembros de la familia Raf, Mos y Tpl2/COT.
También estan las cinasas de MAPK donde los principales miembros son MEK 1y
MEK2. Finalmente, las MAPK (p44/p42) se activan después de la fosforilacion de los
residuos en bucle Thr202-X-Tyr204 y Thr185-X-Tyrl87, donde la X puede ser
cualguier aminoacido (Murphy y Blenis, 2006; Rubinfeld y Seger, 2005) Existen
diversos blancos rio debajo de la via de sefalizacién, tales como p90RSK y el factor
de transcripcion Elk-1 (Dalby et al., 1998; Marais, Wynne, y Treisman, 1993). ERK 1/2
se regulan negativamente por una familia de fosfatasas especificas de MAPK
conocidas como MKPs, asi como por los inhibidores de MEK, U0126 y PD98059
(Owens y Keyse, 2007).

1.1.6. Anclaje detransportadores en lamembrana plasmaéatica: papel de ezrina

Las proteinas ezrina, radixina y moesina forman parte de la familia ERM, la cual regula
interacciones entre los microfilamentos de actina y la membrana celular (Vaheri et al.,
1997). Ezrina es una fosfoproteina de 80 kDa antes conocida como citovilina
(Bretscher, 1983). Ezrina por una parte une los filamentos de actina a la membrana

plasmatica y por otro lado ancla proteinas de membrana en sitios especificos,
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permitiendo a las células mantener funciones especializadas en superficies de
membrana definidas (Dransfield, 1997). Esta proteina se regula a través de cambios
conformacionales inducidos por la fosforilacion mediada por fosfolipidos y proteinas
cinasas, lo cual resulta en su activacion (Bonilha, 2007). El reclutamiento de ezrina a
ciertas areas de la membrana depende de una primera union de PIP2 a un subdominio
del amino terminal del dominio FERM seguido por la traslocacion a la membrana
plasmatica y la fosforilaciéon de un residuo de treonina (T567; Fievet et al., 2004).
Ademas, ezrina es capaz de unirse a proteinas con dominios PDZ (como los son
transportadores y canales idnicos), a través de proteinas de anclaje como NHERF1
(Weinman et al., 2006). Tal es el caso del transportador EAAT1/GLAST, donde en
estudios recientes se muestra que ezrina forma un complejo junto con NHERF1 y
GFAP, manteniendo a EAAT1/GLAST en la membrana plasmética (Aven et al., 2006;
Lépez-Colomé et al., 2016; Nijboer et al., 2013; Sullivan et al., 2007).

1.2. Manganeso

El manganeso (Mn?*) es un elemento del grupo 7 de la tabla periédica y el 12° elemento
mas abundante en la biosfera. Se encuentra ampliamente distribuido en polvo,
sedimento, agua, asi como en agentes bioldgicos (Aschner et al., 2007). Su forma mas
comun es la inorgénica, con 11 estados de oxidacion del -3 al +7 (USEPA, 1984). En
tejido vivo, los estados de oxidacién predominantes son Mn?*, Mn3* y posiblemente

Mn#*, siendo el estado divalente el mas abundante (Archibald y Tyree, 1987).
1.2.1. Esencialidad versus toxicidad

El Mn?* es un elemento esencial en diversas funciones biolégicas. Es cofactor de una
amplia variedad de enzimas, desde cinasas, fosfatasas, sintetasas y 6xido-reductasas
(Quintanar, 2008). Dentro de las oxido-reductasas tenemos a la catalasa, peroxidasa
y la superéxido dismutasa mitocondrial (Mn-SOD), fungiendo un papel importante al
proteger a la célula del dafio oxidativo. En el SNC, el Mn?* es necesario en el
funcionamiento correcto de la lanzadera Glu/GIn, ya que la enzima GS lo utiliza como

cofactor al sintetizar GIn del neurotransmisor Glu. Se estima que alrededor del 80%



del Mn?* que se encuentra en el SNC esta contenido en la enzima GS (Wedler, 1984).
Sin embargo, a pesar de su esencialidad la exposicion crénica a este metal puede
tener efectos deletéreos en el sistema respiratorio, sistema reproductivo y el SNC. La
afeccibn mas caracteristica tras la exposicion a Mn?* es la enfermedad
neurodegenerativa denominada como manganismo, la cual presenta sintomas
similares a los de la enfermedad de Parkinson (Barbeau, 1984; Olanow, 2006). Esta
enfermedad se reporta principalmente en personal ocupacionalmente expuesto de las
industrias minera y del acero, expuestos de manera crénica al polvos o aerosoles que
contienen el metal. Aunque, la introduccion del antidetonante de gasolina
metilciclopentadienil-manganeso-tricarbonilo (MMT) produjo la preocupacion por la
salud de poblaciones urbanas de grandes ciudades expuestas al humo de automoviles
(Kaiser, 2003).

1.2.2. Toxicocinética
1.2.2.1. Absorcioén

La principal ruta de absorcién es a través del tracto gastrointestinal, pero también
puede ocurrir en los pulmones tras exposicion inhalatoria (O’'Neal y Zheng, 2015).
Recientemente se ha aceptado la inyeccion intravenosa de narcéticos ilegales que

contienen Mn?* en su formulacion, una tercera ruta de exposicion (Outten et al., 2001).
1.2.2.2. Distribucién

Hasta la fecha, no se sabe de ninguna proteina de transporte en la célula destinada
exclusivamente para el transporte de Mn?*. Sin embargo, utiliza sistemas de transporte
que se regulan por otros metales. Los principales transportadores relacionados al
acarreo de Mn?*, son los de cationes divalentes y se piensa que son poco eficientes
para manejar tanto exposiciones cronicas, asi como agudas de este metal. Asimismo,
canales de calcio regulados por voltaje, receptores ionotropicos de Glu, el canal
receptor de potencial transitorio de melastina 7 (TRPM7), canales acarreadores de
solutos (SLC, incluyendo las proteinas ZIP), canales de almacén operados por Ca?*y
procesamiento dependiente/independiente de transferrina (Tf), a través del
transportador de metales divalentes 1 (DMT1; Aschner y Dorman, 2006; Erikson et al.,
2006; Dean et al., 2009; Fujishiro et al., 2011; Roth et al., 2013).
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1.2.2.3. Transformacioén

El Mn?* no se metaboliza en el organismo. Sin embargo, se encuentra en varios
estados de oxidacion, y puede ir cambiando sus estados de valencia dentro del cuerpo.
Gibbons y colaboradores, reportaron que la ceruloplasmina humana promovio la
oxidacion de Mn de su forma divalente a la trivalente en un modelo in vitro, asi como
un cambio de complejo de union de a2-macroglobulina a transferrina (Gibbons et al.,
1976). Es por ello que el metabolismo o sus estados de valencia iniciales pueden ser
una determinante importante en la distribuciéon y retencién de Mn?* en el cuerpo
(ATSDR, 2012). La valencia del Mn también puede influenciar la toxicidad del Mn?*,
En estudios in vitro el Mn3* parecer mas citotéxico que el Mn?*, posiblemente debido a
su mayor reactividad oxidativa y su parecido con el hierro (Ali et al., 1995; Chen et al,
2001) Sin embargo, hasta la fecha se desconoce cuanto Mn divalente o trivalente, se

encuentra en el interior de la célula y/o mitocondria.
1.2.2.4. Eliminacion

La ruta primaria de eliminacién es la excrecién fecal hepatobiliar con una muy limitada
excrecion urinaria (Klaassen, 1976). EI Mn?* se puede eliminar en leche materna, sudor
y cabello, aunque no constituyen rutas importantes de aclaramiento. En el humano, el
tiempo de vida media de eliminaciéon de Mn?* del cerebro no difiere mucho de los
resultados de otros mamiferos, siendo la vida media de eliminacion de 53 dias en
humanos tras la administraciéon de Mn?* radiactivo (Cotzias et al., 1968).

1.2.3. Mecanismos de neurodegeneracion inducidos por el Mn

Los mecanismos por los cuales el Mn?* puede llevar a cabo procesos de
neurodegeneracién siguen sin ser completamente elucidados. Sin embargo, diversos
estudios discuten y proponen los diferentes mecanismos de procesos

neurodegenerativos a causa de la exposicion a Mn?*.
1.2.3.1. Disfuncion mitocondrial y estrés oxidante

Se establece que el Mn?* puede ocasionar disfuncién mitocondrial, pues es capaz de
inhibir la fosforilacion oxidativa en preparaciones de mitocondrias aisladas (Gavin et
al., 1999). En células PC12, el Mn inhibe el complejo | de la cadena respiratoria; en
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cultivos primarios de neuronas, disrumpe el potencial de membrana mitocondrial e

inhibe el complejo Il (succinato deshidrogenasa) de la cadena respiratoria.
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Figura 5. Efecto del Mn?* en la funcién mitocondrial y la desregulacién del Ca?*.
(Modificado de Tidball et al., 2015).

De igual forma, estudios in vivo en ratas muestran que el tratamiento con Mn?* inhibe
los cuatro complejos de la cadena respiratoria y que disminuye la actividad de la
monoamina oxidasa. La interferencia en el proceso de fosforilacion oxidativa y la
inhibicion de la actividad mitocondrial, eventualmente llevara a la deplecion de ATP,
comprometiendo el metabolismo energético de la célula (Quintanar, 2008). EI Mn
tiende a acumularse dentro de la mitocondria, lo cual a su vez ocasiona acumulacion

de calcio (Ca?*) en el mismo organelo. La depolarizaciéon de la membrana a causa del
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exceso de Mn?* y Ca?* resulta en la apertura del poro de transicién de permeabilidad
mitocondrial (MPTP;), el cual es capaz de liberar citocromo c (figura 5) y de tal forma
iniciar una cascada apoptoética mediada por caspasas (Brustovetsky et al., 2002). Los
efectos productores de ROS a causa del Mn?* en la mitocondria se atentian con la
adicion de antioxidantes. La actividad de enzimas antioxidantes disminuye tras el
tratamiento con MnClz (Chtourou et al., 2011).

Dependiente de manganeso

Glutamina
sintetasa

Figura 6. Efectos del Mn?* en la lanzadera Glu-GIn en astrocitos corticales.
Modificado de (Tidball et al., 2015).
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1.2.3.2. Alteracion en los niveles de neurotransmisores: lanzadera Glu/Gln

El Mn puede afectar la lanzadera Glu/GIn (figura 6). Estudios en astrocitos muestran
como el Mn?* disminuye la captura de Glu al disminuir la expresion de GLAST/EAAT1
(Erikson y Aschner, 2003). EI Mn?* también puede incrementar la liberacién sinaptica
de Glu e inhibir la conductancia de los receptores NMDA bloqueando el canal del
receptor (Crooks et al., 2007). Muchos estudios identifican una disrupcion de la
captura, liberacién y metabolismo de la GIn en astrocitos (Milatovic et al., 2007;
Sidoryk-Wegrzynowicz et al., 2009; 2011). Se conoce cémo la exposicién a Mn?* causa
deficiencia en el transporte y la recaptura de Glu en astrocitos, llevando al aumento de
Glu extracelular (Lee et al., 2009b). Ademas, el Mn disminuye la expresion y la
actividad de la GS (Erikson et al., 2006; 2007). Tales cambios pueden iniciar la
disrupcién de la lanzadera Glu/GIn y de esa forma afectar la homeostasis de la
neurotransmision en las neuronas aledafias a las células gliales (Sidoryk-

Wegrzynowicz y Aschner, 2013).

1.3. Justificacioén

El Mn es un elemento traza esencial en la homeostasis de mdultiples procesos
celulares. Sin embargo, se reconoce que la exposicion ambiental crénica a Mn?* puede
causar neurotoxicidad y es un factor de riesgo importante en el desarrollo del desorden
neurodegenerativo conocido como manganismo que se caracteriza por compartir
sintomas y lesiones morfolégicas con la enfermedad de Parkinson. Los cultivos de
astrocitos poseen una gran capacidad de acumular Mn?*, incluso, en mayor proporcién
que las neuronas, y este exceso de Mn?* afecta de manera primaria la funcién de las
células gliales. Una de las principales funciones afectadas es el transporte de Gin, el
cual, es indispensable en el reciclamiento del Glu. Glu es el principal neurotransmisor
excitador del SNC. El transportador de aminoacidos neutros SNAT3 el mediador del
eflujo de GIn de las células gliales hacia las neuronas para sintetizar Glu, por lo tanto,
un elemento esencial en el funcionamiento de la lanzadera Glu/GIn. La funcién del
transportador SNAT3 se regula a diversos niveles: conformacion de la proteina

transportadora (afinidad), expresion del transportador en la membrana plasmatica
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(Vwmax), tasa de traduccion de su mRNA y transcripcion del gen sIc38A3. Las cascadas
de sefalizacion de las MAPKSs, especificamente ERK 1/2 son un punto de
convergencia en la regulacion de la expresién génica. Por lo que es importante el
estudio de la exposicién a Mn?* en un modelo tan bien establecido como lo son las

CGB en el contexto de la neurotransmision glutamatérgica.

1.4. Hipotesis

La exposicion a Mn afectard el funcionamiento del transportador de aminoacidos

neutros SNAT3 en células gliales de Bergmann.

1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo general

Caracterizar la participacion del transportador de aminoacidos neutros SNAT3 en la

toxicidad del MnCl2 en células gliales de Bergmann.

1.5.2. Objetivos especificos

= Evaluar la funcién del transportador SNAT3 mediante el ensayo de liberacion
de []]-L-GIn tras la exposicién a una baja concentracién y tiempo de MnClo.

» Determinar la participacion de la via MAPK-ERK en el efecto provocado por la
exposicidén a bajas concentraciones y tiempos de MnClz.

» Elucidar el posible mecanismo molecular implicado en la respuesta a la
exposicion a bajas concentraciones y tiempos de MnCla.

» Evaluar el efecto del MnCl2 en el anclaje de los transportadores a la membrana

mediante la deteccion de ezrina fosforilada.
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. MATERIALES Y METODOS

2.1. Estrategia experimental

Cultivo primario de BGC, de
cerebelo de embriones de pollo
de 14 dias

80-100% de confluencia (4-5 dias

después del cultivo)

|
DOSIS

(50, 100, 200, 500 pM)

Tratamientos con TIEMPO
MnCl, (15,30, 1 h, 2 h)
MTT Liberacion de

Inmunodeteccion
en fase solida

[*H]-L-GIn

p-ERK 1/2

% de reduccion

% de liberacion

Analisis estadistico

X+ SEM
ANOVA + Dunnet
p<0.05

Figura 7. Esquema del protocolo experimental.

2.2. Material Biolégico

Embriones de pollo de 10 dias fueron donados por Avi-Mex S.A. de C.V., los cuales se

mantuvieron en incubacion a 37 °C hasta la elaboracion del cultivo primario de CGB.

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con las normas internacionales

sobre el uso ético de animales.
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2.3. Reactivos

Los reactivos utilizados en la elaboracién del cultivo primario de CGB se obtuvieron de
Thermo Fisher Scientific (Carlsbad, CA, EE. UU.). El &cido L-glutamico, acido D-
aspartico y bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) se
adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). La [*H]-L-GIn (50.3 Ci/mmol de
actividad especifica) se obtuvo de Perkin Elmer (Boston, MA, EE. UU.). Los reactivos
utilizados en la inmunodeteccion en fase solida se adquirieron de Bio-Rad (Hercules,
CA, EE. UU.). El anticuerpo anti-p44/42 fosforilado se adquiri6 de Cell Signaling
Technology Inc. (Danvers, MA, EE. UU.). El anticuerpo anti-ezrina fosforilada se
adquirié de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Dallas, TX, EE. UU.). El anticuerpo anti-
conejo se obtuvo de GE Healthcare Life Sciences (Chicago, IL, EE. UU.).

2.4. Cultivo primario de células gliales de Bergmann

El cultivo primario de CGB se preparo conforme a la metodologia previamente descrita
por Ortega y colaboradores (Ortega et al., 1991). A partir de cerebelos de embriones
de pollo de 14 dias diseccionados y homogenizados de manera enzimatica y
mecanica, se sembraron con 8x10° células/mL en medio Opti-MEM (Medio modificado
del suero minimo de Eagle; GIBCO) suplementado con 2.5% de suero fetal bovino y
50 pg/mL de gentamicina. Las células se incubaron a 37 °C en una atmdsfera con 5%
de CO2y 95% de humedad, hasta alcanzar una confluencia entre 85-100% (4-6 dias
después). La pureza del cultivo (90-95%) se evalla por la expresion de la proteina de

union a kainato (KBP), la cual es especifica de CGB (Somogyi et al., 1990).

2.5. Ensayo de viabilidad celular MTT
2.5.1. Principio

Ensayo colorimétrico que se basa en la reduccion metabdlica del compuesto soluble
amarillo bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) llevada a cabo
por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa en un producto azul/parpura

insoluble (Slater et al., 1963).
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2.5.2. Procedimiento

Monocapas confluentes de CGB sembradas en cajas de cultivo celular de 96 pozos se
trataron con 100 pL de cada estimulo. La viabilidad celular se evalu6 a las 3, 6, 12 y
24 h de tratamiento con MnCl: a diferentes concentraciones (50, 100, 200 y 500 puM).
Tres horas antes de concluir los tratamientos las células se incubaron con reactivo de
MTT (5 mg/mL) a 37 °C. Se removié el liquido obtenido y los cristales formados se
disolvieron en DMSO. La densidad Optica de las muestras se determiné por

espectrofotometria a una longitud de onda de 570 nm.

2.6. Ensayo de liberaciéon de [3H]-L-Glutamina
2.6.1. Principio

La liberacion de L-GIn se lleva a cabo por el sistema N de transportadores de Gin, el
cual puede revertir la direccion del transporte de GIn por el cambio en el gradiente
electroguimico en células gliales. Tal acto es pieza clave en el funcionamiento normal
del ciclo Glu/GIn (Chaudhry et al., 1999).

2.6.2. Procedimiento

Monocapas confluentes de CGB sembradas en cajas Petri de cultivo celular p60 se
incubaron durante 2 h en solucion de ensayo (HEPES 25 mM, NaCl 130 mM, KCI 5.4
mM, MgClz 0.8 mM, Na2HPO4 1 mM, glucosa 33.3 mM, CaCl2 1.8 mM, ajustado a pH
7.4 con TRIS base 3 M) con [*H]-L-GIn. Tras las 2 h de incubacién, se procedié a
realizar lavados con solucién de ensayo en dos series, la primera 10 lavados cada
minuto y la segunda 10 lavados cada 2 minutos, todas las fracciones hasta este punto
se descartan con el fin de eliminar el exceso de radiactividad. Al desechar la dltima
fraccion de los lavados se procedio a colectar el sobrenadante cada dos minutos en
15 ocasiones. De la fraccion 6 a la 10 se colocaron los estimulos, el resto de las
fracciones se trataron son solucion de ensayo. Tras colectar las 15 fracciones, se
lisaron las células con NaOH 0.1 M, siendo esta la ultima denominada fraccion 16.
Finalmente se afiadio a cada fraccion liquido de centelleo y &cido acético, y se llevaron

a analizar a un contador de centelleo liquido Beckmann 7800LS. La suma de las
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desintegraciones por minuto de todas las fracciones (1-16) se tomé como 100% de
liberacion de GIn y a partir de ello se determiné el porcentaje de cada una de las

fracciones.

2.7. Obtencidén de extractos totales y membranales
2.7.1. Principio

El choque osmaético es un método poco agresivo y suficiente para lisar las células. A
menudo este método se combina con disrupciébn mecanica, y se fundamenta en el
fendbmeno de ésmosis. La técnica consiste en la carga de un volumen dado de células,
con frecuencia se utiliza el doble del volumen de las células por volumen de liquido.
La célula se expande debido a que contiene solutos que ocasionan un flujo osmotico
del liquido hacia su interior. Esta expansién puede conducir a su lisis 0 rompimiento.
La factibilidad del uso de este método depende de la resistencia mecanica de las
células de interés. El fraccionamiento celular utiliza una o mas propiedades de cada
compartimento, tales como la densidad de flotacion, densidad de carga superficial,
forma y tamafio, y se basa principalmente en la centrifugacion diferencial en medios

de alta viscosidad a 4 °C.
2.7.2. Procedimiento

Al finalizar cada uno de los estimulos, las CGB se cosecharon mecanicamente y se
colectaron en solucion salina de fosfatos (K2HPO4/KH2PO4 10 mM, NaCl 150 mM, pH
7.4) con inhibidores de fosfatasas y proteasas (NasVO4 2 mM, NaF 25 mM, NazMoOa
10 mM, aprotinina 1 mg/mL, leupeptina 1 mg/mL, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM).
Para obtener los extractos totales, las células se centrifugaron a 13, 000 rpm a 4 °C,
durante 10 min. El precipitado se homogenizé mecanicamente en solucion de lisis
(Tris-HCI pH 7.4 50 mM, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, sacarosa 0.32 M) con inhibidores
de fosfatasas y proteasas. El homogenizado se centrifug6 a 13, 000 rpm durante 10
min a 4 °C, se colectd el sobrenadante y se procedio a la determinacién de proteinas.
Para obtener los extractos membranales, la pastilla fue homogenizada en 5 volimenes
de solucion de homogenizacion (sacarosa 0.32 M, 10 mM HEPES pH 7.4, EDTA 2
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mM) mas inhibidores de fosfatasas y se homogeniz6 mecanicamente (10-15 toques).
Después, los homogenados se centrifugaron a 4500 rpm durante 4 min para separar
la fraccion nuclear (pastilla). El sobrenadante se centrifugé a 13 000 RPM durante 15
minutos y la pastilla de esta segunda centrifugacién se resuspendi6 en solucion de lisis
(Tris HCI pH 7.4 50 mM, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, sacarosa 0.32 M) mas inhibidores
de proteasas y fosfatasas y se sonicO en tres ocasiones cada una de 15 segundos,
siendo esta la fraccion membranal. Finalmente, se procedié a la determinacion de

proteinas.

2.8. Determinacion de proteinas por el método de Bradford

2.8.1. Principio

La union de moléculas proteicas al colorante Coomassie bajo condiciones acidicas
resulta en un cambio de coloracion de café a azul. Este método, introducido por
Bradford en 1976, cuantifica residuos de aminoacidos basicos de arginina, lisina e
histidina, los cuales contribuyen a la formacion del complejo proteina-Coomasie
(Bradford, 1976).

2.8.2. Procedimiento

Utilizando como estandar una solucion 10 mg/mL de y-globulina se prepararon
diluciones del estandar de 1, 2, 3, 6 y 12 ug/mL en un volumen de 80 uL. Se tomé un
volumen de 20 uL y se afadieron 180 pL del reactivo de Bradford 1X, se incubd la
reaccion a temperatura ambiente por 5 min y se determiné la absorbancia a 595 nm
en un espectrofotdmetro. Se determind la concentracion de proteina en las muestras
a partir de la curva de calibracién estandar. Alrededor de 20-40 ug de proteinas totales
se resuspendieron en solucion amortiguadora de Laemmli (Tris-HCI pH 6.8 150 mM,
SDS al 5%, B-mercaptoetanol al 5%, DTT 150 mM, azul de bromofenol al 3% vy glicerol
al 30%). Posteriormente, las muestras se sometieron a ebullicion durante 10 min,

concluido ese tiempo se les provocd un choque térmico en hielo durante 5 min.
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2.9. Inmunodeteccidon en fase so6lida

2.9.1. Principio

También conocida como Western blot, esta técnica se describié por primera vez en
1979, y se utiliza para detectar y analizar proteinas. EI método se basa en la
construccion de un complejo proteina-anticuerpo a través de la unién de anticuerpos
especificos a proteinas que se encuentran inmovilizadas en una membrana y la

consecuente deteccién del anticuerpo unido a la proteina (Towbin et al., 1979).
2.9.2. Procedimiento

Las muestras de proteina se desnaturalizaron previamente en la solucion
amortiguadora de Laemmli y se separaron mediante electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 10% con presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y
posteriormente se transferieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se
tifieron con Ponceau S para confirmar que el contenido proteico sea el mismo en todos
los carriles. Las membranas se lavaron con PBS para remover el exceso de Ponceau
S y se incubaron en solucion salina amortiguadora Tris y Tween 20 al 0.1% (TBS-
Tween) con leche semidescremada al 5% durante 2 h para bloquear el exceso de sitios
de union inespecificos de proteina. Posteriormente, las membranas se incubaron por
la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios indicados (p-p44/42, p-ezrina; 1:1000,
1:200), seguidos de sus anticuerpos secundarios correspondientes acoplados a
peroxidasa de rabano (1:4000, 1:2000). Los polipéptidos inmunorreactivos se
detectaron por quimioluminiscencia en un fotodocumentador MicroChemi. Los analisis
densitométricos y los datos se analizaron en el software Prisma de GraphPad (San
Diego, CA, USA).

2.10. Analisis estadistico

Los datos se expresaron como medias * el error estandar. Los analisis estadisticos se
realizaron mediante analisis de varianza de una via (one-way ANOVA), y
comparaciones post hoc mediante el método de Dunnet para considerar diferencias

estadisticamente significativas de p < 0.05.
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II. RESULTADOS

3.1. Laexposicion a Mn?* no disminuye la viabilidad en CGB

Como primer acercamiento, se evalu6 la viabilidad celular en términos de actividad
metabdlica tras el tratamiento con Mn?* en CGB. Estudios en astrocitos corticales tras

el tratamiento con MnCl2 muestran que a partir de las 24 h de tratamiento la viabilidad
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Figura 8. Efecto del Mn?* en la viabilidad celular de CGB. Células gliales de
Bergmann estimuladas con 50, 100, 200 6 500 puM, durante A) 3, B) 6, C) 12, D) 24 h
de MnClz. Como control no estimulado (NS), se incub6 con vehiculo y como control de
muerte celular se estimulo con triton (T) al 1%. Los resultados se expresaron como
media + error estandar de al menos tres experimentos independientes, cada uno por
sextuplicado. Se realiz6 analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la
prueba post hoc de Dunnet, ***p<0.001.
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celular se compromete (Lee etal.,, 2009a; Lee et al., 2009b). En este trabajo, se
incubaron CGB a diferente concentracion de MnCl2 de 50, 100, 200 y 500 uM durante
tiempos de 3, 6, 12 y 24 h. Como control de muerte se utilizé Triton al 1%. La figura 8,
muestra los resultados obtenidos, y se observa que la viabilidad de las CGB expuestas
a las concentraciones y tiempos de MnClz evaluados no disminuyo, ya que no se
encontraron diferencias significativas ni una tendencia a la disminucion en ninguno de
los tratamientos con respecto a los controles. Esto indica que las CGB son resistentes

al insulto con MnClz a las concentraciones y tiempos analizados.

3.2. Laliberaciéon de [*H]-L-GIn no disminuye en CGB tras la exposiciéon a

Mn?2*

En nuestro grupo de trabajo se encontr6 que la captura de Glu se encuentra ligada a
la liberacion de GIn (Martinez-Lozada et al., 2013). Estudios en cultivos de astrocitos
corticales, muestran que la actividad de los transportadores de GIn disminuye tras el
tratamiento con MnClz, especificamente se afecta el sistema N (al cual pertenece
SNAT3) al tratar los astrocitos con Mn?* (Milatovic et al., 2007; Sidoryk-Wegrzynowicz
et al., 2009; 2011). En el presente trabajo, se evalud el porcentaje de liberacion de Gin
al cargar CGB con 0.5 uCi de [3H]-L-GIn por dos horas. Después de este tiempo se
desechd el medio y se reemplazé cada 2 min, cabe mencionar que el medio de los
tratamientos con Mn?* contenia MnCl2 100 puM, es decir, los cultivos fueron pre-
estimulados durante media hora. Después de los 30 min, se colectaron 15 fracciones
cada 2 min. Las fracciones 6-10 contenian los distintos estimulos. La radiactividad
asociada a cada fraccion expresada como porcentaje del total de radiactividad, se
muestra en la figura 9, donde se observa que solamente con el tratamiento con MnCl2
100 pM (linea azul) no se indujo la liberacion de GIn, mientras que el tratamiento con
D-Asp 1 mM (linea verde) si lo hizo. Al hacer una co-exposicion con MnClz 100 uM y
D-Asp 1 mM (linea amarilla), el pre-estimulo con MnClz no fue capaz de afectar la
induccion a la liberacion de GIn provocada por el D-Asp. Esto indica, que a pesar de
gue por si mismo el tratamiento con Mn no induce la liberacion de GIn, tampoco es

capaz de reducir la liberacion de GIn inducida por el estimulo con D-Asp, ya que el
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comportamiento de la co-exposicion es muy similar al de D-Asp solo. Es decir, a la
concentracion y tiempo utilizados el tratamiento con Mn no afecta la funcion del
transportador SNAT3.

% D-Asp 1 mM % MnCl2 100 uM % MnCI2 100 uM + D-Asp 1 mM

1.20
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Figura 9. Efecto del tratamiento con Mn?* en la liberacién de GIn en CGB. CGB
fueron cargadas con 0.5 uCi de [3H]-L-GIn por 2 h. El medio se removié y se reemplaz6
cada 2 min, durante media hora (en este paso para los tratamientos con Mn?*, el medio
de reemplazo contenia MnClz2 100 uM). Tras 30 min, se colectaron 15 fracciones de 2
min cada una. Las fracciones de la 1-5 y 11-15 contenian solamente en medio de
ensayo, mientras que las 6-10 contenian los distintos estimulos, D-Asp 1 mM, MnClz
100 uM y D-Asp 1 mM + MnCl2 100 puM. La radiactividad asociada a cada fraccion se
determind por conteo de centelleo liquido y se expres6 como porcentaje del total de
radiactividad en el experimento. Se muestra un experimento tipico, realizado por
triplicado con resultados similares.

3.3. El tratamiento con Mn2* aumenta la fosforilacion de ERK 1/2

Una vez evaluadas la viabilidad celular y la funcidon de liberacion del transportador
SNAT3 en CGB y observar que éstas no se afectaron tras el tratamiento con MnClz, el
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siguiente paso fue tratar de elucidar qué otros efectos podria estar ocasionando la
exposicion a Mn?* en las CGB. Por lo cual, evaluamos el posible efecto del Mn en una
via de sefializacion que es un punto de convergencia en la regulacion génica de una
gran variedad de estimulos extracelulares, la via de las MAPK-ERK1/2. Teniendo en
cuenta que existen estudios en los cuales se indica que el Mn?* es capaz de modificar
el patron de fosforilacion de ERK 1/2 (Exil etal., 2014), en el presente trabajo
evaluamos el efecto del tratamiento con MnClz2 a bajas concentraciones y distintos

tiempos de exposicidon sobre el patron de fosforilacion de ERK 1/2.
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Figura 10. Efecto del tratamiento con diferentes concentraciones y tiempo de
Mn?* sobre la fosforilacién de ERK 1/2. A) CGB tratadas con 50, 100, 200 o 500 uM
de MnCl2 durante 2 h. B) CGB tratadas con MnCl2 a diferentes tiempos de exposicion
a una concentracion de 100 uM. Los resultados se expresaron como media * error
estdndar de al menos tres experimentos independientes. En la parte inferior se
muestra una autoradiografia de un experimento tipico. Se realiz0 un analisis de
varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba post hoc de Dunnet, ***p<0.001,
*p<0.05.

En la figura 10A, se observa como desde la concentracién mas baja (50 uM) de MnCl2

existe una tendencia al aumento en la fosforilacion de ERK 1/2, sin embargo,
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solamente se mantiene hasta la concentracion de 200 uM, siendo el aumento
significativo en las concentraciones de 100 y 200 uM y donde en la concentracion de
500 uM tal induccion se ve abolida, mostrando, en general, un efecto no-monoténico
del Mn2+ sobre la fosforilacion de ERK 1/2 (ya que no se muestra una dependencia
de la dosis) a las 2 h de exposicion. Después evaluamos la fosforilacion de ERK 1/2 al
tratar las CGB con 100 uM a tiempos menores de exposicion (figura 10B), encontrando
un ligero aumento desde los 15 min, conservando una tendencia a aumentar conforme

al tiempo siendo la induccién significativa solamente a las 2 h del estimulo.

3.4. El aumento en la fosforilacion de ERK 1/2 tras los tratamientos con

Mn?* no es dependiente del transporte de Asp

Una vez demostrado que efectivamente el Mn?* es capaz de inducir la fosforilacion de
ERK 1/2 desde concentraciones y tiempos relativamente bajos, con el fin de elucidar
el posible mecanismo molecular involucrado en la induccién de la fosforilacion de ERK
1/2 mediada por el Mn?*, evaluamos la posible relacion del transporte de Glu en el
efecto inducido por el Mn en CGB. En la figura 11 se muestra el efecto del co-
tratamiento de MnCl2 100 puM y D-Asp 1 mM durante 15 min, donde a pesar de que
cada uno es inductor de la fosforilacion de ERK 1/2 de manera individual, la co-
exposicién de ambos no mostrd un efecto sinérgico (figura 11A), sugiriendo que quiza
el efecto del tratamiento con Mn?* no se encuentra directamente relacionado con el
transporte de Glu. Para probar de manera clara esta teoria utilizamos como
herramienta un potente inhibidor competitivo transportable de transportadores de Glu
(EAAT1-4), L-trans-2,4-PDC 100 pM 30 minutos antes de los tratamientos con MnClz
y D-Asp (figura 11B), observando que la inhibicion del transportador GLAST/EAAT1
no altero el efecto inductor del MnClz sobre las CGB. Aunque no se hayan encontrado
diferencias significativas, la evidencia en conjunto muestra que posiblemente el efecto
del Mn?* sea uno distinto al del transporte de Glu, lo cual deja abierta la posibilidad a

mas investigaciones al respecto.
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Figura 11. Efecto del Mn?* y el transporte de Asp en la fosforilaciéon de ERK 1/2
en CGB. A) CGB se estimularon con MnClz 100 uM durante 15 y 30 min ademas de
D-Asp 60 pM y una combinacion de D-Asp + MnClz 100 uM 15 min. B) CGB tratadas
con MnCl2 100 pM 7 y 15 min, Asp 60 uM y con el inhibidor de transportadores de Glu,
PDC 100 uM 30 min antes de los tratamientos. Los resultados se expresaron como
media + error estandar de al menos tres experimentos independientes. En la parte
inferior se muestra una autoradiografia de un experimento tipico. Se realizé un analisis
de varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba post hoc de Dunnet, *p<0.05.

3.5. La exposiciéon a Mn?* no afecta la fosforilacién de ezrina, proteina

importante en el anclaje de proteinas a la membrana plasmética

Tal como se menciond en la introduccién, el acople funcional y espacial del
transportador GLAST/EAAT1 y el transportador SNAT3 es un punto importante en el
correcto funcionamiento de la lanzadera Glu/GIn (Martinez-Lozada et al., 2013).
Estudios recientes muestran que la fosforilacion de ezrina se relaciona con la
formacion de un complejo con otras proteinas de andamiaje Gtiles en el anclaje de
GLAST/EAAT1 (Aven et al., 2006; Lopez-Colomé et al., 2016; Nijboer et al., 2013;
Sullivan et al., 2007). En linea con lo anterior, evaluamos el efecto del tratamiento con
Mn sobre la fosforilacién de ezrina y su expresion en la fraccion membranal, como una

posible explicacion al efecto del Mn?* en el anclaje de los transportadores a la
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membrana plasmatica, e indagando sobre el porqué no parece haber un efecto directo
sobre la funcién de los transportadores en CGB a causa del tratamiento con Mn?*. Se
puede observar que el efecto del MnCl2 a un periodo corto de exposicién (15 min), no
parece estar influenciando los niveles de fosforilacion de ezrina en la membrana (figura
12), ya que los tratamientos con MnClz no conducen a diferencias significativas con
respecto al control. Aunque esto no es un método directo para evaluar el ensamblaje
del transportador a la membrana como un primer sondeo de este proceso, es indicativo
de que posiblemente el andamiaje no esté afectado a tiempos cortos y bajas

concentraciones de exposicion a Mn?*,
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Figura 12. Efecto del tratamiento con MnClz sobre la fosforilacion de ezrina en
CGB. Fraccién membranal de proteinas de cultivo de CGB estimuladas con MnCl2 100
MM, NaVO4 1 mM + NaMoO4 10 mM y NMDA 500 pM + Gly 10 pM durante 15 min. Los
resultados se expresaron como media + error estandar de al menos tres experimentos
independientes. En la parte inferior se muestra una autoradiografia de un experimento
tipico. Se realiz6 como analisis estadistico una prueba t de Student, *p<0.05.
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IV. DISCUSION

El efecto ocasionado por la exposicién a Mn?* en el SNC se asocia principalmente a la
disfuncioén de los ganglios basales, ya que el Mn tiende a acumularse en estas regiones
(Calne et al., 1994; Eriksson et al., 1992; Nagatomo et al., 1999; Newland et al., 1989).
Sin embargo, también se encuentran niveles altos de Mn han en el cerebelo
(Sepulveda et al., 2012; Ye y Kim, 2015), lo cual sugiere que no todos los sintomas y
afecciones relacionadas a la exposiciébn a Mn?* son exclusivamente debidos a la
disfuncion en los ganglios basales. En este contexto, las CGB tienen un papel
importante en la estructura y funcién del cerebelo, ya que son esenciales en la
migracion y el correcto posicionamiento de las células granulares en el desarrollo
temprano del cerebelo, y continlan siendo una parte integral de los circuitos
cerebelares en la etapa adulta, en la que cumplen funciones como el control de la
homeostasis de iones, estabilidad sindptica, plasticidad, funcion metabdlica y neuro-
proteccion (De Zeeuw y Hoogland, 2015). A pesar de la basta evidencia sobre las
diversas funciones que se pueden afectar en el cerebelo (especificamente en las CGB)
tras un insulto con Mn?*, los mecanismos que median estas funciones no han sido

explorados.

4.1. Laexposicién a Mn?* no afecta la viabilidad en CGB

Dado que estudios realizados en astrocitos corticales por Lee y colaboradores habian
mostrado que desde concentraciones de 200 uM de MnCl2 tras 24 h de exposicion la
viabilidad celular disminuye de manera significativa y de manera dependiente de la
dosis (Lee et al., 2009a; Lee et al., 2009b), evaluamos la viabilidad celular de CGB tras
la exposicion con MnClz, observado que ninguno de los tratamientos con MnCl2
disminuyo la viabilidad en CGB. En el primer estudio mencionado, encontraron que el
cultivo de astrocitos primarios era mas resistente al tratamiento con Mn en
comparacion al cultivo primario de neuronas (Lee et al., 2009a); lo cual podria indicar
gue las CGB son mas resistentes al dafio que produce la exposicion a Mn que los
astrocitos corticales y las neuronas. Lafarga y colaboradores describen que después

del dafio citotéxico las CGB muestran una respuesta reactiva (gliosis) inicial
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presuntamente orientada a la proteccion de las células que aun no han sido dafiadas
por efectos ocasionados por las células muertas (Lafarga et al., 1998). La cual, al ser
cronicamente activada, llevara a que las células ya no puedan contrarrestar el dafio y

finalmente terminen en procesos de muerte celular y apoptosis.

4.2. Laliberacion de [°H]-L-GIn no disminuye en CGB tras la exposicién a

Mn?2*

Tal como se mencion6 anteriormente, existen evidencias donde se demuestra que la
actividad de los transportadores de GIn (especialmente de SNAT3) disminuye por el
tratamiento con MnClz en astrocitos corticales, ademas de la disminucion de los niveles
de ARN mensajero y proteina del transportador (Milatovic et al., 2007; Sidoryk-
Wegrzynowicz et al., 2009; 2011). El acople funcional entre los transportadores de Glu
y SNAT3, gracias al incremento de las concentraciones de Na* ocasionadas por la
captura de Glu que a su vez favorece el modo de liberacion del transportador SNAT3
se sustenta en estudios recientes (Broer, et al., 2004; Martinez-Lozada et al., 2013).
En el presente trabajo se hizo la coleccion de fracciones de medio extracelular tras
una pre-incubacion con [*H]-L-GIn para evaluar la funcién de eflujo/liberacion de Gin
del transportador tras los estimulos establecidos. El tratamiento con MnClz no indujo
la liberacién de GIn, sin embargo, tampoco disminuyé la liberacién de Gin inducida por
D-Asp. Esto nos lleva a pensar que bajo las condiciones utilizadas en este experimento
la funcion en general del transportador no se atrofié por el tratamiento con Mn. En
nuestro grupo de trabajo una investigacién en curso indica que bajo tratamientos
similares con MnClz2 en CGB el transporte de Glu aumenta con respecto a los controles,
lo cual difiere a los hallazgos obtenidos en astrocitos corticales (Johnson et al., 2018;
Karki et al., 2015, 2014; Lee et al., 2009a), aunque cabe mencionar que el principal
transportador de Glu que se expresa en astrocitos corticales es GLT-1, mientras que
en CGB es GLAST, lo cual es un punto importante a considerar ya que podria mostrar
un patrén diferencial en cuando al dafio inducido por Mn?*. De los ensayos elaborados
en astrocitos corticales solo en uno se ha tratado de evaluar el eflujo de Gin tras el

tratamiento con Mn?*, y aungue no es un ensayo de liberacién como tal, los autores
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indican que el eflujo de GIn también se disminuye (Sidoryk-Wegrzynowicz et al., 2009),
el resto de los estudios muestra la disminucion en la funcion de captura de GIn. Por
otro lado, la regulacion de SNAT3 se relaciona con la induccién de proteina cinasa C
(PKC). Estudios in situ muestran que la activacion de PKC induce la fosforilaciéon de
SNAT3, regulando su trafico a la membrana y degradacion (Nissen-Meyer et al., 2011).
Asimismo, la internalizacion de SNAT3 tras su fosforilacion dependiente de PKC se
apoya en un modelo de ovocitos de Xenopus laevis, donde la activacion de PKC redujo
la Vmax en la captura de GIn (Balkrishna et al., 2010) y en células PS120. La exposicion
a Mn?* induce la actividad de PKC, asi como isoformas especificas de esta proteina,
especificamente la a y d, en astrocitos corticales a concentraciones de 0.5y 1 mM
durante 8 y 24 h (Sidoryk-Wegrzynowicz et al., 2011). Ademéas, en el mismo estudio
demostraron que la activaciéon de PKC & inducida por el tratamiento con Mn?* induce
hiper-ubiquitinacién, disminuye la expresion de SNAT3 y la captura de Gin,
incrementando la asociacion de SNAT3 con la proteina ubiquitina-ligasa E3 (Nedd4-2)
en un cultivo primario de astrocitos. En el estudio llevado a cabo por Nissen-Meyer en
2011, se demostré que la induccién de la fosforilacion de SNATS3 llevada a cabo por
PKC, se producia por las isoformas a y y. Tal fosforilacion tiene lugar en un residuo
especifico (serina 52) de la regiébn N-terminal en rata. En este estudio realizaron
analisis bioinformaticos donde identificaron sitios putativos de fosforilacion, donde
encontraron 5 sitios de fosforilacion de PKC (T32, S52, S314, T458 y T466), en rata.
El sitio S52 sélo se conserva en rata y cabra, tales especies muestran una triple
secuencia de S en los residuos 51-53, aunque los residuos 51 y 53 se presentan en
todas las secuencias que ellos analizaron. Haciendo uso del mismo programa que
utilizaron en la publicacibn mencionada, pero con la secuencia de aminoacidos
correspondiente al ortélogo en pollo (Figura 13), se encontraron los residuos S55,
S287 y T439 como posibles sitios de fosforilacion por PKC; después se realizdé una
alineacion de los aminoacidos de la secuencia de pollo con los de rata y se encontr6
gue el sitio de fosforilacion en pollo no corresponde al de S52 en rata (el sitio especifico
de fosforilacion de SNAT3 por PKC), sin embargo, el transportador se puede regular
por la fosforilacion alternativa de cualquiera de los sitios encontrados. Ademas, en

CGB, la activacion de fosfolipasa C (PLC) dependiente de Ca?* induce las isoformas a
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y € de PKC, reduciendo de manera significativa la actividad del promotor chglast
(L6pez-Bayghen y Ortega, 2004), indicando que tales isoformas se expresan en

nuestro modelo de estudio en el contexto de la neurotransmision glutamatérgica.

A MEGPELPVQAEMVELVPNGKHAAALGTTTIPSLPGDRFDENQCGAEMEEFLPHGSEKKQTHFTDFE
GKTSFGMSVFNLSNAIMGSGILGLAYAMANTGIILFLFLLTAVALLSSYSIHLLLKSSGIVAMSSY
LYIVKSEVPLVIQTFLNLEEKTTDWYLNGNYLVILVSVTVILPLALMKQLGYLGYASGFSLSCMVF
FLISVIYKKFQIPCPLPEQGWNITSGINVTLGSEHWDGPAAPLPPEVGACTPSFFTLNSQTAYTIP
IMAFAFVCHPEVLPIYTELKNPSKKKMQCISNISITVMYLMYFLAALFGYLTFYGRVESELLHTYS
RVDPFDVLILCVRVAVLTAVTLTVPIVLFPVRRAIQQMLFQGKNFSWIRHVAIAVILLTFINLLVI
FAPSILGIFGLIGATSAPCLIFIFPAIFYIRIMPKDKEPLRSTPKILAACFALLGVLFMIMSLSFI
ITDWATGGGQSGGSH

PS00005 PKC_PHOSPHO_SITE Profein kinase C phosphorylation site :

55 - 57: SeK

Predicted feature:
MOD_RES 99 Phosphoserine

287 - 289: SkK
Predicted feature:
MOD_RES 287 Phosphoserine

439 - 441: TpK
Predicted feature:
MOD_RES 439 Phosphothreonine
C

G. galius ELPVQAEMVELVPNGKHAAALGTTT | PSLPGDRFDENQCGAEMEEFLPHGSEKKQTHFTD
R. norvegicus E| PRQTEMVELVPNGKHLEGLLPVGMPTADTQRAEDAQHCGEGKGFLQQ- SSSKEPHFTD

Figura 13. Andlisis bioinformético de la secuencia de aminoacidos de SNAT3 de
Gallus gallus y sus sitios de fosforilacién mediados por PKC. A) Secuencia
proteica del transportador SNAT3 de pollo de 477 aminoacidos. B) Sitios de
fosforilacidon putativos para PKC en SNAT3 obtenidos del programa PROSITE, el cual
identifica residuos y motivos con potencial de fosforilacion mediado por proteinas
cinasas comunmente caracterizadas. C) Secuencia de aminoacidos de SNAT3 de
pollo (residuos 5-64) alineada con su ortélogo de rata (residuos 2-60), en azul se
muestran las regiones conservadas y en rojo se muestra la region correspondiente al
residuo S52.

4.3. El tratamiento con Mn?* aumenta la fosforilaciéon de ERK 1/2

La regulacion de elementos de sefializacion celular intracelulares por la exposicion a

Mn2*, asi como el mecanismo y objetivo celular de sus efectos es un tema importante
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dentro la investigacion toxicoldgica de este metal. La via de sefalizacion MAPK-ERK
1/2 se activa principalmente por factores de crecimiento, regulando la expresion
génica, embriogénesis, proliferacibn, muerte y supervivencia celular, y
neuroplasticidad (Chen et al., 2001; Thomas y Huganir, 2004). La activacion de las
vias de sefalizacion de las MAPK se relaciona con la neurotoxicidad inducida por el
Mn?*. Los modelos experimentales en los que se estudia la activacion de MAPK por
Mn?* son variados e incluyen: la activacion de vias apoptéticas por ERK 1/2 asi como
activacion de caspasa-3 en células PC12 (Cai et al., 2011; Ito et al., 2006; Posser et al.,
2009), participacion de ERK 1/2 en la expresion de iINOS en microglia (Bae et al., 2006;
Crittenden y Filipov, 2011), en cultivo primario de astrocitos ERK 1/2 se relacion6 con
la expresion de COX-2 (Yin et al., 2008), asi como en estudios in vivo donde se
incrementaron los niveles de isoprostanos F2 con la activacién concomitante de ERK
1/2 en tejido estriado de rata (Cordova et al., 2013, 2012). Los resultados del presente
estudio muestran que desde concentraciones relativamente bajas y tiempos cortos de
exposicion a Mn?* aumenta la fosforilacion de ERK 1/2. Debido a que en las
concentraciones evaluadas no se presentdé una disminucion en la viabilidad
metabdlica, la induccién de ERK 1/2 provocada por el Mn?* en esta ventana de
exposicidn es poco probable que sea dependiente de la produccion de estrés oxidativo
y consecuente muerte celular y apoptosis, como es el caso de los tratamientos
prolongados. Dado que la duracion de la sefializacion puede alterar de manera
significativa caracteristicas de elementos rio-debajo de las cascadas llevando a
distintos destinos de decision finales (Murphy y Blenis, 2006), el patrén de sefializacion
de ERK 1/2 puede producir efectos de larga duracion relacionados ya sea con la
migracion celular, proliferacion, diferenciacion o supervivencia. Estudios en células
PC-12 muestran que la estimulacion con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y
el factor de crecimiento nervioso (NGF), produce un patrén de fosforilacién
caracteristico. EI NGF, presenta un patron de fosforilacibn sostenido el cual se
relaciona con la induccion de la diferenciacion celular, en cambio el EGF, muestra un
patron transiente, lo cual conduce al proceso de proliferacion celular (Blithgen y
Legewie, 2008).
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4.4. El aumento en la fosforilacion de ERK 1/2 tras los tratamientos con

Mn?* no es dependiente del transporte de Asp

Estudios previos muestran que el transporte de Glu participa en la sefalizacion
activada por este aminoacido de manera independiente de los receptores (Gonzalez y
Ortega, 2000; Martinez-Lozada et al., 2011). Buscando un posible mecanismo por el
cual el Mn induce la fosforilacién de ERK 1/2, y teniendo en cuenta que los estudios
en curso en el laboratorio sobre el efecto del tratamiento de Mn?* en el transportador
EAAT1/GLAST parece inducir la captura de Asp; encontramos que el efecto inductor
del Mn?* en CGB sobre la via de sefializacion de las MAPK-ERK es independiente del
transporte de Glu. Lo cual deja abierta la pregunta sobre cuél es el papel del Ca?*
durante este proceso. Ya que el incremento en el transporte de Glu y el co-transporte
de Na*, activa al intercambiador Na*/Ca?* (NCX), con la consecuente entrada de Ca?*
a la célula, tal incremento de Ca?* induce a CAMKII, PKA, PKC y donde la primera
proteina es capaz de activar a Ras y las restantes a MEK1/2, promoviendo esta
cascada de sefalizacion. El incremento en los niveles extracelulares de Glu activa a
los receptores AMPA lo cual conlleva a la entrada de Ca?*, ademas, el tratamiento con
Mn?* disminuye la expresion de receptores NMDA en estudios in vivo (Wang et al.,
2017), por lo cual no se descarta el efecto de los receptores en el efecto inducido por

el tratamiento con Mn2".

4.5. La exposicion a Mn?* no afecta la fosforilacién de ezrina, proteina

importante en el anclaje de proteinas a la membrana plasmatica

El correcto anclaje e interaccion entre la membrana plasmatica y el citoesqueleto es
critico para el funcionamiento normal de los procesos celulares. Las proteinas ERM,
como ya se menciond, son una clase de proteinas determinantes en la conexién entre
la membranay el citoesqueleto de actina. Por lo cual, la localizacion anormal de ezrina
es un factor determinante en la transduccion de sefiales aberrantes tras un insulto.
Debido a que el tratamiento con Mn?* parece no estar afectando la funcién de los
transportadores en la membrana plasmatica, por lo que fue pertinente preguntar si el

anclaje de estos pudiera estar afectado, y por consecuencia provocar un cambio en
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los patrones de transduccion de sefales intracelulares. EAAT1-GLAST y SNAT3
muestran un acople funcional y regional en la membrana, y ezrina es un componente
importante del complejo de anclaje de EAAT1/GLAST, por lo cual el evaluar el patrén
de fosforilacion de ezrina podria parecer un enfoque interesante de estudiar en la
exposiciéon a Mn?*, Sin embargo, como se observa en la figura 12, aparentemente el
tratamiento con Mn?* no parece estar regulando los niveles de fosforilaciéon de ezrina.
A pesar de ello, no es posible descartar que a diferentes concentraciones y tiempos
de exposicion a Mn?* el efecto pudiera ser distinto, ya que en estudios realizados en
una linea celular de mioblastos de rata la expresion de ezrina muestra ser un fenémeno

altamente dinamico (Vasquez-Limeta et al., 2014).
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VI.

CONCLUSIONES
El tratamiento con Mn?* no disminuye la viabilidad celular en CGB.

El tratamiento con Mn?* no afecta la funcién de liberacion del transportador

SNAT3 a una baja concentracion (100 uM) y tiempo de exposicion (30 min).

El tratamiento con Mn?* aumenta significativamente la fosforilacion de ERK
1/2 desde concentraciones bajas manteniendo un comportamiento no-

monotdnico y dependiente del tiempo.

El aumento en la fosforilacion de ERK 1/2 inducida por el tratamiento con
Mn?* es independiente del transporte de Asp.

El tratamiento con Mn2* no afectd los niveles de fosforilacion de ezrina,

proteina importante en el acople de los transportadores a la membrana.

PERSPECTIVAS
Evaluar el papel de PKC en la liberacion de GIn tras la exposicion a Mn.

Caracterizar de las vias de sefializacién de tirosinas cinasas activadas por

Mn?2*,

Elucidar el papel de la sefializacién inducida por Ca?* en el efecto producido

por el tratamiento con Mn?*,
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