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RESUMEN

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso central,
su recaptura por medio de sus transportadores protege a las neuronas de la
exitotoxicidad que puede causar la sobre estimulacion de sus receptores.
Anteriormente se ha reportado que existe un acople metabdlico entre el
transportador de glutamato presente en las Células Gliales de Bergmann y el
transportador de aminoacidos neutros SNAT3 de dichas células, lo cual, muestra
que la recaptura de Glutamato junto con el ingreso de Na* permite que el cambio de
gradiente favorezca la liberacién de Glutamina a través de dicho transportador.
Ademas, se ha demostrado que cuando el glutamato ingresa a la célula glial hay un
efecto bifasico con respecto al tiempo en el proceso de traduccion que se detiene a
los 10 y 15 min de estimulacion con Glutamato y se reestablece a 1 h. EI modafinilo
es un farmaco utilizado para tratar desérdenes de suefio que promueve estados de
vigilia. Por lo que se sugiere que el estimulo con Modafinilo aumentara el efecto ya
conocido provocado por glutamato en el transporte de Glutamina y en el proceso
traduccional. Se realizaron capturas de Glutamina para estudiar la funcion y
propiedades cinéticas de SNAT3 bajo el estimulo con Modafinilo e
inmunodetecciones en fase sdlida para conocer el estado de fosforilacion del Factor
de Elongacion eucariético 2. La mayor captura de Glutamina se observé a los 18
minutos con un estimulo de 100 uM por 30 min. Los parametros cinéticos mostraron
que el Modafinilo disminuye la afinidad del transportador por Glutamina. El patrén
de fosforilacion de eEF2 se vio aumentado con el estimulo con Modafinilo, sin
embargo, al colocar un antagonista de CaM no se observé menor fosforilacion del
factor de elongacion, sugiriendo que la ruta Ca?*/CaM no estéa involucrada en el
aumento del patron de fosforilacion de eEF2 provocada por Modafinilo. Con estos
datos se concluye que el transporte de Glutamina, asi como el proceso de

traduccién son afectados por el estimulo con Modafinilo.



ABSTRACT

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter in the central nervous system. Its
uptake by their transporters protects neurons from excitotoxicity which can cause
the overstimulation of their receptors. It has been reported that there is a metabolic
coupling between Glutamate Aspartate Transporter and Sodium-coupled Neutral
Amino Acid Transporter 3 in cerebellar Bergmann Glial Cells plasma membrane,
which shows that Glutamate uptake and Na* influx lead to a gradient turnover that
produces a glutamine release through its transporter. Moreover, it has been proved
that when Glutamate enters the cell, it leads to a biphasic effect on the translation
process timing, stopping translation at 10 and 15 minutes with Glutamate stimulation
and restoring it after 1 hour. Modafinil is a drug used to treat sleep disorders that
promotes awake and awareness states. Hence, we considered that Modafinil
stimulus would enhance the already acknowledged effect of Glutamate upon
Glutamine transport and at the translational process. Uptake assays were done to
find out if Modafinil alters the function and kinetic values of SNAT3 and Western Blot
assays to know the phosphorylated levels of eEF2 under Modafinil stimulus. The
maximal Glutamine uptake was seen at 18 minutes with 100 uM of Modafinil for 30
minutes. The kinetic parameters showed that Modafinil diminishes Glutamine
transporter affinity. The phosphorylation pattern of eEF2 was upregulated under
Modafinil stimulation, even though, a CaM antagonist didn’t restore the
phosphorylation pattern, suggesting that Ca?*/CaM pathway isn’t involved in the
phosphorylation increase of eEF2 induced by Modafinil. Considering that, we
conclude that glutamine transport is affected by Modafinil and that elongation
process Ca?*/CaM dependent doesn’t affect the eEF2 phosphorylation state under

Modafinil stimulus.
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INTRODUCCION

El L-Glutamato (L-Glu) es el principal neurotransmisor excitador del sistema
nervioso central (SNC). Su acumulacién en la hendidura sinaptica conduce a la
sobre-estimulacion de sus receptores y con ello al proceso conocido como
excitotoxicidad. En la actualidad, el consumo de farmacos con blanco en el sistema
nervioso central representa, por un lado, la posibilidad de tratar trastornos
neuroldgicos de etiologias directamente relacionadas con la alteracion de los
procesos bioquimicos y moleculares que suceden en sus unidades funcionales, las
neuronas, y en las células que permiten que ellas realicen correctamente su funcion,
las células gliales; y por el otro, la posibilidad de abusar de los estados producidos
por este tipo de compuestos que atraviesan con facilidad la barrera

hematoencefalica y modifican dichos procesos bioquimicos y moleculares.

Un farmaco que ha ganado popularidad por su gran disponibilidad y por su
capacidad de producir estados de alerta y reducir la fatiga en personas sanas y por

lo tanto estimular al SNC, es el Modafinilo.

A pesar de que ha sido complicado llegar a un consenso del mecanismo de accién
de dicho compuesto, es evidente que altera a varios sistemas bioquimicos del SNC
y entre ellos al principal, el glutamatérgico. Por lo tanto, conocer algunos aspectos
claves relacionados con la alteracion de la actividad del L-Glu en las células de
soporte del SNC, de las cuales, ya se ha probado su efecto en poblaciones gliales
aisladas, resulta una actividad importante para conocer el funcionamiento de estas
células bajo el incremento en los niveles de L-Glu y bajo la modificacion de este
sistema de neurotransmision como el producido por cualquier otro estimulante del
SNC.

CELULAS GLIALES DE BERGMANN

La glia es un grupo heterogéneo de células del SNC gque incluye astrocitos, glia
marginal y glia radial, dichas células estan implicadas en la regulacion del
crecimiento neuronal, diferenciacion y sinaptogénesis. Las interacciones que ejerce
la glia con las neuronas responden al microambiente en el que se encuentran, ya

sea, a lo largo de sus procesos sinapticos y perinodales o por medio de sus uniones
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estrechas. Las membranas astrociticas estdn localizadas inmediatamente
adyacentes a las sinapsis glutamatérgicas en el cerebelo, corteza, hipocampo y en
el tallo cerebral. Esta interaccion resulta sumamente dindmica e incrementa cuando
hay potenciacion a largo plazo, la cual es evidencia de una gran actividad
glutamatérgica (Jones y Greenough 1996; Wenzel et al. 1997). Las células gliales
contienen, sintetizan y liberan neuropéptidos, aminoéacidos, eicosanoides,
esteroides y factores de crecimiento que tienen una interaccion directa con las
neuronas (Bardoni etal. 2010). La produccién de varios estimulos entre estas
provoca la liberacion de dichas sustancias, por lo que la definicion funcional y
anatomica de sinapsis incluye un componente glial activo que interactia de manera

coordinada y bidireccional con las neuronas presinapticas y postsinapticas.

Las células gliales de Bergmann (CGB), son un tipo de glia radial cerebelar que
representa un reservorio neuronal y permanece hasta la edad adulta (Gotz,
Hartfuss, y Malatesta 2002).

El cerebelo es una estructura cerebral que participa en la coordinacién e integracion
de los procesos cognitivos y motores (Delgado-Garcia 2001). Las proyecciones
cerebelares se han relacionado con la respiracion, cognicion, con la deteccion de
discrepancias sensoriales, asi como en la prediccion de eventos sensoriales,
ademas de estar involucradas en el autismo y la esquizofrenia. Las neuronas en la
corteza cerebelar se clasifican en células granulares, estrelladas, células en cesta,
células de Golgi y células de Purkinje. Los axones de las células granulares carecen
de mielina y ascienden de la capa granular a la capa molecular superficial, donde
se bifurcan y forman fibras paralelas que corren a lo largo de la superficie de la
corteza cerebelar y conectan con las dendritas de las células de Purkinje. Las fibras
paralelas son glutamatérgicas y usualmente excitan una fila completa de células de
Purkinje (Saab y Willis 2003).

Las CGB son astrocitos cerebelares unipolares cuyas fibras estan asociadas con
células granulares en desarrollo y células maduras de Purkinje (Yamada y

Watanabe 2002). Por lo que la coordinacién de numerosos procesos fisioldgicos y
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de la sinaptogénesis esta basada en la interaccion apropiada entre la glia de
Bergmann y las células de Purkinje.

Fibras
paralelas

‘I?

Célula de
Purkinje

NG2

Glia de Bergmann
\/

Fibra

trepadora
Célula

granular

Fig. 1 Esquema representativo de la interaccion entre los tipos celulares de la corteza cerebelar
(Tomado y traducido de (Wigley et al. 2007)).

El descubrimiento de la comunicacion bidireccional entre las células de Purkinje y
la glia de Bergmann a través de rutas de sefializacién del Ca?* tiene implicaciones
funcionales y anatémicas complejas para ambos tipos celulares. En el cerebelo
maduro, las células gliales de Bergmann responden a la actividad sinaptica y ajustan
su morfologia y propiedades de membrana a sus diferentes roles. Las fibras
paralelas que son los axones de las células granulares, establecen numerosas
sinapsis con las arborizaciones dendriticas de las células de Purkinje (LOpez-
Bayghen et al. 2007). Se ha estimado que el arbol dendritico de una célula de
Purkinje individual tiene 175 000 sinapsis en las fibras paralelas, dichas sinapsis

utilizan al L-Glu como neurotransmisor, por lo que, se ha sugerido que la maquinaria
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glial es responsable de cambios plasticos en la transmision sinptica cerebelar, por
medio de los receptores y transportadores de L-Glu, los cuales son los principales
blancos cuando el L-Glu es liberado durante la actividad sinaptica (Bellamy y Ogden
2005).

Las CGB extienden sus procesos a través de la capa molecular encerrando las
sinapsis que ahi se encuentran, expresan transportadores de L-Glu, receptores a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato  (AMPA) y N-Metil-D-Aspartato
(NMDA). La estimulacion de las fibras trepadoras y de las fibras paralelas a las
neuronas de Purkinje produce corrientes internas en la glia de Bergmann adyacente
debido a la captura electrogénica de L-Glu y la activacién de receptores AMPA
(Bergles, Dzubay, y Jahr 1997).

Este tipo de células gliales es el mas abundante en el cerebelo, comprendiendo méas
del 90% de la glia cerebelar. Ademas, se ha visto involucrado en la captura y
reciclaje de neurotransmisores, homeostasis de K* y en la regulacién del pH, por lo
que, las CGB se han considerado como un excelente modelo para analizar las
bases de la sefalizacibn neuronal-glial en el contexto de la transmision

glutamatérgica (Lopez-Bayghen et al. 2007).

GLUTAMATO

En el SNC, L-Glu es el principal neurotransmisor excitador y requiere de la
participacion de células neuronales y gliales para realizar su funcién, constituyendo
uno de los ejemplos méas caracterizados de sinapsis tripartita. L-Glu ejerce sus
funciones a través de la activacion de receptores de membrana especificos,
clasificados en dos principales grupos: ionotrépicos (iGIuR) y metabotropicos
(mGIuR). Hallazgos recientes sugieren la participacion de transportadores de L-Glu
en la sefializacidon activada por este aminoacido (Martinez-Lozada y Ortega 2015).

Los receptores de L-Glu se clasifican de acuerdo con la homologia de su secuencia
y a la estrategia de transduccion de sefiales en dos principales subtipos, los iGIuURs
gue estan acoplados a canales idnicos que a su vez se clasifican de acuerdo con

su perfil farmacologico en AMPA, NMDA y Kainato (KA). Los receptores AMPA
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tienen diferentes propiedades, de acuerdo con los canales catidénicos que posean
(GluAl, GluA2, GIuA3 y GluA4), por lo que la sola presencia de una subunidad
GluA2 favorece la permeabilidad de Na* y su ausencia, la permeabilidad a Ca?*,

como aquellos expresados en las CGB (Sommer et al. 1991).

En contraste, los mGIluRs son miembros de la clase C de receptores acoplados a
proteinas G y han sido clasificados con base en la homologia de su secuencia, la
proteina G acoplada y su farmacologia en tres grupos. El grupo | que esta
compuesto por mGIuR 1 y mGIuR 5 y estd acoplado a la estimulacion de la
fosfolipasa C, con una consecuente liberacion intracelular de Ca?*. El grupo Il que
contiene a mGIuR2 y mGIuR 3 y esta acoplado con la inhibicién de la enzima
adenilato ciclasa. Y el grupo Il que esta constituido por mGluR4, mGIuR6, mGIuR7y
MGIuR8 y también se encuentra acoplado a la inhibicion de la adenilato ciclasa
(Martin et al. 1993).

Las células gliales expresan diferentes tipos de receptores glutamatérgicos,
dependiendo de la regién cerebral y de la etapa de diferenciacién. Los receptores
AMPA expresados CGB son canales permeables a Ca?* (Jonas y Burnashev 1995).
Se ha demostrado que el influjo de Ca?* tiene un rol importante en el metabolismo y
la estructura glial y que, por lo tanto, los receptores AMPA pueden regular el
repertorio proteico a nivel transcripcional y traduccional en las CGB, por medio de
la activacion de cascadas de sefalizacion inducida por segundos mensajeros que
culminan en la liberacion de sustancias neuroactivas (Gonzalez-Mejia et al. 2006;
Barrera et al. 2010; Lépez-Bayghen y Ortega 2011) y que activa la union de factores
de transcripcion como c-Fos, FosB, c-Jun, Jun B, zif/268, CREB y NF-kB al DNA
(Kaltschmidt y Kaltschmidt 2015; Pende et al. 1994).

Los transportadores de L-Glu en el SNC estan expresados en las neuronas y en la
glia, ellos median la captura electrogénica de L-Glu y estan asociados con una
conductancia anionica que esta estequiométricamente desacoplada al flujo de L-
Glu.

Hasta ahora, se han caracterizado cinco subtipos de transportadores de L-Glu

conocidos como Transportadores de Aminoacidos Excitadores (EAAT1-5). EAAT1
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y EAAT2 se han reportado especificamente en células gliales y EAAT3-5 estan
presentes en neuronas. Los transportadores EAAT1, también conocidos como
Transportadores de Glutamato/Aspartato dependientes de Na* (GLAST) y EAAT2 6
Transportador de Glutamato 1 (GLT1), son responsables de aproximadamente el
80-90% de la actividad de captura de L-Glu en el cerebro (Eulenburg y Gomeza
2010).

La inhibicién de la sintesis de cada subtipo de transportador de L-Glu mediante
nucledtidos anti-sentido reduce selectiva y especificamente la expresion de
proteinas y la funcion de los transportadores de L-Glu. La pérdida de
transportadores gliales (GLAST y GLT1) eleva los niveles de L-Glu extracelular y
promueve la neurodegeneracion caracteristica de la excitotoxicidad y paralisis
progresiva, lo cual es prueba de que proveen la mayor parte del transporte de este
amino &cido y de que son esenciales para el mantenimiento de la baja concentracion

de L-Glu extracelular previniendo un evento neurotéxico (Rothstein et al. 1996).

L-Glu es el aminoacido intracelular mas abundante (cuyas concentraciones
reportadas varian entre 2 y 20 mM) y en el espacio extracelular puede alcanzar la
concentracion de 100 uM y superar la Ku de sus transportadores gliales que es
alrededor de 30 uM, por lo que el acoplamiento de estos con la ATPasa Na*/K* esta
presente de forma estricta (Rose et al. 2009). Se ha reportado que las células gliales
reducen la sintesis de proteinas durante periodos de actividad sinaptica sostenida
debido al gasto energético que produce el restablecimiento del gradiente de Na*
producido por la captura de neurotransmisor y un restablecimiento de la sintesis de
proteinas a los 60 minutos de estimulo con L-Glu (Barrera et al. 2008; Schousboe y
Waagepetersen 2005). El L-Glu participa en el metabolismo de los aminoé&cidos,
puede donar su grupo amino para la sintesis de nuevos aminoacidos mediante el
proceso llamado transaminacion o puede perder el grupo amino como NH4*, por

desaminacion a 2-oxoglutarato (Newsholme et al. 2003).
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GLUTAMINA

La L-Glutamina (L-GIn) es un aminoacido que tiene un papel fundamental en el
metabolismo del nitrégeno. Es el aminoacido mas abundante con una concentracion
de 0.7-1 mM en comparacion de la concentracién de L-Glu de 0.02 mM (Fishman
1980).

En el higado, la L-GIn contribuye a la detoxificacion de amonio y a la produccion de
urea mediante la captura y liberacidbn de L-GIn por diferentes poblaciones de
hepatocitos. En los rifiones, el metabolismo de la L-GIn contribuye a la secrecion de
acidos. En el sistema nervioso central, la L-GIn sirve como precursor para L-Glu.
Ademas de ser un donador de nitrégeno para otros aminoacidos, para purinas,

pirimidinas y amino azlcares (F. a Chaudhry et al. 1999).

Por lo tanto, el rol de la L-GIn en el metabolismo del nitrdgeno y en la transmision

sinaptica involucra el transporte a través de la membrana de muchas células.

La estimulacion con 50 uM o0 1 mM de D-Aspartato (D-Asp) a las CGB resulta en la
liberacion de L-GIn, que depende de la captura de L-Glu (Martinez-Lozada et al.
2013). Ademas, se ha demostrado que la captura de L-Glu activa el influjo de
glucosa e incrementa la actividad de la Glutamina Sintetasa (GS) y la expresion de
transportadores de L-Glu (Lehmann, Bette, y Engele 2009), lo cual sugiere una
relacion directa entre la presencia de L-Glu extracelular y la actividad de la conocida

lanzadera Glu-GlIn.

LANZADERA GLUTAMATO-GLUTAMINA

El incremento de L-Glu extracelular produce una respuesta de las células gliales a
la actividad sinaptica (Lehmann, Bette, y Engele 2009). Una vez que el L-Glu es
liberado por la presinapsis a la hendidura sinaptica, una familia de transportadores
dependientes de sodio, expresados principalmente en las células gliales, remueven
al aminoacido previniendo la muerte neuronal. El influjo sostenido de sodio,
asociado con el ingreso de L-Glu a la célula, activa la ATPasa Na*/K* para restaurar
el balance i6nico, a su vez, el L-Glu activa a la GS, la enzima que realiza la

conversiéon de L-Glu y amonio a L-GIn con el gasto energético de una molécula de
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ATP. Ambos eventos previamente mencionados son demandantes de energia, por
lo que la glia aumenta su gasto de ATP, favoreciendo la entrada de glucosa y
activando varias cascadas de sefializacion que aseguran la apropiada disponibilidad
de L-GIn a las neuronas (Mendez-Flores et al. 2016) para completar el ciclo de la
lanzadera L-Glu/L-GlIn.

El ciclo de L-Glu/L-GIn es dependiente de energia, ya que una molécula de ATP es
consumida en la sintesis de L-GIn a partir de L-Glu, y en gran medida del gradiente
de Na*, ya que se reduce el eflujo de L-GIn cuando las células carecen de Na*
intracelular. Se ha demostrado que el ciclo L-Glu/L-GIn es el principal flujo
metabdlico en la corteza cerebral de ratas y la ruta predominante del trafico de
precursores de L-Glu entre astrocito y neurona, ya que solo el 19-26% de la L-GIn
se forma por el proceso de anapleirosis en condiciones de amonemia normales
(Sibson et al. 1997; Deitmer, Broer, y Broer 2003), que la concentracion de L-Glu
regula la proporcidon de éste que es metabolizado directamente a L-GIn contrario a
la cantidad metabolizada en el ciclo de Krebs (Mary C. McKenna et al. 2002) y que
el metabolismo en astrocitos estda muy compartamentalizado (M C McKenna et al.
1990). Ademas, se ha mostrado que el L-Glu y GABA no pueden ser generados a
partir de los intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos, debido a que las
neuronas carecen de la habilidad de llevar a cabo reacciones de anapleirosis por la
ausencia de la enzima piruvato descarboxilasa (Schousboe etal. 1997). En la
corteza humana, el ciclo consume aproximadamente el 80% de la energia derivada
de la oxidacién de la glucosa (Shen et al. 1999). Ademas, se ha demostrado que la
captura de L-Glu activa el influjo de glucosa e incrementa la actividad de la enzima
GS en astrocitos (Regan et al. 2007). Por lo que la lanzadera L-Glu/L-GIn provee
evidencia de la capacidad de las células gliales para responder a la actividad

sinaptica a través de la modificaciéon de sus funciones celulares.

Las constantes de afinidad de las enzimas involucradas en el ciclo L-GIu/L-GIn y

presentes en las células gliales se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Constantes de afinidad de enzimas involucradas en la lanzadera L-Glu/L-GIn

Enzima Sustrato Kwm
GLAST L-Glu 60 pM
GS L-Glu 7 mM
SNAT3 L-GIn 2.925 mM

Durante la transmision sinaptica, el L-Glu que ingresa a la glia y que posteriormente
es transformado por la GS en L-GIn, es transportada hacia el espacio extracelular
por medio de SNAT3 y SNATS.

Glu  Glutaminase

Fig.2 Esquema representativo de la lanzadera L-Glu/L-GIn en las CGB (Tomada de Martinez-
Lozada et al., 2013).

SNAT3

SNAT3 es un transportador de aminoacidos sin carga miembro de la familia de
transportadores SLC38, cuya expresibn en el cerebro esta confinada
exclusivamente a astrocitos. Es un transportador que puede actuar en sentido

reverso, ya que, cuando el gradiente de H* esta revertido, puede mediar el eflujo
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celular de L-GIn y acoplar el transporte de amino4cidos para intercambiar H*.
Mantiene caracteristicas de transportadores del sistema N, ya que, es dependiente
del Na*y muestra preferencia por L-GIn e histidina. Cuando en la glia se acumula
Na* por el ingreso de L-Glu, se favorece el eflujo de L-GIn de la célula (Mackenzie
y Erickson 2004).

La importancia del SNAT3 para el eflujo de L-GIn en el astrocito se comprobo con
la demostracion de que la Ku de este transportador era menor en astrocitos
cultivados en presencia de L-Glu (30-60 min, 10-100 puM) (Bréer, Deitmer, y Broer
2004).

La regulacion de estos transportadores puede ser adaptativa y se ha sugerido que
el tratamiento con L-Glu en células gliales resulta en la liberacion de L-GIn y que
hay un acople funcional entre los transportadores de ambos aminoacidos (Martinez-
Lozada et al. 2013) sugiriendo que un aumento en la captura de L-Glu puede
resultar en el aumento de la expresion de SNAT3. El flujo mediado por SNAT3 se
revierte cuando hay una concentracion mayor de 0.5mM que es la concentracion
aproximada y predominante de L-GIn extracelular en el cerebro y entonces, el
transportador media la captura, mientras que en concentraciones por debajo de esta
media el eflujo (F. A. Chaudhry et al. 2001).

La concentracién de L-GIn intracelular se encuentra dentro del rango milimolar, por
lo que SNAT3 sélo puede generar un gradiente de concentracion superficial de
dicho aminoéacido a través de la membrana. La funcién de transporte electroneutro
elimina el rol del potencial de membrana como fuerza motriz para la captura
dependiente de Na* del transportador y hace al transporte de L-GIn dependiente del
gradiente de Na* (F. a Chaudhry et al. 1999).

La actividad de SNAT3 es regulada a nivel transcripcional y traduccional. Se ha
demostrado una sofisticada regulacion de este transportador mediante las
interacciones de iones y proteinas. Los protones regulan la actividad de SNAT3
mediante la competicion con el cation de Na* en su sitio de unidn, como se observa
con el incremento de la Km para Li* (su sustituto) con poco cambio en la Vmax sobre

la reduccién del pH celular (F. A. Chaudhry etal. 2001). Entre las proteinas
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involucradas, la ubiquitina-ligasa Nedd4-2 que lo ubiquitina y disminuye su actividad
en oocitos de Xenopus laevis (Boehmer et al. 2003). Ademas, se ha observado una
disminucién de la expresion de SNATS3 regulada por insulina a través de la cascada
de sefalizacion de PISK-mTOR (Gu, Villegas, y Jiang 2005).

TRADUCCION DE PROTEINAS

La sintesis de proteinas contribuye a la modulacion de la expresién de genes
especificos. Esta dividida en tres fases: iniciacion, elongacion y terminacion. Las
reacciones en cada fase son promovidas por factores proteicos solubles que
interactian de manera transiente con los ribosomas, los MRNAs y con los aminoacil-
tRNASs. La traduccién es el proceso de mayor consumo de energia en la célula, por
lo que debe ser considerado en la actividad metabdlica total de la célula mediante

el control de las tasas de sintesis de proteina global (Hershey 1991).

ELONGACION PROTEICA

La elongacion es la segunda de las tres fases de traduccion, en eucariotas es
influenciada por tres factores principales: el factor de elongacién eucariético 1a
(eEF-1a), el eEF2 y el factor de elongacion eucariético 3 (eEF3). Mientras eEF1a y
eEF3 reclutan aminoacil-tRNAs al ribosoma, eEF2 es responsable de la traslocacion
de la cadena polipeptidica naciente del sitio ribosomal A al sitio P (Andersen et al.
2006).

La fosforilacion del eEF2 en la Treonina 56 por medio de la cinasa de eEF2 (eEF2K)
inhibe su unién a ribosomas, y detiene el proceso de traslocacién de tRNA del sitio
A al sitio P ribosomal, disminuyendo la sintesis de proteina total. eEF2K es una
enzima sustrato especifica al residuo Treonina 56 de la eEF2 dependiente de
Ca*/CaM, por lo que también se conoce como CaMKIll, por lo cual, distintos agentes
y tratamientos que aumentan el Ca* citoplasmatico inducen a la fosforilacion de
eEF2. El reinicio del proceso de elongacion depende de la defosforilacion de eEF2
mediante la inactivacion de eEF2K provocada por su fosforilacion por la proteina
ribosomal S6 (p70S6K) y por la proteina ribosomal p90RSK, las cuales, son
activadas por la cinasa 1 dependiente de fosfatidilinositol (PI3K). Interesantemente,

la exposicion por una hora a Glu de las CGB activa a p70S6K y p90RSK que, a su
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vez, coincide con la fosforilacion de eEF2K y reanudacion del proceso de traduccion
antes detenido por la misma concentracion de L-Glu (Gonzélez-Mejia et al. 2006).

EEF2

Es una proteina monomérica que se une a GTP, el cual es necesario para que lleve
a cabo su funcion y se une a un dominio cercano al sitio animo terminal. eEF2 tiene
una actividad de GTPasa la cual es aparentemente activada después del paso de
traslocacion en el dominio ribosomal localizado en la subunidad 60 s. Se ha
reportado que eEF2 puede formar complejos de alta afinidad en el estado previo a
la translocacion y de baja afinidad después de la translocacién (cuando la actividad
de GTPasa es encendida) con los ribosomas. La hidrolisis de GTP no es requerida
para la translocacion, pues, sucede cuando la enzima forma el complejo de baja

afinidad.

eEF2 lleva a cabo tres tipos de modificaciones covalentes. La primera es la
conversion de histidina a diftamida, el cual es un proceso de varios pasos que
requiere a varias enzimas de modificacion, pero que sin embargo no parecen ser
requeridas para su funcién. Sin embargo, esta modificacion es necesaria para que
el factor lleve a cabo la ribosilacién ADP, el segundo tipo de union covalente puede
ser catalizado por la toxina de la difteria que es conocido como ribosilacién ADP de
eEF2 e inactiva completamente al factor impidiendo su actividad de GTPasa y su
interaccién con ribosomas. El tercer tipo de modificacion es la fosforilacion que
ocurre en dos residuos de treonina en el sitio amino terminal (Thr56 y Thr58) que
se encuentra en la region responsable de la uniéon con GTP y que estd implicada
con su interaccidn con ribosomas. Esta region corresponde al llamado sitio efector
de otras proteinas de unién a GTP y su fosforilacion es un proceso ordenado donde
la fosforilacion de Thr56 es requerida para la fosforilacion de Thr58. La fosforilacion
resulta en la inactivacion del factor, por lo que, la fosforilacion de Thr es suficiente

para alcanzar su completa inactivacion (Wang et al. 2001).

La misma cinasa es responsable de la fosforilacion del factor en Thr56 y Thr58, y
parece ser completamente especifica para eEF2. eEF2K tiene una subunidad
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catalitica de alrededor de 100KDa que se asocia con Calmodulina, haciendo su
actividad basal completamente dependiente de los iones de Ca?* y Calmodulina.

MODAFINILO

El modafinilo es un agente promotor de vigilia de administracion oral. Es un
racemato con un centro quiral en el azufre del grupo sulféxido, ambos enantiomeros
del modafinilo son aproximadamente equipotentes en sus efectos farmacolégicos.
Su férmula molecular es C1sH1sNO2S y su peso molecular es de 273.4 D. Tiene dos
metabolitos, que son el modafinilo acido y el modafinilo sulfona de los cuales no se

ha reportado actividad de promocion de la vigilia (Robertson Jr y Hellriegel 2003)
(Fig. 3).
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Fig 3. Modafinilo y metabolitos. A. Estructura quimica del modafinilo. B. Estructura quimica del

acido de modafinilo. C. Estructura quimica de la sulfona de modafinilo.

El modafinilo exhibe propiedades farmacolégicas diferentes a anfetaminas o
metilfenidato, debido a que no es un agente dopaminérgico ni produce la completa
activacion del Sistema Nervioso Central (SNC), por el contrario, el modafinilo activa
selectivamente areas del hipotalamo que han estado implicadas en la regulacion del
ciclo normal de vigilia, aunque el mecanismo preciso por el cual actia el modafinilo

aun no esta esclarecido (Scammell et al. 2000).

FARMACOCINETICA DEL MODAFINILO
Después de una o multiples dosis de 200 0 400 mg/dia, el modafinilo es rapidamente
absorbido, alcanzando su concentracibn maxima a las 2 a 4 horas después de la
administracion y por lo menos del 40 al 65 por ciento es absorbido. Alcanza su

estado farmacocinético estable en 2 a 4 dias. Su farmacocinética es dosis
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independiente entre 200 y 600 mg/dia. Su vida media de eliminacion es
aproximadamente de entre 12 y 15 horas, lo cual refleja la larga vida del

enantiéomero |.

El modafinilo es principalmente eliminado por su metabolismo en el higado con
subsecuente excrecion a través de la orina, menos del 10% de la dosis es excretada
sin modificacion. Su metabolismo es principalmente mediante la hidrdlisis de su
amida, con menos contribucion de las vias oxidativas mediadas por el citocromo
P450.

In vitro, el modafinilo produce una inhibicion reversible de CYP2C19 en microsomas
de higado de humano, también causa una induccion de la actividad dependiente de
concentracion de CYP1A2, CYP2B6 y CYP3A4 y suprime la actividad de CYP2C9

en cultivos primarios de hepatocitos humanos (Robertson et al. 2000).

MECANISMO DE ACCION DEL MODAFINILO

A pesar de que no se ha descubierto el mecanismo de accion de este farmaco, se
ha observado que el Modafinilo tiene una interaccibn con los sistemas
histaminérgico, norepinefrinérgico, serotoninérgico, dopaminérgico, orexigénico y
glutamatérgico (Gerrard y Malcolm 2007). De manera particular, incrementa el L-
Glu en el tAlamo y en el hipotalamo sin alterar los niveles de GABA en estos sitios
(Ferraro etal. 1997; Haris etal. 2014). Y se ha observado que no afecta
directamente a la captura y liberacion de GABA o la actividad de L-Glu
descarboxilasa (Tanganelli etal. 1995) pero si a la L-Glu deshidrogenasa

encargada de la conversion de L-Glu a a-cetoglutarato (Bettendorff et al. 1996).

El Modafinilo mejoré el &nimo, estado de fatiga, somnolencia y capacidad cognitiva
en voluntarios sanos deprivados de suefio de una manera parecida a la cafeina,

pero con una mayor duracién del efecto (Kumar 2008).
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JUSTIFICACION

El modafinilo (2-[Difenilmetil) sulfinil] acetamida) es un estimulante promotor de
vigilia usado para el tratamiento de desordenes de suefio como en narcolepsia,
apnea del suefio, entre otros. Este compuesto ha ganado popularidad en la
poblacion, debido a su eficacia como promotor de vigilia, su nula adiccion y la
ausencia de efectos simpatomiméticos. Ademas, es utilizado para tratar sedacion y
fatiga en condiciones médicas y neuroldgicas, incluyendo esclerosis multiple,
Parkinson, infecciébn de VIH, céancer y fibromialgia, asi como en tratamiento de
adiccion a cocaina, el sindrome organico cerebral y en el aumento de regimenes

con farmacos antidepresivos.

Sin embargo, se ha observado que el modafinilo tiene efectos en los sistemas de
transmision glutamatérgica y GABAérgica, incrementando el L-Glu extracelular en
el thAlamo, y a altas dosis, en el hipocampo y el nlcleo estriado. Asi como también,

que incrementa el L-Glu en el area predptica media y el hipotalamo posterior.

Por otra parte, se ha documentado que el modafinilo incrementa el contenido de
MRNA de la L-GIn sintetasa, enzima clave en el reciclaje del L-Glu y cuya inhibicién
interrumpe la transmision glutamatérgica. En conjunto, estos datos sugieren que el
modafinilo afecta la lanzadera L-Glu/L-GlIn, que participa en la remocion del L-Glu
de la hendidura sinptica. En ese contexto, es probable que el modafinilo modifique
el eflujo de L-GIn, que es mediado por SNAT3, toda vez que se ha demostrado que

aumenta el influjo de L-Glu en las células gliales.

HIPOTESIS

El modafinilo alterara la funcion de SNAT3, asi como el proceso de elongacién en
las CGB.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del modafinilo en la captura de LGIn y en el proceso de traduccion
de las CGB.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la actividad del transportador SNAT3 en células expuestas a

diferentes tiempos y concentraciones de modafinilo.

Evaluar la actividad del transportador SNAT3 en células expuestas a

diferentes tiempos y concentraciones de modafinilo.

MATERIAL Y METODOS

Cultivo primario de CGB de
embriones de pollo de 14 dias

Estimulo con
Modafinilo

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

k.

Ensayos de captura de L-[3H]
Glutamina

Caracterizacion del tiempo de
mayor captura de Glutamina

Caracterizacion de los
parametros cinéticos del
transportador SNAT3

h 4

Ensayos de nmunodeteccion en

fase solida para peEF2

|

Caracterizacion de la dosis
respuesta y curso temporal

}

Caracterizacion de la ruta de
senalizacion implicada en la
fosforilacion de peEF2

|

Uso de un antagonista de
Calmodulina (W7)

Obtencion de resultados

:

Analisis de resultados
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MATERIAL BIOLOGICO

Los embriones de pollo de 10 dias fueron donados por Avi-Mex S.A. de C.V., y se
mantuvieron en incubacion a 37°C hasta su utilizacion para el cultivo primario de
CGB. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las normas
internacionales sobre el uso ético de animales y de acuerdo a los lineamientos del
Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales del Laboratorio (CICUAL) del
CINVESTAV.

REACTIVOS

Los reactivos para la elaboracion del cultivo primario se adquirieron en Thermo
Fisher (Carlsbad, CA, E.E.U.U.). Los reactivos demetilsulfoxido (DMSO),
ciclohexamida (CHX), D-Asp y L-Glu se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
E.E.U.U.). La L-[*H] GIn (Actividad Especifica 50.3 Ci/mmol) fue adquirida de Perkin
Elmer (Boston, MA, E.E.U.U.). El (2-[(difenil)metisulfinil] acetamida) (modafinilo) fue
comprado a Dipharma (Caronno Pertusella, VA, Italia) y se disolvi6 en DMSO al
100%.

CULTIVO CELULAR

Se obtuvieron cultivos celulares de CGB de embriones de pollo de 14 dias como
previamente describié Ortega y colaboradores (Ortega et al., 1991). Las células
crecieron en medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), con 10% de
suero fetal bovino, L-GIn (2 mM) y gentamicina (50 ug/mL), y fueron utilizadas los

dias 3 0 4 después del cultivo.

CAPTURA DE L-[*H] GLUTAMINA Y CURVA MICHAELIS MENTEN

Monocapas confluentes de CGB cultivadas en placas de 24 pozos fueron tratadas
con 250 L con Modafinilo 100 uM de Modafinilo por 30 min. La captura de L-[°H]
GIn inicié con la adicién de 250 uL de solucion A (25 mM HEPES-Tris, 130 mM
NaCl, KCI 5.4 mM, 1.8 mM CaClz, 0.8 mM MgClz2, 33.3 mM glucosa, 1 mM
Na2HPO4, pH 7.4) con 0.1 pL de marca radiactiva y con 200 mM de L-GIn a cada
pozo por diferentes tiempos (6, 12, 18, 24 y 36 min). La captura termin6 con la

remocién de la marca radiactiva mediante tres lavados con 250 pL de solucién A.
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Se agregaron 250 pL de NaOH 0.1 N a cada pozo durante dos horas en agitacion a
temperatura ambiente, se cuantifico la proteina de cada pozo por el método de
Bradford y posteriormente se trasvaso el contenido del pozo a un vial para contador
de centelleo y se afiadio 10 uL de acido acético y 2.5 mL de solucion de centelleo
para poder detectar la radiactividad en un contador de centelleo Beckmann 7800LS.

Se realiz6 un minimo de tres experimentos por cada condicion.

Para la construccién de la curva Michaelis Menten se estimulo a las células con 100
MM de Modafinilo por 30 min y posteriormente se realizaron capturas por 18 minutos
con diferentes concentraciones de L-[*H] GIn (0.5, 2.5, 5, 7.5 uM).

INMUNODETECCION EN FASE SOLIDA

Las monocapas confluentes de CGB fueron tratadas con 250 uM de Modafinilo a
diferentes tiempos (15, 30, 45’, 60’, 90’, 3 h y 6 h) y concentraciones (0.1, 1, 10,
100 y 1000 pM); y cosechadas con solucion amortiguadora salina de fosfatos (10.1
mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, KCI 2.7 mM, 137 mM NaCl, pH 7.4) conteniendo
inhibidores de fosfatasas y proteasas (10 mM NaF, 1 mM Na2MoO4, 1 mM Na3vVO04
y 1 mM PMSF). Las células fueron lisadas con 50 mM de tampén Tris-acetato, pH
7 mas 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 1 pg/ml aprotinina, 1 pg/mi
leupeptina y 0.2% de dodecil sulfato sodico (SDS) y precipitadas con una
microcentrifuga. La concentracién de proteina se determiné por el método de
Bradford (Nanodrop 1976), usando y-globulina para la curva estandar. Los lisados
celulares se hirvieron y desnaturalizaron con solucion amortiguadora de carga
Laemmli, posteriormente la proteina se analiz6 en un gel SDS-PAGE al 8% y
después se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa. La membrana con la
proteina se blogueo con leche sin grasa al 5% en solucién amortiguadora salina Tris
y Tween al 0.1%. Para evitar la union del anticuerpo a sitios inespecificos, las
membranas se incubaron toda la noche a 4°C con anti-peEF2 y posteriormente con
anticuerpo secundario por 2 horas a temperatura ambiente. La inmunoreactividad
se detectd mediante quimioluminiscencia con un equipo MicroChemi DNR Bio-
Imaging System. Los analisis densitométricos se realizaron con el programa Image

Jy los datos se analizaron con el software GraphPad.
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RESULTADOS

De acuerdo con los resultados previos de nuestro laboratorio, se observo que el
estimulo de CGB con Modafinilo a la concentraciéon de 100 puM por 30 minutos
produjo una mayor captura de L-Glu a través de GLAST. Con la intencion de
conocer el tiempo por el cual el transportador de L-GlIn tenia la mayor captura de L-
GIn bajo el estimulo con Modafinilo por 30 minutos con 100 uM de L-GIn, se

probaron distintos tiempos de captura (6, 12, 18, 24 y 36 min).

Nuestros resultados mostraron que el tiempo de captura en el cual habia una mayor
actividad del transportador de L-GIn esa los 18 minutos (Fig. 4). Por lo que a partir

de estos experimentos se decidio hacer capturas durante este lapso.

3

=

5  400-

o -+ Control

L] 3004 & D-Aspartato

= =+ 0.1pM Modafinilo
o -+ 1uM Modafinilo
@ 2001 -~ 10 uM Modafinilo
g - 100 uM Modafinilo
o 100+

3 —a

(=]

E 0

"E'- T T T 1

o 0 10 20 30 40

(m]

Minutos

Fig.4 Funcion de SNAT3 después de la estimulacion con modafinilo por 30 min. Captura de L-GlIn
de monocapas confluentes CGB a diferentes periodos de tiempo estimulados con diferentes
concentraciones de Modafinilo. DPM: Desintegraciones Por Minuto. Promedios de los resultados de

4 pozos independientes normalizados con el control como el 100%.

Posteriormente, se construy0 una curva Michaelis Menten para conocer los
pardmetros cinéticos del transportado de L-GIn y se obtuvo que la Constante de
Afinidad (Km) después del estimulo con 100 uM de Modafinilo por 30 minutos fue de

10.46+5.492 mM de L-GIn mientras que la Vmax fue de 0.1174+0.03987

pmol/min/mg, los cuales disminuyeron comparados con los valores del control que
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fueron de 4.167+3.414 mM y 0.1924+0.07164 pmol/min/mg respectivamente (Fig.
5).
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Fig. 5 Funcién de la captura de SNAT3 a diferentes concentraciones. Parametros cinéticos en CGB
estimuladas con Modafinilo a 100uM por 30 min, utilizando diferentes concentraciones de L-GlIn (0.5,

2.5, 5, 7.5y 10 mM). Promedios de los resultados graficados + ES de 8 pozos independientes.

Una vez que se confirmé que los parametros cinéticos del transportador de L-GIn
eran alterados por el estimulo con Modafinilo, se decidié explorar si la disminucién
del valor de Vmax obtenida con la curva de Michaelis Menten era debida a una
alteracion en el perfil total de traduccién, por lo que se realizaron ensayos de
inmunodeteccion en fase solida para detectar el estado de fosforilacion del eEF2 y
asi conocer si el modafinilo detiene el proceso traduccional al nivel de la elongacion.
Se realizaron estimulos con Modafinilo a 100 uM, partiendo del antecedente en el
cual dicha concentracion habia mostrado una alteracion en los parametros cinéticos
del transportador GLAST (Bejarano-Pérez 2017) y SNAT3, a diferentes tiempos que
iban desde 15 minutos hasta una hora y media. Mediante dichos ensayos,
observamos que, si bien el Modafinilo no produjo diferencias significativas entre los
diferentes tiempos de estimulo, en general se observo un patrén de fosforilacion
gue rebaso a el grupo control, observando una tendencia de mayor fosforilacion con

el estimulo por una hora (Fig.6).

28



2004

150+

1004

peEF2/eEF2 total (Control 100%)

peEF2 —— = - —

eEF2 total . o T

Fig. 6 Inmunodeteccién de peEF2 con respecto al eEF2 total a tiempos cortos. Monocapas de CGB
fueron expuestas a diferentes periodos de tiempo menores a 1h30 min a 100 uM de Modafinilo. La
membrana de nitrocelulosa fue incubada con peEF2 (1:1000) y eEF2 (1:1000) y posteriormente
incubada con anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a peroxidasa. Se muestra una membrana
de un experimento representativo. Se realizaron analisis estadisticos no paramétricos con prueba

Kruskal-Wallis y prueba post hoc de Dunn’s (*P < 0.05).

Més adelante se realizaron otro grupo de inmunodetecciones en fase solida para
conocer si el estimulo con Modafinilo a 100 pM por mayor tiempo producia algun
efecto en la fosforilacion de eEF2, observando que a las 6 horas hubo un aumento

en la fosforilacion de aproximadamente el doble con respecto al control (Fig. 7).
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Fig. 7 Inmunodeteccién de peEF2 con respecto al eEF2 total a diferentes tiempos. Monocapas de
CGB fueron expuestas a diferentes periodos de tiempo a 100 uM de Modafinilo. La membrana de
nitrocelulosa fue incubada con peEF2 (1:1000) y eEF2 (1:1000), posteriormente incubada con
anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a peroxidasa. Se muestra una membrana de un
experimento representativo. Se muestra una membrana de un experimento representativo. Se
realizaron analisis estadisticos no paramétricos con prueba Kruskal-Wallis y prueba post hoc de
Dunn’s (*P < 0.05).

Ademas de los estimulos a diferentes tiempos, también se probaron diferentes
concentraciones de Modafinilo, observando que tampoco hubo alguna diferencia
significativa entre grupos, pero si un patrén de fosforilacibn mayor del eEF2 en

comparacion con el grupo control (Fig. 8).
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Fig. 8 Inmunodeteccion de peEF2 con respecto al eEF2 total. Monocapas de CGB fueron tratadas
con concentraciones crecientes de Modafinilo por 1h. La membrana de nitrocelulosa fue incubada
con peEF2 (1:1000) y eEF2 (1:1000) y posteriormente incubada con anticuerpo secundario anti-
conejo acoplado a peroxidasa. Se muestra una membrana de un experimento representativo. Se
realizaron analisis estadisticos no paramétricos con prueba Kruskal-Wallis y prueba post hoc de
Dunn’s (*P < 0.05).

Después de observar un incremento en el patron de fosforilacion producido por
Modafinilo, se decidi6é explorar si dicha fosforilacion era provocada por la activacion
de la eEF2K mediada por Ca*/CaM, por lo que se agrego un antagonista de CaM al
estimulo con Modafinilo y los resultados mostraron que dicha inhibicién de la CaM
no mostré una disminucion del patron de fosforilacion de eEF2 provocado por
Modafinilo (Fig. 6).
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Fig. 9 Inmunodeteccién de peEF2 con respecto al eEF2 total después de la exposicion a W7.
Monocapas de CGB fueron expuestas a diferentes periodos de tiempo a L-Glu (1 mM), W7
(antagonista de Cadmodulina), W7 y 100 uM de Modafinilo o a diferentes concentraciones de
Modafinilo (0.1 y 100 uM). La membrana de nitrocelulosa fue incubada con peEF2 (1:1000) y eEF2
(1:1000), posteriormente incubada con anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a peroxidasa. Se
muestra una membrana de un experimento representativo Se muestra una membrana de un
experimento representativo. Se realizaron andlisis estadisticos no paramétricos con prueba Kruskal-

Wallis y prueba post hoc de Dunn’s (*P < 0.05).
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DiscusION

Se decidio utilizar la concentracion de 100uM de Modafinilo por 30 minutos de
acuerdo con los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio, con el
cual incrementé afinidad de GLAST por [°H] D-Asp, para estimular a las CGB vy
evaluar la actividad de captura de [*H]L-GIn. La elecciéon de estimular bajo estas
condiciones surgio de la l6gica de que al existir un acople metabdlico entre los
transportadores de L-Glu y L-GIn (Martinez-Lozada et al. 2013), por lo que, el efecto

producido para el transporte de uno podria a su vez alterar el transporte del otro.

De manera inicial se estudio el tiempo por el cual el sistema capturaba una mayor
cantidad de [*H]L-GIn. De acuerdo con nuestros resultados obtenidos, el mejor
tiempo de captura del transportador de L-GIn después del estimulo con 100 uM de
Modafinilo por 30 minutos fue de 18 minutos, por lo que se decidio utilizar este

tiempo de captura para los experimentos posteriores.

Las reservas de L-Glu en las neuronas tienen que ser abastecidas por la lanzadera
L-Glu/L-GIn, lo cual implica que paralelamente la captura de L-Glu tiene que
funcionar a su maxima capacidad en las células gliales. Con el estimulo de
Modafinilo, anteriormente observamos que la captura de L-Glu aumentaba en las
CGB a causa de la modificacion de la Km que disminuye su valor sin modificar
drasticamente el valor de la velocidad maxima de GLAST (Bejarano-Pérez 2017),
por lo que decidimos construir una curva Michaelis-Menten que nos permitiera
conocer la funcion del transportador de L-Glu bajo el estimulo de Modafinilo, ya que
si bien ya habia un aumento de L-Glu intracelular, probablemente también se
modificarian los valores cinéticos del transportador de SNAT3.

El valor de la Km de SNAT 3 en las células estimuladas con Modafinilo fue 2.5 veces
mayor que las células estimuladas unicamente con DMSO, lo cual sugiere que
después del estimulo con Modafinilo, dicho transportador, requiere de una mayor
concentracion de sustrato. Contrastando el valor de la Kv bajo el estimulo con
Modafinilo, el valor de la velocidad maxima (Vmax) disminuyé 1.6 veces en
comparacion con el valor del control, ademas, notamos que si bien es necesaria

una mayor cantidad de sustrato para la enzima que transporta L-GIn, el valor de la
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Vmax nos sugiere que también hay una menor cantidad del transportador en la

membrana plasmatica, lo cual, explicaria el aumento en el valor de la Kw.

Este estudio muestra de manera novedosa el efecto del Modafinilo sobre las CGB.
Si bien ya habiamos observado que bajo el estimulo con este farmaco se afectaba
la actividad de uno de los componentes de la lanzadera L-Glu/L-GIn mediante el
aumento de la captura de L-Glu, los ensayos realizados en este trabajo nos permiten
agregar también que el transportador de L-GIn, SNAT 3, es afectado, permitiendo
una menor liberacion de L-GlIn, una vez que esta es transformada a partir de L-Glu.
Con el valor de la Vmax, suponemos que esa disminucién en la liberacion de L-GIn
es debida a una menor densidad de transportadores en la membrana plasmatica de
las CGB.

Niessen y colaboradores en 2013 muestran que SNAT3 se fosforila por PKC en su
residuo de serina 52 que esté ubicado en el extremo N-terminal, lo que produce que
disminuya su valor de la Vmax y sea secuestrado en reservorios intracelulares
donde se degrada por la activacion constante de PKC, y que el transportador tiene
un elemento de respuesta a pH que incrementa sus niveles y su actividad durante
la acidosis (Nissen-Meyer y Chaudhry 2017; Karinch et al. 2002). Considerando lo
anterior, posiblemente el Modafinilo participe en la activacion de alguna o algunas

rutas de sefalizacion que activen a PKC y esta a su vez fosforile a SNATS3.

Ademas, se ha observado que el Modafinilo contrarresta los efectos causados por
el aumento de lactato intracelular mediante el incremento del pH (Ueki et al. 1993),
sugiriendo que podria estar afectando el pH intracelular de las CGB y de asi

disminuyendo la expresion proteica del transportador.

En el escenario intracelular, el incremento de la captura de L-Glu produce un
aumento en las concentraciones intracelulares de Na*, conduciendo a la activacion
de la ATPasa Na*/K*. A su vez, el consumo de ATP activa la utilizacién de glucosa
y la produccion de lactato, lo cual implica una gran demanda metabdlica de las CGB
(Pellerin et al. 2007) que puede conducir a el paro en el proceso de elongacion total,
lo cual, bajo dichas circunstancias puede ser preferible a afectar el inicio de la
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traduccion, la cual estd relacionada con un paso regulatorio principal en la

biosintesis proteica (Barrera et al. 2010).

Anteriormente, se ha reportado que el proceso de interrupcién de la traduccién a
nivel de la elongacion favorece la traduccion de mRNAs con regiones UTR, como lo
es el mMRNA de la GS (Shin y Park 2004), que coincide con el hecho de que un
mayor ingreso de L-Glu requiere a la enzima para transformarlo en L-GIn y favorecer
a la lanzadera L-Glu/L-GIn (Regan et al. 2007; Lehmann, Bette, y Engele 2009).

En ese contexto, decidimos averiguar si el Modafinilo puede reducir el perfil de
proteinas de las CGB, ya que el control de la traduccion implica una respuesta
rapida a los estimulos externos en comparacion con la transcripcion y la mayor parte
de los controles transcripcionales son regulados mediante la fosforilacion de varios
componentes de la maquinaria traduccional como eEF2 que es un factor importante

en la traduccion proteica (Barrera et al. 2008).

Los resultados que obtuvimos muestran que el modafinilo es capaz de aumentar el
patrén de fosforilacién de eEF2 para todos los tiempos y concentraciones probadas
en comparacion con el control, sin mostrar alguna diferencia significativa, lo cual
nos indica que posiblemente este farmaco tenga una curva de respuesta no
monotdnica. Con estos resultados, decidimos explorar si la fosforilacién de eEF2
provocada por Modafinilo era dependiente de Ca?*/CaM, ya que la activaciéon de
eEF2K es dependiente de ella. Por lo que probamos con un antagonista de CaM

que es W7, cuyo efecto produce la inhibicién de la actividad cinasa de la enzima.

El uso de W7 nos permiti6 comenzar a descubrir la ruta de sefializacién implicada
en la fosforilacion de eEF2 provocada por Modafinilo, que, segun nuestros
resultados, no es dependiente de Ca?*/CaM, debido a que W7 no evité que se
fosforilara eEF2 después del estimulo con 100 uM de Modafinilo por 30 minutos.
Con estos resultados, suponemos que, entre los mecanismos de accion del
Modafinilo, la traduccién de proteinas es regulada negativamente a nivel de la
traduccion, pero que si bien no son causados por la activacion de Ca?*/CaM, se
debe explorar si su efecto activa la sefializaciéon de PKC y PKA producida por Ca?*.
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CONCLUSIONES

El transporte de L-GIn es afectado por el estimulo con Modafinilo.
El Modafinilo favorece la fosforilacion de eEF2.
El Modafinilo regula el proceso de traduccion a nivel de la elongacion.

El efecto del Modafinilo sobre eEF2 no depende de la formacion del complejo Ca
2*/CaM.

PERSPECTIVAS

= Explorar si el modafinilo ejerce su efecto a partir de la sefializacion por Ca?*
(PKC, PKA).

» Reducir la expresion de eEF2K.

= Esclarecer el efecto del modafinilo en la fosforilacion de eEF2 dependiente
de Ca ?*/CaM.

= Explorar el nivel de fosforilacién de SNAT3 en extractos totales y los niveles

de SNAT3 en la membrana plasmatica.
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