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Resumen

La Glutamina es el aminoacido mas abundante en Sistema Nervioso Central. Es el
principal precursor de los neurotransmisores, glutamato y GABA. La lanzadera
GABA/glutamato/glutamina provee a las neuronas con glutamina. Los
transportadores SNAT3 y SNATS5, desde las células gliales, transportan la glutamina

al fluido extracelular en una forma Na* dependiente.

El Fluoruro (F), es un contaminante ambiental que se encuentra en agua, comida,
sal y productos dentales. Causa dafios en el Sistema Nervioso Central y afecta
funciones cognitivas en poblaciones expuestas, muy probablemente por disrupcion

de la neurotransmision glutamatérgica y/o GABAérgica.

Teniendo en consideraciéon el papel que los transportadores SNAT tienen en el
reciclamiento de los neurotransmisores glutamato y GABA, evaluamos el efecto que
la exposicion a F tiene en la expresion funcional de SNAT3 y SNATS en la linea

celular de células de Miller de retina de humano, MIO-M1.

Una reduccion del 20% en la captura de [H]-glutamina fue producida por la
exposicion a F (500 pM). Los andlisis tipo Michaelis-Menten revelaron una
disminucién de la velocidad maxima de transporte (Vmax). Los ensayos de union a
radioligando, mostraron una disminucion de la union a glutamina en las células. El
analisis, mostré en inmunoquimicas una reduccion en la cantidad de SNAT3 y
SNAT5 en las células. Los datos obtenidos apoyan la idea de las células gliales

como blanco del F-.



Abstract

Glutamine is the most abundant extracellular amino acid in the Central Nervous
System. It is the main precursor of the neurotransmitters glutamate and GABA. The
GABA/glutamate/glutamine shuttle provides neurons with glutamine. Glutamine
transporters, SNAT3 and SNATS, expressed in glial cells, supply neurons with

glutamine in a Na*-dependent manner.

Fluoride (F), is an environmental pollutant present in water, food, salt and dental
products, that impairs cognitive functions in exposed population, likely through a

disruption of glutamatergic and/or GABAergic neurotransmission.

Taking into consideration the involvement that the SNAT transporters have in the
recycling of glutamate and GABA neurotransmitters, we evaluated the effect of F
exposure in the functional expression of SNAT3 and SNATS in the human retinal
Mdiller glia cell line, MIO-M1.

A reduction of 20% in the [3H]-glutamine uptake was produced by the exposure to F-
(500 uM). The Michaelis-Menten analysis revealed a reduction in Vmax. The
radioligand binding assays, showed a decrease in the glutamine binding in the cells.
The immunochemical experiments demonstrated a reduction of SNAT3 and SNAT5
protein levels of F- exposed cell cultures. These results support the idea of glial cells
as an important target of F-.
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1. INTRODUCCION

1.1. Glutamato

El glutamato (Glu) es el neurotransmisor excitador mas abundante en el Sistema
Nervioso Central (SNC). Se encuentra en concentraciones de entre 5 a 15 mmol/kg
en tejido cerebral, y en el citoplasma de neuronas glutamatérgicas la concentracién
se encuentra en un rango aproximado de entre 5 a 10 mM, las concentraciones mas
elevadas de Glu en estas células estan localizadas en las terminales axénicas (1).
En los axones el Glu es concentrado en vesiculas singpticas en donde pueden
encontrarse concentraciones de mas de 100mM (2) En fluidos extracelulares en
SNC, el Glu es mantenido a bajas concentraciones, de aproximadamente 25nm, y
en plasma sanguineo la concentracion se encuentra entre 30 a 80 uM. El Glu es
sintetizado en neuronas por transaminacion del 2-oxoglutarato, intermediario del
ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA), y por metabolismo del aminoacido
glutamina (GIn); en las terminales presinapticas el Glu es formado a partir de GIn
via desamidacién metabolizada por la enzima glutaminasa activada por fosfato
(PAG) en las mitocondrias (3,4).

1.1.1. Metabolismo del glutamato

El Metabolismo del Glu estd compartimentalizado. La compartimentalizacién en el
SNC se logra por la separacién del cerebro y la sangre por la barrera
hematoencefalica, que impide el paso de la mayoria de los solutos hacia el cerebro.
El Glu en suero es incapaz de atravesar la barrera hematoencefélica y por tanto es

sintetizado por las células del SNC (5).

En el cerebro, el Glu es sintetizado en neuronas y en células gliales (6). El Glu es
un cosustrato para la formacion de a-cetoglutarato, catalizada por
aminotransferasas, y es el precursor inmediato para formacion del neurotransmisor
inhibidor 4cido gamma aminobutirico (GABA); GABA es formado en neuronas por
descarboxilacion de Glu por la enzima descarboxilasa de glutamato (GAD). En

células gliales el Glu es el precursor directo para la formacion del aminoacido Gln,
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la reaccidn es catalizada por la enzima glial glutamina sintetasa (GS). La
localizacion y especializacion bioquimica y anatomica de los pies terminales de las
células gliales en el SNC permite a estas células remover al neurotransmisor Glu de
la hendidura sinéptica y proveer a las neuronas con GIn para el reabastecimiento
de Glu; la transferencia de GIn desde las células gliales a las neuronas y de los
neurotransmisores Glu y GABA hacia las células gliales desde las neuronas ha sido
denominada lanzadera GABA/glutamato/glutamina o ciclo glutamato/glutamina.
En las neuronas, la GIn es el principal precursor de la sintesis de Glu y a su vez de
GABA y también es utilizado para la sintesis de proteinas y produccion de energia.
Las células gliales responden a cambios en la neurotransmision, por medio de
activacion de los receptores de glutamato gliales y los transportadores de

aminoacidos (aa) excitadores gliales (7-9).

1.1.2. Receptores de glutamato

Los receptores de Glu se encuentran distribuidos en todo el SNC, son receptores
singpticos y no sinapticos localizados principalmente en las membranas de las
neuronas y las células gliales. Los receptores de Glu (GIuRs) son los principales
mediadores de la transmision excitadora y estan involucrados en la activacion de
cascadas de sefializacion requeridas para la plasticidad sinaptica y el aprendizaje y
la memoria. Los receptores de Glu estan funcionalmente divididos en receptores

ionotropicos (GRI) y en receptores metabotrépicos (GRM).

Los GRI son canales permeables a cationes Ca?*, Na* y K*, abiertos por ligando,
gue varian en latasa en la que son activados, desactivados y desensibilizados. Los
GRI han sido clasificados en tres subtipos de acuerdo a sus propiedades
farmacoldgicas y electrofisiologicas, en receptores tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA), receptores del &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
(AMPA) y receptores a kainato (KA) (10). Los GRI son estructuras multiméricas
compuestas por combinaciones variables de subunidades que les confieren
funciones especificas, las tres familias de receptores son codificadas por familias

de genes distintas (11).
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Los receptores NMDA son tetrdmeros que estan formados por combinacion de
diferentes subunidades: GRIN1, GRIN2 y GRIN3. La estructura de los canales
NMDA contiene dos subunidades GRIN1 en combinacion con subunidades GRIN2
y/o GRINS. La mayoria de los NMDAR en el SNC de mamiferos estan compuestos
por subunidades GRIN1 y GRIN2 (12). Las subunidades GRIN1 estan expresadas
ubicuamente en el SNC de vertebrados, y las subunidades GRINZ2 tienen regulacion
espacial y temporal, lo que confiere propiedades funcionales, anatémicas y
farmacoldgicas diferenciales a los receptores NMDA. EI procesamiento
postranscripcional del RNA de GRIN1 por corte y empalme alternativo genera ocho
variantes de la subunidad. Cuatro subunidades del receptor GRIN2 son codificadas
por cuatro genes (GRIN2A-D), y dos subunidades del receptor GRIN3 son
codificadas por dos genes (GRIN3A y B). Cada subunidad del receptor NMDA
contiene un dominio amino terminal (ATD), un dominio extracelular de union a
ligando (LBD), un dominio transmembranal (MD) formando el canal idnico, y el
dominio carboxilo terminal se encuentra en la cara intracelular del receptor (13). Un
modelo de la estructura del receptor GRIN1/GRIN2 se muestra en la Figura 1. Los
receptores NMDA en condiciones normales estan bloqueados por Mg?* y las
probabilidades de apertura del canal dependen del voltaje de la membrana

plasmatica en las células.
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GRIN1

GRINZ

Figura 1. Modelo del receptor GRIN1/GRIN2. Izquierda: Organizacién de una subunidad,
dos dominios extracelulares, el dominio amino terminal ATD y el dominio de unién a ligando
LBD compuesto de S1 y S2 conectados al canal i6nico formado por cuatro hélices
transmembranales (MD) comunicadas con el dominio carboxilo terminal CTD. Derecha:
Modelo tetramérico del receptor, subunidades GRIN1 en azul y GRIN2 en rojo. Adaptado
de Vyklicky y colaboradores, 2014. (13).

Los receptores NMDA compuestos por las subunidades GRIN1 y GRIN2 tienen
sitios de union a Glu y a glicina (Gly); el sitio de unién a Glu se encuentra en la
subunidad GRIN2 y los sitios de union a Gly, en la subunidad GRIN1. La ocupacion
de los sitios de unién a Gly en la subunidad GRIN1 es requerida para la activacion
del receptor por Glu o NMDA. Las afinidades de Gly reportadas para los sitios de
union en la subunidad, se encuentran en un rango de entre 0.1 a 3 pM. La
concentracion de Gly extracelular varian entre regiones en el cerebro y se
encuentran en un rango micro-molar bajo (concentraciones suficientes para saturar
el sitio de unién en el receptor); en el fluido cerebro espinal (FCE) la concentracion
reportada es 4.2+1.6 uM, y no existen datos respecto a la concentracion de Gly en
la hendidura sinaptica (14,15). Las moléculas D-serina, L-serina, D-alanina y L-
alanina son coagonistas de los receptores NMDA (GRIA1/GRIA2B), y el aminoacido
D-serina es el principal coagonista de los receptores NMDA de localizacion
sinaptica; la ECso para la accion coagonista de D-serina es de 0.65 pM, mientras
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gue la a ECso para L-Glu determinada en receptores NMDAR (GRIA1/GRIA2B) es
de 2.9 uM (16,17).

Los receptores AMPA (GRIA) son estructuras tetraméricas de localizacion
postsinaptica compuestos por las subunidades GRIAL, GRIA2, GRIA3 y GRIA4; las
subunidades del receptor comprenden 900 aa aproximadamente y son producto de
diferentes genes que presentan un 70% de homologia de secuencia (18). Todas las
subunidades del receptor existen como dos variantes de corte y empalme
alternativo, y el cambio en las variantes afecta la cinética de desensibilizacion de
los receptores (19,20). Cada subunidad GRIA contiene tres dominios
transmembranales, un asa reentrante, un dominio N-terminal extracelular y un C-
terminal intracelular. EI dominio de unién a ligando se encuentra en la region N-
terminal y el asa saliente entre los dominios transmembranales M3 y M4 (18).
Figura 2. Los receptores AMPA son canales idnicos permeables a iones Na* y K*
principalmente, y median la respuesta postsinptica rapida inmediata a la liberacion
de Glu, su cinética de activacion por la union del neurotransmisor se encuentra en
una escala de tiempo de los sub milisegundos y produce despolarizacion rapida de
la neurona postsinaptica que resulta en propagaciéon de impulsos entre las células
nerviosas y la activacion de los receptores NMDA (21).
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Figura 2. Estructura secundaria de las subunidades GRIA. El dominio de unién a ligando
(LBD) mostrado en el recuadro gris, se encuentra en el N-terminal (NTD) y el asa entre M3
y M4. La variacion por corte y empalme alternativo que ocurre en la region Flip/Flop (en
verde) resulta en cambio del aminoacido arginina (R) a glicina (G), dando dos variantes
para cada secuencia de subunidad. La edicién en la region M2 solo ocurre en la subunidad
GRIAL, la mayoria de las subunidades GRIAL contiene arginina (R) en vez de glutamina
(Q) y baja permeabilidad a Ca?*. EIl C-terminal (CTD) de la mayoria de las subunidades
GRIA contiene sitios de uniéon a proteinas de la densidad post sinaptica y sitios de
fosforilacion a diferentes proteinas cinasas (CaMKIl, PKC, PKA y Src) ejemplificados en
morado. Adaptada de Freudenberg y colaboradores, 2015. (22).

Las subunidades GRIA son abundantes y estdn ampliamente distribuidas en el
SNC, su expresion es regulada durante el desarrollo y su expresion es diferencial
(23), fluctban respecto a su localizacion celular y su insercion a la membrana
postsindptica es dependiente de actividad, su vida media en la membrana
postsinaptica es de 15 minutos. Un 60 al 70% de los GRIA tienen localizacion

intracelular (24). Las células gliales expresan receptores AMPA (25).

Los receptores que contienen la subunidad GRIA2, son impermeables a Ca?* debido
a la edicién constitutiva (glutamina/arginina [Q/R]) de su mRNA vy por lo tanto son
permeables aiones Na* (26). Los receptores que no contienen la subunidad GRIA2
son permeables a Ca?*. Las subunidades de los GRI contienen cuatro dominios: un

dominio amino terminal (ATD) un dominio de union a ligando (LBD), ambos
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localizados extracelularmente, un dominio transmembranal (TMD) y el dominio
intracelular (CTD). ElI ensamblaje de las subunidades GRIA depende de los
dominios estructurales ATD, LBD y TMD; el dominio amino terminal es responsable
de la formacién de dimeros inestables, la asociacion de dimeros se genera entre las
regiones ATD mostradas en la Figura 3., y los dominios transmembranales facilitan
la formacion del tetrdamero TMD (27). El estado de fosforilacion y proteinas
accesorias pueden regular a las subunidades GRIA y modificar las respuestas

postsindpticas a Glu.

Figura 3. Estructura GRIA2 homomérico obtenido por cristalografia. Tomado de Gan y
colaboradores, 2015. (27).

Los receptores tipo Kainato (KARs) fueron identificados por la activacion selectiva
del agonista kainato y median corrientes postsinapticas respondiendo al
neurotransmisor Glu. El canal idnico formado por estos receptores es permeable a
iones Na* y K* y su activacion induce su inmovilizacion en la membraba
postsinaptica, lo que produce modulacion de la plasticidad a corto plazo en las
neuronas glutamatérgicas (28). Los receptores tipo Kainato estdn compuestos por
las subunidades GRIK1, GRIK2, GRIK3, GRIK4 y GRIK5. Las subunidades que
componen a los KARs estan ampliamente expresadas en el cerebro, y muestran
patrones diferenciales de expresion en la materia gris. Los KARs postsinapticos
participan en la neurotransmision excitadora, y subunidades especificas de los
KARs tienen un papel importante en la cognicién, aprendizaje y memoria (29). Se

ha propuesto que los KARs participan en el desarrollo cerebral ya que estan
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presentes en neuronas post mitéticas inmaduras, en este estadio los KARs se
postula son extrasinapticos y tienen permanencia extra sinaptica después de la
maduracion, se cree que los KARs pueden contribuir a la regulacion del crecimiento
dendritico y a la plasticidad durante el desarrollo (30). Los KARs localizados en
terminales gabaérgicas estan involucrados en la neurotransmision inhibidora en la

modulacién de la liberacion del neurotransmisor GABA (31).

Mediante la auto-radiografia con uso de [*H]-Kainato, se ha demostrado que los
sitios de unidn a kainato son mas abundantes en cerebelo que en cerebro, la
proteina a la cual se une el radioligando es la proteina de union a Kainato (KBP)
(32). Selvin y colaboradores mostraron que la unién especifica de [*H]-Kainato en
el cerebelo de rata aumenta a la segunda y tercera semana de nacimiento, en la
temporalidad en que la sinaptogénesis de fibras paralelas ocurre (33). La proteina
KBP en el cerebelo se encuentran expresada en la membrana de las células gliales
de Bergmann (BGCs), de manera prominente en las membranas de BGCs que
rodean las sinapsis establecidas entre las fibras paralelas y las células de Purkinje.
La estructura de la proteina KBP tiene cuatro dominios transmembranales (M1-M4)
y caracteristicas de canal i6nico; por lo que se cree es una subunidad de los
receptores a Kainato (KARS) (34). El Kainato en BGCs obtenidas de cerebelo pollo,
in vitro, induce influjo de iones Na* que lleva a activacion de los intercambiadores
Na*/Ca?*y Na*/H*, e incremento en Ca?* intracelular [Ca?*]i (32). Por otra parte, en
la preparacion de rebanada cerebelar se mostrd, haciendo uso del indicador de Ca?*
Fura-2, que las concentraciones de [Ca?*]i incrementan en BGC en la presencia de
kainato (Muller & Kettenman, 1995); asi mismo, en preparaciones cerebelares se
ha mostrado que la estimulacion (200 us, 50 Hz) de las fibras paralelas que induce
respuestas en las células de Purkinje induce incrementos rapidos en [Ca?']i en

dominios adyacentes a las sinapsis en las BGCs (35).

Los receptores metabotropicos de glutamato (GRMs) exhiben distribucion
diseminada en el SNC, son miembros de la clase C de la familia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs). Ocho tipos diferentes de GRMs (GRM1-GRM83)

han sido caracterizados y divididos en tres grupos, grupo |, Il y 1ll, de acuerdo con
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su homologia de secuencia, las vias de transduccién de sefales que activan y perfil
farmacoldgico (36). Los GRMs consisten en tres dominios, un dominio N-terminal
de union a ligando extracelular (LBD), un dominio transmembranal de siete hélices
(TMD) y un dominio rico en cisteinas (CDR) que une a LBD y TM. Los GRMs se
ensamblan en dimeros u oligdmeros estables, la formacion de dimeros es necesaria
para la activacion de proteinas G y es parcialmente mediada por la formacién de un
puente disulfuro entre los dominios LBD. La estimulacion de los GRMs produce
reorientacion de los dominios extracelulares y transmembranales vy el
desacoplamiento de proteinas Ga-By, llevando a incremento de segundos
mensajeros mediado por Ga y la regulacion de canales iénicos por proteina GBy
(37).
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Figura 4. Estructura de los receptores GRM. Organizacion general de un receptor GRM,
deducida de dimeros GRM3. Dominios extracelulares LBD y CDR asociados a dominios de
7 pases transmembranales TM. Tomado de Nicoletti y colaboradores (36) (36).

Los GRMs clasificados en el grupo | (GRM1 y GRM5) son activados por el analogo
acido L-quiscualico. GRM1 y GRM5 estan acoplados a la activacion de proteinas
Gag11, que estimulan a la enzima fosfolipasa CB1 (PLCB1), la cual hidroliza
fosfoinositidos en la membrana plasmatica, llevando a la formacion de 1,4,5-
trifosfato (IP3) y a la formacion de diacilglicerol (DAG). El IP3 induce la apertura de
canales de Ca?* en el reticulo endoplasmico y el incremento de [Ca?*]i. EIl DAG y el

Ca?* activan a la proteina cinasa C (PKC), la cual se ha propuesto modula canales
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i6nicos y activa diversas proteinas intracelulares como son las proteinas cinasas
activadas por mitogeno (MAPKS), la fosfolipasa D (PLD) y la fosfolipasa A2 (PLA2).
Los GRMs pertenecientes al grupo | estan extensamente expresados en el SNC y
se encuentran principalmente localizados en las postsinapsis y en la zona
perisinaptica, rodeando a receptores ionotrépicos y modulando la excitabilidad

neuronal (38).

Los GRMs clasificados en los grupos Il (GRM2 y GRM3) y Il (GRM4, GRM6, GRM7
y GRMB8) comparten aproximadamente un 70% de homologia de secuencia y
normalmente inhiben la neurotransmisién glutamatérgica. Estan acoplados a
proteinas Gaio predominantemente y regulan negativamente a la enzima adenilato
ciclasa que previene la formacién de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). La
activacion de GRMs acoplados a proteinas GPy modulan a canales ionicos
dependientes de voltaje. Estos receptores se encuentran localizados
presinapticamente y actdan inhibiendo la liberacion de Glu y GABA (39).

1.1.3. Transportadores de glutamato

Las concentraciones de Glu en la hendidura sinaptica, y los efectos sinapticos que
ejerce sobre sus receptores, seguido a su liberacion, son rapidamente terminados
por accion de transportadores de Glu de alta afinidad pertenecientes a la familia
slcla, expresados en neuronas y células gliales. Cinco de estos transportadores:
transportadores de aa excitadores (EAATs) han sido caracterizados (EAAT1-
EAATS) y su afinidad de transporte se encuentra en un rango Km de entre 1 a 100
UM. En el SNC maduro EAAT1 (GLAST) es expresado por células gliales de
Bergmann (BGCs) en cerebelo y por células gliales de Miiller en la retina, EAAT2
(GLT-1) esta expresado en astrocitos en cerebro principalmente, EAAT3 (EAAC1)
en neuronas en cerebro, EAAT4 en neuronas en el cerebelo y EAATS en foto
receptores y células bipolares en la retina. (40-43). Los EAATs estan acoplados
funcionalmente a la bomba sodio (Na*), potasio (K*) ATPasa (Na*/K* ATPasa),
forman parte de un mismo complejo molecular y utilizan el gradiente electroquimico

generado por la Na*/K* ATPasa para transportar Glu (44). Los EAATs son
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transportadores activos secundarios, el transporte de una molécula de Glu al interior
de las células esta acoplado al transporte de 3 iones Na* y un ion H* y al contra

transporte de un ion K*, siendo el transporte de Glu por tanto electrogénico (45).

La estructura de los EAATs posee un N-terminal intracelular, ocho dominios
transmembranales (TMDs) y un C- terminal intracelular. La region N-terminal y los
dominios transmembranales TMD1-6 forman una estructura tipo barril, mientras que
el péptido C-terminal estd compuesto de dos dominios transmembranales TMD7 Y
8, dos asas entrantes son formadas entre TMD 8 y 7y TMD7 y TMDG6, en estas se

encuentran los sitios de unién a substrato y sitios de unién a cationes (46) .

A Sitio de ) ) B
unién a Aso Barril N-terminal Sitios de

glicosilacion

Espacio intracelular Asa reentrante RL1

Figura 5. A. Vista superior de la estructura de ensamblaje de GItPh (Transportador en
bacterias homologo a EAATS). Se ejemplifica el barril N-terminal y el C- terminal, el sitio de
unién a Asp vy las asas reentrantes RL1 y RL2. B. Topologia transmembranal de los
transportadores de aa excitadores EAATSs. Se ejemplifican: el dominio N-terminal, TMDs1-
6, sitios de glicosilacion entre TMD3 y TMD4, dominio C-terminal, TMDs 7 y 8 y asas
reentrantes RL1 y RL2 en rojo, sitio de union a cationes TI1y TI2 en azul y sitio de union a
Asp/Glu. Adaptado de Grewer y colaboradores, 2008. (46).

EAAT1 (GLAST) y EAAT2 (GLT-1) capturan la mayoria del Glu liberado durante la

neurotransmision excitadora en SNC. La funcidbn de ambos transportadores es
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esencial para el desarrollo del SNC, la diferenciacion y supervivencia neuronal y la
migracion celular. La inhibicion de la expresion de GLAST y GLT-1 in vitro e in vivo
produce niveles extracelulares elevados de Glu, neurotoxicidad vy
neurodegeneracion. (47-49). Mediante inactivacion génica constitutiva de GLT1 se
ha demostrado que mas del 90% de la captura de Glu es mediada por astrocitos en
el cerebro anterior (50). Por otra parte, en cerebelo haciendo uso del bloqueador de
EAATS, DL-treo-b-benzil-oxi-aspartato (DL-TBOA) se ha demostrado que el bloqueo
de los transportadores en BGCs prolonga la permanencia de Glu en las sinapsis
establecidas entre fibras paralelas y las dendritas de las células de Purkinje y
produce el derrame de Glu a espacios extrasinapticos, activando GRIs y GRMs

tanto postsinapticos como extrasinapticos (51).
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Figura 6. Representacion de la localizacion de los transportadores GLAST, GLT1 Y EAAT4
en una sinapsis entre una fibra paralela y una célula de Purkinje en el cerebelo maduro.
Adaptado de Takayasu y colaboradores, 2009. (51).

GLAST y GLT1 son expresados en el cerebelo; las sinapsis excitadoras en la capa
molecular del cerebelo se encuentran completamente rodeadas y separadas unas
de otras por procesos de las células gliales de Bergmann (BGCs), en estos procesos
se expresan GLAST y GLT1, teniendo densidades promedio de 4700 y 740
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moléculas por pm? en la membrana celular, respectivamente (52). La localizacion
de GLT1 fue reportada en procesos de BGCs, por Danbolt y colaboradores en 1992,
GLT1 fue localizado en la vecindad de las dendritas de las células de Purkinje y
rodeando procesos de las células granulares en la capa granular del cerebelo de
rata. Por otra parte, Rothstein y colaboradores en 1994, haciendo uso de
anticuerpos contra dominios putativos del C-terminal de GLT1, mostraron que, en el
SNC en rata, GLT1 se encuentra localizado en astrocitos exclusivamente y que es
detectable en extractos proteicos de tejido de diferentes regiones cerebrales y
cerebelo. En la capa molecular en el cerebelo GLT1 se encuentra localizado en
zonas discretas, rodeando a las células de Purkinje (53,54). La disminucién en la
expresion de GLT1 en BGCs esta asociada a mal funcionamiento de las células de
Purkinje en modelos de Distrofia Miotonica, en donde afectaciones en la captura de
Glu producen hiperactividad neuronal y descoordinacién motriz (55).

1.1.4. Reciclaje del glutamato

El Glu liberado en las sinapsis es reciclado para mantener la transmision excitadora
entre neuronas. En el reciclamiento participan las células gliales y las neuronas. El
reciclaje es llevado a cabo por transportadores de aa excitadores EAATs de
localizacion glial (EAAT1 y EAAT2), la enzima glial glutamina sintetasa (GS), los
transportadores gliales SNAT3 y SNATS5, los transportadores neuronales SNAT1 y

SNAT2, y la enzima neuronal glutaminasa activada por fosfato (PAG).

Los transportadores de glutamina de localizacién glial SNAT3 y SNATS5 pertenecen
a la familia de genes slc38 y exportan GIn al espacio extracelular desde la glia, los
transportadores de glutamina SNAT1 y SNAT2, pertenecen también a la familia de
genes slc38, tienen localizacion neuronal, y capturan GIn hacia el espacio

intracelular. La enzima PAG sintetiza Glu a partir del precursor Gin (7,56,57).

La enzima glutamina sintetasa (GS) es la Unica enzima en humanos capaz de
sintetizar GlIn; estructuralmente estd compuesta de dos pentameros en forma de

anillo, que forman un decémero. En el SNC esté localizada en el citoplasma de
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células gliales, y de manera particular, elevadas concentraciones son encontradas
en los procesos de células gliales que rodean las sinapsis excitadoras, desde donde
el Glu es capturado al interior de la glia por actividad de los EAATs (58). En el
cerebro adulto la GS es expresada por astrocitos (59), en el cerebelo es expresada
por las células gliales de Bergmann (BGCs) y en la retina por las células gliales de
Miiller (60,61); la enzima GS patrticipa en el reciclaje de Glu al catalizar la sintesis

de GIn a partir de la condensacion de Glu con un ion amonio con utilizacion de ATP:
Glutamato + ATP + NHz — Glutamina + ADP + fosfato

La sintesis de GIn mediada por GS en la glia, es necesaria para la formacion y
reabastecimiento de Glu en las neuronas. Como lo sugirieron Rothstein vy
colaboradores, la actividad de GS es requerida para la liberacion de Glu en las
terminales excitadoras; la inhibicion de la actividad de GS (51%) por inyeccion
ventricular de metionina sulfoximina (MSO), inhibidor de la GS, causa una
disminucién del 50% en la liberacion de Glu dependiente de Ca?* en tejido estriado
de rata, con restablecimiento en la liberacion de Glu por infusion de Gln 0.5mM (62),
de igual manera, Tani y colaboradores investigaron la participacion de la actividad
de GS en la neurotransmision excitadora entre colaterales de Shaffer y axones de
la capa cortical 1 en rebanadas de hipocampo; la inhibicién de la actividad de GS
con MSO produjo una disminucion en la liberacién de Glu seguida a la estimulacién
de alta frecuencia, disminucion que fue reestablecida por la aplicacion de GIn (63).

La enzima glutaminasa activada por fosfato (PAG) es una amidohidrolasa que

cataliza la sintesis de Glu a partir de GIln segun la reaccion:
Glutamina + H20 — Glutamato + NHs

En el SNC, PAG esta expresada en la materia gris y presenta una Km de 0.6 mM.
En el cerebelo la enzima PAG esté localizada en las terminales de fibras musgosas
y en las terminales de las fibras paralelas. La actividad de PAG ha sido estudiada
con el uso del inhibidor 6-diazo-5-o0xo-L-norleucina (DON), y se ha concluido que en

las terminales de las fibras paralelas su actividad es necesaria para mantener el
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contenido de Glu durante estimulacion sinaptica mediante la sintesis de Glu a partir
de GIn (64).

1.2. Glutamina

La GIn es el aminoacido mas abundante en la circulacidon sanguinea en el cuerpo,
es un constituyente de las vias de metabolismo del nitrégeno, la sintesis del 6xido
nitrico, es un sustrato energético celular y en el sistema nervioso central es el
principal precursor de los neurotransmisores Glu y GABA. La GIn en el cerebro de
mamiferos se encuentra en un rango de concentracion de 6 a 11 mM. La
concentracion reportada en astrocitos esta entre 7 a 14 mM. En el fluido cerebro
espinal (FCE) es de 0.5mM y en los espacios extracelulares se han reportado

concentraciones de 0.13 a 0.3 mM (65).

1.2.1. Transportadores de glutamina

La homeostasis de las concentraciones de aa en el cerebro es mantenida por
moléculas transportadoras, la mayoria de los aa se encuentran en SNC a 10%
aproximadamente de las concentraciones en plasma sanguineo, excepto la Gin,
cuyas concentraciones son similares a las halladas en plasma, pero finamente

reguladas en el cerebro (65).

El movimiento de aa a través de las membranas celulares plasméaticas es mediado
por proteinas transportadoras que pertenecen a diferentes familias de los
acarreadores de solutos (SLCs), 400 genes de transportadores han sido

identificados y clasificados en 11 familias SLCs (66).

Los transportadores pertenecientes a las familias de genes sicl, slc7 y Slc38,
transportan la mayoria de GIn en mamiferos. Los transportadores del sistema ASC
(ASCT2 y ATBO) en la familia slcl transportan preferencialmente Ala, Ser y Cys en
co-transporte de Na* y en anti-porte de aa; los transportadores en la familia slc7
(LAT1 y LAT2) pertenecen al sistema L, funcionan de manera independiente al
gradiente de Na* y transportan los aa Leu, lle, Met, Val, Cys, aa ramificados (BCH)
y aa aromaticos en anti-porte de aa (67,68). En la familia sIc38 los transportadores
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gue transportan GIn pertenecen a los sistemas A y sistema N; los sistemas Ay N

utilizan el gradiente electroquimico de Na* para transportar aa pequefios (69,70).

1.2.2. Transportadores de glutamina de la familia slc38a

La familia de transportadores SLC38 en humanos esta compuesta de once
miembros (SLC38al-11), de estos, siete han sido caracterizados o parcialmente
caracterizados (SLC38A1-7) y designados como transportadores de aa acoplados
a sodio (SNATs), cuatro transportadores de esta familia permanecen como
transportadores huérfanos (SLC38A8-11). Los SNATs han sido divididos en los
sistemas A y N, divisién basada en sus propiedades bioquimicas de transporte y
perfil de aa transportables. SLC38A1 (SNAT1), SLC38A2 (SNAT2) y SLC38A4
(SNAT4) pertenecen al sistema A de transporte y SLC38A3 (SNAT3), SLC38A5
(SNAT5) y SLC38A7 (SNATY7) al sistema N de transporte (71).

El transporte mediado por los transportadores del sistema A sufre inhibicién por pH
bajo, estd acoplado a la Na*/K* ATPasa, es dirigido por el gradiente electroquimico
de Na* y la estequiometria de transporte es un Na* por un aminoéacido (1:1), co-
transporte (72). Los transportadores del sistema A transportan los siguientes aa:
SNAT1 transporta GlIn, Ala, Ser, Cys, Gly, Asn, Hys, Met, Thr, Pro, Tyry Val. SNAT2
transporta GIn, Gly, Pro, Ala, Ser, Cys, Asn, Hys y Met. SNAT4 transporta GlIn, Gly,
Ala, Ser, Cys, GIn, Asny Met. El sistema A es inhibido por el compuesto &cido metil-
amino-isobutirico (MeAlIB). Los tres transportadores clasificados en el sistema A de
transporte estan codificados por genes anotados en el cromosoma 12. En el SNC,
SNAT1 y SNAT2 estan expresados en neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas
(69).
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Figura 7. Secuencia de aa y estructura del transportador SNAT1. Once pases
transmembranales y los posibles sitios de fosforilacién y glicosilacion son mostrados.
Tomado de Mackenzie y Erickson, 2004 (72) (71).

El transporte mediado por los transportadores del sistema N es dirigido por el
gradiente electroquimico de Na* y la estequiometria de transporte es un Na* por un
aminoacido (1:1), co-transporte y contra transporte con un H*, generando un
mecanismo de transporte electro-neutro. SNAT3 y SNAT5, pero no SNAT7 toleran
la substitucién de Na* por Li*. Los transportadores del sistema N, SNAT3 y SNAT5
transportan GiIn, Hys y Asn principalmente, y en SNC se encuentran expresados en
astrocitos. SNAT7 transporta Gln, Hys y Ala y se expresa en neuronas GABAérgicas
en cerebro (67,73).

1.2.3. SNAT3

La proteina SNAT3 es una proteina integral de membrana codificada por el gen
slc38a3 (miembro 3 de la familia de acarreadores de solutos), el gen se encuentra
localizado en el cromosoma 3. SNAT3 es una proteina transportadora de membrana
constituida por 504 aa, con topologia de diez pases transmembranales, cinco
dominios citosdlicos y seis dominios no citosolicos. Es dependiente de sodio y

antiportadora de un aminoacido por un proton. Transporta Gln, Hys, Asn y Ala en

28



co-transporte de Na* en direccion tanto hacia el interior de la célula, como al exterior,
dependiendo de los gradientes de concentracion de los aa sustrato y las
concentraciones de iones sodio. El transporte mediado por SNAT3 es tolerante a
Li* y sensible a pH, y la captura de aa es inhibida por despolarizacion de la
membrana plasmaética celular (74).

SNAT3 estd expresada principalmente en la retina, en musculo esquelético, en
hepatocitos peri-venosos y peri-portales en higado, en el tibulo proximal en rifion y
en el adulto en células gliales y células endoteliales en SNC. En el cerebro y
cerebelo se encuentra expresada abundantemente en células gliales en la sinapsis
gabaérgicas y en la sinapsis glutamatérgicas (75,76). La expresion de SNAT3 es
requerida en el cerebro para la regulacion de aa y su perdida no puede ser
compensada. Los ratones mutantes para SNAT3 son viables hasta los veinte dias
de nacidos y tienen hipoglicemia, crecimiento deteriorado y niveles mayores de GIn
y menores niveles de Glu y GABA en el cerebro (77).

Se han reportado ocho posibles sitios de fosforilacion en la secuencia primaria en
SNAT3 de humano (Ser54, Ser52, Ser47, Serl59, Pro53, Thr150, Tyr160, Tyr330),
cinco sitios de ubiquitinacidén (Lys17, Lys46, Lys51, Lys55 y Lys460) y un sitio de
glicosilacion (Ala30). Mediante la utilizacion de rebanadas cerebrales se ha
demostrado que en atrocitos de la sinapsis del Caliz de Held, la expresién de SNAT3
en la membrana plasmatica es regulada por PKC en una manera dependiente de
caveolina. La activacion de PKC con PMA lleva a una reduccion en la captura de
GIn en estas células (78). La expresion de SNAT3 es regulada también por
degradacion por la ubiquitina ligasa Nedd4-2. Esto fue demostrado en astrocitos
corticales expuestos a Mn?*, la degradaciéon de la proteina ocurre por la via del

proteasoma 26S (79).

La activacion de los EAATs y transporte de Glu (0.5mM) en astrocitos corticales de
rata produce la liberacién de GIn, en una manera sodio dependiente (80), de igual
manera en el nacleo medial del cuerpo trapezoide en rata (MNTB), en los astrocitos
de la sinapsis glutamatérgica del Céliz de Held, se demostro que la activacion de
los EAATSs gliales con 200 uM D-Asp produce de manera acoplada la liberacion de
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GIn desde estas células, y la GIn liberada es secuestrada por neuronas (81). SNAT3
participa en la liberaciéon de GIn desde los astrocitos, la liberacion ocurre como
consecuencia de la actividad de transporte de los EAATSs. La actividad de transporte
de los transportadores del sistema N es favorecida a pH entere 7y 8 y la Km para
GlIn reportada en astrocitos es de 0.9 + 0.4 mM. La estimulacion por Glu sin embargo
no produce un cambio en la transcripcion, traduccion o un aumento de
transportadores SNAT3 en la membrana plasmatica celular, se cree que actia

directamente en el transportador (82).

Mediante el uso de inmunoprecipitacion y experimentos de colocalizacion, se ha
demostrado en cerebelo de rata que el transportador de aa excitadores GLAST se
encuentra asociado a enzimas glicoliticas, proteinas mitocondriales y la ATPasa
Na*/K*, formando un complejo macromolecular (4). Asi mismo mediante
inmunoprecipitacion se ha demostrado que la proteina GLAST se asocia también
de manera fisica con el transportador SNAT3 cuando células gliales de Bergmann
son estimuladas con L-Glu 1 mM, y que la L-[H3]-GIn es liberada desde las células
gliales por la estimulacion de las células con L-Glu o D-Asp (83). En células gliales
de Muller de la linea celular MIO-ML1 la interaccion fisica de GLAST con SNAT3 ha
sido también detectada por inmunoprecipitacion después de estimulaciéon con Glu
ImM.

1.2.4. SNATS

La proteina SNAT5 es una proteina integral de membrana codificada por el gen
slc38a5 (miembro 5 de la familia de acarreadores de solutos), el gen se encuentra
localizado en el cromosoma Xpl11.23. SNAT5 es una proteina transportadora de
membrana constituida por 472 aa, tiene 62% de identidad con la secuencia de la
proteina SNAT3. Se sugiere que la proteina presenta una topologia de once pases
transmembranales. Es dependiente de sodio y antiportadora de un aminoacido por
un proton. Transporta GIn, Hys, Asn, Ala, Ser y Gly, en co-transporte de Na* en
direccion tanto hacia el interior de la célula, como al exterior, dependiendo de los

gradientes de concentracion de los aa sustrato y las concentraciones de iones sodio.
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La Km para Hys es de 0.6 mM a pH 8. Y la Km determinada para GIn es de
aproximadamente 1mM. El transporte mediado por SNAT5 es tolerante a Li* y
sensible a pH; SNAT5 no reconoce al compuesto acido a-metil-amino-Isobutirico
(MeAlB) como sustrato (84,85).

SNATS esta expresada principalmente en el SNC, en el higado, el estbmago, el
tracto intestinal, y en el pulmén. La edicion génica de slc38a5 genera diferentes
variantes de la proteina, con tamafios diferentes (2.6,2.2, 1.9y 1.4 kb) que son tejido
especificas (84). SNAT5 esta expresada ubicuamente en el cerebro y cerebelo, la
expresion de la proteina es paralela a la expresion de vGLUT1, vGLUT2y GLT1, en
el adulto SNATS5 esta expresada en células gliales (86,87). En la retina, SNATS5 tiene
localizacion glial y neuronal, es expresada en las células gliales de Miller y en las

células ganglionares (88).

Se han reportado cuatro posibles sitios de fosforilacion en la secuencia primaria en
SNAT5 de humano (Prol3, Tyrl9, Ser36, Ser372), dos sitios de ubiquitinacion
(Lys37, y Lys460) y un sitio de acetilacion (Lys37). No existen estudios respecto a
la regulacion de SNAT5. Sin embargo, al igual que para SNAT3, por
inmunoprecipitacion se ha demostrado que la proteina GLAST se asocia de manera
fisica con el transportador SNAT5 cuando células gliales de Muller MIO-M1 son

estimuladas con L-Glu 1 mM.

Trabajos realizados en astrocitos corticales de ratbn muestran que el transporte de
GIn tiene contribucién de los sistemas ASC, Ay N; y que la contribucién principal la
realizan los transportadores SNAT3 y SNAT5. EL uso de inhibicién farmacolégica
del transporte por saturacién con los aa Hys y Asp, asi como la utilizacion del
compuesto MeAIB y la sustitucion de Li* en vez de Na*, ha permitido demostrar que
los transportadores del sistema N son los principales mediadores del transporte de
GIn en este modelo (70). De igual manera Hernandez-Castillo determiné en células
MIO-M1, la contribucion que los sistemas ASC, L, Ay N tienen en el transporte de
GIn en estas células, y mostré que la mayoria del transporte es mediado por los
transportadores del sistema N, SNAT3 y SNAT5.
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En astrocitos corticales se ha mostrado que el silenciamiento de SNAT3 y SNAT5
(siRNA), produce un aumento de GIn intracelular de casi cuatro veces mas
comparado con células controles, y una disminucion significativa en la liberacion de
GIn desde las células, los datos cinéticos en este modelo revelan una disminucién
en el parametro Vmax, mostrandose la importante participacion que ambos

transportadores tienen en la liberacion de GIn en estas células (57).

1.2.5. SNAT2

La proteina SNAT2 es una proteina integral de membrana codificada por el gen
slc38a2 (miembro 2 de la familia de acarreadores de solutos), el gen se encuentra
localizado en el cromosoma 12. SNAT2 es una proteina transportadora de
membrana constituida por 504 aa, con topologia de once pases transmembranales,
seis dominios citosolicos y seis dominios no citosélicos. EI N terminal de SNAT2 se
encuentra en el citoplasma celular y el C terminal se encuentra fuera de la célula.
Es dependiente de sodio, transporta aa en co-transporte de Na* en direccién hacia
el interior de la célula con una estequiometria 1:1 (89,90). El transporte mediado por
SNAT2 es intolerante a Li* y sensible a pH, con estimulacion de actividad de
transporte a pH alcalino. El substrato modelo de este transportador es el acido a-
metil-amino-Isobutirico (MeAIB) (91).

SNAT2 en mamiferos esta expresada principalmente en el SNC, en la placenta,
corazon, pulmén, tejido adiposo, estbmago y musculo esquelético. En el SNC,
SNAT2 esta localizado en cerebro y cerebelo, en el sistema auditivo, las meninges
y la espina dorsal. En la corteza cerebral de rata y de humano SNAT2 esta
expresado en células ependimarias, en neuronas piramidales y no piramidales, en
neuronas glutamatérgicas y gabaeérgicas; SNAT2 estd expresado en axones y

dendritas, en células gliales de Bergmann en cerebelo (91-93).

SNAT2 tiene tres sitios de N-glicosilacion. La expresion de SNAT2 es modulada por
hormonas, mitdgenos y factores de crecimiento. Los tratamientos hipertonicos

causan incremento en la expresion del transportador. La expresion del transportador
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y su actividad también es regulada por privacion de aa, la cual es conocida como
regulacion adaptativa. La regulacion de la proteina por privacion de aa esta
asociada a la activacion de la cinasa GCN2, una serina-treonina cinasa que detecta
aumentos en ARNt no cargados y que fosforila a la proteina factor eucariético de
inicio de la traduccién (elF2a), que suprime la traduccion general de proteinas 'y que
favorece la traduccion del factor de la traduccion ATF4. ATF4 induce la transcripcion
de slc38a2. La expresion de SNAT2 es inducida también por los activadores de
PKA y PKC, forskolina y PMA. Y los inhibidores de las cinasas previenen la
expresion de SNAT2 durante la regulacion adaptativa (89,94).

Asnd72

Lys Us Lys

Figura 8. Estructura secundaria del transportador SNAT2. El dominio N-terminal (NTD) se
encuentra en la region intracelular y el C-terminal (CTD) se encuentra en el espacio
extracelular. La proteina tiene once pases transmembranales (TMDs). Se muestran tres
sitios de N-glicosilacion. El puente disulfuro establecido entre Cys228 y Cys303 son
probablemente parte del dominio transmembranal 5. Las Cys regulan el transporte de la
proteina. Asn82 y Thr384 son parte del sitio de unidbn a Na*. El sitio His504 brinda
sensibilidad a pH y los residuos Lys en el C terminal son posibles sitios blanco de ubiquitina
ligasas para posible degradacion mediada por proteasoma. Tomada de R. Menchini y F.
Chaudhry, 2019. (89).

El uso del compuesto MeAIB que inhibe la captura de aa mediado por el sistema A,
SNAT1 y SNAT2, ha permitido mostrar la importancia que este sistema tiene en la
captura de GIn en neuronas. En la presencia de MeAIB (10 mM), la captura de Gin
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disminuye aproximadamente 23% en rebanadas cerebrales. En células de
neuroblastoma la disminucion es de 37% (95). El uso del compuesto MeAIB también
ha permitido mostrar in vivo, que los niveles de GIn incrementan en el espacio
extracelular cuando el compuesto es aplicado, muy posiblemente por inhibicion de
captura en el componente neuronal (96). Por otra parte, en neuronas
glutamatérgicas cerebelares granulares, se ha identificado que el transporte de GIn
es mediado por los transportadores del sistema A, ASC y L, con una contribucién
del 54% mediada por el sistema A. En este modelo se determind que la Km para el
transporte de GIn Na* dependiente es de cerca de 0.3 mM, valor que es comparable

al de las concentraciones halladas en los espacios extracelulares (56).

1.3. HIPOCAMPO

El hipocampo es la parte del cerebro de los mamiferos que se cree esta de manera
mas directamente involucrada a aspectos relacionados con la memoria y el
aprendizaje. También estd relacionada con patologias como la epilepsia y la
enfermedad de Alzheimer.

La memoria en los mamiferos esta dividida en memoria explicita y memoria
implicita. En el hipocampo ocurren la memoria y aprendizaje proposicional, o
memoria explicita, la informaciéon almacenada en el hipocampo puede ser descrita
de forma declarativa, como series de enunciados proposicionales. La memoria
explicita precisa de recuerdo consciente de sujetos, objetos, lugares y situaciones.
Otros tipos de aprendizaje, por ejemplo, el proceso de adquirir habilidades motoras,
memorias que involucran a los reflejos, el condicionamiento emocional y memorias

gue involucran al inconsciente no estan relacionados con el hipocampo (97,98).

El hipocampo o formacién hipocampal consiste en tres regiones corticales, el giro
dentado, la region del cuerno de Amon CA1-CA3 y el subiculo, cada region
compuestas de tres capas cada una. El subiculo se encuentra entre la corteza

entorrinal y el subcampo CAL, y recibe aferencias de estas dos regiones y envia
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proyecciones al nucleo accumbens, la corteza prefrontal, la corteza entorrinal, el
hipotalamo y la amigdala. El hipocampo en humanos esta situado en la parte
anterior del I6bulo temporal medio y tiene forma de bulbo alargado, saliente hacia
los ventriculos laterales. Es un componente del sistema limbico, junto con otras
estructuras, como lo es la amigdala, la cual esta situada en frente del hipocampo.
La organizaciéon basica de las células en el hipocampo es la misma en todos los
mamiferos (99,100). Tiene un gran nimero de neuronas y un inmenso nimero de
interconexiones. La arquitectura dendritica y el arreglo de los componentes
neuronales del hipocampo determinan su capacidad de codificar informacién (101).
En las espinas dendriticas de las arborizaciones de las neuronas piramidales que
conforman el hipocampo es donde se encuentran la mayoria de las sinapsis
excitadoras, las cuales son de naturaleza glutamatérgica. La concentracion basal
de Glu medida en CALl es cercana a los 25 nM, la elevacion a concentraciones en
el rango alto uM de Glu resulta de la exocitosis vesicular; y el transporte del Glu
liberado previene la sobreexcitacion de receptores post sinapticos (NMDARS) (102—
104). La eficacia con la que las sinapsis excitadoras transmiten mensajes puede
variar en funcién de la actividad neural, fenbmeno conocido como plasticidad
sinaptica, en la cual esta involucrada la activacion de los receptores NMDARS y
AMPARs (105). Las modificaciones de la neuro arquitectura ocurren como
consecuencia de actividad eléctrica, bloqueo farmacolégico y estimulacion
sensorial; por ejemplo: la estimulacion de fibras perforantes producen liberacion de

Glu en hipocampo con subsecuente reorganizaciéon sinaptica (101).
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Figura 9. Corte coronal de cerebro de rata. A) Fotografia de un corte coronal de cerebro de
rata, se observan la amigdala (1) y el cuerpo estriado (2). B) Seccion cerebral del
hipocampo de raton, tefiido por la doble tincion de Timm-Nissl. Regiones CA1-CA3 y
estratos celulares y fibrosos: Oriens (Or), piramidal (Py), radiado (Rad) y lacunoso
molecular (LMol). En CA3, estrato lacido (SLu). En el giro dentado, justo por debajo de la
fisura hipocampal (hif), capa molecular (Mol), y capa de células granulares (Gr), seguida de
la capa polimorfa (Po). fi, fimbria; cc, cuerpo calloso. Tomado de Sanchez-Gonzéles, 2004.
(106).

Los astrocitos en el hipocampo responden a la liberacion de Glu. Los astrocitos
(CA1) responden a la estimulacién eléctrica de las colaterales de Shaffer (50 Hz, 2
seg), incrementos en la concentracion de [Ca?']i en los astrocitos resultan de la
activacion de GRMs por el Glu liberado neuronalmente. La actividad neuronal
resulta en estimulacion de GRIs Y GRMs tanto en neuronas como en astrocitos. En
el area CAl en la formacién hipocampal, a diferencia de otras regiones en donde
sinapsis excitadoras son establecidas, los procesos de las células gliales, rodean
sélo en una cierta proporcion la interface sinaptica (< 50%), se hipotetiza que las
sinapsis que estan rodeadas por los procesos de astrocitos en ésta region son las

sinapsis activas (107).

En el hipocampo el ciclo glutamato/glutamina suple GIn para la regulacion de la
transmision sinaptica glutamatérgica; en el hipocampo se expresa de manera
abundante la enzima GS, esta expresion soporta la hipotesis del componente glial
como soporte metabdlico en esta region asociada a la formacién de memoria (108—

110). En el hipocampo se han medido los mMRNA de los componentes del ciclo
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glutamato/glutamina: GLAST, GLT-1, GS, PAG, SNAT1, SNAT2y SNAT3, asi como

la enzima descarboxilasa del &cido glutamico GAD (111).

En el hipocampo de rata la oxidacion de Glu y GIn estd compartimentalizada. Las
tasas de oxidacion fueron medidas por Zielke y colaboradores in vivo por infusion
de [**C]-Glu y [**C]-GIn, la presencia de [**C]-GIn determinada en el espacio
intersticial cuando [Y*C]-Glu es perfundido en el cerebro de ratas, soporta la
existencia del ciclo glutamato/glutamina en hipocampo (112). En hipocampo se ha
determinado también que el ciclo glutamato/glutamina puede ser alterado en
diferentes situaciones patoldgicas, por ejemplo, por la elevacién de amonio en la
sangre y por la hipertension portal (obstruccién de vena portal). En estos casos la
actividad de la GS incrementa en el hipocampo y ocurre una disminucién en la
captura de Glu en fracciones sinaptosomales aisladas (113). La desregulacion del
ciclo glutamato/glutamina también esta asociada en hipocampo a epilepsia y
Alzheimer. En la epilepsia el Glu liberado desde la terminales dobla la
concentracion del que es liberado en situaciones normales y el aclaramiento de Glu
disminuye de manera concomitante a los niveles de GIn; en el hipocampo
epileptogénico se hipotetiza que el ciclo glutamato/glutamina tiene una tasa baja de
funcionamiento que impide el aclaramiento de Glu y que contribuye a la
excitotoxicidad (114), la enfermedad de Alzheimer (AD) estd caracterizada por
déficits cognitivos y dafio en la memoria y aprendizaje. En AD hay evidencia de
alteracion en la expresion de GLT1 en astrocitos y en su actividad de captura; se ha
mostrado también que ciertos compuestos pueden mejorar los déficits cognitivos en

esta condicién al aumentar la expresion y actividad de GLT1 (115).

Mediante el uso de resonancia magnética nuclear (fMRS), se ha mostrado que las
concentraciones de glutamato/glutamina (neurotransmision excitadora), pero no las
de GABA incrementan en la corteza prefrontal medial (mPFC), de sujetos, durante
la memorizacion de asociacion (memoria episodica) entre nombres y rostros. El

incremento de Glutamato/glutamina en mPFC esta asociado con conectividad mas
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fuerte entre mPFC con las regiones del hipocampo y el tdlamo, respecto a

situaciones control (116).

1.4. CEREBELO

El cerebelo es una masa de tejido nervioso que se encuentra en la parte posterior
del encéfalo. Una extension de la dura madre llamada Tenorium cerebelli, separa el
cerebro del cerebelo. El cerebelo esta relacionado con la coordinacion motora, la
postura y el balance, y controla el tono y la actividad muscular voluntaria. Esta
compuesto de dos hemisferios y los I6bulos anterior, posterior y floculonodular. La
materia gris en la corteza cerebelar estd compuesta de tres capas, la capa mas
externa es la capa molecular, la capa intermedia es la capa de las células de
Purkinje y la capa interna es la capa de las células granulares. En la corteza
cerebelar existen distintos tipos de neuronas que se encuentran distribuidos en las
tres capas que conforman estd estructura. Los cinco tipos de neuronas en el
cerebelo son las células de Purkinje, las células granulares, las células de Golgi, las

células estrelladas y las células en canasta (117,118).

Las células granulares cerebelares estan localizadas en la capa interna del cerebelo
y son la clase mas abundante de neurona en el SNC humano, reciben la principal
entrada de informacion sensorial de las fibras musgosas y tienen axones llamados
fibras paralelas que ascienden a la capa molecular; las fibras paralelas bifurcan en
la capa molecular para formar ramificaciones en forma de T que se extienden en
orientacién paralela, formando sinapsis glutamatérgicas con las espinas dendriticas
de las células de Purkinje. Los cuerpos celulares de las células de Purkinje se
encuentran en la capa intermedia del cerebelo y sus elaboradas dendritas se
extienden en la capa molecular, las entradas de informacion convergen en las
células de Purkinje desde fibras paralelas de las células granulares, de fibras
trepadoras y de neuronas locales, que son las células en canasta y las células
estrelladas. Las células de Purkinje contienen un arbol dendritico de cerca de 250

pum de ancho, por 300 um de alto y tiene cerca de 100 000 espinas dendriticas.
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Cada célula de Purkinje puede recibir 200,000 inputs de las fibras paralelas e inputs
de una fibra trepadora. Las fibras trepadoras modifican la eficacia de las conexiones
entre las fibras paralelas y las células de Purkinje, produciendo cambios a largo
plazo en la salida de informacion cerebelar. La salida de informacion desde las
células de Purkinje hacia los nucleos cerebelares representa la Unica salida de

informacion del cerebelo y es de tipo inhibidora (gabaérgica) (119-122).

El cerebelo monitorea y ajusta el comportamiento motor y la actividad neuronal en
el cerebelo cambia continuamente durante la ejecucion de movimientos. El
movimiento simple puede generar cambios dinamicos en los patrones de actividad
en las células de Purkinje y en las células cerebelares nucleares. La habilidad de
coordinar, modular y realizar movimientos suaves se pierde como consecuencia de
lesiones en el cerebelo y enfermedades que dafian sus componentes. Las personas
gue tienen lesiones cerebelares presentan problemas posturales, tremor y dificultad
en producir movimientos bien coordinados. De manera adicional a las conexiones
que el cerebelo tiene con los cotices motores en el cerebro, también tiene
conexiones con el cortex prefrontal y con cotices de asociacion, la activacion
cerebelar ocurre ademas durante la ejecucion de movimientos, durante funciones
ejecutivas como el lenguaje, la lectura, la memoria de trabajo, el procesamiento

espacial y el procesamiento social/afectivo (123-126).

Las células de la glia radial fungen como precursores de neuronas y glia y guian la
migracion celular. En el cerebelo maduro, las células gliales son de tres tipos;
oligodendrocitos que se encuentran en la materia blanca, los astrocitos que se
encuentran en la capa de células granulares y las células gliales de Bergmann
(BGCs), cuyos cuerpos celulares se encuentran en la capa de células de Purkinje.
Las BGCs presentan de entre 3 a 6 procesos que ascienden desde sus somas hacia
la capa molecular, en donde rodean a las sinapsis establecidas entre neuronas, y
terminan en un pie terminal que contacta la membrana basal (127). Las BGCs
participan en el reciclamiento del Glu, la homeostasis de iones, la estabilidad

estructural de las sinapsis y la plasticidad y funcion metabdlica neuronal. Las BGCs
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contribuyen al procesamiento de la informacién en el cerebelo, las deleciones
genéticas de AMPARs (GRIA1 y/o GRIA4) en BGCs afectan el aprendizaje
asociativo motor y la coordinacion de movimientos finos. Las deleciones producen
retraso en la formacion de sinapsis glutamatérgicas e incremento en la amplitud y

duracion de corrientes evocadas en células de Purkinje (128).
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Figura 10. A) Cito-arquitectura de la corteza cerebelar. B) Organizacion sinaptica en la capa
molecular del cerebelo. Sinapsis establecida entre una célula de Purkinje (PC) y fibras
paralelas (PF) de células granulares; y células gliales de Bergmann CGB. Los contactos
sinapticos se encuentran rodeados por BGCs. Ejemplificados también se encuentran
receptores mGIuR3 y AMPAR vy transportadores EAAT1 y EEAT4. Tomada de Tzingounis
y Wadiche, 2007. (129).
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Las investigaciones llevadas a cabo en el sistema modelo in vitro de BGCs
obtenidas de cerebelo de pollo, han permitido disecar interacciones neurona-glia.
La estimulacion con Glu en preparaciones de rebanadas cerebelares o en cultivo
celular han proporcionado informacién respecto a la regulacion transcripcional y
traduccional de genes importantes para el funcionamiento de la glia. También en
este modelo se ha descrito la expresion de transportadores AMPAR y NMDAR,
permeables a Ca?*. Y de manera relevante el acople funcional y metabdlico que
existe entre GLAST y SNAT3 cuando las células son expuestas a Glu. Se ha
comprobado ademas en el modelo de BGCs que el Glu induce la liberacién de GIn,
(9,83,130); estos y otros hallazgos obtenidos en modelos in vitro de células gliales
de Muller provenientes de humano, han permitido establecer las bases de estudio
sobre las perturbaciones que los neurotéxicos pueden tener en las células gliales y

el ciclo glutamato/glutamina.

1.5. CELULAS GLIALES DE MULLER

Las células de Miiller son uno de los tres tipos de células gliales que se encuentran
en laretina, junto con astrocitos y células microgliales; son el principal tipo de células
macrogliales y representan el 90% de la glia en la retina. En la retina no
vascularizada, las células de Muller contactan y envuelven a las neuronas
atravesando todo el grosor de la retina, las células de Mduller forman una interfaz
entre vasos sanguineos, neuronas, y espacio sub-retinal, tienen alta conductancia
a K* en su membrana plasmatica y un potencial de membrana de cerca de -80Mv,
un diagrama de la localizacién de las células de Miiller en la retina se muestra en la

Figura 12.

Las células de Miiller se originan a partir de células de la cresta neural. En la retina
metabolizan la glucosa, formando lactato y piruvato, los cuales son utilizados en el
metabolismo oxidativo neuronal, participan en el reciclaje de pigmentos, en la
detoxificacion de amonio, liberan sustancias neuro activas y protegen al tejido contra

el estrés oxidativo. Las células de Miiller mantienen la homeostasis de iones en el
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tejido retinal, y reciclan a los neurotransmisores Glu y GABA, metabolizandolos y
formando precursores de los neurotransmisores para su utilizacion neuronal.
Marcadores de expresion de las células de Miiller son: EAAT2/GLAST, la proteina
de union a retinaldehido (CRALBP), la enzima glutamina sintetasa (GS), el canal de
potasio rectificador subtipo Kir4.1, la acuaporina 4 (AQ4), la enzima piruvato

carboxilasa y la anhidrasa carbonica C (131-134).

El reciclamiento de los neurotransmisores GABA y Glu es llevado a cabo por el
intercambio de moléculas entre neuronas y células de Miller; GABA Y Glu son
capturados por los transportadores EAAT1/GLAST y GAT-3 y metabolizados en las
células de Miiller. En la retina GLAST/EAATL1 esta enriquecido en los procesos que
rodean las sinapsis excitadoras, por ejemplo, en los procesos que rodean a los
fotorreceptores (bastones). GABA es convertido a Glu por la enzima glia especifica
GABA transaminasa (GABA-T) y el glutamato es utilizado para la formacién de Gin,
la conversion es llevada a cabo por la enzima GS. El aminoacido no excitador GIn
es liberado al espacio extracelular, por los transportadores SNAT3 y SNAT5. Un
diagrama representativo del reciclamiento de los neurotransmisores en la retina se

muestra en la Figura 11. (131).

ECS GAT-3
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GABA ——» GABA lb GABA
+ GABA-T l
' L J
glutamato + glutamato glutzamata
LN )

Arnonio
EAAT1/GLAST F G3
ZATP

Ehutamina —  zlutaminz glutamina
. ‘®

SMAT3/S

Figura 11. Diagrama representativo del reciclamiento de los neurotransmisores GABA y
Glu en la retina. Tomado de Bringmann y colaboradores, 2006 (130) (131).
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Figura 12. Localizacion de las células en la retina de humano, Células de Muller en verde
(M). Astrocitos (AG) y pericitos (P) en amarillo. Microglia (MG) en naranja. El soma de las
células de Miiller esta localizado en la parte intermedia de la retina, en la membrana nuclear
interna (INL). Las células de Miller estan en contacto con los vasos sanguineos y con la
superficie interna de la retina. Los procesos de las células de Miller contactan y envuelven
los somas de las neuronas en los distintos estratos celulares. Las neuronas estan dibujadas
en azul: células amécrinas (A), células bipolares (B), células ganglionares (G), células
horizontales (H), conos (C), bastones (R). Estratos celulares en la retina: epitelio retinal
pigmentario (PRE), segmento de fotorreceptores (PRS), capa nuclear externa (ONL), capa
plexiforme externa (OPL), capa plexiforme interna (IPL), capa de las células ganglionares
(GCL). Tomado de Reichenbach y Bringmann, 2013 (134). (135).
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La expresién y la funcion de los transportadores SNAT3 y SNATS5 ha sido reportado
en células de Miiller. En el cultivo de células de Miller de rata rMC1 se demostro la
contribucion que diferentes sistemas de transporten tienen en el transporte de Gin.
Los sistemas expresados en estas células son el sistema N, el sistema A y el
sistema L; el transporte mediado por el sistema N es de aproximadamente 70% (88).

El uso de la herramienta farmacoldgica metionina sulfoximina (MSO) que inhibe a
la GS en las células gliales de Miiller en la retina ha permitido demostrar que los
niveles de Glu y las respuestas fisioldégicas a Glu disminuyen cuando esta es
inhibida y por tanto se ha demostrado la participacion de las células gliales de Muller
en el reciclamiento del Glu. En la retina las neuronas glutamatérgicas son las células
ganglionares y las células bipolares, y Glu es depletado en estas neuronas cuando
GS es inhibida (136,137).

Las células de Miller de la linea celular MIO-M1 expresan los transportadores
SNAT3 y SNATS5 y estos contribuyen en un 30 % con el transporte de GIn en estas
células, siendo los principales mediadores del transporte. La estimulacion con Glu
y PKA aumentan la expresion de ambas proteinas y la exposicién a Glu induce a un
acople fisico entre EAAT1 y SNAT3/5. El modelo de las células gliales de Miller,
tiene los componentes moleculares necesarios para el reciclaje del Glu y las
caracteristicas de acople que han sido mostradas en BGCs y por tanto son un
modelo para estudiar los efectos que neurotdxicos tienen en la regulacion del ciclo

glutamato/glutamina.

1.6. EVITACION PASIVA

El paradigma de evitacion pasiva es una prueba de miedo, que se usa para evaluar
la memoria a corto y a largo plazo en modelos de roedores. Se usa para evaluar el
efecto de desordenes del SNC en el aprendizaje y memoria, por ejemplo para la
enfermedad de Alzheimer (Beta amiloide 25-35), el efecto de sustancias protectoras
como las antocianinas y flavonoides, sustancias activadoras de la cognicién,

farmacos antiepilépticos, farmacos antidepresivos y elementos y sustancias
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neurotéxicas (138-141). En esta prueba, los sujetos aprenden a evitar un sitio que
supone estar expuesto a un estimulo aversivo o dafiino. La memoria de miedo es
estudiada por la asociacion instrumental entre un ambiente y un estimulo de miedo

(descarga eléctrica).

En esta prueba se utiliza una caja que esta dividida en dos compartimentos, una
compuerta deslizable en medio de la caja separa un compartimento iluminado de
otro oscuro. La primera fase de la prueba se llama habituacion, en ésta se coloca a
los animales en la caja y se les permite explorarla por un tiempo determinado, el
ambiente (caja) representa un estimulo neutro. En la siguiente fase, los animales
reciben un shock eléctrico (0.4-3 mA) en el compartimento oscuro en la caja, a esta
fase se le nombra adquisicion. En esta fase se mide la latencia de escape del
compartimento oscuro de shock, que suele ser inmediata. Después del escape, los
animales son retirados de la caja. El estimulo neutro se vuelve amenazador al recibir
una descarga eléctrica, y genera miedo, los animales aprenden a asociar las
caracteristicas del compartimento oscuro en la caja con la descarga eléctrica. La
memoria y aprendizaje pueden ser medidos a diferentes tiempos después del
entrenamiento, por ejemplo, a las 3, 6 y 24 horas; a la Ultima fase se le llama prueba,
y la latencia de entrada desde el compartimento iluminado al compartimento oscuro
sirve como una medida de la retencion de la memoria y el aprendizaje. La tarea es

dependiente de hipocampo (142,143).

La memoria del miedo es formada en el hipocampo, la amigdala basolateral y el
cortex prefrontal (144). En el hipocampo ventral y en la corteza prefrontal en la rata
los niveles de Glu son 50% mayores que los niveles de aspartato (Asp) y veinte
veces mas que los del neurotransmisor GABA. Durante la adquisicién en la tarea de
evitacion pasiva, los niveles del Glu aumentan considerablemente en el hipocampo
ventral, la administracion de tetrodotoxina directamente en el hipocampo via diélisis
reversa previene la liberacién del neurotransmisor durante la adquisicion, lo que
indica una liberacion de Glu de neuronas excitadoras en esta prueba conductual
(145).
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Se ha demostrado que el bloqueo farmacolégico de los NMDAR por administraciéon
del antagonista no competitivo MK-801 (0.3 mg/kg) 30 minutos antes del
entrenamiento de evitacion pasiva, dafia el aprendizaje pues reduce la respuesta
de latencia de entrada al compartimento oscuro en la caja durante la prueba de
retencion (24h después del entrenamiento), quedando de manifiesto la participacion
del Glu y sus receptores en la formacion de la memoria (146). Asi mismo, la infusion
de AP5 en el hipocampo y la amigdala, a los 0 min en el entrenamiento y a los 180
min después del entrenamiento en la corteza entorrinal, causa amnesia retrograda
en la tarea de evitacion pasiva (147). Mediante el uso del agonista ACDP vy el
antagonista MCPG de los receptores de Glu se ha mostrado que los GRMs en
hipocampo regulan la memoria en la tarea de evitacién pasiva (148), y que la
isoenzima de PKCBI en el hipocampo participa en los eventos sinapticos
responsables de la adquisicion y consolidacion del aprendizaje de evitacion pasiva.
El bloqueo bilateral de PKC en la region CA1 en el hipocampo por uso del inhibidor
CGP 41231 (10 min antes y 50 y 1010 min después del entrenamiento pero no a los

170 min) causa amnesia en el paradigma de evitacidn pasiva en ratas (149).

1.7. FLUORURO

El flior (F) es el elemento con nimero atébmico 9 y masa atomica relativa 18,99.
Pertenece al grupo de los halégenos, grupo XVII de la tabla periédica. Es el méas
electronegativo y reactivo de los elementos y por tales propiedades se le encuentra
en la naturaleza como fluoruro (F) combinado con otros elementos con excepcién
del oxigeno, el nitrdgeno y gases nobles; en forma elemental es un gas altamente
irritante y reactivo (F2). El F- es el anidn inorganico del elemento flior y puede actuar

como una base y combinarse con un protén para formar fluoruro de hidrégeno (150).

1.7.1. Ocurrencia y fuentes de exposicion a fluoruro
El F tiene una abundancia de aproximadamente 700 ppm en la corteza terrestre y
se le encuentra formando compuestos minerales. Las principales fuentes de F en

suelo son los minerales: fluorita (CaF2), apatita (CaF2. 3Ca3(POa4)2), criolita
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(NasAlFs) y el topacio (Silicato de Al que contiene F). Las industrias que usan como
materia prima materiales que contienen F pueden liberar los gases HF y SiF4 0
liberar al F- en materiales particulados (AlFs, NasAlFs, CaFz). El deposito humedo o
seco de estas emisiones a las orillas de las industrias aumenta la concentracion de
Fen suelo (151,152).

Altas concentraciones de F en agua ocurren en diversas regiones del mundo en
Africa, China, medio oriente, el sur de Asia y regiones de América latina y América
del norte, debido a la condicion geogénica de los subsuelos en donde esta
contenida. El agua es la principal fuente de exposicion a F y la organizacion mundial
de la salud recomienda consumir agua que no sobre pase concentraciones de 1.5
mg/L de F. No obstante, existen regiones en las que tales niveles son rebasados
hasta en mas de diez veces. En México, la Norma Oficial Mexicana: NOM-127-
SSA1-1994, establece un limite maximo permisible de 1.5 mg/L de F en agua para
consumo humano, y en la norma NOM-201-SSA1-2002 se establece como limite
maximo permisible una concentracion de 0.7 mg/L de F en agua envasada y en

hielo para consumo humano (153).

Todos los alimentos en los que se ha cuantificado el F lo contienen en cantidades
detectables y cuantificables (154). Las determinaciones de F~ en suero y orina, en
conjunto con las cuantificaciones de F en agua y alimentos han permitido realizar
estimaciones de la proporcién de F~ que es ingerida con los alimentos. Segun Taves
y colaboradores, esta representa un cuarto de la ingesta total diaria (0.4mg de 1.8
mg), (155-157).

Se considera que el F a bajas concentraciones tiene efectos benéficos al prevenir
la formacién de caries dental y por tal motivo, existen paises como los Estados
Unidos de Norte América en donde se afiade F a las fuentes de abastecimiento de
agua en regiones no endémicas. El F es afiadido en forma de acido hexafluorosilico
(H2SiFe), fluorosilicato de sodio (NazSiFs) y fluoruro de sodio (NaF). En México,
ademas del agua y los alimentos, otra fuente importante de exposicién a F~ es la sal

fluorada, la cual tiene una concentracion de 612-765 mg de F- por kg de sal. En la
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NOM-040-SSA1-1993 "Sal yodada y sal yodada fluorada" publicada en 1995, se
establecen las especificaciones y limites de F- que debe contener la sal para

prevenir la caries dental (158).

La ingestion accidental de productos dentales, de insecticidas y rodenticidas a base
de NaF y la exposicién a compuestos organofluorados, los cuales raramente liberan

F- bajo condiciones bioldgicas, son fuentes raras de exposicion a F(158).

1.7.2. Biomarcadores de exposicion y efecto

El moteado de los dientes o fluorosis dental es un biomarcador de exposicién y
efecto, que refleja la exposicion crénica a F durante el tiempo de formacion del
esmalte dental y cuya severidad depende de la dosis y duracién de la exposicion.
En humanos, la fluorosis dental tiene relacion directa con la concentracion de F en

plasma, hueso y la concentracion en el agua utilizada para beber (159).

1.7.3. Toxicocinética del fluoruro

La toxicocinética del F-, que comprende su absorcion en el organismo, su transporte,
distribucion, acumulacion y eliminacion, depende de la via de exposicion y tiempo
de exposicion. La exposicibn puede ser oral, inhalatoria y dérmica, y los
compuestos que se utilizan para realizar los estudios toxicocinéticos son
principalmente el fluoruro de sodio (NaF) y el acido hidrofluérico; también se han

utilizado el fluoruro de calcio y 8F.

1.7.3.1. Absorcion

El fluoruro en forma de fluoruro de hidrogeno (HF) se absorbe por via inhalatoria,
en el tracto respiratorio superior principalmente. La distribucion del F- en la sangre
es rapida, después de 40 min de exposicion, los niveles de F- detectables en plasma
correlacionan con las concentraciones de HF en aire, y los picos maximos de F- en

plasma son detectados a los 60 y 90 min después del inicio de la exposicion.
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El F se absorbe en un a 80 a 90% después de ingestion oral a través del tracto
gastrointestinal. El tiempo medio de absorcion es de aproximadamente 30 min. En
el estbmago pH (<3.5) predomina la forma de acido, fluoruro de hidrégeno (HF), que
difunde de manera transmembranal a través de los epitelios en respuesta a las
diferencias de acidez entre los compartimentos. El coeficiente de permeabilidad de
HF es un millon de veces mayor que la permeabilidad del F-, y la absorcion es
reducida por la presencia de cationes como el calcio y el aluminio. EI F que no es

absorbido en el estémago es absorbido en el intestino delgado (160,161).

1.7.3.2. Distribucion

Después de la absorcion el F es distribuido a través del torrente circulatorio a
organos y tejidos. El F en el plasma no se une a proteinas u otros constituyentes.
Los niveles de F en plasma varian de acuerdo con los niveles de ingestidon y la
distribucion a érganos y tejidos depende de la irrigacion de estos. Los niveles
plasmaticos de F~ alcanzan un pico de concentracion entre los 30 y 60 min después
de la ingestién. La concentracion de F determinada en plasma sanguineo es
equiparable a las concentraciones en agua y alimentos ingeridos. La concentracion
del ion en agua es expresada en mg/L y en plasma en umol/L. Si la concentraciéon
de F en agua es de 1.5 ppm en la sangre la concentracién determinada sera de
alrededor de 1.5 pmol/L. Los niveles de F decaen en plasma después de los 60
minutos después de la ingestion debido a la distribuciéon, excrecion y el depésito en
tejidos; la concentracion de F en las células es de entre 10 a 50 % menor que la
concentracion en plasma y el depésito ocurre principalmente tejidos calcificados
como huesos y dientes, donde se acumula hasta en un 90%. EIl F- no se metaboliza

en el organismo.

Mediante el analisis de la concentracion de F- en muestras de fluido cerebroespinal
(CSF) de humanos endémicamente expuestos, se encontré que el F est4d en un
equilibrio dinamico entre la sangre y el CSF y que la concentracion en este fluido es

similar o ligeramente menor que en la sangre. Presuntivamente el paso del F a

49



través de la barrera hematoencefalica involucra el transporte activo, y se ha

sugerido que el paso del ion es similar al transporte de otros halégenos (162).

En un estudio sobre la neurotoxicidad del NaF en Ratas, Mullenix y colaboradores
mostraron que el F ingerido via oral atraviesa la barrera hematoencefalica y es
detectable en diferentes regiones del SNC (hipotdlamo, cerebelo, medula
oblongata, ganglios basales, corteza e hipocampo) (163). Los experimentos de
cinética de distribucién de vida corta llevados a cabo con 8F en rata, llevados a
cabo por Whitford y colaboradores, demostraron que es detectable en cerebro

después de cinco minutos de su administracion (160).

1.7.3.3. Eliminacion
El F- es eliminado desde la sangre por excrecién en la orina o por deposito en los
huesos. El aclaramiento del F- desde el plasma hacia huesos es mayor que la

excrecion por orina en nifios, comparado con la eliminacion en adultos (164).

1.7.4. Concentracion de fluoruro en sistema nervioso central (SNC)

Como fue demostrado por Inkielewicz y Krechniack en su estudio de exposicion
subcroénica a F, llevado a cabo en ratas Wistar acerca de la distribucion de F en
tejidos blandos, esté puede llegar al cerebro y su concentracidén incrementa en este
organo en una forma dosis dependiente. En este estudio se subraya que el
incremento en la concentracion puede explicar el impacto negativo que F tiene en
estructuras cerebrales y en la actividad de muchas enzimas. Es importante
mencionar que a las doce semanas de exposicion a una concentracion de 5mg F
/L, la concentracion media encontrada en cerebro fue de 4.63 £ 0.077 ug F/g, lo

gue muestra la permeabilidad de la barrera hematoencefalica al F- en cerebro (165).
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1.7.5. Neurotoxicidad, gliotoxicidad y efectos neuroconductuales

La exposicion cronica a F~ ha estado asociada a fluorosis, que es un desorden
progresivo y degenerativo que afecta diversos Organos. La exposicion afecta
huesos, dientes, rifion, higado, SNC y otros 6rganos y tejidos blandos. Los efectos
de la exposicion a F-en SNC han sido evaluados en poblaciones, en animales de
experimentacion y en sistemas reducidos, in vitro. Se ha documentado que altos

niveles de exposicion a F~ (3ppm) dafian al SNC, sin producir fluorosis esquelética.

1.7.5.1. Datos en humanos
Los sintomas neuroldgicos asociados a la exposicion cronica a F~ son mareo,

cansancio excesivo, dolor de cabeza, aletargamiento (166).

Estudios epidemioldgicos llevados a cabo en regiones donde existe alta exposicion
a F por consumo de agua contaminada han reportado un aumento en el desarrollo
de problemas neurolégicos, relacionados con la capacidad cognitiva en nifios. La
inteligencia y los niveles de F- han sido comparadas entre poblaciones expuestas a
concentraciones altas de Fy poblaciones expuestas a concentraciones bajas de F
. En la siguiente tabla se resumen los datos encontrados en los estudios mas

relevantes y la referencia.
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Tabla 1. Estudios de la asociacién entre exposicion y disminucion en IQ en nifios.

Pais Concentracién F Prueba usada y respuesta Referencia
China Mediciones en agua.  Prueba IQ (167)
N=512 Alta: 2.47 £ 0.79 ppm Diferencia significativa entre Xiang y
ninos Baja: 0.36 £ 0.15 ppm  grupos. colaboradores,
8-13 afios Mediciones en orina Las concentraciones mas altas  2003.
Alta: 3.47 £ 1.95 ppm de exposicion a F estuvieron
Baja: 1.11 £ 0.39 ppm  asociadas a retraso mental
China Mediciones en agua Prueba IQ. Test Raven. (168)
N=118 Alta: 3.15 £ 0.61 ppm Diferencia significativa entre Luy
10-12 afios  Baja: 0.37 £ 0.04 ppm  Qgrupos. colaboradores,
Mediciones en orina  21.6% de los nifios tuvieron 2000.
Alta: 4.99 £ 2.57 ppm puntajes <70 en la escala IQ en
Baja: 1.43 £ 0.64 ppm el grupo de alta exposicion.
India Mediciones en agua Prueba IQ (169)
N=190 Alta: 5.55 £ 0.41 ppm Diferencia significativa entre Trivedi y
12-13 afios  Baja: 2.01 £ 0.09 ppm  grupos. colaboradores,
Mediciones en orina Una relacion inversa fue 2007.
Alta: 6.13 £ 0.67 ppm presentada entre el IQ y la
Baja: 2.30 £ 0.28 ppm  concentracion de F en orina
México Mediciones en agua Prueba IQ (170)
N =132 Alta: 9.4 £ 0.9 ppm Una asociacion inversa fue Rocha-Amador
6-10 afios Media: 5.3 £ 0.9 ppm observada entre concentracion  y colaboradores,
Baja: 0.8 £ 1.4 ppm de F en agua y desempefio 2007.
verbal y valores IQ.
Iran Mediciones en agua Prueba IQ. Test Raven. (171)
N= 293 Alta: 5.2 £ 1.1 ppm Los puntajes IQ de los grupos Serajy
6-11 afios Media: 3.1 + 0.9 ppm de exposicion media y alta colaboradores,
Baja: 0.8 £ 0.3 ppm fueron menores al del grupo de  2012.
exposicion baja (P=0.001)
Azerbaijan  Mediciones en agua Prueba IQ. RB Cattell test. (172)
N=39 Alta: 3.94 ppm La media 1Q del grupo de Karimzade y
09-12 afios  Baja: 0.25 ppm exposicion alta fue menor colaboradores,

(Media + SD: 81.21 + 16.17)
gue la del grupo de exposicion
baja (media £ SD:
104.25+20.73, p=0.0004)

2014.
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1.7.5.2. Datos en animales de experimentacion

Los estudios de toxicidad cronica con animales de experimentacion, han
demostrado que la exposicion a F- causa cambios en la morfologia y estructura del
SNC y anormalidades en el comportamiento en los animales expuestos. Shah y
Chinoy, mostraron en ratones, que la exposicion a 5 mg/kg de F- produce dafios a
nivel macroscoépico en los hemisferios cerebrales y disminucion en los niveles de
ADN y ARN; la reduccion en DNA y RNA y proteinas en cerebro, cerebelo y medula
oblongata son dosis dependientes (173). También se ha registrado dafio en ADN
en células cerebrales de ratas expuestas y se ha sugerido que los mecanismos por
los cuales el F estd asociado a dafio sinaptico y disfuncién neuronal son los
mecanismos de produccion de estrés oxidante, produccién de radicales libres y
peroxidacién lipidica (174,175). La exposicibn a F estd asociada también a la
desregulacion de enzimas, a la homeostasis de Ca?* y a la induccién de muerte

celular programada en células del SNC (176).

La histologia en conejos intoxicados con NaF ha revelado que el cerebelo es blanco
de la accion tdxica de la exposicion; después de quince semanas de exposicion a
20 y 50 mg de F/Kg de peso, en el cerebelo se produjo lisis de las células en la en
la capa de las células de Purkinje y perdida de la capa molecular (177). La lisis de
células de Purkinje también ha sido documentada en ratas expuestas por 30 dias al
F- (178). La neurodegeneracion ha sido reportada en el hipocampo de ratones
expuestos a F, los cuerpos celulares dafiados correspondian a las regiones CAS3,
CA4 y el giro dentado y los cambios estuvieron acompafiados por descoordinacién
motora (179).

El F estd asociado, en modelos murinos de exposicidén crénica y subcroénica, a
disminucién en la habilidad de aprendizaje. Esto ha sido demostrado usando
multiples paradigmas de aprendizaje y diferentes tiempos y concentraciones de
exposicion. Los resultados de las investigaciones muestran una disminucion

significativa en las habilidades de memoria y aprendizaje de los animales expuestos,

53



comparada con los controles y en muchas de estas se asocia también a cambios

en la expresion o funcion de diferentes proteinas (180-182).

1.7.5.3. Datos de estudios in vitro en células gliales

Flores-Méndez y colaboradores, en su estudio de la toxicidad de F- en BGCs,
documentaron diversas alteraciones: inhibicion en la sintesis de proteinas,
incremento en los niveles de Ca?* en el citoplasma celular debido a influjo de Ca?*
extracelular, e incremento en la actividad de captura de D-Asp del transportador
GLAST (183). En estas células la toxicidad esta asociada al Ca?* y a modificacion
en los sistemas de transporte de aa. No existen reportes adicionales que involucren
el estudio de los efectos de la exposicion a F~ en células macrogliales in vitro, sin
embargo, si los hay respecto a los efectos de la exposicion en microglia in vitro. Las
células de la microglia BV-2 son activadas por la exposicion y liberan ROS, y

citocinas proinflamatorias (184).
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1.8. JUSTIFICACION

El F es un neurotéxico que se encuentra de manera natural en altas
concentraciones en agua, concentraciones que en ciertas regiones rebasan los
limites considerados como seguros para la ingesta. Las poblaciones que se
encuentran expuestas presentan diversas afectaciones, principalmente
manifestadas como fluorosis. En el sistema nervioso central el F- esta asociado a

dafio en procesos cognitivos y el aprendizaje y la memoria.

Estudios conductuales y estudios de aprendizaje y memoria llevados a cabo con
roedores y en poblaciones expuestas cronicamente han evidenciado los dafios
producidos por F, sin embargo, los mecanismos moleculares de accion por los

cuales el F causa tales dafios no han sido completamente descritos.

En este trabajo evaluamos cambios en proteinas que participan en la transmision
glutamatérgica. In vitro, en células gliales de Muller provenientes de la retina de

humano.

Las proteinas transportadoras que evaluamos participan en la homeostasis de aa
en cerebro y tienen como funcion fisiolégica, la transferencia de glutamina entre
astrocitos y neuronas. SNAT3 y SNAT5 como componente glial participan en las

sinapsis glutamatérgicas en la via denominada lanzadera glutamato-glutamina.

55



1.9. HIPOTESIS

La expresion de las proteinas SNAT3 y SNAT5 y la captura de GIn en células MIO-

M1 disminuira después de la exposicion a F-.

1.10. OBJETIVOS

1.10.1. Objetivo general

Estudiar el efecto que la exposicién a F~ produce en la funcién y expresién de las

proteinas SNAT3 y SNAT5 en células MIO-M1 provenientes de retina de humano.

1.10.2. Objetivos particulares

1. Determinar la expresion de las proteinas SNAT3 y SNAT5 en células MIO-
M1.

2. Evaluar el efecto de la exposicion a F sobre el transporte de GIn en células
MIO-M1.

3. Evaluar los pardmetros cinéticos Km Yy Vmax, para el transporte de GIn en
células MIO-M1 expuestas a Fy en células control.

4. Determinar el efecto del F~ sobre la union de GIn en la membrana de las
células MIO-M1.
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2. METODOS

2.1. Reactivos

Los reactivos utilizados para realizar los cultivos celulares fueron de GE Healthcare
(Carlsband, CA, USA). Los anticuerpos utilizados para las detecciones de las
proteinas de interés fueron: anti-SNAT5 (sc-50680) de Santa Cruz Biotechnology
(Dallas, TX, USA), anti-SNAT3 (#ab211516) y Alexa Fluor 488 (#ab150077) de
Abcam (Cambridge, UK). Los anticuerpos secundarios fueron de Abcam y el
anticuerpo anti-actina fue donada por el Dr. Manuel Hernandez (Cinvestav). El
reactivo de quimioluminiscencia (ECL) y los anticuerpos secundarios ligados a
peroxidasa de rabano fueron de GE Healthcare (Carlsband, CA, USA). La glutamina
tritiada [*H]-L-GIn con actividad especifica de 50 Ci/mmol fue de PerkinElmer
(Boston, MA, USA) y el reactivo MTT fue de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2. Cultivo celular

Las células MIO-M1 fueron sembradas en frascos de 25 cm? a una densidad de 5 x
10° células en medio DEMEM con alta glucosa y Glutamax | (Gibco BRL, Cat.
31966-047), con 10% de suero fetal bovino (SFB), penicilina y estreptomicina. Las
células fueron levantadas de los frascos por la remocién del medio de cultivo y la
adiciéon de tripsina-EDTA (5.0 g/L tripsina, 2.0 g/L EDTA, y 8.5 g/L NaCl), con
incubacion por 3 min a 37°C. La reaccion fue detenida por la adicion de DMEM con
10% SFB, las células fueron separadas por centrifugacion, el pellet fue suspendido
en medio DMEM + 10% SFB Y las células fueron sembradas e incubadas a 37°C
hasta alcanzar la confluencia requerida para los procedimientos experimentales

particulares.

2.3. Inmunocitoquimica
Para el procedimiento de inmunocitoquimica, células MIO-M1 fueron sembradas

sobre cubreobjetos tratados con poli-L-lisina (0.01 mg/mL) y fijjadas con
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paraformaldehido al 4% por diez minutos. Las células fueron lavadas con solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) con 0.5% de triton X-100 e incubadas por una hora
con solucién de bloqueo (1% de albumina de suero fetal bovino en PBS) para
prevenir la unién no especifica. Las células fueron expuestas posteriormente a los
anticuerpos primarios anti-SNAT3 y anti-SNATS5 por dos horas a temperatura
ambiente. Los cubreobjetos fueron lavados con PBS/Triton X-100 e incubados por
una hora a temperatura ambiente con anticuerpos fluorescentes secundarios. Los
cubreobjetos fueron posteriormente montados sobre portaobjetos utilizando
Fluoroshield/DAPI. Las preparaciones fueron examinadas utilizando un microscopio
de inmunofluorescencia (Zeiss Axioskop 40 immunofluorescence microscope y el

AxioVision software; Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NY).

2.4. Ensayo de viabilidad celular

El ensayo de reduccion del compuesto bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) fue utilizado para medir la viabilidad celular. Las células
fueron sembradas en placas de 24 pozos a una densidad de 1x10° células por pozo.
Los cultivos celulares fueron tratados con NaF o vehiculo en medio DMEM por doce
horas, después del tratamiento se afiadieron 20 pL de solucion MTT a una
concentracion de 5mg/L a cada pozo, las placas se incubaron cuatro horas a 37°C.
EL medio de cultivo fue posteriormente decantado y los cristales de formazan
formados por reduccion del MTT fueron disueltos utilizando 50 pL de
dimetilsulféxido (DMSO). La absorbancia de la solucion fue medida con un lector de
microplacas a 570 nm, usando una longitud de onda de referencia de 630 nm
(BioTek Instruments, VT, USA). Se utilizaron cuadruplicados para cada condicion
experimental y los experimentos fueron llevados a cabo en tres cultivos

independientes.
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2.5. Ensayo de transporte de glutamina

Las células MIO-M1 fueron sembradas en placas de 24 pozos a una densidad de
1x1068 células por pozo. Los cultivos celulares fueron lavados con solucién A (25 mM
HEPES-Tris, 130 mM NaCl, 5.4 mM KCI, 1.8 mM CaClz, 0.8 mM MgClz, 33.3 mM
glucosa, y 1 mM NaH2POa4 a pH 7.4) para remover las células no adherentes. Las
células fueron expuestas a solucion A y a NaF disuelto en solucion A (25 mM
HEPES-Tris, 130 mM NacCl, 5.4 mM KCI, 1.8 mM CaCl2. 0.8 mM MgCI2, 33.3 mM
glucosa, and 1 mM NaH2PO4 at pH 7.4) por treinta minutos. Posteriormente se
inicio la captura de [*H]-GIn a t=0 por la adicién de solucién A con 0.5 uCi/ml de [3H]-
GIn y 0.2 mM L-GIn. La captura procedié por treinta minutos. La reaccion fue
detenida por aspiracién del medio radiactivo y por lavado de las células con 0.5 ml
de solucién A fria. Las células fueron posteriormente sujetas a disolucion en 0.5 ml
de NaOH 1 M por dos horas y la reactividad fue medida por conteo de centelleo. EL
contenido de proteina en cada pozo fue determinado con el ensayo de proteinas de
Bradford (Bio-Rad, CA, USA) y la radioactividad fue calculada y expresada como:
[*H]-L-GIn pmol/mg proteina min™t. Tres experimentos independientes fueron
llevados a cabo, y cada condicién experimental en cada experimento se realiz6 en

cuadruplicados.

2.6. Cinética de transporte de glutamina

Las células MIO-M1 fueron sembradas en placas de 24 pozos a una densidad de
1x108 células por pozo. Los cultivos celulares fueron lavados con soluciéon A para
remover las células no adherentes. Una placa de células sirvi6 como células
controles, estas fueron expuestas por 30 min a solucién A y otra placa de células
fue expuesta por 30 min a NaF disuelto en solucién A. Posteriormente se inicio la
captura de [®H]-GIn en ambas placas a t=0 por la adicién de solucién A con 0.5
uCi/ml de [*H]-GIn y 0.5, 1.5, 3, 5, y 7.5 mM L-GIn. La captura en cada condicion
procedié por treinta minutos. La reaccion fue detenida por aspiracion del medio
radiactivo y por lavado de las células con 0.5 ml de solucién A fria y posterior

disolucién de las células en 0.5 ml de NaOH 1 M por dos horas. La reactividad fue
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medida por conteo de centelleo. EL contenido de proteina determinado y la
radioactividad fue calculada. Cada condicion experimental fue llevada a cabo en
cuadruplicados y se realizaron tres experimentos independientes procedentes de

cultivos celulares diferentes.

2.7. Ensayos de union a radioligando

Las células MIO-M1 fueron sembradas en placas de 24 pozos a una densidad de
1x108 células por pozo. Los cultivos celulares fueron lavados con solucién A para
remover las células no adherentes. Las células fueron expuestas por 30 min a
solucion A y por 30 min a NaF disuelto en solucién A. Posteriormente se inicié la
unién de [*H]-GIn a t=0 a 4°C por la adicién de soluciéon A con 0.8 puCi/ml de [3H]-
GIny 0.2 0 5mM L-GIn, a t=30 min la reaccion fue parada con la remocion del medio
radiactivo. Las células fueron lavadas con solucion A fria y expuestas a 0.5 ml de
NaOH frio por dos horas. La radioactividad fue determinada por conteo en liquido
de centelleo, el contenido de proteina para cada condicién fue determinado con el
ensayo de proteinas de Bradford y la unién fue calculada por sustraccion de la
radiactividad obtenida en la condicion 5 mM L-GIn + 0.8 uCi/mL [3H]-L-GIn a la
obtenida en la condicién 0.2 mM + 0.8 uCi/mL de [3H]-L-GIn; y expresada como [3H]-
L-GIn pmol/mg proteina min~t. Tres experimentos independientes fueron llevados a

cabo y cada condicion en cada experimento se realiz6 en cuadruplicados.

2.8. Inmunodeteccion en fase solida

Las células fueron tratadas con solucion A o con NaF disuelto en solucion A.
Después del tiempo de exposicidn, fueron cosechadas con PBS con inhibidores de
proteasas (1mM de fenilmetilsulfonil fluoruro, 1 mg/mL de aprotininay 1 mg/mL de
leupeptina), centrifugadas y los sobrenadantes fueron aspirados. Las células fueron
posteriormente lisadas con solucion RIPA (50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 150 mM
NaCl, 1 mM fenilmetilsulfonil fluoruro, 1 mg/mL aprotinina, 1 mg/mL leupeptina, 1%

de NP-40, 0.25% de deoxicolato de sodio, a pH 7.4) con agitacion por una hora. Las
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concentraciones de proteina en cada condicién fueron determinadas con el método
de Bradford y aproximadamente 50 pg de proteina fueron resueltos a través de
geles SDS-PAGE al 10% y electro transferidas a membranas de nitrocelulosa. Las
membranas de nitrocelulosa fueron tefiidas con Ponceau S para confirmar la
transferencia de proteinas y el contenido de proteina en cada condicion, el colorante
fue retirado por lavado con PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4y 1.8
mM KH2PO4). Las membranas fueron incubadas por dos horas con TBS con leche
descremada al 5% y Tween 20 al 0.1% para bloquear el exceso de sitios de unién
a proteina no especificos. Las membranas fueron incubadas con anticuerpos
primarios por doce horas a 4°C y con anticuerpos secundarios por dos horas a
temperatura ambiente. La inmuno reactividad fue detectada por
quimioluminiscencia con un sistema de imagenes MicroChemi DNR Bio-Imaging. La
densitometria fue llevada a cabo con el programa Image J64 y los datos fueron

analizados con el programa Prisma 5 GraphPad.

2.9. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizdé la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis
seguida de la prueba post hoc de Dunn. Para analizar los datos cinéticos se uso la
prueba F de suma de cuadrados. Datos especificos sobre otras pruebas utilizadas
son indicados en los pies de figura. Los andlisis fueron realizados con el programa
estadistico Prisma GraphPad (La Jolla, CA, USA).
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3. RESULTADOS

3.1. Expresion de SNAT3 y SNATS5 en células MIO M1

Imagenes representativas de los cultivos de células MIO-M1 en campo claro son
presentadas en la Figura 13. La fotografia A muestra el cultivo celular a una
confluencia mayor al 80%, las fotografias B y C muestran cultivos a un 70 % de
confluencia y las fotografias D, E y F presentan confluencia menor al 50%. Las
células crecieron como monocapas adherentes y exhibieron proyecciones
citoplasmaticas y morfologia bipolar elongada. Los experimentos fueron llevados a
cabo cuando las células se encontraban entre un 90% a 100% de confluencia. Para

todos los experimentos se mantuvieron constantes las condiciones experimentales.

Figura 13. Imagenes de células de la linea celular MIO-M1. A, By C imagenes de células
en cultivo del 70 al 90% de confluencia, magnificaciones 10, 20 y 40X. D, E y F imagenes
de células en cultivo a 30% de confluencia, magnificaciones 10, 20 y 40X.
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El primer experimento que llevamos a cabo en las células MIO-M1 fue la evaluacion
de la expresion de las proteinas de interés, SNAT3 y SNAT5, por medio de la
inmunodeteccion. Los resultados se muestran en la Figura 14. En trabajos previos
realizados en el laboratorio ya se habia reportado la expresion de SNAT3 y SNAT5
en esta linea celular, Jeanett Herndndez mostré que los niveles de expresion de
ambos transportadores eran comparables entre si y comparables a los niveles de
expresion de transportadores expresados en astrocitos corticales de rata y a los

expresados en cerebelo de rata y mayores a los expresados en corteza cerebral.

La expresion de ambos transportadores ha sido reportada en otros tipos de células
de Miuller, de manera especifica en el cultivo primario de células de Miller de ratdn
rMC1. En este tipo de células, la contribucion del transporte de GIn mediado por
SNAT3 y SNATS5 fue de 70% (88).
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Figura 14. Los transportadores SNAT3 y SNAT5 son expresados en células de la linea
celular MIO-M1. a) Extractos proteinicos totales (50ug) fueron analizados por
inmunodeteccion en fase sélida. Una deteccidon representativa es mostrada. b)
Caracterizacion inmunocitoquimica de la expresion de SNATS3. Las células fueron tefiidas
con anti-SNAT3 (verde) y los nlcleos fueron tefiidos con DAPI (azul). PC: campo claro. C)
Caracterizacién inmunocitoquimica de la expresion de SNATS. Las células fueron tefidas
con anti-SNAT5 (verde) y los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul).

3.2. Efecto de la exposicion a F~ sobre la viabilidad celular de las células MIO-M1

En el trabajo sobre el efecto que el F ejerce en el control traduccional en el cultivo
primario de BGCs llevado a cabo por Flores Méndez y colaboradores, se evalulo la
viabilidad celular con la técnica de rojo neutro. Las concentraciones de 1, 2y 3 mM
fueron citotéxicas y la concentracion de 500 uM no redujo la viabilidad celular,
comparada con los controles (183). En este trabajo encontramos que 500 UM no
produce citotoxicidad en las células MIO-M1 cuando estas estan expuestas al toxico
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por un periodo de 16 horas, Figura 15. Los efectos celulares que F- tiene sobre la
glia ocurren por tanto a otro nivel y no al de muerte celular a esa concentracion (500
uM), y fue la utilizada como concentracion de exposicion en los experimentos en

este trabajo.
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Figura 15. La exposicion a F no afecta la viabilidad celular. Las células fueron sembradas
a una confluencia de 1x10° células por pozo y expuestas a vehiculo, DMSO y F- 500 uM La
exposicion de las células fue de 16 horas. Los datos estan expresados como porcentajes
correspondientes a la media + DE, tres experimentos independientes fueron llevados a cabo
en cuadriplicados. Los datos fueron analizados con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis
y prueba post hoc de Dunn; ***P<0.001.

3.3. Efecto del F en la captura de [°*H]-Glutamina en células MIO-M1
La exposicion de las células MIO-M1 por 30 min a F~ produjo una disminucién en la
actividad de transporte de GIn en las células, el transporte disminuyo un 22%, los

resultados son mostrados en la Figura 16.

Al observar la reduccion en la actividad de transporte de Gin en las células MIO-M1
expuestas a F-, planteamos establecer las posibles causas de tal disminucion. Las
posibilidades de la reduccién en el transporte pudieron ser debidas a: a) una

interaccién directa de F con las moléculas transportadoras SNAT3 y SNAT5 que
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modificara la captura del GIn, b) una reduccién en la afinidad de transporte, c) una
reduccion en la cantidad de moléculas transportadoras insertadas en la membrana
plasmatica celular, d) una reduccion en la expresion de los transportadores o un

aumento en la degradacion de los transportadores.
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Figura 16. La exposicion a F disminuye la captura de [*H]-L-GIn. Las células fueron
sembradas a una confluencia de 1x10° células por pozo y expuestas 30 min a soluciéon A,
Asp 120 mM en solucién Ay F 500 uM en solucién A. La captura de Gin fue llevada a cabo
a temperatura ambiente por 30 min. Los experimentos fueron realizados en cuadruplicados,
y corresponden a tres experimentos independientes. Los datos fueron analizados con la
prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y prueba post hoc de Dunn; ***P<0.001.

Flores-Méndez y colaboradores, documentaron que la exposicion a F en CGB no
modifica la captura de GIn en estas ceélulas. En contraste en MGCs encontramos
una reduccidn significativa en la captura. Los resultados diferentes en ambos tipos
de glia sugieren que no existe una interaccion directa del ion con los transportadores
durante la exposicion, pero que la preincubaciéon con F produce cambios
intracelulares que posteriormente generan cambios en la actividad de los
transportadores. El F puede tener diferentes blancos intracelulares o cinética de
activacion diferencial en cada tipo celular. La no interaccién directa de F- con SNAT3

y SNAT5 en este trabajo es apoyada por la demostracion de que el intercambiador
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Na*/Ca?* esta involucrado en la reduccion de la captura de GIn y que antes que los
SNAT3/5, éste es blanco de la exposicion. EL uso del bloqueador del intercambiador

KBR permitio demostrar este hecho.

En un experimento adicional demostramos que la interaccién directa de F~con los
trasportadores en las células, no produce diferencias en la captura de GIn, respecto
a ceélulas sin exposicién a F. En este experimento no encontramos diferencias
estadisticamente significativas a tiempos de captura de 3, 6, 12, 15y 30 min, entre
células tratadas y no tratadas. La captura fue lineal en los tiempos probados, Figura
17.
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Figura 17. Efecto del F sobre la captura de GIn a diferentes tiempos (3,6,12,15 y 30 min).
Se realizaron los experimentos utilizando dos cajas de 24 pozos. Las células fueron
sembradas a una confluencia de 1x10° células por pozo y una caja fue expuesta a solucién
A + [*H]-GIn + 200 uM GIn (Control) y la segunda caja fue expuesta a soluciéon A + [*H]-GIn
+ 200 uM GIn + F 500 uM (Exposicion) a diferentes tiempos. La captura de GIn fue llevada
a cabo a temperatura ambiente. La media £+ SEM de cuadriplicados por condicién de un
experimento fueron graficados. La prueba T para datos no pareados fue utilizada para
comparar los sets de datos y los datos fueron analizados usando la prueba de Holm-Sidak.
No hubo diferencia estadisticamente significativa entre medias de las condiciones
experimentales, con alfa = 0.05.
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3.4. Efecto de la exposicion a F sobre la cinética de transporte de glutamina

Habiendo determinado que la exposicion a F disminuye en un 22% la funcion de
transporte de GIn en las células MIO-M1, establecimos que el efecto del F no es
debido a la muerte celular ni tampoco a una interaccion directa de F con los
transportadores en la membrana plasmatica celular. Por ello, procedimos a evaluar
los parametros cinéticos de transporte, Km Yy Vmax de los transportadores en

presencia y ausencia del F.

En los experimentos para determinar la cinética tipo Michaelis Menten, se realizo la
captura en presencia de Na* y captura en presencia de Li* (por sustitucién de Na™*);
la captura en presencia de Na* representa el transporte total de GIn, y en presencia
de Li* representa el transporte mediado por los transportadores SNAT3 y SNATS.
En esta cinética, el parametro Km es la concentracion de sustrato a la cual la
reaccion llega a la mitad de la Vmax; Km muestra la afinidad (concentracion) del
transportador para transportar su sustrato. El parametro Vmax representa la tasa
maxima de transporte alcanzada por el sistema que ocurre a concentraciones
saturantes; cuando entre diferentes condiciones experimentales, la Vmax muestra
diferencias, indica una diferencia en la cantidad de moléculas transportadoras en la

superficie de la membrana plasmatica celular.

Nuestros resultados en los experimentos en presencia de Na*, presentados en la
Figura 18, mostraron que la cinética de transporte correspondiente a la captura total
de GIn no fue modificada por la preexposicion de las células a F (30 min, 500 uM);
la Vmax €n las células expuestas a F-, disminuy6 significativamente, comparado con
la Vmax de las células control. Estos resultados indican que el nUmero de moléculas
transportadoras de GIn en la membrana plasmética disminuye por la exposicion a
F.

Para discernir si las moléculas que disminuyen en cantidad en la membrana
plasmatica celular son los transportadores pertenecientes al sistema N de
transporte, realizamos la cinética en presencia de Li*, pues se conoce que los
transportadores del sistema N pueden transportar Gln en presencia de este ion por

sustitucion de Na*. Los valores obtenidos en esta condicion mostraron que las
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cantidades de SNAT3 y SNAT5 disminuyen significativamente en la membrana
plasmatica debido a la exposicion a F, y la reduccién es comparable a la reduccién
en el transporte de GlIn total. Figura 19. Lo cual indica que el efecto del F sobre los
transportadores SNAT3 y SNATS5, es responsable de la disminucion en el transporte
total de Glin.
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Figura 18. La exposicién a F en presencia de Na* disminuye la Vmax de transporte de
glutamina. Se realizaron los experimentos utilizando cajas de 24 pozos. Las células fueron
sembradas a una confluencia de 1x10° células por pozo y las células control fueron
expuestas 30 min a solucion A, las expuestas fueron tratadas con solucion Ay F- 500 uM
por 30 min. La captura de [*H]-L-GIn fue llevada a cabo a temperatura ambiente por 30 min
a concentraciones de L-GIn de 0 mM, 0.5 mM, 1.5 mM, 3 mM, 5 mM y 7.5 mM. Fueron
graficados la media + SEM de tres experimentos independientes, cada condicion
experimental fue llevada a cabo en cuadruplicado. La cinética de transporte fue
determinada por regresion no lineal con el programa Prisma GraphPad. El andlisis
estadistico utilizado para comparar los datos fue la prueba F de suma de cuadrados;
P<0.0001.

69



1200 -
o 10004 [ ]
E
£ 800A |
E
£ 600
Q
-
= 4001
g -- Control
2 2004 - £ 500 Yy

0 2 4 6 8
Gin mM
Li+ Buffer
Li* buffer NS F
Vmax (pmol/min*mg) 1364+81 | 1066+£59****
Km (Mm) 3.310.45 | 2.97+0.39

Figura 19. La exposicibn a F en presencia de Li* disminuye la Vmax de transporte de
glutamina. Se realizaron los experimentos utilizando cajas de 24 pozos. Las células fueron
sembradas a una confluencia de 1x10° células por pozo y las células control fueron
expuestas 30 min a solucién A, las células expuestas fueron tratadas con solucion Ay F
500 UM por 30 min. La captura de [*H]-L-GIn fue llevada a cabo a temperatura ambiente por
30 min a concentraciones de L-GIn de 0 mM, 0.5 mM, 1.5 mM, 3 mM, 5 mM y 7.5 mM.
Fueron graficados la media £+ SEM de tres experimentos independientes, cada condicion
experimental fue llevada a cabo en cuadruplicado. La cinética de transporte fue
determinada por regresiéon no lineal con el programa Prisma GraphPad. El analisis
estadistico utilizado para comparar los datos fue la prueba F de suma de cuadrados;
P<0.0001.

3.5. Efecto del F sobre la unién de [3H]-Glutamina a la membrana celular

Para confirmar el hallazgo encontrado en los experimentos de cinética de
transporte, que sugieren una reduccién en el numero de moléculas transportadoras
en la membrana plasmatica, realizamos experimentos de unién de [*H]-GIn a la
membrana plasmatica de las células. En los ensayos de union de radioligando se

miden las interacciones entre moléculas, en este caso la interaccion entre [*H]-GIn
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y transportadores, para estimar la afinidad entre los reactantes. Este ensayo es
cuantitativo, y permite calcular un nimero que describe la afinidad. En este tipo de
experimentos, las concentraciones de uno de los reactantes, el ligando [*H]-GIn es
variable, para calcular la union especifica. La union de ligando puede medirse en
preparaciones de membranas celulares aisladas o en células intactas, en este caso
medimos la union en células intactas. La union de radioligando a diferencia de la
captura, se lleva a cabo a 4°C. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura
20. y muestran que hubo menos interacciones entre [*H]-GIn y sus sitios de unién
en la membrana plasmética en las células expuestas a F-, corroborando los datos

obtenidos en los experimentos de cinética de transporte.

0.012 9
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0.006
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pmol/mg proteina

0.000 T T

Figura 20. La exposicion a F reduce la unién de [*H]-L-GIn en células MIO-M1. Se
realizaron los experimentos utilizando cajas de 24 pozos. Las células fueron sembradas a
una confluencia de 1x10° células por pozo. Las capas confluentes de células MIO-M1 fueron
incubadas con solucién A 0 500 uM de F en solucion A durante 30 min. La union fue llevada
a cabo a 4°C. Los datos estan expresados como la media + SEM de tres experimentos
independientes realizados en cuadruplicados. El analisis estadistico utilizado fue la prueba
t para datos no pareados (*P < 0.05).
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3.6. Efecto de la exposicion a Fen la expresiéon de los transportadores SNAT3 y
SNAT5

Habiendo mostrado que la exposicion a F- 0.5 mM no produce muerte celular, que
reduce el transporte de GIn en las células MIO-M1 y produce una disminucion de
transportadores SNAT3 y SNAT5 en la membrana de las células después de los 30
min de exposicion, decidimos evaluar si la expresion de SNAT3 y SNAT5 era
modificada en extractos totales de proteinas obtenidas después de la exposicion
por 30 min, e incluimos otro tiempo de evaluacion, los 60 min. Encontramos que la
exposicion 500 uM de F produce una disminucién estadisticamente significativa en
los niveles de proteina SNAT3 y SNATS5, a los 60 min de exposicién, comparadas
con respectivos controles. Los resultados se muestran en la Figura 21. Los
hallazgos presentados en este trabajo son los primeros que muestran que la
exposicion a F disminuye la cantidad de proteinas transportadoras de Gln en células

gliales.
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Figura 21. La exposicion a F reduce los niveles de las proteinas SNAT3 y SNAT5 en
células MIO-M1. Capas confluentes de células MIO-M1 fueron incubadas con solucion A o
500 uM de F en solucion A durante 30 Y 60 min. Extractos protéicos fueron separados por
electroforesis en gel de acrilamida con subsecuente inmunodeteccion utilizando
anticuerpos anti-SNAT3 y anti-SNAT5. En la parte inferior de los graficos se presentan
imagenes de auto-radiogramas representativos para SNAT3 y SNATS5 y actina. Las barras
de las gréficas corresponden a la media + SEM de tres experimentos independientes. El
andlisis estadistico fue la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis seguida de prueba post hoc
de Dunn (**P < 0.001).
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3.7. Efecto de Ca?* intracelular en la captura de [*H]-Glutamina

El presente trabajo tiene como antecedentes investigaciones previas llevadas a
cabo en nuestro laboratorio de neurotoxicologia, en donde se han caracterizado los
sistemas de transporte de aa en ceélulas gliales, de manera directa, este trabajo
continuo con las investigaciones realizadas en glia de Bergmann y el efecto que la
exposicion a F tiene en esas células. Entre los hallazgos encontrados en ese
trabajo, se documentd un incremento en la concentracion de Ca?* intracelular [Cali,
la ECso0 del efecto del F que en estas células calculada fue de 0.3 mM. El incremento
en el [Cal]i, produjo en las BGCs una detencién en la sintesis de proteinas, por un

aumento en la fosforilacion de la proteina eEF2K (183).

A nivel celular, el F actua en diferentes blancos moleculares, entre los
documentados se encuentra la ATPasa Na*-K*. En eritrocitos de humano el NaF
produce incremento en [Na']i por inactivacion de la ATPasa, y tal incremento en el
[Na*]i puede a su vez inducir incrementos en [Ca]i via el intercambiador Na*/Ca?*
(NQX) (185,186). En BGCs la exposicion a F~ produce un aumento en la actividad
de captura en los transportadores GLAST, que involucra un aumento en el influjo de

Na*, que podria también activar al intercambiador NQX.

Por lo anterior, consideramos que, si el F aumentara la actividad de los
transportadores EAAT1 en células MIO-M1, el influjo de Na* también podria activar
al intercambiador NQX. Por esta razon, en las células MIO-M1 evaluamos si el F
produce un aumento en el influjo de Ca?* mediado por la actividad de NQX, lo que
podria estar ligado a el efecto de la exposicion en la captura de GIn. Para tal efecto
expusimos a las células a F-, de manera conjunta con el bloqueador de NQX, KB-
R7943 (KBR) y al agente permeable y quelante de Ca?* intracelular, &cido acético
2-[2-[2-[2-[Bis(carboximetil)amino]fenoxi]etoxi]-N-(carboximetil)anilino]  (BAPTA).
Los resultados del experimento mostraron que el efecto de reduccion en la actividad
de captura de GIn es mediado por la actividad del intercambiador NQX y estan

probablemente relacionados con un incremento en la concentracion de [Ca?*]i.
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Figura 22. La actividad del intercambiador sodio calcio (NQX) media la reduccion en la
captura de [*H]-L-GIn producida por la exposicion a F- en células MIO-M1. Las células fueron
sembradas a una confluencia de 1x10° células por pozo y expuestas 30 min a solucion A,
F 500 uM en solucion A, F 500 puM en solucion A + KBR y F 500 uM en solucién A +
BAPTA. La captura de [*H]-GIn fue llevada a cabo a temperatura ambiente por 30 min. Las
barras de las graficas corresponden a la media + SEM de tres experimentos independientes
realizados en cuadruplicados. Los datos fueron analizados con la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis y prueba post hoc de Dunn; *P<0.01, ****P<0.0001.
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4. DISCUSION

La exposicion aguda y cronica a F resulta en dafios al SNC, generando deficiencias
en la funcidn cognitiva y en la memoria (187,188). El metaandlisis (27 estudios
epidemiologicos) llevado a cabo por Choi y colaboradores, concerniente a la
neurotoxicidad del F durante el neurodesarrollo en humanos, arroja conclusiones
que apoyan el efecto adverso que la exposicion a F tiene en el desarrollo
neuroconductual. Los nifios en areas de exposiciones altas a F tienen 1Q
significativamente menor al de los IQ en los grupos de nifios control en las areas de
exposicion baja (189). El F puede atravesar la barrera hematoencefélica y ha sido
detectado en diferentes tejidos y regiones cerebrales, como son la corteza cerebral,

el hipocampo, el cerebelo y la espina dorsal (190).

Por otra parte, la mayoria de los estudios en los que se hace uso de modelos
animales de experimentacion, principalmente murinos, se ha evaluado el
comportamiento y la memoria y aprendizaje, y la afectacion generada por la
exposicion es indiscutible (191).

Con respecto a la prueba de evitacién pasiva como paradigma de aprendizaje, en
un estudio publicado en 2018 se utilizé para probar el efecto que la exposicion a F
a concentraciones de 0, 10 y 20 ppm tenia en ratas Long-Evans macho. La
exposiciobn comenzé en la gestacion y continto hasta la edad adulta. En ese estudio
no encontraron diferencias en el aprendizaje de evitacion pasiva entre grupos
tratados y control, cuando la retencidén se midi6 a las 24 horas después de realizada
la prueba, de manera concordante con pruebas que realizamos en este trabajo in

Vivo, y cuyos resultados y metodologia se presentan en la seccion de anexos.

A diferencia de nuestro disefio experimental McPherson y colaboradores midieron
la extincion de la memoria en dias subsecuentes al entrenamiento, y encontraron
que en el dia cuatro de medicion de la retencidn existié diferencia significativa entre
los grupos, hallandose mayor extincion de la memoria en el grupo de alta exposicién

(20 ppm) a F(192). Este dato muestra que el F tiene efecto en el aprendizaje de

76



tipo evitacion pasiva. Es importante mencionar que el shock aplicado en el estudio
de McPherson fue de 0.5 mA, Y es considerado un entrenamiento bajo. A diferencia

del que usamos en este trabajo que fue de 2mA.

La resistencia a la extincion de la memoria depende de la intensidad del
entrenamiento (193), y el tratamiento farmacoldgico o toxicolégico aplicado. Como
bien apuntaron Halberstadt y colaboradores, el disminuir la intensidad de la
descarga eléctrica puede ser usado para tener mayor sensibilidad para la deteccion

de dafios sutiles en el aprendizaje (142).

A nivel celular, los mecanismos que subyacen la toxicidad del F- no han sido
completamente establecidos. Los efectos son diferentes dependiendo el tipo de
célula evaluado, se ha sugerido que la generacion de estrés oxidante es un
mecanismo central en la toxicidad del F-, la exposicion lleva a la peroxidacion
lipidica, la generacion de ROS y radical superoxido (O2*), la alteracién de los niveles
de enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT) y la superoxido dismutasa (SOD)
(194-196). Otro mecanismo central en la toxicidad del F- es la activacion e
inactivacion de enzimas, y moléculas transportadoras, como la ATPasa Na*-K*, a la
estimulacion de la PKC, y la modificacién de los niveles de Ca?* intracelular
(186,197-199). Pocos estudios han abordado el efecto de la exposicién en células
gliales, Yan y colaboradores han sugerido en su estudio publicado en 2018 que las
células microgliales son activadas por la exposiciébn a F~ en hipocampo, y son

mediadoras de los efectos neurotoxicos del ion (200).

A nivel de la neurotransmisién glutamatérgica, se ha reportado que la exposicion
cronica en animales de experimentacion (150ppm durante la gestacion y la
lactancia) produce niveles de Glu reducidos en hipocampo (181), también se ha
reportado que la exposicion (25, 50, 100 ppm F°) produce reduccion en la expresion
de receptores GIuR2 en hipocampo (201); y a concentraciones mas cercanas a las
gue pudieran presentarse de manera real (5 -10 ppm F, durante gestacion y
lactancia). Bartos y colaboradores reportaron que la exposicion produce una
disminucién en la actividad de la enzima glutamato transaminasa y que la habilidad

de memoria disminuye en los grupos expuestos al téxico (202).
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La neurotransmision glutamatérgica esta asociada al desarrollo del SNC y a una
apropiada funcion cerebral, y a los procesos de cognicion y diversas funciones entre
las que se encuentran la memoria y el aprendizaje (203). En la neurotransmision las
células gliales participan activamente regulando los niveles del neurotransmisor Glu
en las sinapsis y proveyendo de GIn a las neuronas (204). Los transportadores en
las células gliales remueven mas del 80% del Glu liberado en las sinapsis; los
astrocitos cerebelares expresan GLT1/EAAT2 y las BGCs en cerebelo y las MGCs
en la retina expresan GLAST/EAATL. Debido a que los transportadores SNAT3 y
SNATS5 se encuentran expresados en astrocitos corticales, BGCs y MGCs (52,205),
hicimos uso de la linea celular de células retinales de Miller MIO-M1 proveniente
de humano para evaluar el efecto que la exposicidon a F tiene en el reciclamiento
del Glu, a nivel de funcion y expresién de los transportadores SNAT3 y SNATS5,
relevante para la realizacién de este trabajo fueron los trabajos previos llevados a
cabo en nuestro laboratorio en la linea celular MIO-M1, donde se ha mostrado que
SNAT3/5 estan acoplados al transporte de Glu y a los llevados a cabo en BGCs
concernientes a los efectos de la exposicion a F~ en la traduccién de proteinas y
transporte mediado por GLAST(83,183).

La funcion de transporte de GIn en las células gliales puede ser evaluada con
ensayos de captura de o liberacién de [*H]-Glutamina. En las células gliales la
activacion y funcion de los transportadores de aa excitadores GLAST/EAATL1 por
captura del neurotransmisor Glu y su analogo no metabolizable Asp produce una
corriente entrante de sodio, ya que tres iones Na* son transportados con una
molécula de Glu u Asp; un incremento en la concentracion de sodio intracelular [Na];
favorece la liberacion de GIn desde las células al espacio extracelular por la
activacion de los transportadores SNAT3/5 (83). La caracterizacion del efecto
producido por una preincubacion de las células gliales con Asp 120 uM respecto a
una disminucién en la captura de [3H]-GIn, es un control para los experimentos de
captura realizados con esté aminoacido, y fue incluido en el experimento junto con

el efecto de la exposicién a F. La exposicion de las células MIO-M1 por 30 min a F
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produjo una disminucién en la actividad de transporte de GIn en las células, el
transporte disminuyo un 22%. La disminucion en la funcidén de transporte de Gln en
las células gliales es de gran relevancia pues podria estar asociado a

neurotransmision de Glu alterada.

Los resultados que obtuvimos en los experimentos concuerdan con la hipotesis
planteada. La exposicion a F en células gliales afecta el transporte de GIn, y
probablemente afecte el reciclamiento de Glu en el SNC. Es dificil extrapolar los
resultados obtenidos en estudios epidemiolégicos con los estudios in vivo en
modelos animales y con los estudios in vitro, debido a la diferencia intrinseca de los
niveles a los que se llevan a cabo las investigaciones. Sin embargo, las
contribuciones realizadas en los estudios in vitro soportan y explican a nivel
molecular, las observaciones realizadas en los estudios in vivo; por ejemplo, un
transporte deficiente de GIn por la exposicion a F~ concuerda con la disminucion de
Glu hallada en hipocampo de animales de experimentacion expuestos a F vy

subsecuentes dafios en memoria y aprendizaje (181).

Es importante mencionar que la contribucion realizada respecto al estudio in vitro
en este trabajo corresponde a la toxicidad aguda que el F ejerce en las células
gliales, y que es importante describir tal efecto debido a que la concentracion de
exposicion 9.5 ppm de F (500 pM) representa concentraciones que han sido
reportadas en agua para consumo humano en zonas endémicas, que incluyen
diversas regiones de nuestro pais (206). Las concentraciones determinadas en
orina en personas ocupacionalmente expuestas a F~ en trabajadores de plantas de
produccion de fertilizadores a base fosfatos, han sido comparables con las utilizadas
en nuestro estudio in vitro, 11.43 + 7.42 ppm de F (207), las concentraciones mas
altas reportadas en trabajadores ocupacionalmente expuestos fueron reportadas en
un trabajador de una planta productora de fluoruro de hidrogeno, 15.22 ppm de F

en orina (73).
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El principal hallazgo de nuestro trabajo es el de los transportadores SNAT3 y SNAT5
como blanco de la accién toxica del F. Los datos experimentales nos llevaron a
deducir que la accion del téxico no es directa en los transportadores SNAT3 y
SNATS5, sino que es debida a un influjo de iones Ca?* al interior de la célula y la
perturbacion del transporte de GIn es subsecuente a la actividad de los
transportadores NQX; proponemos en la siguiente figura, Figura 23. un modelo de
la accién de F en las proteinas transportadoras en las células MIO-M1. Debido a
que se ha documentado en CGB que la exposicion a F~ produce un aumento en la
captura de Glu, no descartamos que en las células MIO-M1 pueda ocurrir tal efecto,
si este fuera el caso, la entrada de Glu generaria un cambio en el gradiente de iones
Na*, esto favoreceria la liberacién de GIn y a su vez el gradiente del sodio seria
reestablecido por la ATPasa Na*-K*. Como se ha apuntado anteriormente, se ha
probado que la ATPasa es blanco de la accion del F-, el cual la inactiva (186,198).
Proponemos a la ATPasa, la cual se encuentra en un mismo complejo
macromolecular asociada a GLAST/EAAT1 (44), como posible blanco de la
exposicion a F, debido a que al no reestablecerse los gradientes de Na* por esta
enzima el intercambiador NQX aumente su actividad de liberacion de Na* e
internalizaciéon de Ca?*, aunado a esto y debido a los tiempos cortos de exposicion
a F en los que observamos los cambios, proponemos que la disminucién en la
cantidad de proteinas transportadoras pueda ser debida a degradacion de estas. La
representacion esquematica del efecto en las células MIO-M1 se presenta a

continuacion.
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4.1. Modelo del efecto de la exposicion a F~ en células MIO M1

A) Transportadores de la membrana plasmatica celular de células MIO-M1

Espacio
extracelular

Citoplasma

B) Transportadores de la membrana plasmatica celular de células MIO-M1 expuestas
aF

NOX Ha"

Espacio
extracelular

4
Na
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Figura 23. La actividad de transporte de GIn en células gliales de Miiller es afectada por el
F. La actividad del intercambiador sodio calcio (NQX) es afectada por la exposicion a F en
células MIO-M1, produciendo un posible aumento en los niveles de calcio intracelular. Es
probable que la exposicion afecte a la ATPasa Na*/K* y al transportador EAATL, lo que
produciria incremento en el sodio intracelular. Debido a que los efectos son producidos a

tiempos cortos de exposicion la degradacion de las proteinas se considera como plausible.
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5. CONCLUSIONES

La expresion de los transportadores del sistema N, SNAT3 y SNAT5 que estan
expresados en las células de la linea celular de Muller de origen humano MIO-M1,

son afectados por la exposicion a F- 500 pM.

El transporte de GIn disminuye significativamente en las células expuestas a F- 500
UM, comparadas con las células control.

La afectacion en los transportadores SNAT3 y SNAT5 por exposicion a F~ 500 puM,
esta involucrada a la actividad del intercambiador NQX.

Debido a que ambos transportadores tienen un papel importante en la liberacién de
GIn a los espacios extracelulares para su utilizacion como precursor de Glu y GABA,
concluimos que la exposicibn a F en SNC podria afectar al ciclo

glutamato/glutamina.

6. PERSPECTIVAS

Establecer el efecto de la exposicion a F sobre el transportador EAAT1 en las células MIO-
M1 mediante captura de [3H]-Aspartato. Y el efecto que la exposicion a F tiene en la
colocalizacion de la ATPasa Na*-K*Y EAAT1.

Estudiar la posible activacién de enzimas calpainas por exposicion a F en el modelo celular
MIO-M1. Y el efecto que el quelante de Ca?* BAPTA y el bloqueador de NQX KBR, junto con
la exposicién a F tienen en la expresién de SNAT3 y SNATS.

Establecer un paradigma de aprendizaje para un modelo murino, sensible a la deteccion de
danos en aprendizaje y memoria por la exposicion a F.

Establecer un modelo in vitro, que permita el andlisis de las respuestas electrofisioldgicas
generadas por estimulacidn eléctrica y el efecto de la exposicidon a F en las respuestas
registradas en las células.
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ANEXO 1

Experimentos adicionales.



Materiales y métodos utilizados en el estudio in vivo
Animales de experimentacién

Se utilizaron ratas Wistar macho recién destetadas de aproximadamente 21 dias de
nacidas con un peso de 70 = 9 g. Fueron colocadas en cajas de polipropileno con
encamado de aserrin, a una temperatura controlada entre 20 y 22°C y humedad
relativa de 40-60%, con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. El agua y la comida

estuvieron disponibles en las cajas a lo largo del periodo de exposicion.

Exposicion subcrdnica a fluoruro

Las ratas estuvieron en un periodo de aclimatacién de una semana, después del
cual fueron divididas de manera aleatoria en tres grupos de cinco ratas cada uno.
Uno de los grupos fue el grupo control, sin exposicion al téxico y los dos restantes
fueron los grupos expuestos a diferentes concentraciones de F. La exposicion fue
por via oral a concentraciones de 15 y 50 ppm de NaF (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) disueltos en el agua de bebida. El tiempo de exposicién fue de 40 dias.
El grupo control no expuesto, tuvo acceso a agua de bebida con una concentracion
de F- no mayor a 0.5ppm. El agua a la que tuvo acceso el grupo control fue de la
misma procedencia que la utilizada para realizar la disolucion de NaF de los grupos
tratados. Después de los 40 dias de administracion, los animales fueron sometidos
a la prueba de memoria de evitacion pasiva, después de la prueba, los animales
fueron sacrificados y se extrajeron el cerebelo y el hipocampo, y otras regiones
cerebrales, se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su
uso para los analisis de expresion de proteinas y cuantificacion de mRNA por RT-
PCR.

Evitacion pasiva como paradigma de aprendizaje
El entrenamiento y la prueba de aprendizaje fueron llevados a cabo en una caja de

acrilico opaco compuesta de dos compartimentos del mismo tamafio cada uno (30
x 30 x 30 cm), separados por



una puerta tipo guillotina. Cada compartimento tenia una tapa de acrilico
transparente. El piso de un compartimento era desmontable, hecho de acrilico y
tenia forma de rejilla compuesta de barras de 6 mm de didmetro cada una, y
separadas por 1.5 cm entre centro a centro de cada barra. En el segundo
compartimento, el compartimento de shock, el piso estaba formado por dos laminas
de acero inoxidable que formaban una V, el piso tenia una pendiente en cada lado,
y en la parte media de este compartimento, las laminas de acero estaban separadas
una de la otra por 1.5 cm. Cuando las ratas entraban a este compartimento estaban
en contacto con ambas secciones del piso. El piso estaba conectado a una unidad
de corriente y por tanto podia ser electrificado. EI compartimento de shock no tenia
iluminacion y sus paredes fueron forradas para evitar el paso de luz. En el centro de
la tapa del compartimento de suelo en forma de rejilla fue colocada una bombilla de
10 W, este fue el compartimento iluminado. Las latencias para cruzar de un
compartimento a otro fueron registradas. La caja de condicionamiento fue colocada

dentro de un cuarto oscuro a prueba de sonido.

Durante el entrenamiento las ratas fueron colocadas en el compartimento iluminado,
con suelo en forma de rejilla, 20 s después, la puerta con forma de guillotina fue
abierta y la latencia para cruzar y colocar sus cuatro patas en el compartimento de
shock fue registrada, esta es la latencia de adquisicion. La puerta en forma de
guillotina fue cerrada y las ratas recibieron un shock eléctrico, el shock aplicado fue
de 2 mA, durante cinco segundos. Después de los cinco segundos la puerta fue
reabierta, permitiendo a las ratas escapar al compartimento contiguo, iluminado. La
compuerta fue cerrada nuevamente después del escape y las ratas fueron dejadas
30 s en la caja antes de ser retiradas. Las pruebas fueron realizadas entre las once
de la mafiana a las dos de la tarde. Un dia después del entrenamiento cada rata fue
probada para la retencién. La prueba de retencién fue llevada a cabo igual que la
prueba de entrenamiento, pero no se aplicd corriente eléctrica al piso del

compartimento de shock.

Extractos de proteinas cerebelares e hipocampales



El hipocampo y cerebelo fueron extraidos y el tejido homogeneizado en cinco
volimenes de solucién tampon fria de acido etilendiaminotetraacético-fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (EDTA-PMSF). Los homogeneizados se centrifugaron a 13 000
rpm por veinte minutos para separar proteinas solubles de proteinas insolubles. El
sobrenadante fue descartado y el pellet fue solubilizado en solucion de

dodecilsulfato de sodio/solucion amortiguadora de fosfatos (SDS/NaPi),

después de la solubilizacion, los extractos se centrifugaron a 13 000 rpm por 20
minutos y se cuantificaron las proteinas disueltas, con el método de Bradford. Se
procedié posteriormente a desnaturalizar las proteinas con buffer de carga, y
aproximadamente 50 pug de proteina fueron separadas utilizando la técnica de
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) con
posterior electro transferencia a membranas de nitrocelulosa. Las membranas de
nitrocelulosa fueron tefiidas con Ponceau S para confirmar la transferencia de
proteinas y el contenido de proteina en cada condicion, el colorante fue retirado por
lavado con PBS. Las membranas fueron incubadas por dos horas con solucion
salina tamponada con Tris (TBS), compuesta de 150 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, PH
7.6, con leche descremada al 5% y Tween 20 al 0.1% para bloquear el exceso de
sitios de unién a proteina no especificos. Las membranas fueron incubadas con
anticuerpos primarios anti-SNAT2 y anti-SNAT3 por doce horas a 4°C, y con
anticuerpos secundarios por dos horas a temperatura ambiente. La inmuno-
reactividad fue detectada por quimioluminiscencia con un sistema de imagenes
MicroChemi DNR Bio-Imaging. La densitometria fue llevada a cabo con el programa

Image J64 y los datos fueron analizados con el programa Prisma 5 GraphPad.

Extraccion de mRNA de cerebelo e hipocampo

El RNA total fue aislado de tejido de cerebelo e hipocampo de ratas entrenadas y
no entrenadas en la prueba de evitacidon pasiva. Y ratas expuestas a F~. El RNA fue
extraido usando el reactivo TRIZOL (Sigma). Cada muestra fue analizada por
duplicado. La transcripcion reversa en tiempo real (QRT-PCR) fue llevada a cabo
por un método de un solo paso usando el kit KAPA SYBR FAST One-Step qRT-



PCR (Kapa Biosystems). Las muestras fueron sujetas a PCR cuantitativa gPCR
(Applied Biosystems). La temperatura de disociacion utilizada fue de 80°C y se

obtuvo amplificacion para slc38a2 a un CT de 29 y para slc38a3 a un CT de 30.

Resultados obtenidos de los experimentos in vivo
Efecto de la exposicidon subcrénica a F en el aprendizaje de evitacién pasiva

No hubo diferencia entre el grupo de no exposicion (0 ppm de F’) y los grupos
expuestos a 15 y 50 ppm de F en las latencias de retencion (Latencia tiempo en
segundos) medidas 24 horas después del entrenamiento (adquisicion). La
intensidad de la descarga eléctrica usada en el entrenamiento fue de 2.0 mA, p=
0.29. Figura 1A.

En los controles usados para la prueba, no hubo diferencia entre el grupo de no
exposicion (0 ppm de F) y los grupos expuestos a 15 y 50 ppm de F en las latencias
de retencién (Latencia tiempo en segundos) medidas 24 horas después de la
adquisicién en los grupos usados como controles de la prueba, en estos no se aplicé

descarga eléctrica durante la adquisicion. p= 0.10. Figura 1B.
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Figura 1. La exposicién subcrénica a 15 y 50 ppm de F no afecta el aprendizaje. A) Los
valores estan expresados como la media * SEM, de la latencia de entrada del
compartimento iluminado al compartimento de shock de grupos de ratas entrenadas en la
prueba de evitacion pasiva (N=3). En el dia de entrenamiento (adquisicién) al cruzar al
compartimento oscuro las ratas recibieron un shock de 2 mA. B) Media (zx SEM) de la
latencia de entrada del compartimento iluminado al compartimento oscuro de grupos de
ratas control en la prueba de evitacion pasiva (N=3). En el dia de adquisicion al cruzar al
compartimento oscuro, las ratas control no recibieron shock eléctrico. La adquisicion
corresponde al dia 1 y la retencién fue medida a las 24 horas después de la adquisicion.
La prueba ANOVA fue utilizada para comparar los datos, seguida de la prueba de Bartlett,
*P<0.05, n.d. no diferencia.



Efecto de laprueba de evitacidn pasiva en la expresion de los transportadores
SNAT3y SNAT2 en cerebelo.

Los resultados de las inmunodetecciones para SNAT3 y SNAT2 de cerebelo de
ratas entrenadas y no entrenada en la prueba de evitacion pasiva, se muestran en
la Figura 2. Los anticuerpos detectaron una banda a 55 KDa. La prueba ANOVA
mostré que no hubo diferencia significativa en la expresion de las proteinas entre
los tres grupos analizados. Las gréficas representan la media £+ DE, de tres
mediciones por condicion. Las muestras designadas con las siglas CN
correspondieron a ratas que no fueron entrenadas ni expuestas a la caja de
entrenamiento, esas ratas permanecieron sin manipulacién y fungieron como
controles. Las muestras designadas con las siglas CC, correspondieron a ratas que
fueron expuestas a la caja de entrenamiento, pero no recibieron descarga eléctrica,
y las muestras designadas con las siglas CE correspondieron a muestras de ratas

entrenadas.
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Figura 2. El entrenamiento de evitacion pasiva no modifica la expresién de SNAT3y SNAT2
de cerebelo de rata. Deteccion de extractos de tejido. n= 3 controles sin exposicion a caja
de prueba. n= 3 controles caja. n=3 evitacion pasiva. ANOVA, Kruskal-Wallis test
(*P<0.05). P=0.05 para SNAT3. P = 0.51 para SNAT2. Conclusion: No existen diferencias
significativas en la expresion de las proteinas SNAT3 y SNAT2 en el cerebelo, entre
animales sin exposicion a caja, control caja y los entrenados en la prueba de evitacion
pasiva. Medidas a las 24 horas después del entrenamiento y noventa minutos después de
la evocacion.



Efecto de la prueba de evitacidén pasiva en la expresion de los transportadores
SNAT3y SNAT2 en cerebelo

Se evallo la expresion de SNAT3 y SNAT2 a partir de tejido procedente de
cerebelo. Se compararon dos grupos, correspondientes a tejido de ratas control y
tejido de ratas entrenadas, que recibieron entrenamiento y que aprendieron a evitar
el compartimento de descarga eléctrica. Los resultados de las inmunodetecciones
para SNAT3 y SNAT2 se muestran en la Figura 3. Los anticuerpos detectaron una
banda a 55 KDa y se utilizé la tincion de Ponceau para normalizar los datos. Las
graficas representan la media + DE, de cinco mediciones por condicién. Hubo
diferencia estadisticamente significativa entre medias de expresion de SNAT3 entre
los dos grupos analizados. Y para el caso de SNAT2 no existieron diferencias

estadisticamente significativas entre las medias correspondientes a los dos grupos.
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Figura 3. La expresion de la proteina SNAT3 disminuye en cerebelo después de la prueba
de evitacion pasiva. La deteccion se realizé a partir de extractos de tejido medidas a las 24
horas después del entrenamiento y noventa minutos después de la evocacion. n=5
controles. n= 5 prueba. Se utilizé la prueba T no pareada para comparar los grupos. Se
muestran la media £+ SEM, (*P <0.05) P=0.0407 para SNAT3, P=0.723 para SNAT2. La
expresion de SNAT3 disminuye significativamente en el cerebelo con el aprendizaje de
evitacion pasiva. No existen diferencias significativas en la expresion de la proteina SNAT2
entre animales entrenados y no entrenados.



Efecto de laprueba de evitacidn pasiva en la expresion de los transportadores
SNAT3y SNAT2 en hipocampo

Se evallo la expresion de SNAT3 y SNAT2 a partir de tejido procedente de
hipocampo. Se compararon dos grupos, correspondientes a tejido de ratas control
y tejido de ratas entrenadas, que recibieron entrenamiento y que aprendieron a
evitar el compartimento de descarga eléctrica. Los resultados de las
inmunodetecciones para SNAT3 y SNAT2 se muestran en la Figura 4. Los
anticuerpos detectaron una banda a 55 KDa y se utilizo la tincion de Ponceau para
normalizar los datos. Las gréaficas representan la media = DE, de cuatro mediciones
por condicion. Hubo diferencia estadisticamente significativa entre medias de
expresion de SNAT3 entre los dos grupos analizados. Y para el caso de SNAT2 no
existieron diferencias estadisticamente significativas entre las medias

correspondientes a los dos grupos.
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Figura 4. La expresion de la proteina SNAT3 disminuye en hipocampo después de la
prueba de evitacion pasiva. Se realiz6 la deteccion a partir de extractos de tejido después
de prueba de evitacion pasiva, 24 horas después del entrenamiento y noventa min después
de la evocacién. n=4 controles. n= 4 prueba. Se utiliz6 la prueba T no pareada para
comparar los grupos. Las barras en los graficos muestran la media + SEM, (*P <0.05)
P=0.0042 para SNAT3, P=0.222 para SNAT2. La expresion de SNAT3 disminuye
significativamente en el hipocampo con el aprendizaje de evitacion pasiva. No existen
diferencias significativas en la expresion de la proteina SNAT2 entre animales entrenados
y no entrenados.



Efecto de laprueba de evitacidn pasiva en la expresion de los transportadores
SNAT3y SNAT2 en corteza prefrontal

A continuacion, se presentan inmunodetecciones realizadas a partir de extractos
proteinicos de corteza prefrontal. Se evallo la expresion de SNAT3 y SNAT2. Se
compararon dos grupos, correspondientes a tejido de ratas control y tejido de ratas
entrenadas. Los resultados de las inmunodetecciones para SNAT3 y SNAT2 se
muestran en la Figura 5. Los anticuerpos detectaron una banda a 55 KDa y se utilizd
actina para normalizar los datos. Las graficas representan la media + DE, de cinco
mediciones por condicién. No hubo diferencia estadisticamente significativa entre
medias en la expresion de SNAT3 y SNAT2 de los dos grupos analizados.
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Figura 5. La expresion de SNAT3y SNAT2 no es modificada en corteza prefrontal después
de la prueba de evitacion pasiva. La deteccion fue realizada a partir de extractos de tejido
después del entrenamiento y noventa min después de la evocacion. n=5 controles. n=5
prueba. Se utilizé la prueba T no pareada para comparar los grupos. Se muestran la media
+ SEM, (*P <0.05) P=0.226 para SNAT3, P=0.285 para SNAT2. No existen diferencias
significativas en la expresion de las proteinas SNAT3 y SNAT2 entre animales entrenados
y no entrenados.



Efecto de laprueba de evitacidn pasiva en la expresion de los transportadores
SNAT3y SNAT2 en el cuerpo estriado

A continuacion, se presentan inmunodetecciones realizadas a partir de extractos
proteinicos de cuerpo estriado. Se evallo la expresion de SNAT3 y SNAT2. Se
compararon dos grupos, correspondientes a tejido de ratas control y tejido de ratas
entrenadas. Los resultados de las inmunodetecciones para SNAT3 y SNAT2 se
muestran en la Figura 6. Los anticuerpos detectaron una banda a 55 KDa y se utilizd
actina para normalizar los datos. Las graficas representan la media + DE, de cinco
mediciones por condicion. Hubo diferencia estadisticamente significativa entre
medias en la expresion de SNAT2. Y no hubo diferencia estadisticamente

significativa entre medias en la expresion de SNATS3.
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Figura 6. La expresion de la proteina SNAT2 aumenta en cuerpo estriado después de la
prueba de evitacion pasiva. Se realiz6 la deteccion a partir de extractos de tejido después
de prueba, 24 horas después del entrenamiento y noventa min después de la evocacion.
n=5 controles. n=5 prueba. Se utiliz6 la prueba T no pareada para comparar los grupos. Se
muestran la media + SEM, (*P <0.05) P=0.226 para SNAT3, P=0.003 para SNATZ2. La
expresion de SNAT2 aumenta significativamente en el cuerpo estriado con el aprendizaje
de evitacion pasiva. Y no hubo diferencia estadisticamente significativa entre medias en la
expresion de SNATS3.



Efecto de laprueba de evitacidn pasiva en la expresion de los transportadores
SNAT3y SNAT2 en la amigdala

A continuacion, se presentan inmunodetecciones realizadas a partir de extractos
proteinicos de amigdala. Se evalio la expresion de SNAT3 y SNAT2. Se
compararon dos grupos de muestras, correspondientes a tejido de ratas control y
tejido de ratas entrenadas. Los resultados de las inmunodetecciones para SNAT3y
SNAT2 se muestran en la Figura 7. Los anticuerpos detectaron una banda a 55
KDay se utilizé actina para normalizar los datos. Las gréficas representan la media
+ DE, de cinco mediciones por condicién. Hubo diferencia estadisticamente
significativa entre medias en la expresion de SNAT3. Y no hubo diferencia

estadisticamente significativa entre medias en la expresion de SNAT2.
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Figura 7. La expresion de la proteina SNAT3 disminuye en amigdala después de la prueba
de evitacion pasiva. Se realizé la deteccion a partir de extractos de tejido después de
prueba de evitacién pasiva, 24 horas después del entrenamiento y noventa min después de
la evocacion n=5 controles. n= 5 prueba. Se utilizé la prueba T no pareada para comparar
los grupos. Se muestran la media + SEM, (*P <0.05) P=0.017 para SNAT3, P=0.043 para
SNAT2. La expresion de SNAT3 disminuye significativamente en el hipocampo con el
aprendizaje de evitacion pasiva. No existen diferencias significativas en la expresion de la
proteina SNAT2 entre animales entrenados y no entrenados.




Efecto de la exposicién a fluoruro en la expresiéon de los transportadores
SNAT2 en hipocampo

Se evalulo la expresion de SNAT2 a partir de tejido procedente de hipocampo de
ratas expuestas 40 dias a 0, 15y 50 ppm de F. Se compararon los tres grupos. Los
resultados de la inmunodeteccion para SNAT3 y SNAT2 se muestran en la Figura
8. Los anticuerpos detectaron una banda a 55 KDa y se utiliz6 actina para normalizar
los datos. Las graficas representan la media = DE, de tres mediciones por condicion.
No hubo diferencia estadisticamente significativa entre medias en la expresion de

SNAT2 entre los dos grupos analizados.
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respecto a control
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Figura 8. Inmunodeteccion para SNAT2 de hipocampo. Deteccion en tejido. n= 3 controles
caja Oppm. n= 3 control caja 15ppm. n=3 control caja 50ppm. ANOVA, Kurskal-Wallis test.
P = 0.06. Conclusién: No existen diferencias significativas en la expresion de la proteina
SNAT2 en el hipocampo, entre animales expuestos y no expuestos a fluoruro. La extraccion
de tejido se llevo a cabo a las 24 horas después del entrenamiento y noventa min después
de la evocacion.



Efecto de la exposicién a fluoruro en la expresion génica de slc38a2 y slc38a3
en tejidos cerebrales

Los resultados de las detecciones para slc38a2 y slc38a3 de hipocampo y cerebelo
de ratas expuestas y no expuestas a F-, se muestran en la Figura 9. La prueba
ANOVA mostré que no hubo diferencia estadisticamente significativa en la

expresion de los genes entre los grupos.
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Figura 9. La expresién de s/c38a2 y slc38a3 en cerebelo e hipocampo de ratas
Wistar no es modificada por la exposicion a F-. Los datos presentados se encuentran
expresados como veces de cambio relativos a la expresion en ratas control no
expuestas, utilizando la media geométrica de actina y GAPDH como referencia n=3.
Los datos fueron analizados por ANOVA de una via. Las diferencias entre los grupos
no resultaron ser estadisticamente significativas.



Efecto del aprendizaje de evitacion pasiva en la expresién génica de slc38a2

y slc38a3 en tejidos cerebrales

Los resultados de las detecciones para slc38a2 y slc38a3 de hipocampo y cerebelo
de ratas control y ratas entrenadas en la prueba de evitacion pasiva, se muestran
en la Figura 10. La prueba ANOVA mostro que no hubo diferencia estadisticamente

significativa en la expresion de los genes entre los grupos.
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Figura 10. La expresion de slc38a2 y slc38a3 en cerebelo e hipocampo de ratas Wistar no
es modificada por el aprendizaje de evitacion pasiva. Los datos presentados se encuentran
expresados como veces de cambio relativos a la expresion génica en ratas control no
entrenadas, utilizando la media geométrica de actina y GAPDH como referencia n=3. Las
diferencias entre los grupos no resultaron ser estadisticamente significativas.
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Abstract

Fluoride, a pollutant present in contaminated ground water, oral care products, food, and pesticides, has deleterious effects in the
structure and function of the central nervous system. Among the established neurological defects described in the exposed
population, a reduced score in intelligence quotient tests in children of contaminated areas has gained attention over the past
years. Maternal fluoride exposure during gestation decreases learning and memory abilities that correlate with a significant
diminution of glutamate receptors expression. Since the involvement of glia cells in the maintenance and regulation of gluta-
matergic synapses is well-documented, in this contribution, we characterized the effect of fluoride exposure in the regulation of
glia glutamine transporters. To this end, we used the Miiller glia cell line, Mio-M1, and through the use of [°H]L-Glutamine
uptake experiments and a Western blot approach, we demonstrate here the functional expression of system N of glutamine
transporters, SNAT3 and SNATS, in this model of human retina radial glia cells. Furthermore, these transporters interact with the
glutamate transporter excitatory amino acid transporter 1, in an activity-dependent manner. Fluoride treatment reduces glutamine
uptake and cell membrane [*H]glutamine surface binding, in good correlation with a decrease in SNAT3 and 5 protein levels.
These results demonstrate that glia cells respond to the presence of fluoride reducing glutamine mobilization and by these means
decreases glutamate turnover suggesting a disruption of glutamatergic transmission.

Keywords Fluoride - Miiller glia cells - Glutamine transporters - Glutamate/glutamine shuttle

Introduction countries, and although the beneficial effects of F in the pre-
vention of tooth decay is out of question, nowadays the dis-
cussion has shifted to a sustained increase in F~ deposition in

the body; this accumulation leads to the disease known as

Human population is constantly exposed to fluoride (F ), an
important environmental pollutant present in contaminated

ground water in combination with other elements such as ar-
senic (As) (Mondal and Chattopadhyay 2019). Other sources
of exposure are dental products, pesticides, and food. It has
been estimated that F~ concentrations ranging from 3
tol6 mg/kg are lethal to infants, while a 16-64 mg/kg range
is deleterious for adults. The maximal level of F concentra-
tion in drinking water has been set to 1.5 mg/L in most
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fluorosis. It has been assumed that this disorder affects teeth
and skeletal muscles, but since F also accumulates in the
liver, kidney, pancreas, and central nervous system (CNS), it
damages these tissues (National Research Council 2006).
Within the encephalon, F~ exposure is linked to functional
and structural disruptions due to changes in the protein
repertoire triggered by this element (Zhou et al. 2017). It alters
the global translation process at the elongation phase of pro-
tein synthesis in glia cells (Flores-Méndez et al. 2016). In this
scenario, chronic F~ exposure has been associated to cognitive
deficits and a reduced intelligence quotient (IQ) (Ding et al.
2011). Of relevance is the fact that F~ treatment results in
degeneration of cerebellar Purkinje neurons and radial glia
associated to its synapses (Chouhan et al. 2010).

Glutamate (Glu) is the main excitatory amino acid in the
vertebrate brain. It exerts its actions through the activation of
specific membrane receptors. Its extracellular levels have to
be tightly regulated in order to avoid an excitotoxic insult that
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would lead to the overactivation of its receptors. A family of
Glu transporters, particularly enriched in glial cells, are re-
sponsible of the removal of this amino acid from the synaptic
cleft (Olivares-Baiiuelos et al. 2019). Glia cells in the CNS are
as abundant as neurons and even outnumber them in particular
brain structures (von Bartheld et al. 2016). The role of these
cells in synaptic function has started to emerge in the last
decades, at least for glutamatergic transmission. Glia-
mediated removal of Glu from the synaptic space is needed
for a proper and efficient neuronal communication which, in
turn, is critically supported by an efficient transmitter
recycling. Glu transporters, known as excitatory amino acid
transporters (EAAT), efficiently remove this neurotransmitter
preventing an overstimulation of Glu receptors and the asso-
ciated neuronal death via excitotoxicity. Although EAATS are
expressed in glia and neurons, glial transporters account for
more than 90% of Glu uptake activity in the brain (Danbolt
2001). EAATI and EAAT2 are the glial transporters; never-
theless, EAAT?2 has also been detected in neurons (Zhou and
Danbolt 2013). A differential pattern of exposure of these
transporters has been reported in the adult brain, EAATI is
widely expressed in the cerebellum and the retina, while
EAAT?2 is abundantly expressed in all the other brain struc-
tures. Once the amino acid is internalized into glia cells, it is
rapidly metabolized to glutamine (Gln) through the glia-
enriched enzyme Gln synthetase. Gln is then released to the
vicinity of presynaptic terminals through the reversed function
of'the neutral amino acid transporters of the N family (SNAT3
and SNATS) to be taken up by neurons via SNAT1 or SNAT2
members of the A family of neutral amino acid transporters,
completing the so-called glutamate/glutamine shuttle (Dienel
2019). Disruption of this cycle interferes with glutamatergic
transmission (Billups et al. 2013).

Within the retina, EAAT1 is the main Glu transporter,
and it is highly enriched in Miiller glia cells (MGC), a type
of radial glia that spans the whole retina in which it
completely engulfs glutamatergic synapses in a similar
fashion as cerebellar Bergmann glia cells (Bringmann
etal. 2006; Reichenbach et al. 2010). A functional and met-
abolic coupling of these cells with all their neighboring
neurons has been described (Reichenbach and Bringmann
2013; Olivares-Baiiuelos et al. 2019). Taking into consider-
ation the pivotal role of system N GIn transporters for the
proper Glu turnover and hence glutamatergic transmission,
in this contribution, through the use of a human Miiller cell
line, the Mio-M1 cells, we describe the expression of
SNAT3 and SNATS and their interaction with EAATI.
Furthermore, we report the effect of F~ exposure in the
function of these transporters. A decrease in [*H]Gln uptake
that correlates with a diminished SNAT3 and SNATS ex-
pression was found. These results strengthen the notion that
glia cells are target of F exposure and by these means affect
Glu-mediated neurotransmission.

@ Springer

Materials and Methods
Materials

Tissue culture reagents were obtained from GE Healthcare
(Carlsband, CA, USA). [’H]-L-GIn (specific activity 50 Ci/
mmol) was from PerkinElmer (Boston, MA, USA). The MTT
assay was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Anti-SNAT3 (#ab211516) was from Abcam
(Cambridge, UK), and anti-SNATS5 (sc-50680) was purchased
from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). The
monoclonal anti-actin antibody was a generous gift from
Prof. Manuel Hernandez (Cinvestav, Mexico City).
Secondary antibodies were from Abcam. Horseradish
peroxidase—linked secondary antibodies and the enhanced
chemiluminescence reagent (ECL) were obtained from GE
Healthcare (Carlsbad, CA, USA). All other chemicals were
from Sigma (St. Louis, MO, USA).

Cell Culture and Stimulation Protocol

MIO-M1 cells were cultured in DMEM with high glucose and
Glutamax [ [Gibco BRL, Cat. 31966-047], containing 10%
bovine fetal serum [Gibco], penicillin, and streptomycin.
Cell passages were carried once a week by seeding approxi-
mately 5 x 10° cells in a 25 cm? flask and fed every 34 days.
Cells were detached with Trypsin-EDTA 10X (5.0 g/L tryp-
sin, 2.0 g/L EDTA, and 8.5 g/L. NaCl) [Gibco BRL, Cat.
354000-027]. After removal of culture medium, 0.05%
Trypsin-EDTA was added, and cells were incubated at
37 °C for 2-3 min, until cells detached without losing adher-
ent characteristics. The reaction was stopped by addition of
10% FBS in DMEM. The cells were separated by low-speed
centrifugation, and the cell pellet was suspended in DMEM
plus 10% FBS. Cells were then seeded and incubated at 37 °C
until reaching confluence.

All the pharmacological treatments were carried out in an
assay buffer solution (25 mM Hepes-Tris, 130 mM NaCl,
MS5.4 mM KCl, 1.8 mM CaCl,, 0.8 mM MgCl,, 33.3 mM
glucose, and 1 mM NaHPO,, pH=7.4).

Staining Procedures

Mio-M1 cells were grown on poly-L-lysine-treated (0.01 mg/
mL) coverslips and fixed by exposure for 10 min to 4% para-
formaldehyde and washed twice with phosphate buffer saline
(PBS) containing 0.5% Triton X-100. Non-specific binding
was prevented by incubation with 1% bovine serum albumin
(blocking solution) in PBS for 1 h. The cells were exposed to
the primary antibodies (anti-SNAT3 or anti-SNATS) for 2 h at
25 °C. The coverslips were washed with PBS/Triton X-100
and incubated with fluorescent-labeled secondary antibodies.
Preparations were mounted with Fluoroshield/DAPI and
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examined under a fluorescence microscopy (Zeiss Axioskop
40 immunofluorescence microscope and the AxioVision soft-
ware; Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NY). Alternatively, im-
ages were acquired with a confocal laser system (TCS-SP5,
Leica Microsystems, Heidelberg, Germany).

Cell Viability Assay

Cell viability was measured by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Mio-M1
cells were seeded in 24-well plates (1 x 10° cells/well) and
maintained as mentioned above. Subsequently, the cultures
were treated with NaF or vehicle in complete DMEM medium
for the indicated time. After treatment, 20 pLL of MTT solution
(5 mg/mL) were added to each well, and plates were incubated
for 4 h at 37 °C. Next, the culture media was discarded, and
50 pL of dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, MO,
USA) were added to each well to dissolve the crystals formed
by MTT reagent (Sigma-Aldrich, MO, USA). Absorbance
was measured with a microplate reader (BioTek Instruments,
VT, USA) at 570 nm, using a reference wavelength of
630 nm. Experiments were performed in quadruplicates in
three independent cultures.

[*H]L-GIn Uptake

Mio-M1 monolayers were washed to remove non-adherent
cells with solution A containing 25 mM HEPES-Tris,
130 mM NacCl, 5.4 mM KCI, 1.8 mM CacCl,, 0.8 mM
MgCl,, 33.3 mM glucose, and 1 mM NaH,PO, at pH 7.4.
When indicated, NaCl was replaced by lithium chloride/or
choline chloride. [*H]L-GlIn uptake experiments were initiated
at £ =0 by the addition of solution A containing 0.5 pCi/mL of
[*H]L-GIn and 0.2 mM L-GIn. The reaction was stopped by
aspirating the radioactive medium, and the monolayers were
washed within 15 s with 0.5 mL of ice-cold solution A.
Michaelis-Menten analyses were determined with 0.5, 1.5,
3,5, 7.5, and 10 mM concentrations of L-GIln. The mono-
layers were then exposed for 2 h to 0.5 mL of 1 M NaOH
and the radioactivity determined via scintillation counting.
Protein content was determined by the Bradford protein assay
(Bio-Rad, CA, USA). Radioactivity was corrected for protein
levels and calculated as [PH]L-Gln pmol/mg protein min .
Robust nonlinear regression was used to fit a model to the
experimental data and estimate the parameters of Michaelis-
Menten equation. A minimum of three experiments in quadru-
plicates was performed for each condition.

[*HIL-GIn Binding
Mio-M1 monolayers were washed to remove non-adherent

cells with solution A. [PH]L-Gln binding was initiated at /=
0 and 4 °C by the addition of ice-cold solution A containing

0.8 uCi/mL of [PH]L-GIn and 0.2 mM L-Gln or 5 mM L-Gln.
The reaction was stopped after 30 min of incubation (4 °C) by
aspirating the radioactive medium. The monolayers were
washed within 15 s with 0.5 mL of ice-cold solution A and
exposed for 2 h to 0.5 mL of 1 M NaOH. The radioactivity
was determined by scintillation counting, corrected for protein
levels, and calculated as [*’H]L-GIn pmol/(mg protein min ).
The specific binding was obtained by subtraction of radioac-
tivity obtained at 5 mM L-Gln + 0.8 uCi/mL of [’H]L-Gln to
that obtained at 0.2 mM + 0.8 uCi/mL of [*H]L-Gln.

Immunoprecipitation and Western Blots

Cells from confluent monolayers were harvested with PBS
containing protease inhibitors (1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, 1 mg/mL aprotinin, 1 mg/mL leupeptin). Cell sus-
pensions were lysed with RIPA buffer (50 mM Tris-HCI,
I mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, 1 mg/mL aprotinin, 1 mg/mL leupeptin, 1% NP-40,
0.25% sodium deoxycholate, pH 7.4). Cell lysates were pre-
absorbed with 15 pL of protein G coupled to Sepharose 4B for
25 min at 4 °C. The cleared lysates (1 mg protein) were incu-
bated with agarose coupled anti-SNAT3 or anti-SNATS or
anti-EAAT]1 antibodies for 10 h at 4 °C and then
immunoblotted.

For Western blots, immunoprecipitates or cell lysates were
denaturized in Laemmli’s sample buffer, and equal amounts
of protein (approximately 50 pg as determined by the
Bradford method) were resolved through 10% SDS-PAGE
slab gels and then electroblotted to nitrocellulose membranes.
Blots were stained with Ponceau S stain to confirm that pro-
tein content was equal in all lanes. Membranes were soaked in
PBS to remove the Ponceau S and incubated in TBS contain-
ing 5% dried skimmed milk and 0.1% Tween 20 for 2 h to
block the excess of non-specific protein binding sites.
Membranes were then incubated overnight at 4 °C with pri-
mary antibodies as indicated in each figure, followed by the
respective secondary antibodies incubation for 2 h at room
temperature. Immunoreactive polypeptides were detected by
chemiluminescence with a MicroChemi DNR Bio-Imaging
System imager. Densitometry analyses were performed with
Image J64 application (Schneider et al. 2012) and data ana-
lyzed with Prism 5 GraphPad Software (San Diego, CA,
USA).

Statistical Analysis

The mean and SEM were determined for each set of data.
Nonparametric Kruskal-Wallis was used followed by
Dunn’s post hoc, unless otherwise specified. Extra sum-of-
squares F test was used for statistical analysis of transport
kinetic experiments. A probability of 0.05 or less was
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considered statistically significant. Statistical analyses were
performed using GraphPad Prism Software (La Jolla, CA,
USA).

Results

Mio-M1 Cells Express Functional Neutral Amino Acid
Transporters of the N Family

Radial glia cells in the adult CNS completely wrap gluta-
matergic and GABAergic synapses (Somogyi et al. 1989;
Bringmann et al. 2000; Buffo and Rossi 2013) in sharp con-
trast to astrocytes in other brain structures such as cerebral
cortex. In this scenario, radial glia cells are a good example
of a tight glia/neuronal coupling in terms of the proper and
efficient function of glutamatergic and GABAergic transmis-
sion, simply due to their recognized involvement in neuro-
transmitter recycling, through the GABA/Glu/Gln shuttle
(Hertz and Rothman 2017). Neutral amino acid transporters
of the N family have been implicated in this coupling since
these proteins are capable to function in reverse mode, en-
abling them to release Gln. In this context, our first approach
consisted in the pharmacological characterization of [*H]L-
GIn uptake activity in our culture system: the Mio-M1 cell
line. The results are presented in Fig. l1a. Taking into consid-
eration that besides system N, system A, ASC, and L are the
most relevant Gln transporters (Leke and Schousboe 2016), a
pharmacological approach was used to gain insight into the
differential contributions of these carriers to Gln uptake in
Mio-M1 cells. Since it is known that system N is more effi-
cient than the other carriers to transport L-GIln when Na* is
substituted by Li*, we decided to use a LiCl-containing solu-
tion. In such scenario, 60% of the Gln uptake activity remains.
Additionally, we made amino acid competition experiments,
and we used MeAIB, an inhibitor of system A, and alanine as
a competitor for systems Asc, A, and N; we used the mix of
leucine and threonine as competitors for systems Asc and L.
As shown in Fig. 1a, a 40% reduction of [3H]L-glutamine is
present in LiCl solution. When MeAIB (system A inhibitor) is
used, 50% of the transport is blocked, and when used in com-
bination of Leu (competitor for the L transporter) and Thr
(competitor for the ASC transporter), approximately 30% of
the [PH]L-Gln transport remains, suggesting that this amount
of Gln is transported through system N (SNAT3 and 5).
Apparently 27% of the transport is system A-mediated, and
24% Gln is taken up via ASC.

A biochemical evidence of the expression of system N
subtype of neutral amino acid transporters was sought through
the use of anti-SNAT3 and anti-SNATS5 antibodies. The char-
acteristic 55 kDa polypeptide bands corresponding to SNAT3
and 5 are present in our culture system (Fig. 1b). Furthermore,
immunocytochemical experiments demonstrated a mostly
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cytoplasmic localization, in line with the rather long half-life
of transporter proteins (Fig. 1c) (Pochini et al. 2014).

Coupling of Glu and GIn Transporters in Mio-M1 Cells

Taking into consideration the pivotal role of system N trans-
porters in Glu turnover and the reported functional and phys-
ical coupling between SNAT3 and GLAST in primary cul-
tures of chick Bergmann glia cells (Martinez-Lozada et al.
2013), we decided to evaluate if such a biochemical associa-
tion would take place in Mio-M1 cells. As depicted in Fig. 2,
the exposure to a fixed 1 mM Glu concentration for 30 min
leads to the coimmunoprecipitation of GLAST/EAAT1 with
SNATS3 (Fig. 2a) and with SNATS (Fig. 2b), in fully concor-
dance with the reported SNAT/GLAST interaction in cerebel-
lar radial glia cell.

Fluoride Exposure Downregulates [*H]GIn Uptake

As already mentioned, in glia cells that surround glutamater-
gic synapses, a tight coupling between Glu uptake, GIn syn-
thesis, and release plays a fundamental role in the continuity
of transmission via this excitatory amino acid (Olivares-
Baiiuelos et al. 2019). The functional activity of system N
Gln transporters is assayed through a [’H]GIn uptake assay
or a [°’H]Gln release technique since these proteins are capable
to function also in reverse mode. In fact, we and others have
been able to demonstrate that the increase in [Na]; that results
from the GLAST-mediated Glu uptake is the driving force
needed for Gln efflux (Martinez-Lozada et al. 2013; Todd
et al. 2017). Therefore, preincubation with a GLAST/
EAAT]I ligand such as D-aspartate at a concentration in the
range of GLAST/EAATI K,, (50 uM) would reduce Na*-
dependent Gln uptake, simply because the driving force need-
ed by the GlIn transporters has been vanished by GLAST/
EAATI. Therefore, this preincubation with D-aspartate was
used as a control in [°’H]GIn uptake experiments. We explored
the effect of a preincubation with a 500 uM F concentration
in the Mio-M1 Gln uptake activity. The results are shown in
Fig. 3a, and a 22% reduction in the activity was found, similar
to the D-aspartate effect. To rule out an F - triggered cytotoxic
scenario, we decided to measure the cell viability upon the
exposure to this halogen. To this end, we used the MTT assay,
and as shown in Fig. 3b, F exposure does not affect cell
viability. At this stage, the decrease in GIn uptake upon F
could be the result of a reduction of Gln transporters in the
plasma membrane or due to a change in the transporter affinity
towards its ligand. To gain insight into these two possibilities,
we decided to perform kinetic (Michaelis-Menten) experi-
ments. A clear reduction in V. is present in both total and
system N (Li*)-mediated Gln transport (Fig. 3¢ and d).

To support this data, we performed [*H]GIn binding
experiments in control and exposed cells, as shown in
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Fig. 1 Mio-M1 cells express functional neutral amino acid transporters of
the N family. a Pharmacological characterization of L-[3,4°H(N)]-
glutamine uptake activity in Mio-M1 cells. Confluent Mio-M1 cells were
stimulated with Ala, Leu, Thr, and MeAIB, and the [3H]L—Gln uptake
assay was performed for 30 min. Results are the mean + SEM of three
independent experiments in quadruplicates. Statistical analysis was per-
formed comparing against non-stimulated cells using a nonparametric
Kruskal-Wallis test and Dunn’s post hoc test (***P <0.001). b
Expression of system N subtype of neutral amino acid transporters in

Fig. 4a, and a clear reduction in specific [°’H]GIn binding
was detected in F -exposed cells. To challenge the possi-
bility that at least part of this reduction might represent a
decrease in system N protein levels, a Western blot

Mio-MIcells. Cleared lysates of these cells (1 mg protein) were incubated
with agarose coupled anti-SNAT3, anti-SNATS, or anti-actin antibodies
for 10 h and then immunoblotted. A representative blot of four determi-
nations is shown. ¢ Cellular localization of SNAT3 and SNATS in Mio-
M1 cultures. Fixed Mio-M1 cells were incubated with either an anti-
SNAT3 or anti-SNATS antibody in a dilution 1:100. Cell staining with
anti-SNAT3 or anti-SNATS5 antibodies (green) is shown. Phase contrast
(PC) microphotograph of Mio-M1 morphology, DAPI counter-stained
nucleus (blue), and merged images are also shown. Scale bar 50 pm

approach was used. The results are presented in Fig. 4b
and c. A time-dependent reduction in SNAT3 (Fig. 4b)
and SNAT 5 (Fig. 4c) immunoreactivity was found after
F exposure.
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Fig. 2 Activity-dependent Glu
and Gln transporters physical
interaction in Mio-M1 cells. Mio-
M1 cells were exposed to a fixed
1 mM Glu concentration for

30 min, and the
coimmunoprecipitation of
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GLAST/EAAT1 was done with 66 "
SNATS3 and vice versa (a). The .
same protocol was used to estab-
lish the EAAT1/SNATS coupling
(b) antibodies. A representative
blot of four determinations is 45—
shown
31 —
3]
IP: SNAT3 IP: GLAST
WB: GLAST WB: SNAT3
b)
> § AS° > ﬁ A
& & "
66—
66—
45— 45 s
3] —
3] —
IP: SNATS IP: GLAST
WB: GLAST WB: SNAT'5

Finally, taking into consideration our previous findings in
Bergmann glia cells concerning the fact that F~ exposure
downregulates the elongation phase of protein synthesis in a
Ca**-dependent manner and that this effect involves the acti-
vation of the Na*/Ca®* exchanger (Flores-Méndez et al.
2014), we decided to explore if the reduction in [*’H]GIn influx
detected after F~ exposure might involve the Na*/Ca®* ex-
changer. To this end, we pre-treated the cells with KBR, an
established blocker of this exchanger. The results are shown in
Fig. 5. The reduction of [°’H]GIn influx triggered by F is
abolished by the exchange blocker, and accordingly, the re-
corded reduction in Gln entry upon F is abolished by a
preincubation with the Ca®*chelator BAPTA (Fig. 5), suggest-
ing that the effect of exposure to this halogen involves an
increase in [Ca®*]; as we have demonstrated in cerebellar
Bergmann glia cells (Flores-Méndez et al. 2014). Clearly,
more experiments are needed to gain insight into the
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molecular basis of F~ toxicity in the CNS in general and in
particular in glia cells.

Discussion

The neurotoxic effects of F are far from being completely
established, although a consensus of the deleterious effect of
the exposure to this element in the development and function
of the CNS has been present in the last decade (Chouhan and
Flora 2010; Bartos et al. 2018; Grandjean 2019; Saeed et al.
2020). Nevertheless, few studies have focused on the effect of
F in glia cells, although the involvement of microglia cells as
mediators of neurotoxic effects has been suggested (Yan et al.
2013; Yang et al. 2018). A convergence point of the in vivo
and in vitro studies of F~ exposure is glutamatergic neuro-
transmission. The role of the major excitatory amino acid in
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Fig. 3 F exposure decreases ["H]GIn uptake. [*H] Gln transport is
saturable and inhibited by fluoride in Mio-M1 cells. Mio-M1 cells were
preincubated with a 500 UM F~ concentration to quantify Gln uptake
activity (a) and their cell viability by MTT assays (b). Michaelis-
Menten kinetic experiments were carried out to establish the Ky and
Vinax constants (¢). Preincubation with D-aspartate was used as a control
for [°H]GIn uptake, and DMSO 5% cell incubation was the control in

development and proper brain function is undebatable, as the
now widely accepted participation of astrocytes in the regula-
tion and function of glutamatergic synapses in what now is
known as the tripartite synapse has attracted much attention
(Gongalves et al. 2018; Cresto et al. 2019; Olivares-Bafuelos
etal. 2019). Basically, astrocytes wrapping glutamatergic syn-
apses are responsible for the proper recycling of the neuro-
transmitter since in these cells, the vast majority of the brain
Glu uptake activity takes place in the brain (Danbolt et al.
2016). Moreover, an energetic coupling in these synapses
and their surrounding radial glia cells has also been character-
ized. This metabolic coupling is known as the astrocyte neu-
ronal lactate shuttle (Pellerin and Magistretti 2012). In this
context, our group has been actively working in the signal
transactions triggered by the Glu removal through EAAT1/
GLAST and its crucial role in Glu turnover and process in
which system N Gln transporters, namely, SNAT3 and
SNATS, participate (reviewed in Martinez-Lozada and
Ortega 2015).

Given the fact that F~ exposure has been linked to cognitive
deficits and that the pivotal involvement of glutamatergic
transmission in learning and memory processes has long been
reported (see Lutzu and Castillo 2020 for a recent review), we
decided to challenge the idea of glial cells and specifically
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viability analysis. For all panels, three independent experiments in qua-
druplicate + SEM are graphed for each data point. On panels a and b,
statistical analysis was performed using a nonparametric Kruskal-Wallis
test and Dunn’s post hoc test; ***P < 0.001. On panels ¢ and d, statistical
analysis was performed using extra sum-of-squares F test, and best fit
values differ between data sets (control vs F) for V,,,.; P <0.0001

components of the Glu/GlIn shuttle, as targets of the deleteri-
ous effect of F~ exposure. It should be noted that F~ permeates
the blood-brain barrier; therefore, its concentrations in human
cerebrospinal fluid approach those occurring in serum (Hu
and Wu 1988). Interestingly, the analysis of serum and urine
levels in exposed population has shown that F levels in these
fluids are approximately equal to the F concentration in
drinking water (National Research Council (USA) 2006).
Therefore, since concentrations as high as 9.5 pg/mL have
been reported in F~ endemic areas such as San Luis Potosi,
Meéxico; Shanyin, China; and Pradesh, India (Rocha-Amador
etal. 2007; Wang et al. 2007; Saxena et al. 2012), the 500 uM
concentration used in this study is in fact more or less the
concentration expected to be found in the cerebrospinal fluid
of exposed population. This concentration is pathophysiolog-
ical (Barbier et al. 2010). Previous results from our lab, using a
primary cultures of chick cerebellar Bergmann glia cells, dem-
onstrated that radial glia are sensitive to F~ exposure modify-
ing their protein synthesis at the level of elongation through an
increase [Ca*]; and the increase in eukaryotic elongation fac-
tor 2 phosphorylation, preventing ribosomal translocation
halting the synthesis process (Flores-Méndez et al. 2014).
With this in mind, in the present contribution, we first ex-
plored the possibility that a radial glia model of human origin
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could be affected by the exposure to in vivo F concentrations.
To this end, we used a retina radial glia cell line (Mio-M1),
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«Fig. 4 Reduction of [*H]GIn binding and SNAT3/5 protein levels upon

F~ treatment. a [°H]GIn binding experiments were carried out in either
control or F -exposed Mio-M1 cells. Statistical analysis was performed
comparing against non-stimulated cells using unpaired ¢ test (*P < 0.05).
b Monolayers of Mio-M1 cells were treated for 30 or 60 min with
500 uM F, and cell protein extracts were prepared. Approximately
50 pg of protein per lane were analyzed via Western blot with anti-
SNATS3 antibodies. ¢ Mio-M1 cell protein extracts from control or
fluoride-treated cells were analyzed via Western blot with anti-SNATS
antibodies. On panels b and ¢, a representative blot of at least three
independent experiments is presented on top of the graph. Graphs repre-
sent the statistical analysis performed comparing against non-stimulated
cells using a nonparametric Kruskal-Wallis test and Dunn’s post hoc test
(*P<0.01, **P<0.001) of at least three independent experiments

since no Bergmann glia cell line of human origin is available.
It should be noted that over the years, we have shown that
these two cell types respond in a similar manner to Glu
(reviewed in Martinez-Lozada and Ortega 2015). Moreover,
we decided to go further and evaluated the functionality of
Gln transporters in the context of F treatment. In line with a
plausible disruption of proper Glu cycling in exposed popula-
tion as part of the molecular basis of cognitive impairment, we
report here the reduction in system N function in human
Miiller cells. A summary of our findings is provided in
Fig. 6. F~ exposure leads to Ca®* influx, which would activate
the Na*/Ca”* exchanger resulting in an increase in [Na*];, and
by these means prevents Gln uptake due to the dissipation of
the Na* gradient needed for system N Gln transporters. Since
it is clear that the F effect is intracellular, several questions
remain to be answered: what is the actual route for F~ entry?
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Fig. 5 The F~ effect involves the Na*/Ca®* exchanger in Mio-M1 cells.
[PH]GIn influx was detected in Mio-MI1 cells after a 500 uM F~ exposure.
Cells were pre-treated with either KBR or BAPTA, blockers for the Na*/
Ca”* exchanger, and [*H]GIn uptake assay was performed for 30 min.
Results are the mean + SEM of three independent experiments in qua-
druplicates. Statistical analysis was performed comparing against non-
stimulated cells using a nonparametric Kruskal-Wallis test and Dunn’s
post hoc test (*P < 0.01, ****P <(.0001)
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Fig. 6 Summary of the plausible
F action mechanisms in retinal
Miiller cells. Representation of a
plausible F cascade of events
that regulate Glu turnover in Mio-
M1 cells. See text for details
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Once inside, which are the direct targets of this element?
Work in progress in our lab is aimed to the dissection of these
molecular events.
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