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RESUMEN 

La exposición a xenobióticos tiene un impacto significativo en la fisiología del cerebro, 

particularmente con un proceso llamado excitotoxicidad inducida por una liberación masiva 

del principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso central, el L-glutamato. La 

sobreestimulación de receptores de glutamato extra-sinápticos, principalmente del subtipo 

N-metil-D-aspartato, lleva a una alteración en la homeostasis de calcio intracelular que está 

críticamente involucrado en la muerte neuronal. Por ello, los niveles extracelulares de 

glutamato están altamente regulados a través de su captura por los trasportadores gliales de 

glutamato. Se ha observado que el glutamato regula su propia captura, tanto a corto plazo a 

través de una disminución en la captura mediada por transportador, como a largo plazo a 

través del control transcripcional de su expresión génica, un proceso mediado por receptores 

de glutamato que involucran a la proteína cinasa dependiente de Ca2+ / diacilglicerol y el factor 

de transcripción Yin Yang 1 (YY1). Considerando que este factor de transcripción es un 

miembro del complejo Polycomb, y forma parte de factores activadores y represores 

remodeladores de la cromatina, YY1 pudiera dirigir la interacción entre proteínas tales como 

las DNA metiltransferasas o dioxygenasas de citosinas metiladas hacía sus secuencias blanco 

dado que estas enzimas no tienen sitios consenso de unión al DNA. En este proyecto, 

exploramos el papel de la metilación dinámica en la expresión y función de transportadores 

gliales de glutamato. Para este fin, usamos el bien caracterizado cultivo primario de Células 

de Bergmann de cerebelos de embriones de pollo y la línea celular de glía de Müller, MIO-M1. 

Se evidenció un aumento en la metilación global del DNA cuando se expone la glía a L-

Glutamato, este efecto fue dosis y tiempo dependiente. Bajo condiciones de hipometilación, 

los transportadores gliales de glutamato aumentaron en niveles de proteína y de actividad. 

Estos resultados favorecen la idea de la participación de un programa de metilación en las 

células gliales activado por el glutamato, dicho programa es reversible lo cual lo vuelve 

dinámico, modulando la función la función principal de estas células: remover el glutamato 

extracelular.  
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ABSTRACT 

Exposure to xenobiotics has a significant impact in brain physiology, that could be liked to an 

excitotoxic processes induced by a massive release of the main excitatory neurotransmitter, 

L-glutamate. Overstimulation of extra-synaptic glutamate receptors, mainly of the N-methyl-

D-aspartate subtype leads to a disturbance of intracellular calcium homeostasis that is 

critically involved in neuronal death. Hence, glutamate extracellular levels are tightly 

regulated through its uptake by glial glutamate transporters. It has been observed that 

glutamate regulates its own removal, both in the short-time frame via a transporter-mediated 

decrease in the uptake, and in the long-term through the transcriptional control of its gene 

expression, a process mediated by glutamate receptors that involves the Ca2+/diacylglycerol-

dependent protein kinase and the transcription factor Yin Yang 1. Taking into consideration 

that this transcription factor is as a member of the Polycomb complex and thus, part of 

repressive and activating chromatin remodeling factors, it might direct the interaction of DNA 

methyltransferases or dioxygenases of methylated cytosines to their target sequences. Here 

we explored the role of dynamic DNA methylation in the expression and function of glial 

glutamate transporters. To this end, we used the well-characterized models of primary 

cultures of chick cerebellar Bergmann glia cells and a human retina-derived Müller glia cell 

line. A time and dose-dependent increase in global DNA methylation was evident upon 

glutamate exposure. Under hypomethylation conditions, the glial glutamate transporters 

protein levels and uptake activity were increased. These results, favor the notion that a 

dynamic DNA methylation program triggered by glutamate in glial cells modulates one of its 

major functions: glutamate removal. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Sistema nervioso central 

El sistema nervioso central (SNC) es el centro fisiológico donde se correlaciona, integra y 

procesa la información en forma de impulsos nerviosos en respuesta a estímulos internos y 

externos (Brodal, 2016). Existen dos clases principales de células en el SNC, en un orden de 

magnitud de 1011 células, la (1) neurona es la unidad funcional básica (células excitables) que, 

de manera general se encargan de la recepción de estímulos y en la conducción del impulso 

nervioso, estas se encuentran rodeadas de una variedad de células no excitables que en 

conjunto se denominan (2) glía o neuroglía, en algunas regiones del SNC las células gliales 

superan de 5 a 10 veces el número de neuronas constituyendo aproximadamente el 50% del 

volumen total del encéfalo y médula espinal (Snell, 2007; Kandel et al., 2012). Las células 

gliales tienen funciones altamente especializas que van desde aislar procesos neuronales, 

controlar el microambiente neuronal manteniendo la homeostasis de iones y 

neurotransmisores, brindar soporte metabólico, también forman parte de procesos de 

reparación, producen mielina, forman la barrera hematoencefálica (BHE) y durante el 

desarrollo cerebral dirigen la migración neuronal y crecimiento axonal (Kandel et al., 2012; 

Brodal, 2016; Farmer & Murai, 2017). 

Las células gliales se clasifican  de acuerdo a su diversidad funcional y morfológica en: 1) 

astrocitos fibrosos en forma de estrella de la materia blanca, 2) astrocitos protoplásmicos de 

la materia gris, 3) astrocitos ependimales localizados en los nichos de células tallo del cerebro, 

4) glía radial que está inmersa en la corteza cerebral contactando a la membrana pial (en la 

retina son células gliales de Müller y en el cerebelo son células de glía de Bergmann), y 5) 

astrocitos perivasculares los cuales están en contacto con la neurovasculatura vía sus pies 

terminales (Claycomb et al., 2013). 

1.1.1 Cerebelo: Organización celular 

Del SNC, la citoarquitectura de la corteza cerebelar es la que se conoce a más detalle haciendo 

de ella el área más adecuada para realizar estudios bioquímicos y moleculares sobre la 

neurotransmisión (Levi & Gallo, 1986); particularmente en esta estructura la 
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neurotransmisión está mediada por dos neurotransmisores, uno excitador (ácido glutámico/ꓡ-

glutamato) y otro inhibidor (ácido γ-aminobutírico/GABA). La citoarquitectura del cerebelo 

consta de tres capas: la capa molecular, que contiene dos tipos de interneuronas inhibidoras 

denominadas estrelladas y en canasta, dispersas entre los axones excitadores de células 

granulares (fibras paralelas) y las dendritas de las células de Purkinje inhibidoras; la capa 

intermedia, donde se encuentran los cuerpos neuronales (ϴ 50-80 μm) de las células de 

Purkinje con arborizaciones dendríticas en abanico que se extienden hacía arriba; y la capa 

interna o granular, que contiene principalmente células granulares y unas pocas 

interneuronas de Golgi (Figura 1B) (Kandel et al., 2012; Binda et al., 2020).  

 

  

 

 

 

 

Figura 1.  Corteza cerebelosa organizada en tres capas: corte vertical de una sola lámina 

cerebelosa, mostrada en el plano longitudinal y el transversal, ilustra la organización 

general de la corteza cerebelosa. Los componentes excitadores (+) e inhibidores (-) están 

representados de forma simplificada. Imagen modificada de Binda et al., 2020.  
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1.1.2 Glía de Bergmann 

Las células de glía de Bergmann (CGB) están confinadas al cerebelo, presentan cuerpos 

celulares alineados a los somas de las células de Purkinje y forman varios procesos 

ascendentes que atraviesan radialmente la capa molecular, hasta sus pies terminales en 

contacto con la membrana basal supial (Figura 2)(Kandel et al., 2012).  

Las CGB y su orientación típica son parte del sistema glial radial que se encuentra en muchas 

áreas del cerebro en desarrollo incluyendo la retina. En los primeros días posnatales, las CGB 

son un requerimiento necesario en el desarrollo adecuado del cerebelo. Forman estructuras 

radiales que se extienden a lo largo de la capa granular externa sobre las cuales las células 

granulares migran hacía su destino final (Buffo & Rossi, 2013).  

 

 

Figura 2. Relación morfológica entre las células de Glía de Bergmann y neuronas de Purkinje. 

A) Dibujo esquemático de las neuronas de Purkinje (Pc) y las células de Glía de Bergmann 

(CGB) (azul). B) Reconstrucción tridimensional (Brockhaus & Deitmer, 2002) utilizando doble 

inmunocitoquímica, marcando CGB con Alexa 488 (verde), y Pc con Alexa 658 donde se 

observa que los procesos de las CGB se sobrelapan en parte del árbol dendrítico de las Pc en 

la capa molecular del cerebelo. 

A) B) 
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En contraste con la mayoría de las células gliales presentes en el desarrollo temprano, las CGB 

están presentes aún en el cerebro maduro, esto implica que las células adquieren funciones 

posteriores a su papel durante el desarrollo (Muller & Kettenmann, 1995). Las CGB en la 

corteza cerebelar poseen una morfología compleja con un plexo de finos procesos que 

restringen a un área limitada la liberación de glutamato de las fibras paralelas de las células 

granulares  (Grosche et al., 1999). La estimulación de las entradas sinápticas a las neuronas de 

Purkinje, formadas por las fibras paralelas y las fibras trepadoras, inducen respuestas 

membranales complejas en las células de la Glía de Bergmann (Gallo & Ghiani, 2000). En 

principio, el glutamato liberado de las fibras paralelas despolariza a las CGB disparando no 

solo un influjo significativo de Ca2+ sino también cascadas de señalización membrana-núcleo 

que participan en la regulación transcripcional de estas células (Brockhaus & Deitmer, 2002; 

Verkhratsky, 2010; Martinez-Lozada et al., 2011)  

Dada la evidencia de que las células gliales pueden responder a la actividad neuronal 

existiendo una comunicación bidireccional glía-neurona, surge el término “sinapsis tripartita” 

en donde los procesos gliales rodean a las sinapsis, de tal manera que previenen que el 

glutamato difunda de una hendidura sináptica a otra, ya que las células gliales tienen 

transportadores con mayor capacidad de captura que los transportadores encontrados en las 

neuronas glutamatérgicas (Rothstein et al., 1996; Hertz et al., 1999). 

 

1.2 Glutamato 

El ácido L-glutámico, o en su forma ionizada, glutamato (Glu) es el principal aminoácido 

transmisor de las señales excitadoras del SNC (Danbolt, 2001), participa en la transmisión 

sináptica normal, en la potenciación y depresión a largo plazo, en otras palabras, en el 

fenómeno básico involucrado en el aprendizaje y la memoria, y en la maduración neuronal y 

sinaptogénesis (Marmiroli & Cavaletti, 2012).  

Además de su papel como neurotransmisor el Glu es el precursor inmediato del 

neurotransmisor inhibidor GABA, es un componente esencial del metabolismo intermediario 
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(P.ej.: fijación de amonia), una unidad de formación de proteínas, un substrato energético y, 

paradójicamente,  una potente neurotoxina (Bak et al., 2006).  

De manera general las concentraciones de Glu en el cerebro son muy elevadas, van de 5-15 

mmol/kg de peso (dependiendo de la región) (Danbolt, 2001). Estudios de microdiálisis 

sugieren que el Glu extracelular está en el rango micromolar, sin embargo, estudios de 

voltametría in vivo usando biosensores acoplados a glutamato oxidasa han estimado 

concentraciones sinápticas basales tan bajas como 25 nM en rebanadas de hipocampo 

(Herman & Jahr, 2007). De forma intracelular, las neuronas glutamatérgicas tienen de 5 a 10 

mM de Glu concentrado principalmente en las terminales axónicas (Osen et al., 1995); 

mientras que los astrocitos tienen de 1 a 3 mM de Glu disperso en el citoplasma (Lehmann et 

al., 2009). Ante la multitud de procesos de los que es participe el Glu, su homeostasis es 

bastante compleja e involucra varios elementos celulares específicos incluyendo 

transportadores de membrana y enzimas tanto en neuronas como en la neuroglía (Danbolt, 

2001). 

1.2.1 Sinapsis glutamatérgica 

Las sinapsis glutamatérgicas son las principales sinapsis excitadoras en el SNC, y son muy 

abundantes en el cerebelo (Kandel et al., 2012). Estás ocurren en 4 pasos principales: (1) una 

vez sintetizado, el Glu citoplasmático en las terminales neuronales es concentrado dentro de 

vesículas sinápticas por proteínas de antiporte protón/Glu llamadas transportadores 

vesiculares de glutamato (VGLUTs) (Takamori, 2006), la energía motora de estos 

transportadores surge de una ATPasa vesicular dependiente de Mg2+ que bombea los H+ 

(Danbolt, 2001). Estas vesículas (30-45 nm) contienen concentraciones de glutamato en el 

orden de 100 mM  que se traduce en aproximadamente 400-5000 moléculas de Glu por 

vesícula, las vesículas liberan su contenido por exocitosis dependiente de Ca2+ (Danbolt, 2001). 

(2) Una vez liberado el Glu en la hendidura sináptica (<1 μm) su concentración extracelular 

aumenta de forma transitoria en el orden milimolar (0.24-11 mM). El Glu difunde en la 

hendidura sináptica interaccionando con sus blancos moleculares, principalmente con los 

receptores glutamatérgicos localizados en las terminales postsinápticas transduciendo las 
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señales químicas de la sinapsis, aunque también existen receptores de Glu en las presinápsis 

glutamatérgicas y en algunas terminales nerviosas GABAérgicas que aparentemente modulan 

la liberación del neurotransmisor por un mecanismo de retroalimentación negativa (Niciu et 

al., 2012). (3) Las altas concentraciones de Glu extracelular, y especialmente de Glu 

extrasináptico, llevan a daño celular (hiper-excitabilidad que desencadena en un proceso de 

excitotoxicidad) por lo que el Glu es removido activa y rápidamente en una escala de 

milisegundos por los transportadores de aminoácidos excitadores (EAATs por su siglas en 

inglés) localizados principalmente en los procesos astrocíticos asociados sinápticamente 

(O’Shea, 2002). (4) Por último después de capturar todo el Glu del medio extracelular de la 

hendidura sináptica continua metabolismo y/o reciclamiento de Glu dentro de los astrocitos 

(Danbolt, 2001). 

La inducción excesiva de señal glutamatérgica se ha asociado a la progresión de desórdenes 

neurodegenerativos crónicos, incluyendo esclerosis lateral amiotrófica (ALS), esclerosis 

múltiple, enfermedad de Parkinson, isquemia, lesión cerebral traumática, además, existe 

evidencia indirecta de un posible papel del Glu en neuropatías periféricas de distintos orígenes 

(Lewerenz & Maher, 2015).  

1.2.2 Receptores de glutamato 

La neurotransmisión glutamatérgica ocurre a través de receptores específicos, subdivididos 

en dos clases: receptores ionotrópicos (iGluRs) que actúan como canales iónicos abiertos por 

ligando, y receptores metabotrópicos (mGluRs) que están ligados a proteínas G como 

segundos mensajeros intracelulares (Marmiroli & Cavaletti, 2012).  

Los iGluRs están subdivididos en tres subclases con base en sus afinidades farmacológicas a 

ligando sintéticos: receptores N-metil-D-aspartato (NMDA-R), receptores α-amino-3-hidroxi-

5-metilisoxasol-4-propiónico (AMPA-R) y receptores kainato (KR), estos receptores median la 

transmisión neuronal excitadora rápida (escala de milisegundos), resultando en conductancia 

iónica de Na+ y/o Ca2+. En general, los receptores AMPA y KA tienden a abrirse al Na+ más 

ávidamente, mientras los NMDA-R muestran entrada preferente de Ca2+ (Harves & Shahid, 

2012). 
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Los mGluRs se agrupan constitutivamente en dímeros, estructuralmente constan de un 

dominio C terminal intracelular que modula el acoplamiento a proteínas G, siete dominios 

transmembranales y un dominio N terminal extracelular que contiene un dominio VFD (Venus 

flytrap domain) que consiste en dos lóbulos que se posicionan uno sobre otro y que unen al 

glutamato en la hendidura que se forma entre ambos lóbulos (Niswender & Conn, 2010). Los 

mGluRs están subdivididos en tres grupos basados en sus propiedades farmacológicas y 

segundos mensajeros. De forma clásica, el Grupo I (mGluR1 y mGluR5) están ligados a 

proteínas G tipo Gαq que activan a la fosfolipasa C (PLC) para generar inositol 1,4,5-trifosfato 

(IP3) y diacilglicerol (DAG), los cuales estimulan la liberación de Ca2+ intracelular del retículo 

endoplásmico y activan a la proteína cinasa C (PKC), respectivamente; estos receptores están 

expresados principalmente en sitios postsinápticos(Pin et al., 2004). En contraste, el Grupo II 

(mGluR2 y mGluR3) y Grupo III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGluR8) están ligados a proteínas 

G tipo Gαi/o los cuales inhiben la formación de AMP cíclico (AMPc) al inhibir a la adenilato 

ciclasa (AC) y con ello disminuye la actividad de los canales iónicos de Ca2+, activan los canales 

de K+  e inhiben otras vías de señalización río abajo; los mGluRs del grupo II se localizan tanto 

en sitios pre- como post-sinápticos, mientras los mGluRs del grupo III son expresados 

predominantemente en los sitios presinápticos, en donde regulan la liberación del 

neurotransmisor por la neurona (Kim et al., 2008).   

 

Figura 3. Receptores de Glutamato. A) Esquema de los receptores glutamatérgicos 

metabotrópicos (mGluRs) acoplados a proteínas G que señalizan río abajo activando diversas 
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cascadas de señalización; B) Esquema de receptores ionotrópicos (iGluRs), los cuales son 

canales iónicos abiertos por ligando, dividiéndose en tres grupos con base a sus afinidades 

farmacológicas: AMPA, Kainato y NMDA. 

Estudios fisiológicos, bioquímicos y moleculares han demostrado que tanto los iGluRs como 

los mGluRs están presentes in vivo en distintas poblaciones de células gliales a una densidad 

similar a la encontrada en las neuronas (Steinhauser & Gallo, 1996). También expresan 

receptores AMPA permeables a Ca2+ y varios mGluRs, por lo que la liberación de Glu (sináptica 

o axonalmente) pueden activar a receptores de Glu en la glía para provocar: a) modulación de 

la captura del neurotransmisor hacía la glía participando en la terminación de la transmisión 

sináptica; b) modulación las conductancias de K+ dentro de las células gliales, modificando el 

ambiente iónico extracelular; y c) liberando sustancias neuroactivas desde la glía que puede 

retroalimentar o modular la transmisión sináptica (Verkhratsky, 2010; Danbolt et al., 2016). 

1.2.3 Transportadores de glutamato 

Hasta el momento no se ha reportado la presencia de alguna enzima extracelular que 

metabolice al Glu, por lo que la única forma rápida de inactivar el Glu liberado sinápticamente 

es removerlo del medio extracelular por difusión, o bien, siendo capturado por las neuronas 

y astrocitos vía EAATs (Rodríguez-Campuzano & Ortega, 2021). Estos utilizan los gradientes 

electroquímicos a través de las membranas plasmáticas como fuerzas motoras para la captura, 

dichos gradientes son mantenidos por la ATPasa Na+/K+ y/o el intercambiador Na+/Ca2+ 

(Danbolt, 2001; Robinson & Jackson, 2016).  

Se han identificado y clonado cinco subtipos de transportadores (EAAT 1-5) pertenecientes a 

la familia de transportadores Acarreadores de soluto 1 (SLC1) (aproximadamente 65% de 

homología entre transportadores), comparten propiedades estructurales y moleculares, pero 

difieren en características funcionales tales como las tasas de transporte y afinidad por el 

substrato. Los valores de Km para el transporte de Glu son diferentes entre transportadores: 

EAAT1 (SLC1A3) tiene una Km que ronda entre 7 y 20 μM, para EAAT2 (SLC1A2) va de 12 a 18 

μM, EAAT3 (SLC1A1) de 8 a 30 μM, las cinéticas para EAAT4 (SLC1A6) y EAAT5 (SLC1A7) son 

algo diferentes, EAAT4 posee la afinidad más alta con valores en Km en el rango de 0.6 a 3.3 
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μM, mientras EAAT5 tiene la afinidad más baja con Km de entre 61 y 63 μM (Arriza et al., 1994; 

Fairman et al., 1995; Wadiche et al., 1995; Wadiche & Kavanaugh, 1998; Bergles et al., 2002; 

Mim et al., 2005). De acuerdo a los tiempos de rotación, es decir, el tiempo que le toma al 

transportador mover una sola molécula de Glu a través de la membrana plasmática los EAAT4 

y EAAT5 son los  transportadores más lentos con tiempos de rotación de 300 milisegundos o 

más, pero dejan fluir fácilmente corrientes de Cl-, haciendo que estos transportadores 

funcionen más como receptores inhibidores en lugar de acarreadores de Glu (Arriza et al., 

1997; Gameiro et al., 2011). El resto de los transportadores EAAT1-3 tienen tiempos de 

rotación de 10-50 milisegundos (Mim et al., 2005).  

La estequiometria de estos transportadores consiste en el co-transporte de una molécula de 

Glu, tres moléculas de Na+ y un protón (H+) con el contra-transporte de una molécula de K+ en 

cada ciclo (Figura 4B) (Robinson & Jackson, 2016). Esta compleja estequiometria libera la 

energía suficiente para permitir el transporte activo de Glu dentro de las células contra el 

gradiente de concentración, soportando un gradiente de Glu de hasta 106 veces a través de la 

membrana plasmática, asegurando que las concentraciones extracelulares de Glu se 

mantengan en el rango nanomolar, permitiendo además que el transporte de Glu solo se 

revierta bajo condiciones extremas (Rose et al., 2018).  

La mayoría de los transportadores de glutamato se agrupan en complejos homotriméricos, 

aunque se han reportado algunos complejos heterotriméricos (Nothmann et al., 2011). La 

expresión de cada transportador varía a lo largo del SNC, la expresión de EAAT4 está 

enriquecida en las células de Purkinje en el cerebelo (Massie et al., 2008); EAAT5  se encuentra 

en la terminal presináptica de células bipolares de la retina (Schneider et al., 2014); 

EAAT3/EAAC1 (Kanai & Hediger, 1992) se encuentra tanto en las neuronas excitadoras como 

inhibidoras de todo el cerebro, con altas concentraciones en el hipocampo, cerebelo y ganglio 

basal (Rothstein et al., 1994), se expresa predominantemente en dendritas y soma lo que 

sugiere que juega un papel homeostático o en el metabolismo celular en lugar de regular 

directamente la neurotransmisión. 
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Por su parte EAAT1 y EAAT2, cuyos homólogos en rata son el Transportador de Glutamato-

Aspartato o GLAST (Storck et al., 1992) y el Transportador de Glutamato o GLT-1(Pines et al., 

1992), respectivamente,  son los principales transportadores gliales.  EAAT1 se localiza en el 

oído interno, la retina, en la zona subventricular y es muy abundante en el cerebelo en donde 

la máxima densidad de EAAT1 se localiza en las CGB, calculando que existen ~18 000 

transportadores/μM3 (Lehre & Danbolt, 1998), de igual manera se expresa en la región CA1 

del hipocampo con una densidad de ~3 200/ μM3 principalmente en los astrocitos y a menudo 

coexpresan con EAAT2 sin formar complejos heteroligoméricos (Haugeto et al., 1996). 

Mientras, el EAAT2 es responsable de cerca del ~90-95% de la captura de Glu en el 

cerebroanterior, predominantemente se expresa en astrocitos pero cerca del 10% es 

expresado en las terminales neuronales presinápticas en el hipocampo en donde hay una 

densidad de ~12 000 transportadores/ μM3, mientras en el cerebelo hay solo alrededor de 2 

800 transportadores/ μM3 (Lehre & Danbolt, 1998; Furness et al., 2008).  

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 4. Estructura funcional de los transportadores de glutamato, EAATs. A) El modelo más 

aceptado de la topogía de los EAATs con 8 dominios transmembranales, 2 bucles en 

horquilla y ambos extremos terminales (NH2 y COOH) intracelulares.  B) Estequiometria de 

estos transportadores que consiste en el co-transporte de una molécula de Glu, tres 

moléculas de Na+ y un protón (H+) acoplado al contra-transporte de una molécula de K+ en 

cada ciclo, además de una conductancia aniónica (Cl-) desacoplada que puede ocurrir entre 

los transportadores (Editada de Rodríguez-Campuzano and Ortega, 2021). 
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1.3 Regulación epigenética 

El término epigenética se refiere a cualquier proceso que altere la regulación de la expresión 

génica sin cambiar la secuencia de nucleótidos del DNA. Dentro de los procesos epigenéticos 

más representativos están los mecanismos de regulación de la cromatina vía modificaciones 

covalentes del DNA como la metilación e hidroximetilación; y en las proteínas histonas 

(acetilación, fosforilación, metilación, ubiquitinación, sumoilación, ADP ribosilación, 

desaminación, isomerización de prolina, etc.) (Rudenko & Tsai, 2014).  

Otro proceso epigenético importante es la regulación mediada por RNAs no codificantes 

(ncRNAs) que se caracteriza por dos mecanismos principales: (i) silenciamiento genético 

postranscripcional y (ii) silenciamiento genético transcripcional. Además, completamente 

opuesto al silenciamiento, recientemente se ha propuesto que los ncRNAs también pueden 

tener actividad de activadores transcripcionales (Turner & Morris, 2010).  

Es así como el control epigenético de todo el genoma se compone de mecanismos altamente 

sofisticados que requieren una gran comunicación y múltiples circuitos de retroalimentación 

intrínsecos y extrínsecos en los que participan diferentes modificaciones epigenéticas, dando 

un grado de complejidad mayor a la expresión genética convencional (Gibney & Nolan, 2010). 

A diferencia del genoma, que es esencialmente idéntico en todas las células y estable a lo largo 

de la vida del individuo, el epigenoma difiere de célula a célula y es plástico, cambiando con 

el tiempo y la exposición al ambiente (Jirtle & Skinner, 2007). 

1.3.1 Metilación del DNA 

La metilación del DNA consiste en la unión covalente de un grupo metilo (-CH3) en el carbono 

5 de residuos de citosinas precedidas de guanosinas, comúnmente denominados 

dinucleótidos CpG (en donde la “p” representa el enlace fosfodiéster que une a la citosina y la 

guanosina) (Gibney & Nolan, 2010). Aproximadamente el 3% de las citosinas del DNA están 

metiladas, y aproximadamente el 60% de los genes tienen secuencias promotoras con densas 

regiones de dinucleótidos CpG, denominadas islas CpG (ICG), las cuales deben tener por 

definición una longitud de entre 200-1000 pb, una composición CG ≥ 50% y una taza CpG ≥ 

0.60 (Deaton & Bird, 2011).  
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En los vertebrados, cerca del 80% de los dinucleótidos CpG que se localizan fuera de ICG 

comúnmente están metiladas, en contraste, los CpGs dentro de ICG generalmente no están 

metilados o tienen relativamente bajos niveles de metilación (Nafee et al., 2008). Además de 

las ICG asociadas a regiones promotoras, el resto de las ICG se distribuyen de forma equitativa 

entre los cuerpos de los genes (intragénicas) o entre genes (intergénicas), se les conoce como 

ICG huérfanas (orphan), presentan actividad transcripcional conservada entre especies y se ha 

sugerido que las de localización intergénica pueden marcar el sitio de inicio de transcripción  

de RNAs no codificantes (Illingworth et al., 2010). Interesantemente, las ICG huérfanas 

exhiben patrones de metilación dinámicos y son metilados preferencialmente durante el 

desarrollo, sugiriendo que están regulados y pueden participar en la especificación de tejidos 

(Illingworth et al., 2008).  

De manera general la metilación de DNA se asocia al silenciamiento transcripcional con un 

estado represivo de la cromatina y la inhibición de la actividad del promotor; esto se logra a 

través de dos modelos de represión: 1) Dado que los grupos metilo se proyectan hacia dentro 

del surco mayor del DNA existe una interferencia directa para la unión de algunos factores de 

transcripción, y 2) la metilación del DNA puede afectar los estados de la cromatina 

indirectamente a través del reclutamiento de proteínas de unión a CpGs metiladas (MBPs, 

methyl-CpG-binding proteins)(Klose & Bird, 2006). Las proteínas reclutadas generalmente son 

represoras transcripcionales como MeCP2, MBD1, MBD2 y MBD3 cuya característica en 

común es el reclutamiento de correpresores y desacetilasas de histonas (Newell-Price et al., 

2000). Por esto, se dice que la metilación del DNA es un evento íntimamente relacionado con 

la modificación de histonas y consecuentemente con el estado de compactación de la 

cromatina (Bird, 2007).  

La metilación del DNA se puede revertir a través de un proceso pasivo que ocurre con la 

división celular y perdida de las marcas de metilación en las hebras hijas. Sin embargo, en 

células somáticas con bajas tasas de división celular, la eliminación de las marcas de metilación 

puede ocurir por desmetilación activa, que consiste en una serie de oxidaciones consecutivas 

por las enzimas ten-eleven translocation (TETs) sobre las 5mC, estas oxidaciones producen 

tres intermediarios: 5-hidroximetilcitosinas, 5-formilcitosinas y 5-carboxilcitosinas. Estos 
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derivados de oxidación pueden ser reconocidos y escindidos por una timina-DNA glicosilasa, 

restaurando la citosina no metilada vía Reparación por Escisión de Bases (BER) (Ito et al., 

2011). 

1.3.2 DNA metiltransferasas (DNMTs) 

Las DNA metiltransferasas (DNMTs) forman una familia de enzimas responsables de la 

metilación del DNA; éstas se agrupan en tres sub-familias: DNMT1, DNMT2 y DNMT3, esta 

agrupación se basa en propiedades distintivas de sus regiones N-terminal y diferencias en sus 

preferencias por el DNA sustrato. La DNMT1 cataliza principalmente reacciones de hemi-

metilación ya que mantiene la metilación durante la replicación al copiar los patrones de 

metilación de la cadena guía del DNA en la cadena recién sintetizada (Newell-Price et al., 

2000). La DNMT2 posee baja habilidad para metilar el DNA, sin embargo, puede metilar 

débilmente sustratos que incluyen sitios CG localizados en la secuencia consenso TTNCGGAR, 

además, participa en la metilación de RNA, específicamente de la C38 del tRNAAsp (Hermann 

et al., 2003; Goll et al., 2006). La familia DNMT3 incluye a DNMT3A y DNMT3B que son 

responsables de catalizar reacciones de metilación de novo por lo que sus blancos son 

dinucleótidos CpG no metilados. Participan en el establecimiento de patrones de metilación 

durante la pre-implantación/embriogénesis y gametogénesis, también están frecuentemente 

asociados a la represión de genes en muchas patologías (Okano et al., 1999). DNMT3L es una 

variante catalíticamente inactiva de la familia DNMT3 que interactúa con la DNMT3A y la 

DNMT3B estimulando la actividad de ambas enzimas o cambiando su localización sub-nuclear 

llevándolas de la heterocromatina a la eucromatina para metilar regiones diferencialmente 

(Jurkowska et al., 2011; Neri et al., 2013).  

 

Estructuralmente las DNMTs constan de un dominio regulador N-terminal que contiene varios 

subdominios conservados que medían las interacciones moleculares y un dominio catalítico 

C-terminal con actividad de metiltransferasa (Figura 5A). La  DNMT1 contiene una larga región 

reguladora de ~1000 aminoácidos con un dominio DMAP1 (DNMT1-associated protein 1) que 

permite la unión de DNMT1 con el represor transcripcional DMAP1 y con la desacetilasa de 

histonas HDAC2 (Rountree et al., 2000); un dominio RFTS (Replication foci targeting sequence) 
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específico de la DNMT1 que dirige a la enzima hacia los focos de replicación y con ello 

promueve el mantenimiento de la metilación posrreplicativa (Leonhardt et al., 1992); un 

dominio CXXC de la familia de dedos de zinc que contiene ocho residuos de cisteína altamente 

conservados y que media su unión con dinucleótidos CpG no metilados (Song et al., 2011); y 

por último contiene dos dominios BAH (bromo-adjacent homology) necesarios en el 

plegamiento de la proteína y potencialmente de unión a la cromatina (Jeltsch & Jurkowska, 

2016). Los subdominios cambian en las DNMT3s que incluyen un dominio PWWP (Pro-Trp-

Trp-Pro) que permite la interacción proteína-proteína entre las DNMT3s y las histonas H3 

trimetiladas en la lisina 36, H3K36me3 (cromatina activa)(Maurer-Stroh et al., 2003), también 

puede servir de interacción con otras proteínas como factores de transcripción; y, tienen un 

dominio ATRX-DNMT3-DNMT3L (ADD) importante para las interacciones con la cromatina ya 

que permite la interacción de las DNMT3s con las histona H3 que están desmetiladas en la 

lisina 4 (marca de cromatina activa) (Lyko, 2018); La DNMT3L carece de la región N-terminal y 

parte de la parte C-terminal. LA DNMT2, una proteína relativamente pequeña, contiene solo 

el dominio de DNA metiltransferasa y su función es poco clara (Lyko, 2018).  

 

Para producir la actividad enzimática de metiltransferasa las DNMTs tienen seis motivos 

altamente conservados en el extremo C-terminal (I, IV, VI VIII, IX, X) usan la molécula S-

adenosil-L-metionina (SAM) como donadora de grupos metilo y un mecanismo de volteo de 

base (base-flipping) que rota la base nitrogenada blanco hacia dentro del centro catalítico de 

la enzima (Klimasauskas et al., 1994). La reacción de metilación inicia cuando un residuo 

conservado de cisteína en el motivo IV (motivo PCQ) media un ataque nucleofílico sobre el C6 

de la citosina, este ataque es facilitado por la protonación del N3 de la citosina por un residuo 

conservado de ácido glutámico del motivo VI (motivo ENV) de la enzima que participa en la 

eversión de la citosina blanco de la doble hélice del DNA hacia dentro del sitio activo de la 

enzima; la desprotonación del N3 activa la posición C5, llevando a un segundo ataque 

nucleofílico, esta vez sobre el grupo metilo que acarrea SAM, seguido de una desprotonación 

del C5 que libera a la enzima, dejando como producto una 5-metilcitosina (5mC) y S-adenosil-

homocisteína (SAH) (Chédin, 2011) (Figura 5B). 
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1.3.3 Regulación de las DNMTs 

Hoy en día no se comprende completamente cómo funciona la regulación transcripcional y 

postranscripcional de las DNMTs. Sin embargo, la más estudiada ha sido la la DNMT1 cuya 

transcripción se activa por factores de transcripción como JUN/FOS (AP-1), E2F y Sp1, cuyas 

vías de señalización río arriba de estos factores permanece poco elucidado (Rouleau et al., 

1995; McCabe et al., 2005). Mientras que la DNMT3A y la DNMT3B son transcripcionalmente 

activada por los factores de transcripción Sp1 y Sp3 (Jinawath et al., 2005).  

Otra forma de regulación de las DNMTs ocurre de forma postranscripcional a través de 

miRNAs, como el miR-29b, el miR-29c y el miR148 que se alinean directamente al 3’-UTR de 

los mRNAs de DNMT3A y DNMT3B provocando una regulación a la baja y con ello causando 

Figura 5. Dominios estructurales y reacción de metiltransferasa de las DNMTs. a) Estructura 

de las diferentes DNMTs en donde se observan los dominios de unión a proteína y 

reguladores en las regiones N-terminal, y los seis motivos altamente conservados que 

confieren la actividad de metiltransferasa; b) reacción de metiltransferasa sobre las 

citosinas usando S-adenosil-L-metionina como donador de grupos metilo.  
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hipometilación global del DNA (Duursma et al., 2008; Garzon et al., 2009; Takada et al., 2009). 

Estudios in vitro han demostrado que tanto DNMT3A como DNMT3B son capaces de formar 

complejos proteína-RNA, por ejemplo: se encontrado que DNMT3A interactúa con RNA cortos 

no codificantes (sncRNAs) (Weinberg et al., 2006) y con RNA largos no codificantes (lncRNAs) 

que se unen a su dominio catalítico provocando su inhibición (Holz-Schietinger & Reich, 2012); 

por su parte DNMT3B puede reconocer específicamente al ncRNA asociado a promotor 

(pRNA) formando un triplex DNA:RNA silenciando la expresión de genes ribosomales (Schmitz 

et al., 2010).  

Una forma de regulación ampliamente reconocida sobre las proteínas es a través de 

modificaciones postraduccionales. Se ha demostrado que las DNMTs se puede modificar 

alterando su actividad y estabilidad, siendo la DNMT1 la más estudiada, se ha demostrado que 

la metilación en sobre la K142 la vuelve menos estable y parece ser un marcador de 

ubiquitinación para su degradación proteosomal mientras que su fosforilación vía AKT en la 

S143 aumenta su vida media; la sumoilación por Ubc9 y SUMO-1 parecen aumentar su unión 

al DNA, lo que hipotéticamente intensificaría su actividad (Morey-Kinney & Pradhan, 2011).  

Los estudios sobre las modificaciones para DNMT3A y DNMT3B han sido pocos, sin embargo, 

en estudios independientes se demostró que ambas pueden ser sumoiladas por SUMO-1 

inhibiendo su habilidad para interactuar con desacetilasas de histonas (Ling et al., 2004)  

1.3.4 Interacción de DNMT3s con factores de transcripción  

Hoy en día se desconoce cómo las DNMT3s reconocen el DNA para metilarlo de manera 

diferencial, algunas investigaciones han observado secuencias consenso sobre las que actúan 

las DNMT3s; como la secuencia (T/A/C)(A/T) (T/G/A)CG(T/G/C)G(G/C/A) sobre la que actúa la 

DNMT3A y la secuencia (A/C)(C/G/A)(A/G)CGT(C/G)(A/G) sobre la que actúa la DNMT3B. 

Aunque estas secuencias tienen baja especificidad debido al gran número de posibilidades en 

la combinación de bases, siendo más restrictiva la secuencia consenso de la DNMT3B con 48 

posibilidades contra las 162 posibilidades de la DNMT3A (Lin et al., 2002; Oka et al., 2006; 

Hervouet et al., 2009). 



17 
 

En la búsqueda por determinar cómo las DNMTs direccionan la metilación se ha propuesto 

que deben existir interacciones entre las DNTMs y los factores de la transcripción, de tal 

manera que estos últimos puedan dirigir a las DNMTs sobre sitios específicos en regiones 

promotoras de los genes para metilar y por ende provocar su represión transcripcional 

(Hervouet et al., 2009). Una de las primeras evidencias de que existía un proceso de 

interacción directa ocurrió en 2002 cuando se encontró que la DNMT3a se recluta al promotor 

RARβ2 por el factor de transcripción oncogénico PML-RAR (Di Croce et al., 2002). En 2005 

Brenner et al., reportaron un silenciamiento transcripcional específico de p21 vía metilación 

dirigida por Myc; en el mismo año Wang et al., observaron que la DNMT3a recluta a p53 

reprimiendo la transactivación de p21 (Brenner et al., 2005; Wang et al., 2005). En 2009, 

Hervouet et al., encontraron que 79 factores de transcripción conocidos interactúan 

directamente con las DNMT3s actuando como potenciales “anclas” de unión al DNA para que 

las DNMT3s catabolicen la metilación sitio-específica en regiones promotoras. La DNMT3A 

tiene una interacción fuerte con 55 factores de transcripción entre los que se encuentran AES, 

ATF2 y 4, CREB1 y L2, E2F5, ER-β, FOSB, FOSL1, GATA1, HOXA5, JUN, JUNB, MECP2, NFκB-p50, 

p53, PAX5, v-myc y YY1. Por otra parte la DNMT3B tiene una interacción fuerte con 27 factores 

de transcripción como AES, ATF2 y 4, CREB1 y L2, E2F5, ER-β, FOSB, ETS1, HOXA5, HAND1 y 2, 

MECP2 y YY1 (Hervouet et al., 2009). Con esto podemos inferir que los factores de 

transcripción son jugadores integrales de la maquinaria de metilación del DNA, sin olvidar, 

que los patrones de expresión de algunos factores de transcripción pueden limitar su papel 

sobre la metilación en tejidos específicos.  

1.3.5 DNMT3s en el SNC 

La expresión de las DNMTs es crucial durante desarrollo, siendo particularmente importante 

el caso de las DNMTs de novo (3A y 3B) que son responsables de la creación de los patrones 

de metilación en los estadios tempranos de la embriogénesis. A medida que progresa el 

desarrollo, ambos genes sufren represión tejido-específica y de tal manera que su expresión 

se vuelve casi indetectable pasada la gestación, con excepción del bazo, timo y el cerebro 

(Okano et al., 1999). En el cerebro, expresión o actividad enzimática de las DNMTs está sujeta 

a regulación bajo condiciones fisiológicas y/o patológicas, en donde las DNMTs de novo 
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pudieran regular la actividad neuronal normal. Miller y Sweatt en 2007, demostraron que la 

metilación del DNA es transitoria y plástica, al observar un aumento en la expresión de las 

DNMTs de novo (DNMT3A y DNMT3B) en el hipocampo de ratas expuestas a paradigmas 

conductuales (Miller & Sweatt, 2007), de esta manera se abrió paso al estudio de las DNMTs 

de novo en procesos superiores como el aprendizaje, memoria y plasticidad (Rudenko & Tsai, 

2014).  En este contexto, la metilación en respuesta a estímulos ambientales parece ser incluso 

más importante para la función celular normal y no solo patológica como se ha estudiado la 

metilación en las últimas décadas (Wu & Zhang, 2010).  

1.4 Antecedentes directos: Señalización acoplada a la posible regulación epigenética de la 

expresión del transportador de Glutamato GLAST en células gliales 

Las CGB de pollo son un excelente modelo en el cual se pueden analizar las interacciones glía-

neurona; en primera instancia las CGB expresan un repertorio de receptores de Glu tanto 

ionotrópicos como metabotrópicos, así como transportadores de Glu que cambian como 

resultado de la estimulación glutamatérgica (López-Bayghen et al., 2007).  

Se ha documentado que el Glu regula la actividad de GLAST/EAAT1 en las CGB, principalmente 

su translocación a la membrana de una forma independiente de receptor, y dependiente de 

la proteína cinasa C (PKC) (González & Ortega, 2000). Esto se corrobora al exponer a las CGB 

de forma prolongada al activador de PKC, 12-tetradecanoil-13-acetato (TPA), resultando en 

una disminución en los niveles del mRNA de GLAST lo que sugiere una regulación a nivel 

transcripcional ya que la vida media del mRNA de GLAST no se afecta (Espinoza-Rojo et al., 

2000). Además, al evaluar la actividad del promotor chGLAST tras la exposición a Glu, se 

detecta una disminución en la actividad del promotor dependiente de PKC, un evento 

mediado a través de receptores AMPA permeables a Ca2+ (López-Bayghen et al., 2003).  

La activación de receptores AMPA en las CGB resulta en la activación de PKC (Cid & Ortega, 

1993); y PKCα es la principal isoforma que participa en dicha señalización. Esta pertenece al 

subtipo clásico que se activa por esteres de forbol y es dependiente de Ca2+, y mimetiza el 

efecto del Glu al sobreexpresarse (López‐Bayghen & Ortega, 2004). 

Se ha mapeado un elemento responsivo a Glu en la región promotora de GLAST que contiene 

un sitio de unión para el factor de transcripción Yin Yang 1 (YY1), en CGB de pollo se ha 
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observado un aumento en la unión de YY1 al DNA dependiente de la dosis y el tiempo cuando 

se expone a Glu. Además, la sobreexpresión de YY1 lleva a una reducción sustancial de la 

actividad de captura de neurotransmisor mediado por GLAST y una disminución importante 

en los niveles de su mRNA, todo asociado con una represión transcripcional al observar la 

disminución de la actividad del promotor con un gen reportero (Rosas et al., 2007). Se ha 

observado que la exposición aguda a Glu induce una regulación a la baja a largo plazo sobre 

la actividad de captura de GLAST/EAAT1 en CGB (Martínez et al., 2014), por lo que la 

regulación negativa de GLAST puede mantenerse de forma estable. Sin embargo, se 

desconocen los mecanismos de la regulación transcripcional negativa mediada por YY1 sobre 

el promotor de GLAST.  

 YY1 es una proteína nuclear multifuncional que puede actuar como represor o activador 

transcripcional, de ahí su denominación Yin por represión y Yang por activación (Shi et al., 

1997). YY1 contiene cuatro dedos de zinc tipo C2H2 en su extremo C-terminal, que son 

responsable del reconocimiento de la secuencia de unión especifica al DNA: 5’-

(C/g/a)(G/t)(C/t/a)CATN(T/a)(T/g/c)-3’ ,mientras que en el extremo N-terminal tiene dominios 

de activación (Hyde-DeRuyscher et al., 1995).  

Se ha descrito que los insultos excitotóxicos cambian los complejos YY1-DNA en cultivos 

primarios de neuronas de hipocampo o neuronas cerebelares sugiriendo que YY1 puede ser 

un blanco nuclear de vías de señalización activadas en procesos neurodegenerativos 

(Korhonen et al., 1997). Al ser miembro de la familia de proteínas del grupo Polycomb, el 

reclutamiento de YY1 es dependiente de la modificación de proteínas histonas; por ejemplo, 

la marca represiva H3K27me3, una modificación mediada por complejos represivos 

Polycomb1/2 que contienen a la metiltransferasa de histonas EZH2, la cual interactúa con las 

DNMTs, pudiendo resultar a una metilación de novo en los genes aledaños (Viré et al., 2005). 

Varios estudios sugieren que las funciones tanto de DNMT3A como de DNMT3B están 

integradas con modificaciones en la cromatina, particularmente con aquellas mediadas por el 

grupo de proteínas de la familia Polycomb (Jin et al., 2008; Wu et al., 2010).  
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1.5  Justificación 

La exposición del SNC a diversos xenobióticos genera un proceso de excitotoxicidad en el que 

existe muerte celular inducida por la liberación masiva del aminoácido excitador Glu al espacio 

extracelular en donde actúa como una potente neurotoxina al hiper-excitar a los receptores 

de glutamato extra-sinápticos, la remoción rápida y oportuna de Glu excedente se realiza por 

transportadores de glutamato astrocíticos en donde GLAST/EAAT1 juega un papel principal, 

sin embargo, se ha observado que el Glu regula su propia remoción de la hendidura sináptica, 

a través de un proceso mediado por PKC y receptores AMPA permeables a Ca2+, en donde el 

factor de transcripción YY1 parece ser el blanco nuclear que regula a la baja la expresión de 

GLAST/EAAT1 en respuesta a concentraciones excitotóxicas de Glu, y cuya represión puede 

ser mantenida a largo plazo. Siendo YY1 parte de la familia Polycomb un mecanismo de 

represión transcripcional de GLAST/EAAT1 puede estar dado por el direccionamiento de DNA 

metiltransferasas de novo hacia el promotor del gen, evento que puede ser totalmente 

reversible al terminar el insulto, evento totalmente dinámico que juega un papel 

preponderante en la regulación del transportador GLAST en desordenes neurodegenerativos. 

 

1.6 Hipótesis 

Las DNMTs de novo participan en la regulación de la expresión del transportador GLAST, 

formando complejos con el factor de trascripción YY1 como parte del complejo proteico 

represor estimulado por la actividad de la transmisión glutamatérgica. 
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1.7 Objetivos 
 

1.7.1 Objetivo General 

 

Evaluar la participación de las DNMTs de novo en la regulación de la expresión del 

transportador GLAST dependiente de YY1 en células gliales 

 

1.7.2 Objetivos particulares 
 

• Determinar los niveles de metilación diferenciales que existen tras la estimulación con 

L-Glu y con su análogo no metabolizable D-Asp 

• Evaluar la expresión de GLAST/EAAT1 tras el tratamiento con inhibidores de metilación 

(5-aza) e inhibidores de HDACs (Valproato) 

• Evaluar el efecto de la desmetilación del DNA con 5-Aza sobre la actividad del 

transportador GLAST 

• Determinar la expresión de DNMTs de novo, YY1 y Tet1 en células tratadas con L-

Glu/D-Asp 
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2. MÉTODOS 
2.1 Materiales 

El L-Glutamato, el Phorbol 12-miristato 12-acetato (TPA), el ácido valproico (VPA), el ácido 

dihidrokaínico (DHK) se obtuvieron de Tocris Biosciences (Ellisville, IL, EE. UU.). La 5-aza-2'-

desoxicitidina (A3656), el ácido D-aspártico (A8881), la bisindolilmaleimida I (203290) y todos 

los demás productos químicos se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). El 

inhibidor de proteasas Complete™ Mini se obtuvo de Roche Diagnostics (Mannheim, DEU). 

Los anticuerpos Anti-YY1 (c-20) (sc-281), anti-TET1 (4F4) (sc-293186), anti-Laminin a / c 

(sc20681) se obtuvieron de Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, CA, EE. UU.). Los anticuerpos anti-

Dnmt3b (ab2851) y anti-EAAT1 / GLAST (ab416) de Abcam Inc. (Cambridge, Reino Unido). Se 

adquirieron los anticuerpos anti-TET1 (GTX627420), anti-GADPH (GTX239) y anti-Tubulina 

(GTX114) de GeneTex (Irvine, CA, EE. UU.). El anticuerpo monoclonal anti-actina fue un 

generoso regalo del Dr. Manuel Hernández (Cinvestav, Ciudad de México). Los anticuerpos 

secundarios ligados a peroxidasa de rábano picante y el reactivo de quimioluminiscencia 

mejorada (ECL), así como los reactivos de cultivo de tejidos, se obtuvieron de GE Healthcare 

(Carlsbad, CA, EE. UU.) y de Gibco by Life Technologies ™ (Carlsbad, CA, EE. UU.). Todos los 

demás productos químicos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). 

2.2 Cultivo primario de células de Glía de Bergmann 

Los cultivos primarios de CGB se prepararon a partir de embriones de pollo de 14 días (Avimex, 

Ciudad de México, México) como se describió y caracterizó previamente (Ortega et al., 1991). 

Los cerebelos se diseccionaron, se cortaron en trozos pequeños y se incubaron durante 15 

minutos a 37 °C en el medio Puck que contenía tripsina (0.25 mg/mL) y DNasa (0.08 mg/mL) 

para disociar el tejido. Los medios se eliminaron y se sustituyeron con Opti-MEM que contenía 

suero bovino fetal al 2.5% (FBS), glutamina 2 mM y gentamicina (50 μg/mL) para realizar la 

disociación mecánica. Luego, las CGB se recuperaron mediante la eliminación repetida de 

células disociadas y se diluyeron a una densidad 1 x 106 células/mL y se sembraron en placas 

de cultivo Corning Incorporated Costar (Kennebunk, ME, EE.UU.). Los cultivos se mantuvieron 

a 37 °C en condiciones estándar (5% de CO2 y 95% de humedad) y se utilizaron entre el 4° y 7° 

día después del cultivo. 
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2.3 Cultivo de línea celular MIO-M1 

La línea celular MIO-M1 se cultivó como se describió previamente (Limb et al., 2002). En 

subcultivo, las células se separaron con Trypsina-EDTA 10X (5.0 g/L de tripsina, 2.0 g/L de EDTA 

y 8.5 g/L de NaCl). Después de la eliminación del medio de cultivo, se añadió 0.05% de tripsina-

EDTA, las células se incubaron a 37° C durante 2-3 minutos hasta que las células se separaron 

sin perder características adherentes. La reacción se detuvo con 10% de suero fetal bovino en 

DMEM. Las células se separaron mediante pipeteo, se recogieron en un tubo cónico de 15 mL, 

se centrifugaron a baja velocidad y se descargó el sobrenadante, el sedimento celular se 

resuspendió en DMEM suplementado con FBS al 10%, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 

100 μg/mL. Las células se tiñeron con azul de tripano y se contaron las células vivas por 

microscopía óptica de contraste de fases en una cámara de Neubauer. La viabilidad se expresó 

como porcentaje de células vivas con referencia al número total de células. Las células se 

sembraron en placas Corning Incorporated Costar (Kennebunk, ME, EE.UU.) de 6 pozos a una 

densidad de 1 x 105 células/pozo, en placas de cultivo p60 a 1 x 109 células/placa o en placas 

de 24 pozos a 250 000-500 000 células/pozo y se incubaron a 37° C hasta alcanzar la 

confluencia deseada. 

2.4 SDS-PAGE e Inmunodetección en fase sólida: Western blot 

2.4.1 Principio 

La inmunodetección en fase sólida, también conocida como Western blot, tiene como 

principio la detección de proteínas específicas en homogenados proteicos complejos. Para ello 

se requiere separar por peso molecular a las proteínas de la muestra en un gel de 

poliacrilamida sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE), para después inmovilizar los antígenos sobre 

una fase sólida (membrana de nitrocelulosa) y exponer a anticuerpos específicos de la 

proteína buscada, la unión antígeno-anticuerpo se detecta usando un segundo anticuerpo 

acoplado a un marcador quimioluminiscente.  

2.4.2 Procedimiento 

Las monocapas confluentes tratadas previamente se cosecharon con solución salina 

tamponada con fosfato (PBS) (K2HPO4 / KH2PO4 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) que contenía 

inhibidores de fosfatasas y proteasas (NaF 10 mM, Na2MoO4 1 mM y Na3VO4 1 mM, 
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fenilmetilsulfonilfluoide (PMSF) 1 mM). La extracción total de proteínas se realizó con tampón 

RIPA (Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, fenilmetilsulfonilfluoide 1 mM, 1 mg/mL de 

aprotinina, 1 mg/mL de leupeptina, 1% NP-40, 0.25% de desoxicolato de sodio, 10 NaF mM, 

Na2MoO4 1 mM y Na3VO4 1 mM, pH 7.4). La extracción de proteína citoplasmática se realizó 

con tampón A (HEPES 10 mM, pH 7.9, KCl 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM, PMSF 

1 mM y 50 μg/μL completos) seguido de extracción de proteína nuclear usando tampón C 

(HEPES 20 mM, pH 7.9, NaCl 0.4 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM y 40 

μg/μL de Complete™). Los lisados celulares se desnaturalizaron en el tampón de muestra de 

Laemmli, y se separó la misma cantidad de proteínas (aproximadamente 70 μg según lo 

determinado por el método de Bradford) en geles de SDS-PAGE en gradiente (6-12%) y 

electroblotados en membranas de nitrocelulosa. Las membranas se tiñeron con solución de 

Ponceau S para confirmar la transferencia y que el contenido de proteína era igual en todos 

los carriles. Las membranas se empaparon en PBS para eliminar el Ponceau S y se incubaron 

en TBS que contenía leche desnatada y deshidratada al 5% y Tween 20 al 0.1% durante 2 horas 

para bloquear el exceso de sitios de unión a proteínas no específicas. Las membranas fueron 

incubadas durante la noche a 4 °C con anticuerpos primarios como se indica en cada figura, 

seguido de la respectiva incubación de anticuerpos secundarios durante 2 horas a 

temperatura ambiente. Los polipéptidos inmunorreactivos se detectaron por 

quimioluminiscencia con un dispositivo de imagen acoplado a carga (CCD) MicroChemi (DNR 

Bio-imaging System) (DNR; MahaleHaHamisha, Jerusalén, Israel). Los análisis de densitometría 

se realizaron con la aplicación Image J64 (NIH; Bethesda, Maryland, EE. UU.) Y los datos se 

analizaron con Prism 5, GraphPad Software (San Diego, CA, EE. UU.). 

2.5 Obtención de DNA genómico 

2.5.1 Principio 

Obtener la mayor cantidad de DNA genómico totalmente puro, a partir de una pastilla de 

células. En la primera etapa, las células se deben lisar con detergentes y sales caotrópicas, 

enseguida comienza la digestión de proteínas y RNA, y continua con la separación de lípidos y 

proteínas con solventes orgánicos como el fenol, cloroformo y alcohol isoamílico. La 

extracción del DNA se logra gracias a las características fisicoquímicas de las moléculas de 
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DNA, los grupos fosfato le confieren una carga neta negativa lo que lo hace altamente polar, 

permitiendo disolver el DNA en soluciones acuosas y formar una capa hidratante alrededor de 

la molécula. En presencia de etanol, se rompe la capa hidratante quedando expuestos los 

grupos fosfato, bajo estas condiciones se favorece la unión con cationes como Na+ que 

reducen las fuerzas repulsivas entre las cadenas de nucleótidos y permiten que el DNA 

precipite. El DNA desala y se rehidrata, obteniendo DNA con una pureza óptima (Relación 

A260/280 1.8-2.0 y relación A260/230 1.8-2.2) y altamente concentrado. 

2.5.2 Procedimiento 

El DNA genómico (DNAg) se extrajo utilizando el kit de purificación de DNA genómico Wizard® 

(Promega; Madison, WI, EE. UU.) De acuerdo con las instrucciones del fabricante: Las pastillas 

de células fueron lavadas con PBS, se centrifugo y descarto el PBS, para añadir 600 µL de 

solución de Lisis Nuclear, después se añadieron 3.8 µL de proteinasa K mezclando con pipeteo 

ligero, se incubó por 20 min a 65 °C. Después se añadieron 3 µL de solución con RNAsas 

mezclando por inversión de 2 a 5 veces, se incubó por 20 min a 37 °C, después se dejó 

atemperar por 5 min a temperatura ambiente, para añadir 200 µL de Solución de Precipitación 

de Proteínas agitando con vortex a alta velocidad por 20 seg seguido de una incubación en 

hielo por 5 min, después se centrifugó a 14 000 rpm durante 6 min. Las proteínas precipitadas 

forman una pastilla blanca, se transfirió el sobrenadante a otro tubo de 1.5 mL nuevo y estéril, 

se añadió 600 µL de isopropanol a temperatura ambiente y se mezcló por inversión de 2 a 5 

veces, se centrifugó a 14 000 rpm durante 5 min, en este paso el DNA se precipitará y formara 

una pastilla, se deshecho el sobrenadante y se añadieron 600 µL de etanol al 70% a 

temperatura ambiente, agitando con vortex ligero por 5 seg, se repite el paso de centrifugado 

y se aspira el etanol dejando el pellet seco, se rehidrató el DNA con 30 a 50 µL de solución de 

Rehidratación.  La calidad y la concentración de las muestras se evaluaron utilizando el 

espectrofotómetro Epoch (Bio-Tek, EE. UU.). Para evaluar la integridad del DNA se separó en 

geles de agarosa al 1.5%.  
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2.6 Cuantificación de DNA metilado 

2.6.1 Principio 

El kit de cuantificación de DNA metilado (Ab117128) (Cambridge, Reino Unido) contiene todos 

los reactivos necesarios para la cuantificación global del DNA metilado. En este ensayo, el DNA 

problema se une a una serie de pozos en tiras que son especiales para tener alta afinidad por 

el DNA. La fracción del DNA metilado es detectada usando anticuerpos de captura y detección 

y después es cuantificado colorimétricamente al leer la absorbancia en espectrofotómetro de 

microplacas, la cantidad de DNA metilado es proporcional a la densidad óptica (D.O.). 

2.6.2 Procedimiento 

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se añadieron 80 µL de la Solución de unión a cada 

pozo, luego se añadió un 1 µL del control negativo, 1 µL del control positivo diluido a una 

concentración de 5 ng/µL y 100 ng de DNAg por reacción en un volumen final de 2 µL. Se 

taparon los pozos utilizados con Parafilm M y se incubaron durante 90 min a 37 °C. Se desecho 

la solución de unión y se enjuagó tres veces cada pozo con 150 µL de tampón de lavado. 

Posteriormente, se agregaron 50 µL de anticuerpo de captura diluido (1:1000) en cada pozo, 

y se incubó a temperatura ambiente por 60 min, se desecha la solución con anticuerpo de 

captura de cada pozo y se lavaron tres veces con 150 µL de tampón de lavado. Seguido, se 

agregaron 50 µL de anticuerpo de detección diluido (1:2000) en cada pozo y se incubó a 

temperatura ambiente durante 30 min, se repitió el proceso de lavados de cada pozo, para 

enseguida, añadir 50 µL de Solución potenciadora diluida (1:5000), incubando a temperatura 

ambiente durante 30 min, repitiendo el proceso de lavados 5 veces. A continuación, se 

añadieron 100 µL de Solución desarrolladora a cada pozo, incubando a temperatura ambiente 

durante 1 a 10 min cubriendo de la luz, en este paso comienza a observarse una coloración 

azul que dependerá de la concentración de DNA metilado en cada muestra. Se añadieron 50 

µL de Solución de paro a cada pozo para detener la reacción enzimática cuando el color del 

control positivo se tornó azul medio. El color azul, se torna amarillo una vez añadida la solución 

de paro y se leyeron los pozos en un lector de microplacas a 450 nm dentro de los primeros 2 

a 15 min después de parar la reacción. Para determinar el estado relativo de metilación 

(porcentaje de 5 mC en el ADN total) en nuestras muestras, se utilizó la siguiente fórmula: 
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% 5 − 𝑚𝐶 = (

𝐷𝑂 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐷𝑂 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
𝑆

(𝐷𝑂 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 − 𝐷𝑂 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)𝑥2∗

𝑃

) 𝑥100% 

Donde: S- Cantidad de muestra de entrada de ADN en ng; P-Cantidad de control positivo de 

entrada en ng; 2 es un factor para normalizar 5-mC en el control positivo al 100%, ya que el 

control positivo contiene solo el 50% de 5-mC 

2.7 Extracción de RNA y ensayo RT-qPCR 

2.7.1 Principio 

La extracción de RNA total usando el reactivo TRIzol (Invitrogen; Carlsbad, CA, EE. UU.) se 

fundamenta en el uso de una solución monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina que 

permite la obtención de moléculas de RNA de tamaño variado. El reactivo TRIzol mantiene la 

integridad del RNA al inhibir eficientemente la actividad de RNAsa al momento de romper y 

homogenizar las células. Se utiliza cloroformo para separar una fase acuosa, que contiene el 

RNA, una fase intermedia, y una fase inferior orgánica de color rosa, que contiene el DNA y 

proteínas. El RNA se precipita de la fase acuosa utilizando isopropanol, obteniendo una buena 

cantidad y calidad de RNA.  

La extracción del RNA es la etapa previa para identificar un transcrito (mRNA) de interés y 

cuantificar sus niveles de expresión. Para determinar esto, se realiza una reacción de 

transcripción reversa (RT) para obtener el cDNA y posteriormente amplificar el transcrito 

deseado utilizando cebadores específicos a través de la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) en tiempo real, en esta se combina la amplificación y la detección en un mismo paso, al 

correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una señal de intensidad de 

fluorescencia.  

2.7.2 Procedimiento 

Se extrajo RNA total de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se determinaron las 

concentraciones de RNA mediante espectrofotometría con Nano-Drop 2000c (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Los niveles de mRNA se analizaron usando el kit KAPA SYBR 

FAST One-Step (KapaBiosystem; Boston, MA, EE. UU.) siguiendo el protocolo del fabricante. 

Las condiciones de la transcripción reversa y amplificación fueron 37°C durante 30 s, 42 °C 
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durante 5 min y 95 °C durante 5 min, seguidos de 40 ciclos de amplificación: 5 s a 95 °C, 30 s 

a 60 °C y 30 s a 72 °C; melt curve: 15 s a 95 °C, 1 min a 60 °C y 15 s a 95 °C. Las reacciones se 

llevaron a cabo en el equipo StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems; Foster 

City, California, EE. UU.). Los datos se normalizaron con GAPDH como control interno y la 

expresión relativa se calculó usando el método 2-(ΔΔCt). Las secuencias de cebadores (primers) 

fueron: DNMT1 sentido GGTTCTTCCTCCTGGAGAATG, DNMT1 antisentido 

GTCTGGGCCACGCCGTACTG; DNMT3A sentido GGTGCTGTCTCTCTTTGATG, DNMT3A 

antisentido ATGCTTCTGTGTGACGCTG; DNMT3B sentido ACCACCTGCTGAATTACTCACG, 

DNMT3B antisentido GATGGCATCAATCATCACTGG; and GAPDH sentido 

CCGGGAAACTGTGGCGTGATGG, GAPDH antisentido AGGTGGAGGAGTGGGTGTCGCTGTT. 

2.8 Ensayos de captura de [3H]-D-aspartato 

2.8.1 Principio 

Los ensayos de captura de radioligandos son procedimientos analíticos que se basan en la 

internalización de un ligando radiactivo al interior de las células expuestas por determinado 

tiempo, esto dependerá de la unión específica del ligando hacia su diana molecular en la 

membrana celular la cual idealmente debe tener alta afinidad por el ligando, baja unión no 

específica, alta especificidad, y alta actividad específica para detectar bajas densidades de 

transportadores. Los niveles de radiactividad de un radioligando (por mol) se denomina 

actividad específica, que se mide en Ci/mmol y que están determinadas por el fabricando 

dependiendo del stock. Una vez terminado el ensayo, se lavan y lisan las células, cuantificando 

la proteína total y analizando la radiactividad en un contador de centelleo. A través de una 

formula se relacionan, los niveles de radiactividad internalizados, de proteína total, del tiempo 

de captura, y de la actividad específica del radioligando, arrojando la cantidad exacta de 

radioligando internalizado ajustado con la concentración de proteína y tiempo. La cantidad de 

radioligando internalizado dependerá de la actividad y cantidad del transportador en la 

membrana. 

2.8.2 Procedimiento 

Los ensayos de captura de D-Aspartato se llevaron a cabo como se describió anteriormente 

(Ruiz y Ortega 1995). Las monocapas cultivadas en placas de 24 pozos se trataron bajo 



29 
 

diferentes estímulos (indicados en las figuras) en los períodos de tiempo indicados. Todos los 

tratamientos se realizaron en DMEM suplementado. Una vez finalizados los tratamientos, las 

monocapas cultivadas se lavaron dos veces con solución de ensayo a 37 °C (solución 

tamponada con HEPES 25 mM, NaCl 130 mM, KCl 5.4 mM, CaCl2 1.8 mM, MgCl2 0.8 mM, 

glucosa 33.3 mM y NaH2PO4 1 mM, pH 7.4) y se incubaron con tampón de absorción a 37 °C 

que contiene 0.4 µCi/mL de [3H] -d-aspartato ([3H] -d-Asp) (actividad específica: 16.5 Ci/mmol, 

Perkin Elmer, MA, EE. UU.). Se utilizó D-Asp (análogo del Glu) que usa el mismo sistema 

transportador que el Glu y que tiene la ventaja de no ser metabolizable. La captura se terminó 

después de 30 minutos de incubación y las monocapas se lavaron con solución de ensayo fría; 

las células se lisaron con NaOH 0.1 N incubando durante 2 horas a temperatura ambiente y 

agitación vigorosa. La concentración de proteínas en los lisados se determinó con el ensayo 

de proteínas Bradford (Bio-Rad, CA, EE. UU.). Cada lisado se transfirió a viales de centelleo con 

un líquido de centelleo y 50 μL de ácido acético glacial. Se cuantificó la radiactividad en un 

contador PerkinElmer Tri-Carb 2810TR (PerkinElmer, MA, EE. UU.). Los recuentos de 

radiactividad se corrigieron con los niveles de proteína y se calcularon como [3H] -d-Asp 

pmol/mg de proteína/min). Los experimentos se realizaron por cuadruplicado en tres a cuatro 

cultivos independientes. 

2.9 Análisis Estadístico 

Todos los datos se evaluaron primero con la prueba de Shapiro-Wilk para determinar si los 

datos tenían una distribución normal. Si los datos se distribuyeron normalmente, se utilizó 

una prueba ANOVA unidireccional en el análisis estadístico. Si los datos no se distribuyeron 

normalmente, se utilizó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Cuando estos análisis 

indicaron significancia, se utilizó una prueba post hoc de Dunnett, Bonferroni o Dunn. Se utilizó 

el software Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, California, EE. UU.) Los datos se presentan 

como media ± desviación estándar (D.E.). En todos los casos, un valor de p inferior a 0.05 se 

consideró estadísticamente significativo. 
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3. RESULTADOS 

3.1 Metilación del DNA dependiente de glutamato en células de glía de Bergmann (CGB) 

Con la finalidad de determinar los niveles de metilación del DNA en las CGB tras la estimulación 

con Glu y con su análogo no metabolizable el D-Asp, expusimos monocapas confluentes de 

CGB a ambos aminoácidos durante 24 horas como se muestra en la Figura 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. La exposición a L-Glutamato aumenta la metilación del DNA en las CGB. Se cuantificó 

el nivel de 5 metilcitosinas (5-mC) en CGB tratadas con L-Glutamato (L-Glu), D-Aspartato (D-

Asp) y ácido valproico (VPA) durante 24 horas. El gráfico representa las medias ± desviación 

estándar (D.E.), de tres experimentos independientes, analizadas por Anova de una vía y 

comparación múltiple de Dunnet donde *p<0.05 y **p<0.001. 

La concentración de Glu utilizada fue 1 mM, pues a esta concentración, nuestro grupo de 

trabajo ha observado cambios significativos en la actividad y expresión de GLAST(González & 

Ortega, 2000; Rosas et al., 2007). Además, las CGB expresan mayoritariamente iGluRs los 

cuales se desensibilizan rápido, al utilizar concentraciones saturantes del Glu (1mM) 

garantizamos su activación. Observamos que la metilación del DNA en las CGB aumenta 

significativamente respecto al control cuando se expone a Glu 1mM. Abriendo la posibilidad 
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de la participación de la metilación del DNA en la regulación génica de las CGB expuestas a 

Glu.  

También, se evaluó el efecto de dos concentraciones de D-Asp (un saturante 1 mM y otra 

cercana a la constante de afinidad de GLAST, 100 µM) en la metilación global del DNA en CGB, 

en donde no se observó un cambio respecto al control. Este hecho sugiere que el efecto del 

Glu sobre la metilación del DNA es una respuesta mediada por receptores, ya que el D-Asp no 

tiene la capacidad de activar receptores, pero si transportadores.  

Para determinar si la metilación global del DNA era un evento mediado por el estímulo directo 

del Glu sobre estas células, o bien, si dependía de la actividad del transportador GLAST, 

utilizamos ácido valproico (VPA) como un control positivo de la actividad del transportador, 

ya que el VPA aumenta la actividad GLAST en dos niveles diferentes, un aumento en la 

disponibilidad de transportadores en la membrana plasmática y un aumento de la 

transcripción de chglast (Aguirre et al., 2008). La exposición a 4 mM VPA resultó en un 

aumento en el porcentaje de 5-mC.  

 

3.2 La hipometilación del DNA aumenta la actividad de los transportadores de glutamato 

en CGB  

Una vez determinado que el Glu aumenta la metilación global del DNA en las CGB, decidimos 

explorar la actividad del transportador GLAST en un escenario hipometilante. Para ello, 

tratamos a las CGB con el nucleósido hipometilante, la 5-Aza-desoxicitidina (5-Aza). 

Observamos que la exposición a 10 µM de 5-Aza durante 24 y 48 horas aumentan la captura 

de [3H]-D-Asp, evento que es sensible al efecto de la exposición a 1 mM de Glu durante 30 min 

que reduce dicha captura (Figura 7A y 7B). Por su parte, el aumento en la captura de [3H]-D-

Asp mediado por el tratamiento con VPA que nuestro grupo previamente caracterizó (Aguirre 

et al., 2008) es potenciado por 5-Aza, (Figura 7A y 7B), cabe mencionar que el VPA se utilizó 

como control positivo de la actividad de captura en estas células. Mientras, el efecto del 5-Aza 

se mantiene hasta 72 horas después (Figura 7C).  

Las CGB tienen la característica de expresar únicamente al transportador GLAST (Ruiz & 

Ortega, 1995), para corroborar que el aumento en la actividad observada en los experimentos 
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de captura estaba siendo mediada por GLAST, decimos utilizamos al inhibidor no 

transportable de GLT-1, el ácido dihidrokaínico (Dihidrokainato) (DHK) 100 µM para descartar 

que el transportador glial más abundante estuviera jugando un papel importante en el 

aumento de la captura de [3H]-D-Asp en células tratadas con 5-Aza (Figura 7C), para nuestra 

sorpresa, observamos una disminución significativa de alrededor del 16% en las células 

tratadas con 5-Aza + DHK, comparadas con las células tratadas con 5-Aza, sugiriendo que 

ambos transportadores, GLAST y GLT-1 están siendo regulados a la alza cuando se tienen 

condiciones de hipometilación.   

 

 

 

Figura 7. La actividad de GLAST aumenta en condiciones de hipometilación en CGB. A) y B) El 

estado de hipometilación del DNA promovido por 5-Aza-desoxicitidina (5-Aza) aumenta la 

captura de [3H]-D-aspartato, a las 24 y 48 horas, respectivamente. C) El efecto de 10 µM de 5-
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Aza se mantiene a largo plazo hasta las 72 horas de tratamiento. D) Tratamientos con 5-Aza 

10 µM por 24 horas en co-tratamiento con ácido dihidrokaínico (DHK) 100 µM durante 30 min. 

Resultados de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. Las barras 

representan medias ± DE analizadas por ANOVA de una vía con una comparación múltiple de 

Dunnet, *p<0.05, ***p˂0.0001. En (D) comparamos todos los tratamientos con la 

comparación múltiple de Bonferroni donde *** P˂0.0001 y **p<0.007. 

3.3 El Glutamato disminuye la expresión de GLAST a través de un evento de metilación 

modulado por las DNMTs de novo 

Para determinar si el aumento en la captura de [3H]-D-Asp es un evento mediado por el 

aumento en la cantidad de proteína del transportador GLAST, decidimos evaluar los niveles 

de proteína de dicho transportador después del tratamiento con 5-Aza (Figura 8A). El 

tratamiento con 5-Aza hasta las 48 horas, no aumentó los niveles proteicos de GLAST, de 

manera estadísticamente significativa, aunque observamos una tendencia al aumento en la 

cantidad de proteína. Los tratamientos con L-Glu, y D-Asp redujeron los niveles de GLAST de 

forma estadísticamente significativa.  

Tomando en consideración que YY1 participa en la regulación transcripcional de slc1A3 

(GLAST) y slc1A2 (GLT-1), evaluamos el efecto de la exposición a 1mM de Glu durante 12, 24 

y 48 horas en los niveles nucleares de YY1. Se observó un aumento en YY1 nuclear después de 

las 24 horas de tratamiento con Glu y se mantuvo hasta las 48 h (Figura 8B). Cuando se 

incubaron las CGB con 5-Aza, también se observó un aumento en el contenido de YY1 nuclear 

a partir de las 24 h de tratamiento (Figura 8C).  

 Estos resultados abren la posibilidad de que el tratamiento con L-Glutamato pudiera 

incrementar los niveles o actividad de DNA metiltransferasas, particularmente las DNMTs de 

novo, por ello, evaluamos la expresión del mensajero de estas enzimas a las 24 horas de 

tratamiento con L-Glu y con 5-Aza (Figura 9A). Encontramos que el RNA mensajero de ambas 

enzimas aumenta significativamente con el tratamiento con L-Glu, pero particularmente 

DNMT3B aumentó en mayor proporción, por lo que decidimos evaluar los niveles de proteína 

de esta. En las células tratadas 1 mM L-Glu durante 24 y 48 horas los niveles de DNMT3B 

aumentan (Figura 9B). Estos datos sugieren que la represión transcripcional desencadenada 
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por el tratamiento con Glu, que ya se ha reportado que ejerce YY1 sobre el gen de GLAST 

chglast (slc1A3), es mediada parcialmente por un proceso de metilación dinámica. En 

concordancia con esta interpretación, está el hecho de que la exposición a Glu no cambia los 

niveles de TET1, mientras que con 5-Aza si lo hace (Figura 9C). 

Figura 8. El estado de metilación del DNA modifica los niveles de proteína de GLAST y YY1. A) 

Evaluación de los niveles de proteína GLAST en CGB estimuladas con L-Glu y su análogo no 

metabolizable D-Asp durante 24h y 5-Aza durante 24 y 48 h. B) Los niveles nucleares de YY1 aumentan 

por exposición a largo plazo con L-Glu 1 mM C) Niveles totales de YY1 en CGB tratadas con 5-Aza en 

diferentes tiempos. Laminina A y β-actina se usaron como controles de carga para extractos de 

proteínas nucleares y totales, respectivamente. Resultados de al menos tres experimentos 

independientes, analizados con la prueba de Kruskall-Wallis y una comparación múltiple de Dunn 

donde *p<0.05 y **p<0.001.  



35 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. El Glutamato modula la expresión de las DNMTs de novo  en CGB. A) Expresión relativa del 

mRNA de las DNMTs  de novo después de 24 horas de tratamiento con L-Glu 1 mM y 5-Aza 10 µM. B) 

Niveles proteicos de DNMT3B en CGB tratadas por 24 y 48 horas con L-Glu 1mM. C) Niveles proteicos 

de TET1 en CGB tratadas con L-Glu 1mM y 5-Aza 10 µM durante 24 horas. Las barras representan las 

medias ± desviación estándar de al menos tres experimentos independientes analizados con la prueba 

de Kruskall-Wallis y una comparación múltiple de Dunnet donde *p˂0.05 y **p<0.001. 

 

3.4 Aumento de la metilación del DNA dependiente de Glutamato en Células MIO-M1 

Para explorar la posibilidad de que los resultados hasta aquí descritos sean relevantes en otras 

especies además de en Gallus gallus (nuestro modelo de estudio), decidimos explorar el 

porcentaje de 5-mC después de la estimulación con Glu, Asp, y TPA en una línea de células de 

Müller humana derivada de retina, MIO-M1.  
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Tomando en consideración que estas células son células de glía radial, justo como las CGB y 

que nosotros y otros grupos de trabajo han demostrado que el Glu desencadena  las mismas 

vías de señalización en ambos cultivos (Martínez-Lozada & Ortega, 2015), no fue sorprendente 

que pudiéramos detectar un aumento significativo en el porcentaje de 5-mC en células MIO-

M1 expuestas a L-Glu 1mM durante 24 horas (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Niveles globales de metilación del DNA en células MIO-M1. Las células MIO-M1 fueron 

tratadas con diferentes estímulos durante 24 horas, usando dos concentraciones de L-Glu y de D-Asp, 

una saturante (1 mM) y una a niveles cercanos a la Km del transportador GLAST (100 µM). La grafica 

presenta los cambios en los porcentajes de citosinas metiladas. Los datos son las medias ± desviación 

estándar (D.E.), de al menos tres experimentos independientes, analizados con Anova de una vía y 

comparación múltiple de Dunnett, donde *p< 0.05.  

 

3.5 YY1 participa en la represión transcripcional de GLAST en células MIO-M1 

Al no estar del todo caracterizada la regulación transcripcional de GLAST en la línea MIO-M1, 

decidimos evaluar el comportamiento de GLAST en estas células estimuladas con L-Glu o D-

Asp. Observamos que, al igual que en las CGB disminuye GLAST, particularmente en el 
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tratamiento con Glu 1mM y con D-Asp 100 µM (Figura 11A). La activación de PKC por la 

exposición a TPA 500 nM, también disminuyó los niveles de PKC a las 24 h de tratamiento 

(Figura 11A), este resultado está en concordancia con lo reportado en CGB por (González & 

Ortega, 1997), que demostraron que el tratamiento con TPA, disminuye los niveles de proteína 

del transportador y la actividad de captura de [3H]-D-Asp de una manera dependiente de PKC. 

YY1 aumenta en su fracción nuclear después del tratamiento con L-Glu (Figura 11B) de manera 

sensible al bloqueador de PKC, bisindolylmaleimida I (Bis). Sin embargo, no está muy claro, si 

los efectos del Glu son mediados por transportadores o por receptores, puesto que pudimos 

detectar una reducción significativa de los niveles de proteína de GLAST cuando se trató con 

D-Asp 100 µM y no se encontró una clara translocación nuclear de YY1 en la misma condición.  

Por otro lado, las células MIO-M1 expresan ambos transportadores de glutamato, GLAST y 

GLT-1, por lo que decidimos cuantificar los niveles de expresión de GLT-1 después del 

tratamiento con 5-Aza. Observamos que, bajo condiciones de hipometilación los niveles de 

proteína de GLT-1 aumentan, apoyando la noción de que en las células de glía radial, los 

transportadores de glutamato son modulados a través de procesos dinámicos de metilación y 

desmetilación (Figura 12C). 
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Figura 11. YY1 está implicado en la expresión de GLAST bajo estimulación glutamatérgica en células 

MIO-M1. A) GLAST disminuye en células tratadas con L-Glu y D-Asp durante 24 h, demostrando el 

mismo comportamiento de expresión que en CGB, así como los niveles nucleares de YY1 incrementan 

bajo las mismas condiciones (B). Sin embargo, estas células también expresan GLT-1, por lo que al 

evaluar el comportamiento de este otro transportador bajo condiciones hipometilantes, pudimos 

notar que hay una sobreexpresión (C), añadiendo un grado mayor de complejidad para comprender a 

los transportadores de glutamato en estas células. Las gráficas muestran los resultados de al menos 

tres experimentos independientes, analizados con Kruskal-Wallis y comparación múltiple de Dunnet, 

donde *p< 0.05 y **p<0.001. 
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3.6 Regulación del transporte de [3H]-D-Asp en células MIO-M1 

 

Para poder magnificar el efecto funcional de la regulación de los transportadores de glutamato 

gliales, GLAST y GLT-1 en las células MIO-M1, evaluamos la actividad de captura de [3H]-D-Asp. 

Como se muestra en la figura 12A, más del 80% de la captura es mediad por el transportador 

GLAST, ya que al usar 100 µM de DHK redujimos en un 20 % la captura total de estas células. 

A 30 min de exposición a Glu o Asp, la actividad de captura disminuyo al igual que se observa 

en las CGB. En condiciones de hipometilación con 5- aza a 24 horas (Figura 12B) y 48 horas 

(Figura 12C), la captura aumenta, sin embargo, y al igual que en las CGB, este aumento no se 

mantiene cuando co-tratamos con L-Glu durante 30 min. El hecho de que el VPA y el 5-Aza 

tengan efectos aditivos, sugiere fuertemente que el aumento en la actividad es resultado de 

un proceso de hipometilación. Finalmente, en las células MIO-M1, el aumento de la función 

de transportadores de glutamato es casi completamente resultado de un aumento en la 

expresión de GLT-1 (Figura 13D). Este resultado está en total discrepancia con lo que ocurre 

en las CGB, en las que el aumento de la captura es más atribuible al aumento de GLAST en vez 

de GLT-1.  
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Figura 12. Evaluación de la actividad de los transportadores de glutamato en condiciones 

hipometilantes en la línea celular MIO-M1. A) Determinación de la participación de GLT-1 en 

la captura de [3H]-Asp en las células MIO-M1, tratamientos de 30 min. B) y C) Capturas de [3H]-

Asp en condiciones hipometilantes con 5-Aza durante 24 y 48 h respectivamente. D) 

Tratamientos con 5-Aza 10 µM por 24 horas en co-tratamiento con DHK, 100 µM durante 30 

min. Resultados de tres experimentos independientes por cuadruplicado. Las barras 

representan medias ± DE analizadas por ANOVA unidireccional con la comparación múltiple 

de Dunnet, *p<0.05, **p<0.001 y ***p<0.0001. En (D) comparamos todos los tratamientos 

con la comparación múltiple de Bonferroni donde ***p˂0.0001. 

 

D) 
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4. DISCUSIÓN 

Las células gliales participan en la transmisión glutamatérgica como entidades obligadas 

responsables de más del 80% de la eliminación de Glu de la hendidura sináptica. Bajo esta 

premisa, se espera una regulación multi-nivel del número de transportadores gliales de Glu 

funcionales en la membrana plasmática (Control transcripcional y traduccional, inserción 

adecuada en la membrana plasmática y localización de los transportadores de Glu funcionales 

en membrana plasmática) (Rodríguez-Campuzano & Ortega, 2021).  

La regulación de la expresión de GLAST, el principal transportador de glutamato en las CGB, 

implica mecanismos epigenéticos como la acetilación de histonas (Aguirre et al. 2008). 

Teniendo en cuenta la evidencia acumulada de una metilación dinámica del DNA en el SNC 

(Tognini et al., 2015), decidimos evaluar la participación de la metilación del DNA en la 

regulación de la expresión génica de GLAST, y si este evento se mantiene en la glía radial 

humana, por lo que usamos una línea celular de Müller de origen humano, MIO-M1. 

Por mucho tiempo se asumió que la metilación del DNA era un evento permanente de 

represión transcripcional, sin embargo, estudios recientes han demostrado que se trata más 

de un proceso dinámico en el SNC, que se asocia con su desarrollo y que cambia como 

consecuencia de factores externos como los insultos (Baker-Andresen et al., 2013). De hecho, 

se sabe que se activa un programa de supresión transcripcional sustancial después de la 

tolerancia isquémica u otras lesiones cerebrales (Zeng et al., 2020). El estudio de la metilación 

del DNA enfocado únicamente sobre regiones promotoras de ciertos genes candidatos ha 

ensombrecido, pasado de largo y sobreestimando, aquellos cambios en la metilación del DNA 

en donde la expresión génica basal no se altera, perdiendo toda apreciación de la variación 

funcional de la metilación del DNA fuera de las regiones promotoras, como en los cuerpos de 

los genes, intergénicamente y otras regiones genómicas (Guo et al., 2011; Jones, 2012). La 

metilación rápida y dinámica de genes específicos es fundamental para la plasticidad neuronal 

(Morris & Monteggia, 2014; Tognini et al., 2015; Halder et al., 2016). 

En este estudio pudimos observar que la estimulación de las células gliales con Glu a largo 

plazo (24 h), aumenta los niveles de 5-mC en el DNA de las CGB (Figura 6) y MIO-M1 (Figura 
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10). Efeto que no se observa al estimular con D-Asp en CGB ni en células MIO-M1, apoyando 

fuertemente la noción de que este evento de metilación observado es mediado a través de la 

activación de receptores de Glu, pues el D-Asp no activa recep,tores pero sí activa 

transportadores, teniendo una forma de discernir entre la actividad de receptores y 

transportadores.  

Si estos patrones de metilación diferenciales entre las células en estado basal y las estimuladas 

con Glu, pudieran tener un impacto sobre una de las funciones más importantes de la glía, 

como lo es la captura del neurotransmisor Glu, entonces, la actividad de captura de [3H]-D-

Asp se vería afectada en un ambiente de hipometilación, el evento antagonista del aumento 

en la metilación observada por el Glu. La hipometilación se alcanzó con el tratamiento con 5-

Aza, un nucleósido inhibidor que después de su incorporación al DNA, atrapa a las DNMTs 

mediante la unión covalente de la enzima al DNA, bloqueando por tanto, el funcionamiento 

de las DNMTs de manera irreversible (Momparler, 2005). Se observó que tanto en las CGB 

como en las células MIO-M1, aumenta la captura de Glu (24 y 48 horas) cuando se trata con 

5-Aza, efecto que resulta sensible al L-Glu 1 mM. En este sentido, estamos observando dos 

eventos de regulación de la captura a diferente nivel; una modulación aguda ocurre cuando 

el L-Glu (30 min) disminuye la actividad del transportador de manera no receptora, 

involucrando el proceso de translocación del sustrato a través del transportador que resulta 

en su internalización y que se puede mantener a largo plazo (González & Ortega, 2000; 

Martínez et al., 2014); y por otra parte un proceso genómico regido por la hipometilación 

afectando el proteoma celular indiscriminadamente. 

Para corroborar que el aumento exacerbado en la actividad del transporte de [3H]-D-Asp en 

las células gliales estimuladas con 5-Aza, era producto de la actividad de GLAST, se utilizó el 

DHK con la finalidad de bloquear alguna respuesta mediada por el principal transportador 

astrocítico del SNC, GLT-1. Observamos que el estado de hipometilación global desencadena 

la expresión de GLT-1 en estas células que regularmente permanece silenciada, siendo más 

pronunciada su expresión en las células humanas MIO-M1 que en las CGB (≈50% vs. 16%). 

Estos resultados diferenciales pueden representar la diversidad funcional entre el cerebelo y 

la retina. En condiciones normales las CGB no expresan GLT-1 (Danbolt, 2001). Sin embargo, 
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se ha probado que GLT-1 tiene una transcripción dependiente de la metilación del DNA  en 

astrocitos corticales (Zschocke et al., 2007). Por otra parte, de acuerdo a estudios previos, la 

regulación transcripcional de GLAST pudiera no depender el estado de metilación en su 

promotor, ya que carece de ICG (Šerý et al., 2015). Sin embargo, en el cerebro adulto, la 

actividad neuronal induce cambios en el estado de metilación del DNA ocurriendo muy 

frecuentemente en regiones lejanas al promotor (Guo et al., 2011). Además, las regiones 

diferencialmente metiladas (DRMs) en neuronas y células gliales están particularmente 

enriquecidas dentro de enhancers localizados distalmente de los sitios de inicio de la 

transcripción (Kozlenkov et al., 2014). Volviendo un poco complicado determinar el papel de 

la metilación del DNA en la expresión de GLAST si solo nos enfocamos en la región promotora 

del gen, por lo que se necesitan hacer estudios de todo el genoma para determinar el 

metiloma bajo condiciones de excitotoxicidad para tener una respuesta integral sobre el 

fenómeno.  

Al evaluar los niveles de proteína de GLAST, se corroboró qué cuando se estimula con L-Glu o 

D-Asp hay una disminución en GLAST membranal en CGB (Figura 8A) y en células MIO-M1 

(Figura 11 A), mientras que con 5-Aza hay una tendencia al alza en estos niveles. Ya se ha 

establecido la modulación negativa que tiene el factor de transcripción YY1 sobre la 

transcripción de GLAST en CGB (Rosas et al., 2007; Aguirre et al., 2008) y en astrocitos 

corticales (Karki et al., 2014; Karki et al., 2015). Por lo que al evaluar los niveles nucleares de 

YY1 en presencia de L-Glu era de esperarse el efecto observado (Figura 8B). Aunque, cuando 

se evaluó a YY1 en CGB tratadas con 5-Aza también existe un aumento (Figura 8C), lo cual 

indica que la expresión de YY1 puede estar mediada por un proceso de metilación, o bien, por 

otros factores de transcripción como el NF-κB, pues se ha descrito que induce la expresión de 

YY1.   

En las células MIO-M1, el proceso de regulación transcripcional de GLAST no está definido, fue 

de nuestro interés evaluar si YY1 se comporta igual a lo previamente descrito en las CGB (L-

Glu→ ↑iCa2+ → IP3/DAG → PKC → YY1 → ↓mRNA GLAST → ↓proteína GLAST → ↓ 

Actividad GLAST). Encontramos un aumento en los niveles nucleares de YY1 tratados con L-

Glu, al igual que en las células tratadas con TPA (activador de PKC), efecto que ser revierte 
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cuando co-tratamos con Bis1 (inhibidor de PKC), lo cual fue relevante para comprender que, 

en esta línea celular, la regulación de GLAST parece seguir el mismo camino que en las CGB, 

ambas glías radiales (Figura 11).  

Como factor de transcripción multifuncional, YY1 participa en la activación y represión 

transcripcional, suele formar parte de los complejos formados por las proteínas del Grupo 

Polycomb (PcG). Aunque los informes sobre el número de genes que podrían estar regulados 

por YY1 son cada vez mayores, los mecanismos exactos por los cuales este factor regula la 

transcripción aún no están claros.  

La metilación del ADN está mediada por enzimas DNMTs. Las DNMTs de novo no tienen 

elementos cis que determinen su posición en el ADN y, se ha propuesto la participación de 

cofactores que los conducen a los sitios que necesitan ser metilados. En este contexto, YY1 

interactúa con una gran cantidad de proteínas que median varias modificaciones 

postraduccionales, desde p300 y HDAC (Yao et al., 2001) hasta miembros del PcG, Ezh1 y 2 

(Caretti et al., 2004) y PRMT1 (Rezai-Zadeh et al., 2003). Se ha reportado que YY1 puede juegar 

un papel relevante en la mediación de la represión transcripcional dependiente de PcG 

(Atchison et al., 2003; Srinivasan & Atchison, 2004; Wilkinson et al., 2006; Basu et al., 2014). 

Las metiltransferasas de histonas EZH2 y SUZ12 interactúan con YY1 para coordinar el 

silenciamiento transcripcional reclutando el complejo represivo Polycomb 2 (PRC2) (Pan et al., 

2013; Tsang et al., 2016). Además, YY1 puede interactuar con las DNMT de novo (Hervouet et 

al., 2009; Hervouet et al., 2018) y  se ha implicado en la metilación de novo del DNA(Kim et al., 

2009). Al evaluar los niveles de mRNA de las DNMTs de novo en respuesta al L-Glu (Figura 9), 

se encontró un aumento significativo en ambas enzimas, 3A y 3B. Con un efecto más 

pronunciado en DNMT3B, que apoya la propuesta de la regulación de la expresión diferencial 

de los transportadores por YY1 dependiente de los niveles de metilación del DNA. 

Los niveles excitotóxicos de Glu (> 0.3 hasta 1mM) conducen al estrés oxidativo (Bondy et al., 

1993; Nguyen et al., 2011). Se ha reportado que, bajo estrés oxidativo, la expresión de 

DNMT3B no se ve afectada, pero su actividad de metiltransferasa de DNA aumenta (Wei & 

Loeken, 2014) y el estrés oxidativo puede alterar la actividad del transportador EAAT sin 
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cambiar la expresión del transportador en todos los casos (Trotti et al., 1998; Miralles et al., 

2001). Por otro lado, 5mC es una modificación reversible que puede eliminarse pasivamente 

durante la replicación o eliminarse activamente mediante las enzimas de translocación Ten-

Eleven (TET) (Wu & Zhang 2011). Los niveles de TET1 no cambiaron con el tratamiento con L-

Glu, pero aumentaron significativamente después del tratamiento con 5-Aza, resultado que 

podría esperarse ya que 5-Aza favorece un entorno de hipometilación. Algunos estudios han 

reportado que TET1 puede ser regulado por actividad neuroanl y que su sobreexpresión lleva 

a cambios globales en los niveles de citosinas metiladas y en la expresión de genes regulados 

por actividad neuronal importantes en el aprendizaje y memoria (Kaas et al., 2013). 

En el presente trabajo mostramos evidencia bioquímica de la participación de los procesos 

dinámicos de metilación/desmetilación del DNA en la regulación de la expresión génico de los 

transportadores gliales de glutamato. Trabajo actualmente en progreso en nuestro 

laboratorio tiene como objetivo caracterizar las vías de señalización que participan en la 

regulación positiva de DNMT3 dependiente de glutamato, así como la caracterización de las 

consecuencias funcionales en términos de la fisiología de glía radial.  

5. CONCLUSIONES 

• El glutamato aumenta los niveles de metilación global del DNA en las células gliales, 

evento conservado entre especies  

• La actividad y expresión de los transportadores de glutamato se puede regular por 

metilación del DNA 

• La hipometilación revierte la expresión suprimida de GLT-1 en la glía radial tanto de 

pollo como de humano, aumentando su expresión y actividad  

• El glutamato aumenta los niveles de mRNA de las DNMTs de novo, observando un 

aumento más pronunciado en la DNMT3B que también incrementa sus niveles de 

proteína 

• Estos resultados indican que la remoción de glutamato extracelular se puede regular 

por metilación dinámica activada por el glutamato en células gliales  
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Estos resultados indican que la remoción de glutamato extracelular se puede regular por 

metilación dinámica activada por el Glu en células gliales.  

 

 

6. PERSPECTIVAS 

• Evaluar la activación de los receptores de Glu y las vías de señalización activadas por el 

Glu que llevan a la remodelación la metilación del DNA. 

• Disecar la regulación de la expresión de GLAST y GLT-1 en las células MIO-M1 

• Evaluar el estado del transcriptoma global en las células gliales estimuladas con Glu, 

analizando aquellos genes importantes para la regulación de la transmisión 

glutamatérgica. 

• Analizar las interacciones entre YY1 y DNMTs de novo con métodos que involucren 

etiquetas fluorescentes (utilizando FRET) o que evalúen interacciones transitorias leves.  

• Evaluar la potencial participación de otros componentes de la maquinaria de complejo 

represivo polycomb que puedan ayudar en el silenciamiento rápido de ciertos genes ante 

la estimulación glutamatérgica. 

• Al comprender seriamente el mecanismo epigénetico desencadenado por Glu en las 

células gliales, podremos conocer el mecanismo basal para un funcionamiento adecuado 

del sistema y entonces poder hacer otras aproximaciones toxicológicas evaluando 

diferentes insultos y cómo estos afectan al funcionamiento adecuado de las células 

gliales. 
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