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RESUMEN

Las vias glutamatérgicas representan el sistema de neurotransmision excitador mas abundante en el
sistema nervioso central (SNC) de vertebrados, asi su importancia se hace evidente en los procesos
cognitivos. Dentro del SNC, las células mas abundantes son las células gliales y su acople bioquimico
con las neuronas es indispensable para la fisiologia del SNC.

Una caracteristica de todos los sistemas biologicos es que estos oscilan a través de dos tipos de
variables, las controladas y las reguladas, cuyas asas de retro o anteroalimentacion se encuentran
reguladas o controladas por la actividad del sistema, asi dentro del SNC encontramos que una de las
moléculas principales que inicia estos cambios biolégicos es el glutamato.

Se ha demostrado que la activacién glutamatérgica cambia diferentes aspectos de respuesta tanto glial
como neuronal, sin embargo no se ha caracterizado por completo la regulaciéon de los componentes del
sistema glutamatérgico. En el presente trabajo nos interesamos por elucidar la respuesta de dos
componentes gliales indispensables en el acople bioquimico neurona gila, la glutamina sintetasa (GS) y
el transportador de glutamato de alta afinidad GLAST.

En el presente trabajo demostramos que la actividad de GS es regulada por la actividad glutamatérgica
Unicamente bajo condiciones muy especiales de cultivo, las cuales semejan las etapas tempranas del
desarrollo del SNC y ésto solo sucede bajo una estimulacién glutamatérgica crénica.

GLAST es el principal transportador de glutamato que se expresa en cerebelo por lo que el modelo de
cultivo primario de células gliales de Bergmann nos permiti6 elucidar el efecto de una exposicién
aguda de glutamato sobre la actividad del transportador GLAST a largo plazo, encontrando que la
exposicion a glutamato aguda disminuye la actividad de GLAST a largo plazo por un mecanismo muy

probablemente postraduccional.
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ABSTRACT

Glutamatergic pathway are the most abundant excitatory neurotrassmiter system in the central nervous
system ( CNS ) of vertebrates, hence its importance is evident in cognitive processes. Glial cells are the
most abundant cells within the CNS and its biochemical coupling with neurons is essential for CNS
physiology.

A feature of all biological systems is that they oscillate through two types of variables, the controlled
and regulated variables, whose feedforward or feedback handles are regulated or controlled by the
activity necessities of the system, within the CNS one of the main molecules that initiates these
biological changes is glutamate.

It has been shown that activation of glutamatergic pathways modulate different aspects of both glial
and neuronal responses, however, the regulation of glutamatergic components regulated by gluatamte
activity have not been fully characterized. In this work we are interested in elucidate the response of
two biochemical glial components whose are essential for neuron-glia coupling, glutamine synthetase
( GS) and high affinity glutamate transporter GLAST.

In this work we show that GS activity is regulated by glutamatergic activity only under very special
conditions, which resemble the early stages in the development of the CNS and this regulation only is
present under chronic glutamatergic stimulation.

GLAST glutamate transporter is the most abundant glutamate transporter expressed in glia cerebellum,
in this context Bergmann glial cells primary culture allowed us to elucidate the effects of acute
exposure on GLAST glutamate transporter activity in the long term, we found that acute glutamate
exposure decreases GLAST activity in the long term by a mechanism which seems to be

posttranslational.
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1. INTRODUCCION
1.1. El Sistema Nervioso Central (SNC) y su Participacion en Procesos Cognitivos

Desde el comienzo de la filosofia los fil6sofos griegos se preguntaron de dénde y como se generaban
los procesos complejos de comportamiento, asi Aristoteles en el siglo IV a.C. propuso que toda la
capacidad intelectual mostrada por los seres humanos se encontraba en el corazén. A comienzos del
siglo II los estudios de Galeno de Pérfamo le permitieron proponer la hipotesis alternativa en donde el
centro de los movimientos voluntarios radica en el encéfalo, sin embargo la naturaleza energética que
desencadena todas las reacciones era desconocida. No fue hasta que Luigi Galvani en el siglo XVIII
observo que la electricidad era el origen energético de los movimientos de los organismos y propuso
que el centro de control de los movimientos es el cerebro, al generar los impulsos eléctricos necesarios
para los movimientos. Esta teoria inicié todo el movimiento del estudio electrofisiolégico. El siguiente
gran salto en el conocimiento de la funcién del cerebro lleg6 hasta el siglo XX con los estudios
histolégicos de Santiago Ramon y Cajal ayudandose de la tincion desarrollada por Camilo Golgi.
Ramon y Cajal demostré que el SNC funciona de forma “celular” y no “reticular”, apuntando a las
neuronas como la unidad funcional del SNC. Estos estudios le valieron el premio Nobel de Fisiologia y
Medicina a Sanitiago Ramon y Cajal compartido con Camilo Golgi en 1906. Una vez determinado que
la unidad funcional del SNC es la neurona y que la propagacion de las sefiales es la electricidad, Alan
Hodking y Andrew Huxley analizaron las diferentes fases de la propagacion eléctrica y los iones
involucrados en ésta propagacion en el modelo del axén del calamar gigante, estos ingeniosos y
elegantes estudios abrieron una nueva era en el estudio electrofisiol6gico celular con el desarrollo de la
técnica “fijacion de voltaje” (voltage clamp) y sentaron las bases para el estudio basico celular de los
fenomenos de aprendizaje y memoria, Hodking y Huxley por estos descubrimientos recibieron el
premio Nobel en 1963. Hasta ese momento, se tenian las bases fisiol6gicas celulares para el estudio y
correlacion entre las neuronas y los cambios de comportamiento animal ante la misma situacion,
proceso conocido como aprendizaje y memoria. En términos generales podemos decir que existen tres
hipdtesis para correlacionar los fenomenos de aprendizaje y memoria con los cambios neuronales, la
primera propuesta fue hecha por Donnal Hebb en 1949 con la publicacion de su libro “The
Organization of Behaviour” en donde por primera vez se propone una base bioquimica para los

fenomenos de aprendizaje, en términos generales propone la plasticidad funcional, dice asi: “Cuando



un ax6n de una célula A estd lo suficientemente cerca para excitar a una célula B y esta actividad
excitatoria se mantiene de forma persistente, debe haber algtin cambio en un proceso metabélico en una
o ambas células tal que la eficiencia de A dado un disparo de la célula B se incrementa”. La segunda
propuesta se demostré en 1967 con los trabajos de Albert Globus y Arnold Bernard Scheibel los cuales
demuestran una correlacion directa entre la estimulacién sensorial y el niimero de espinas dendriticas,
que finalmente se traduce como la plasticidad anatomica, éste fenomeno habia sido sugerido por
Santiago Ramén y Cajal de acuerdo a sus observaciones en el tejido nervioso. La tltima forma basica
de explicar los cambios de comportamiento ante un mismo estimulo o estimulos semejantes es la
formacién de nuevas conexiones neuronales, una propuesta reciente que hasta el momento sigue en

controversia y estudio (1).

Desde los afios sesentas, los avances en la genética y el desarrollo de la biologia molecular han abierto
todo un nuevo campo de investigacion en el funcionamiento del SNC, un grupo protagonista en este
ambito es el encabezado por Eric Kandel quien ha sentado las bases moleculares para el entendimiento
del aprendizaje y memoria, y por ello recibié el premio Nobel en el afio 2000, tomando como
paradigma el caracol de agua dulce Aplysia punctata con los elementos establecidos hace cien afios por
uno de los mas grandes fisidlogos de la historia, Ivan P. Pavlov (1849-1936), en su ampliamente

conocido fenémeno de condicionamiento clasico.

1.2. Las Células Gliales Una Vision General
Las células gliales constituyen las células mas abundantes dentro del SNC llegando a representar
alrededor del 80% de las células de este tejido en el ser humano. De forma general las células gliales se
han dividido de acuerdo a su morfologia en dos tipos: la microglia y la macroglia. La macroglia a su

vez morfolégicamente se ha subdividido en astrocitos y oligodendrocitos (2).

La funcién de la microglia se ha caracterizado como las células inmunologicas del SNC, encargandose

de la fagocitosis de detritus celulares y eliminacion de antigenos.

Los oligodendrocitos son células que envuelven los axones neuronales, incrementando la velocidad de

propagacion del potencial de accion al aislar los canales ionicos axonales.

Los astrocitos son el grupo de células gliales mas abundante dentro del SNC, de forma interesante estas



células a principios del siglo XX eran consideradas como células de soporte fisico para las neuronas,
estudios subsiguientes comenzaron a elucidar y cambiar la forma de ver a los astrocitos. Inicialmente se
determind que los astrocitos estaban en una estrecha relacion fisica con la unidad funcional del SNC (la
sinapsis), posteriormente se determind que los astrocitos participan en mantener un ambiente idnico
neuronal estable. Con el avance en la investigacion de los astrocitos se llegd a determinar que estas
células presentaban expresion diferencial de proteinas del metabolismo anaplerdtico y mas aun,
enzimas del metabolismo de glutamato, el neurotransmisor mas abundante del SNC, estos
descubrimientos dieron paso a la vision de los astrocitos como elementos bioquimicos esenciales para
llevar a cabo el fenémeno de neurotransmisién. Finalmente en los dltimos 30 afios se ha propuesto que
la transmision sinaptica y los fenémenos de plasticidad se encuentran dictados en parte por la
activacién de los astrocitos inducida por la liberacion de neurotransmisor, lo que indica que bajo
condiciones fisiologicas las células gliales pueden tener un papel central en procesos complejos como

aprendizaje y memoria (3).

1.3. Glutamato como neurotransmisor

Desde el comienzo de la era bioquimica cientifica se habia determinado que las concentraciones de
glutamato en el SNC son muy elevadas, presuponiendo asi un papel fisiol6gico muy importante en el
SNC. No fue hasta finales de los afios setentas y principios de los afios ochentas del siglo XX que se
comenzo6 a estudiar el glutamato como neurotransmisor en el sistema nervioso, y logrando demostrar
que este aminoacido presentaba los cuatro criterios basicos necesarios para ser considerado como un
neurotransmisor (4). Cuando se analiz6 el sistema glutamatérgico en el SNC se observo que éste se
encontraba distribuido en todo el SNC (Figura 1) a diferencia de otros sistemas de neurotransmision los
cuales tienen vias mas discretas, por lo que desde entonces se visualiz6 al glutamato como un activador
general del SNC. A partir de ahi, se realizaron esfuerzos para trazar las rutas glutamatérgicas presentes
en el SNC y con el incremento en el uso de técnicas moleculares se ha tratado de identificar y
caracterizar las moléculas que participan en la sinapsis glutamatérgica, tales como receptores de
glutamato, transportadores vesiculares y de membrana citopldsmica, y enzimas de sintesis y

degradacion del neurotransmisor.



Figura 1. Autoradiografia de [*H]glutamato en el encéfalo de rata. A: Autoradiografia de [*H]-glutamato
en presencia de NMDA y AMPA. B: Autoradiografia de [*H]-glutamato en presencia de quisqualato.
Obsérvese como los sitios de union totales (la suma de las autoradiografias A y B) de glutamato se

encuentran distribuidos en todo el encéfalo. Tomado de (5).

Hoy en dia contamos con una gran cantidad de informacion acumulada acerca del sistema
glutamatérgico, la que nos permite tener un esquema general de como es que se lleva a cabo el
fenémeno de neurotransmision glutamatérgica en el SNC. Sin embargo, los elementos que constituyen
el sistema son muy variados asi como sus interacciones, lo que lo hace que las respuestas y sucesion de
eventos ante los estimulos del neurotransmisor sean intrincadas y por lo tanto un sistema dificil de

elucidar.

De forma muy general podemos describir la sinapsis glutamatérgica de la siguiente forma: La neurona
presinaptica expresa transportadores de glutamato vesiculares, los cuales transportan y concentran el
glutamato en las vesiculas sinapticas, estas vesiculas son movilizadas a la membrana citoplasmica en
donde se fusionan con ésta y liberan una cantidad discreta de glutamato (los quantos de Bernard Katz),
el glutamato liberado a la hendidura sinaptica activa los receptores presentes en las membranas de las
neuronas postsinapticas, el glutamato difunde en el espacio sinaptico y al salir de éste volumen activa
también los receptores presentes en las células gliales y es capturado por los transportadores expresados

principalmente en los astrocitos que rodean a las neuronas (Figura2) (6).
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Figura 2. Micrografia y esquema de una sinapsis glutamatérgica. En el Panel izquierdo observamos una
micrografia de la sinapsis en el hipocampo, en verde observamos una célula glial que se encuentra en
estrecha relacién fisica con las neuronas, en azul se encuentra la neurona presindptica y en morado la
neurona postsinaptica. En el Panel derecho observamos un esquema representativo de la micrografia de
la izquierda, en el esquema se muestran los elementos principales que componen a la sinapsis

glutamatérgica. Modificado de (7,8)

1.4. Participacion de los Astrocitos en la Sinapsis Glutamatérgica
1.4.1. Participacién Directa en la Neurotransmisién (Sinapsis Tripartita)

Como se mencioné en los apartados anteriores, desde el inicio del estudio de las neurociencias se ha
aceptado a las neuronas como la unidad funcional del SNC, sin embargo, en los afios noventas se
encontrd que los astrocitos eran capaces de responder a estimulos glutamatérgicos y a mecanicos a
través de la elevacion de calcio intracelular, y ademas, éste segundo mensajero era capaz de migrar a
células adyacentes, a éste evento se le denomin6 ondas de calcio (calcium waves) (9,10). Después de la
caracterizacion de las ondas de calcio se comenzé a estudiar los efectos de éstas elevaciones de calcio y
de manera muy interesante se determind que uno de los resultados era la liberacion de sustancias

neuroactivas (11,12) a las que se les llamo gliotransmisores, éste hecho marcaba la diferencia en la



vision de los astrocitos como células de soporte neuronal a células con una participacion activa en la
neurotransmision y por ende en los procesos mediados por la neurotransmision. Es este punto cuando

se propone que la unidad funcional del SNC realmente consta de tres elementos celulares.

Dentro de la neurotransmision glutamatérgica la liberacion de gliotransmisores es un evento que se
presenta ante estimulaciones neuronales fisiolégicas y se inicia por la activacién del receptor mGIuR5,
siendo el propio glutamato uno de los gliotransmisores liberados (13—15). Aunque la sinapsis tripartita
comenz0 a cambiar el panorama en el estudio del proceso de la informacién en el SNC atin no se puede
considerar a las células gliales como células reguladoras de todos los procesos cognitivos (16), por lo

que su papel y funcién en este ambito sigue sin ser del todo elucidado.

1.4.2. Participacién Bioquimica

Durante el auge del estudio bioquimico de los organismos se determindé que la concentracion de
glutamato en SNC es muy elevada, posteriormente los analisis detallados en la compartamentalizacion
del neurotransmisor dieron lugar a un esquema general de como se lleva acabo la lanzadera y la
distribucion de glutamato entre las células del SNC (17). El establecimiento en la
compartamentalizacion del glutamato era un indicio de la participacion bioquimica de las células
gliales en el sistema glutamatérgico y con ello se propuso lo que hoy se conoce como el ciclo
glutamato-glutamina, sin embargo se desconocian los mecanismos por los cuales sucedia esta

compartamentalizacion y las moléculas involucradas en la lanzadera de éstos aminoacidos.

Tiempo después con el surgimiento de la tecnologia de produccion de anticuerpos dirigidos a antigenos
especificos se determind que los astrocitos expresan dos enzimas claves en el metabolismo de
glutamato que no expresan las neuronas y una enzima que no se expresa en astrocitos pero si en
neuronas. Una de las enzimas expresadas en astrocitos y no en neuronas es la glutamato deshidrogenasa
(GD) (18). Al demostrarse la baja expresion de GD en neuronas comparado con las células gliales se
confirmaba y daba una explicacién a la compartamentalizacién de glutamato en SNC, asi parcialmente
explicando la idea de la existencia de un “pool” de glutamato necesario para la neurotransmision y otro
para proporcionar energia, ademas que dejaba a las neuronas “sensibles” a la deficiencia de metabolitos
intermediarios del ciclo de Krebs debido a la falta de ésta enzima anaplerética y asi ganando fuerza la

propuesta del ciclo glutamato-glutamina.



El siguiente gran hallazgo enzimatico en determinar el mecanismo del acople glutamato-glutamina

glia-neurona fue la demostracion que la expresion glutamina sintetasa (GS) es glia especifica (19).

La GS fue aislada y caracterizada en cerebro de bovinos en los afios cincuentas (20,21), y sus
propiedades enzimaticas mostraron estar directamente involucradas en el metabolismo de glutamato al
tomar como substratos al glutamato, ATP y iones amonio (NH4) dando como productos a glutamina,
ADP y fosfato inorganico, con ello se explica porqué las concentraciones de glutamato en las neuronas

son mas elevadas que en astrocitos.

Finalmente se caracterizo que la actividad de glutaminasa se encontraba presente en SNC (22) y
posteriormente se demostr6 que la asi llamada “glutaminasa mitocondrial activada por fosfato” se

expresa Unicamente en neuronas (23,24).

Dejando de lado las enzimas y con la tecnologia creciente de DNA recombinante y la generacién de
anticuerpos se logro caracterizar los transportadores de glutamato de alta afinidad y determinar su

localizacion (ya presuntiva) principalmente glial (25).

Recientemente se han identificado y caracterizado los transportadores de glutamina expresados en
células gliales y en neuronas completando las bases tedricas en la propuesta del ciclo glutamato-

glutamina (26).

Estos descubrimientos permitieron establecer un esquema bioquimico general de como es que se lleva a
cabo el ciclo glutamato-glutamina (Figura 3), en el siguiente apartado se detalla mas a fondo cada uno

de los elementos que componen el ciclo.
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Figura 3. Esquema del ciclo glutamato/glutamina. En este esquema se muestra de manera muy general
el ciclo glutamato-glutamina, haciendo énfasis en las concentraciones de los aminodacidos presentes en
cada compartimento celular, ésta diferencia de concentraciones en cada aminoacido permitié proponer

la existencia de la lanzadera de éstos aminoacidos. Modificado de (27)

1.4.2.1. El Ciclo Glutamato-Glutamina

Como se mencion6 anteriormente el ciclo glutamato-glutamina se infirié a partir del uso de trazadores
radioactivos y observando la distribucién diferencial de los metabolitos generados, posteriormente se
comenzaron a describir las proteinas involucradas en el ciclo. Enseguida se detallara de manera breve
las caracteristicas de las proteinas involucradas en el ciclo, pero se hara énfasis en los dos tultimos
elementos que se abordaran: los transportadores de glutamato de alta afinidad y la glutamina sintetasa

para tener un esquema mas detallado acerca del trabajo que aqui nos compete.

1.4.2.1.1. Transportadores de Glutamina

Los transportadores de glutamina fueron identificados por homologia de secuencia con los

transportadores de GABA vesiculares. Los transportadores de glutamina pertenecen a un la familia



genética descrita como SLC 38, las proteinas responsables del intercambio de glutamina entre glia y
neuronas pertenecen a una misma familia llamada transportadores de aminoacidos neutros acoplados a
sodio (SNAT) del sistema A y del sistema N, la diferencia principal es que el sistema N es un

antiportador de protones y el sistema A no presenta ésta actividad.

1.4.2.1.2. Transportadores de Glutamina Gliales (Sistema de Transporte N)

El sistema de transporte de aminoacidos N fue identificado en 1980 y sus miembros han sido
caracterizados durante los tltimos treinta afios. Estas proteinas funcionan como acarreadores de varios
aminodacidos incluyendo glutamina, asparagina e histidina (28,29). En SNC las proteinas de esta familia
que se expresan son SNAT3 y SNATS5, los cuales se encuentran expresados preferentemente en
astrocitos, estos transportadores acoplan el transporte de aminoacidos a un ion sodio y parecen poder
tener un transporte de aminoacidos bidireccional. El sistema de transporte N presenta una topologia
propuesta de nueve segmentos transmembranales con el extremo amino terminal citoplasmatico y el
carboxilo terminal extracelular (figura 4). La afinidad de estos transportadores por la glutamina es de
Km# 1-1.5mM y se ha propuesto como las proteinas principales para el exporte de glutamina en células

gliales (30,31).

Figura 4. Topologia de SNAT3. Topologia propuesta para el transportador SNAT3 presente en

astrocitos, la estructura se determin6 con base en el indice de hidrofobicidad (31)

1.4.2.1.3. Transportadores de Glutamina Neuronales (Sistema de Transporte A)

Los transportadores de glutamina neuronales pertenecen al sistema de transporte A, el cual fue



bioquimicamente caracterizado en los afios sesentas por el grupo de Halvor N. Christensen en
eritrocitos (32). La identificacion y clonaciéon de las proteinas que constituyen este sistema se han
llevado a cabo en los ultimos 20 afios, aunque es posible que no todas las proteinas responsables del

transporte de glutamina hayan sido encontradas (33).

Los transportadores del sistema A que se expresan en neuronas son SNAT1 y SNAT?2. El transportador
SNAT?2 se caracterizd por clonacion y expresion en células CV-1, la afinidad por glutamina en estas

condiciones se caracteriz6 en Km~ 1.65+0.27 mM para glutamina (34).

El transportador SNAT1 se clond, expreso y caracterizo en células CV-1 presentando una afinidad por

la glutamina de Km#~ 0.49+0.9 mM a pH=7.4 (35).

El analisis de la secuencia primaria realizada de forma independiente sugirieron una topologia
semejante para los dos transportadores con once segmentos transmembranales, dos sitios probables de
N-glicosilacién extracelulares conservados y un sitio conservado de probable fosforilacion por PKC

(Figura 5).
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Figura 5. Topologia de los transportadores SNAT1 y SNAT2. En el panel izquierdo se muestra la
topologia predicha para el transportador SNAT1 y en el derecho la topologia predicha para el SNAT2,
obsérvese que la topologia predicha es la misma, con los sitios de fosforilaciéon y glicosilacion

putativos altamente conservados (34,35)

1.4.2.1.4. Glutaminasa

La enzima glutaminasa (E.C. 3.5.1.2) fue caracterizada en los afios cincuentas y se determiné que
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diversos tejidos presentaban esta actividad (22). Posteriormente se encontré que las proteinas
encontrada en rifién y en higado eran diferentes, tratandose de isoenzimas expresadas de forma tejido
especifico (36,37). La glutaminasa de higado enriquecida por la técnica de “salt in-out” y
cromatografia de exclusion molecular presenta una afinidad por la glutamina de Km~ 20mM, mientras
que la expresion heter6loga y purificacion de la enzima de rifién presenta una afinidad por la glutamina
de Km~ 5-10mM (37,38). Tanto la isoenzima caracterizada en higado como la caracterizada en rifion se
han encontrado que se expresan en SNC con propiedades de regulacion diferentes, aunque la isoforma
caracterizada en rifion es la enzima principal que participa en el ciclo glutamato-glutamina al llevar a

cabo alrededor del 70% de la conversion de glutamina a glutamato en la neurona (39).

El raton knock-out para la isoforma de rifion, como era de esperarse, presenta una serie de alteraciones
directamente relacionadas con la neurotransmisién glutamatérgica y gabaérgica, tales como
disminucion en la liberacion de los neurotransmisores y disminucion en el tiempo de la tasa de
decaimiento (1) de la corriente del potencial excitatorio postsinaptico en corteza cerebral, demostrando

con esto la importancia de la glutaminasa en la neurotransmision glutamatérgica(39).

1.4.2.1.5. Transportadores de Glutamato Vesiculares

Una vez convertida la glutamina en glutamato, éste es capturado por los transportadores de glutamato
vesiculares para rellenar las vesiculas de neurotransmisor. Hasta el momento se han caracterizado tres
familias de transportadores de aminoacidos vesiculares, SLC17, SLC18 y SLC32, agrupados de
acuerdo a la especificidad por su substrato y homologia de secuencia. La familia SLC17 es
transportador especifico de aminoacidos anionicos, tres de sus miembros han sido caracterizados como

transportadores de glutamato (VGLT1, VGLT2 y VGLT3) (40).

Los transportadores de glutamato vesiculares fueron identificados inicialmente como transportadores
de fosfato inorganico, y pocos afios mas tarde se encontré que su papel fisiologico era el transporte de
glutamato a vesiculas en neuronas glutamatérgicas dandole el nombre de VGLUT1. VGLUT2 se
caracterizo también como un transportador de fosfato inorganico pero el analisis de homologia de
secuencia permitio relacionarlo con VGLUT]1. El ultimo transportador en caracterizarse fue VGLUT3
ya que habia evidencia de que algunas neuronas dopaminérgicas y astrocitos también liberaban

glutamato, sin embargo no expresaban ninguna de las proteinas VGLUT conocidas (41).
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Debido a que la cantidad necesaria de glutamato en las vesiculas para realizar la neurotransmision es
elevada, la concentracion de glutamato en las vesiculas debe ser alrededor de un orden de magnitud
mayor que las concentraciones citoplasmicas, por lo que los transportadores de glutamato vesiculares
deben de ser proteinas transportadoras dependientes de energia para generar el gradiente de
concentracion, la energia que los transportadores utilizan es el potencial de membrana (y) y el
gradiente de pH, estas fuerzas son generadas a través de la actividad de una ATPasa transportadora de
protones, la cual acidifica las vesiculas permitiendo general el gradiente de protones al usar la energia

liberada por la hidrélisis del ATP y cambiando el potencial de membrana (42).

Los transportadores VGLUT1 y VGLUT? presentan una afinidad por glutamato Km~1-5mM mientras
que VGLUTS3 tiene menos afinidad por la glutamina. La importancia de los VGLUT se ha mostrado en
ratones knock-out, éstos ratones cuales presentan alteraciones en el la liberacién cuantica de glutamato,
y también se ha propuesto su participacion activa en aprendizaje y memoria al regular el llamado

“tamafio cuantico” (quantal size) en la liberacién de glutamato al espacio sintético (43,44).

1.4.2.1.6. Transportadores de Glutamato de Alta Afinidad

Hasta el momento se han clonado y caracterizado cinco transportadores de glutamato de alta afinidad
expresados en SNC. Los transportadores neuronales de alta afinidad son tres, Transportador de
Aminoacidos Excitatorios (EAAT; Excitatory Aminoacid Transporter) 3, 4 y 5 (los homoélogos en
roedores son: EAAT1, GLAST; EAAT2, GLT1; EAAT3, EAAC1). EAAT3 se encuentra expresado
practicamente en neuronas de todo el encéfalo, EAAT4 restringe su expresién a neuronas de Purkinje
localizadas en el cerebelo y EAAT3 tnicamente se expresa en neuronas de retina. En los ultimos afios
se ha realizado un esfuerzo por caracterizar la regulacion de los transportadores y se han encontrado
diversas variantes expresadas por corte y empalme alternativo haciendo mas complejo el sistema de
transporte de glutamato y dando relevancia a los transportadores de glutamato tanto neuronales como

gliales.

Debido a que este trabajo no se enfoca en los transportadores de glutamato neuronales no se seguiran
abordando los mismos, sin embargo hay una gran cantidad de informacion acerca de los mismos en las
siguientes revisiones Danbolt 2001, Takayasu y cols. 2009, Kanai y Hediger 2004, Raiteri y cols. 2002,
Amara y Fontana 2002, Gegelashvilli y Schousboe 1998.
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1.4.2.1.6.1.  Transportador de Glutamato GLT1/EAAT2

El transportador de glutamato GLT1 se clon6 por vez primera a partir de cDNA de cerebro de rata, su
sobreexpresion en células HeLa demostraron una afinidad por glutamato Km~2pM y el analisis
bioinformatico revel6 una topologia de ocho segmentos transmembranales, estudios posteriores han
corroborado la afinidad del transportador en el intervalo micromolar con variaciones de acuerdo al
sistema celular de expresion utilizado variando de 2pM a 20uM (45). Pronto se realizaron anticuerpos
contra este transportador y su analisis de expresion demostré su presencia en astrocitos de
practicamente todo el encéfalo, con elevada expresion en la neocorteza y en la formacion hipocampal.
La expresion ontogénica de GLT1 se caracteriza por una baja expresion en etapas embrionarias y

aumento en su expresion directamente proporcional a la edad del organismo.

Se han descrito diversas variantes de mRNA de GLT1 generadas por “corte y empalme” alternativo que
generan diferentes proteinas las cuales varian en la longitud y/o secuencia de sus extremos carboxilo o
amino terminal (Figura 6A y 6B) y también se han encontrado variantes que procesan el mRNA en los

exones internos (figura 6A) generando variantes de la proteina.

Respecto a las formas de “corte y empalme” alternativo en el extremo 5', existen al menos cuatro
isoformas que varian en el extremo 5' UTR del mRNA (46) y se ha establecido que estas isoformas
cambian su patron de expresion a nivel traduccional tanto en condiciones fisiol6gicas (47) como en
patologicas tales como la hipoxia, estrés oxidativo y la Esclerosis Laterial Amiotrofica (ALS) (48,49).
Se han caracterizado dos isoformas que cambian los aminoacidos del extremo amino terminal (Figura
6B), estas isoformas de proteina varian en su expresion en tejido, expresandose abundantemente en
higado la isoforma corta y en cerebro la isoforma larga (50), es probable que estas variedades aunque
no cambian las propiedades cinéticas del transportador, si cambien la interaccién con otras proteinas

tales como Ajuba y asi probablemente regulando la transduccion de sefial inducida por glutamato (51).

El extremo 3' del mRNA que codifica para GLT1 presenta tres isoformas de corte y empalme alterativo
GLT-1%, GLT-1b (también llamado GLT1v) y GLT-1c (Figura 4 B) (52), estas variantes codifican para
proteinas que varian justamente en el dominio PDZ por lo que se ha propuesto que modifican su
interaccion con proteinas del citoesqueleto y de andamiaje, ademas se ha demostrado que estos
residuos no cambian la cinética de transporte cuando son analizados por expresion heteréloga (53) si no

que la interaccion con proteinas de andamiaje permite que cambie sus propiedades electofisiolégicas
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como la corriente de fuga (54) con proteinas. Es interesante hacer notar que la isoforma GLT-1b se ha
propuesto que se expresa en neuronas siendo el presunto transportador de glutamato cuya existencia

habia sido predicha (55,56).

Las isoformas de mRINA que se procesan por “corte y empalme” alternativo en la region interna de los
exones son cuatro hasta el momento. GLT-la se caracterizo en rata y carece del ex6n 9 (57),
EAAT?2/C4 el cual carece del exén 8 y fue identificado en muestras humanas como una isoforma
candidata al diagndstico de la ALS (58), EAAT2A7 se genera procesando el exéon 7 y también se ha
analizado como un probable factor para el desarrollo de ALS (59), finalmente GLT-1ex4 es una
isoforma encontrada en rata la cual carece del ex6n 4 y a parte de su perfil de expresiéon en SNC y en
testiculo poco se conoce de este mRNA (60). Un estudio reciente ha revelado que las isoformas carente
del ex6n 7, 8 y 9 al ser coexpresadas con la proteina completa, forman heteromeros y la afinidad de

estos complejos por el substrato disminuye (61).
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Figura 6. Variantes de mRNA y proteina del transportador GLT1. (A) Estructura del gen de GLT1, los

exones que presentan procesamiento por corte y empalme alternativo se muestran en gris, cada
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segmento enumerado del 1 al 11 representan los exones. (B) Estructura de las diferentes variantes de
proteina GLT1 generadas por variantes de corte y empalme alternativo, se muestra los aminoacidos que

varian y la longitud relativa de cada proteina. Tomado de (62)

La regulacion transcripcional de GLT1 se ha estudiado ampliamente desde la clonacion de su secuencia
promotora (63) y con ello se ha reconocido al factor de transcripcién NF-kB como un actor principal
(Figura 7) ya sea como activador o represor transcripcional (64), se ha identificado que el sitio de unién
de NF-kB se encuentra en la posicion -272 respecto al sitio de inicio de la transcripcion, el cual es
activado por la ceftriaxona y se ha propuesto como blanco terapéutico en enfermedades involucradas
con GLT1 (65,66). Estudios recientes han demostrado otras formas de regulacion transcripcional, tales
como la activacion por PPAR-y (67), induccion transcripcional por RNA no codificante (68) y la
activacién de la proteina KBBP reclutando factores de transcripcion, éste udltimo mecanismo es
regulado de manera presinaptica y es parte del mecanismo por el cual los cultivos de astrocitos no
expresan GLT1, éste evento tiene implicaciones fisiologicas evidentes en la interaccién glia-neurona

(69).

EAKTI mBNA=—p EAATE protein

Figura 7. Vias de sefializacion las cuales inducen la transcripcion de GLT1. Se ha caracterizado que la

activacién de la via de las MAPK por factores de crecimiento tales como EGF culmina en la activacién
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de NF-kB de esta forma activando la transcripcion de GLT1. La activacion de TNFR2 por TNF-o lleva

a la fosforilacion de IxkBa liberando a NF-kB y asi activando la transcripcion de GLT1. Tomado de (70)

El transportador GLT1 también se regula de forma epigenética, aunque pocos trabajos se han enfocado
en este campo, se ha demostrado que en la region promotora existe una isla CpG cuya metilacion esta
inversamente relacionada con la expresién de GLT1 (71,72). Otro nivel de regulacién del transportador
es a través de la formacion de “clusters” de GLT1 membranales, este mecanismo parece estar regulado
por la activacion del propio transportador y probablemente por PKC, de manera interesante la
formacién de clusters esta asociada al incremento de la actividad del transportador y a la vez a su
internalizacion y degradacién, formando un asa de retroalimentacion y anteroalimentacion dual (73).
También se ha demostrado que el transportador es susceptible de ubiquitinacion, mecanismo por el cual
cambia su endocitosis constitutiva y se degrada, este fendmeno es iniciado por la activacion de PKC

(74,75).

1.4.2.1.6.2. Transportador de Glutamato GLAST/EAAT1

La secuencia codificante para el transportador de glutamato de alta afinidad GLAST, fue y clonado en
1992 en oocitos de Xenopus, la cinética de Michaelis-Menten demostr6 una afinidad por glutamato de

Km~70uM (76).

Al igual que el mensajero de GLT1, se han encontrado diversas formas de “corte y empalme”
alternativo del mRNA de GLAST. Hasta el momento se han encontrado tres formas de “corte y
empalme” alternativo (Figura 8), la primera isoforma encontrada carece de exén 3 (GLAST1?) (77), la
siguiente isoforma identificada carece del ex6n 9 (GLAST1b) (78) y la tltima carece del exén 5y 6
(GLAST1c) (79). Poco se conoce acerca de estas isoformas de GLAST, sin embargo GLAST 1y 1b
incrementan su expresion en condiciones de hipoxia y parecen regular negativamente la captura de

glutamato (62,80)
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Figura 8 . Variantes de mRNA del transportador GLAST. Estructura del gen de GLT1, los exones que
presentan procesamiento por “corte y empalme” alternativo se muestran en gris, cada segmento

enumerado del 1 al 10 representan los exones. Tomado de (62)

Diversos factores modifican la expresion de GLAST, sin embargo los elementos en cis que regulan su
transcripcion estan pobremente caracterizados, inicialmente se logré clonar 1.9 Kb rio arriba del sitio
de inicio de transcripcion del gen EAAT1 de humano, los experimentos con esta region permitieron
demostrar la unién de las proteinas Sp1, Sp3 y USF1, los experimentos con este fragmento también
demostraron que la regulacion transcripcional es muy variable al contexto celular, indicando una gran

variedad de factores basales en el contexto celular involucrados en su regulacion transcripcional (81).

El estudio de la secuencia promotora de GLAST es una cuestion dificil ya que las secuencias que
flanquean la region del mRNA inmaduro no son regiones conservadas en las especies, por lo que las
herramientas de alineamiento basico proporcionan poca informacién. Un andlisis mas detallado de la
region promotora en humanos y rata fue llevado a cabo por el grupo de Engele Unger (2012), en este
estudio se compararon la region promotora ya caracterizada de EAAT1 con la secuencia de rata, de
manera muy interesante encontraron que aunque las secuencias no comparten homologia existen varios
sitios consenso de unién a ciertos factores de transcripcién (CART, CEBP, GATA, HAML, MZF1,
NfkB, NKXH, Octl, SP1 y YY1) y el sitio basal de transcripciéon es de longitud muy parecido en
ambas especies sugiriendo mecanismos de expresion basal semejantes para ambas especies. Sin

embargo, no se ha elucidado el mecanismo de factores bien caracterizados que cambian la expresién de
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GLAST (82-84).

Otro punto de regulacion estudiado para la actividad de GLAST es el trafico membranal del
transportador (85). Se ha encontrado que alrededor del 70% de GLAST se encuentra en un
compartimento intracelular (86), lo que sugiere que un punto de regulacién que puede llevar cambios
importantes en la actividad del transportador es la regulacién de su trafico desde y hacia la membrana
citoplasmica. Los experimentos llevados a cabo por Guillet y cols (2005) demostraron que el bloqueo
de PKA y la activacion de PKC decrementa la cantidad de transportadores GLAST en membrana
citoplasmica, aumentando la cantidad de transportadores intracelulares (87), lo cual indica que la
activacion de PKC lleva a la internalizacion de GLAST mientras que la activacion de PKA es

importante para mantener a GLAST en la superficie celular.

La observacién de que el factor IGF1 incrementa la captura de glutamato dependiente de GLAST (88)
culmin6 en un mecanismo nuevo de regulacion del transportador en el cual la interaccion con la
proteina Nedd4-2 con GLAST induce la disminucion de GLAST, probablemente por ubiquitinacion ta
como sucede con el transportador GLT-1(74) sin embargo el mecanismo por el cual se regula GLAST
dependiente de Nadd4-2 no se encuentra elucidado (89). Finalmente se ha demostrado que los ultimos
4 aminoacidos de GLAST forman un sitio de unién para la el dominio PDZ de la proteina “Factor
regulatorio intercambiador de Na/H (NHERF)”, este interaccion incrementa la estabilidad de GLAST
(90). El acople de GLAST a otras proteinas ha quedado establecido como sustento energético y acople
metabolico lo cual de alguna manera puede especularse que este complejo es capaz de regular la

actividad del transportador (91).

1.4.2.1.7. Glutamina Sintetasa

La GS es una enzima que se identifico entre los afios cincuentas y sesentas del siglo XX, en el SNC de

bovinos por su actividad enzimatica, y por dicha actividad se logro aislar y caracterizar (20,21).

El estudio de la regulacion de esta enzima comenzo6 con el paradigma de la retina de pollo, la que
presenta expresion diferencial de acuerdo al segmento del ojo, y ademas su expresién va en relacion
directa con la edad del pollo (92). Dos trabajos clasicos abrieron el estudio de la regulacion de la GS: la

caracterizacion de su regulacion in-vitro por factores del suero solubles y su regulacién por la

18



integridad del tejido (93,94).

La correlacion observada del incremento de la GS con el tiempo del desarrollo del embrion y sus picos
hormonales rapidamente dieron lugar a proponer y estudiar la regulacion hormonal de la GS (95,96). El
gen GLUL de pollo fue el primero parcialmente caracterizado, aunque solamente se logré analizar
cerca de 400 nucleétidos rio arriba del inicio de la transcripcion, se encontré un elemento putativo de
union del receptor de glucocorticoides (GR). Aunque de manera interesante se encontro que el extremo
3' UTR es inusualmente grande, un afio después se caracteriz6 parcialmente la secuencia del gen de rata
encontrandose elementos semejantes al gen de pollo. Sin embargo, el sitio de union del GR no se
encontro en las 118 pares de bases analizadas rio arriba del inicio de la transcripcion (97,98) Con base
en las secuencias de pollo analizadas y su localizacion en el genoma del pollo se disefiaron elegantes
experimentos utilizando el modelo de retina de pollo para expresar un gen reportero y caracterizar los
elementos en cis responsables de la regulacion ontogénica de la GS (99) Finalmente se mapeo el
elemento responsable de la activacion por glucocorticoides en la secuencia que abarca del nucleétido
-2120 al -2079, esta secuencia se caracteriza por tener un elemento canonico yuxtapuesto de
reconocimiento por AP1, CRE y ATF yuxtapuesto y 8 nucleétidos rio abajo el elemento de respuesta a
glucocorticoides (GRE) a estos sitios en conjunto se propone llamarlos elemento compuesto de
respuesta a glucocorticoides (cGRE) (100,101). El mapeo y la caracterizacion del elemento cGRE
explicaba la induccién de GS dependiente de hormonas aunque todavia quedaba una interrogante
importante por contestar ;Porqué la GS presenta menor expresion en células disgregadas al compararse
con el tejido intacto? El primer acercamiento directo para resolver esta pregunta fue la correlacion
inversa observada entre el nivel de expresion de la proteina Jun y la expresion de GS durante el
desarrollo del embrién (102), puesto que Jun es un factor de proliferacién contrapuesto a la maduracion
de las células se consider6 a la GS como una molécula que indica “maduracion celular”, aunque ya se
habia establecido una relacion entre Jun y GS el mecanismo por el cual habia una relacion inversa entre
estas dos proteinas se desconocian. Para ese momento habia evidencia acerca de la formacién de
heterodimeros entre Jun y GR cuyo papel es la represion mutua de estos factores de transcripcion (103—
105), lo que evidenciaba que el nivel de regulacion estaba dado a nivel transcripcional. El elemento que
dio una fuerte evidencia que estos eventos se encontraban relacionados fue el haber demostrado que la
actividad transcripcional del GR es abatida por la pérdida de los contactos celulares y los niveles de Jun

se elevan a la vez y es un fendmeno el cual es dependiente de rearreglos en el citoesqueleto (106,107).
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Ultimos reportes han establecido que el aumento en los niveles de Jun por la pérdida de los contactos
celulares es debida a diversos mecanismos postranscripcionales especificamente debido a aumento en

la traduccién dependiente de una secuencia putativa de entrada interna del ribosoma (IRES) (107-109).

La GS también se regula a nivel postranscripcional, este fenémeno es inducido por altos niveles de
glutamina extracelular e involucre la degradaciéon del mRNA de GS (110-112)y la disminucion de la
vida media de la proteina. A nivel postraduccional se ha propuesto que la GS se modifica por
nitrosilacién en una tirosina ubicada en el sitio activo de la enzima haciéndola inactiva y se ha
especulado que la activacion de los NMDAR neuronales activan a la enzima o6xido nitrico sintasa

neuronal (nNOS) culminando en la inactivacion de la GS que es glial (113,114).

En la Figura 9 se muestra un resumen de la regulacion que hasta el momento se ha caracterizado para la
GS en SNC. A pesar de la gran cantidad de grupos que han realizado el esfuerzo por caracterizar los
mecanismos de regulacién de la GS atn existen fendmenos de regulaciéon no caracterizados para esta

enzima (115,116).
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Figura 9. Esquema de la regulacion de la GS. Los elementos hasta el momento bien caracterizados en
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la regulaciéon de la GS son: El GR, el cual es el factor de transcripcion principal que activa la
transcripcion del mRNA de GS, la activacion de éste es regulado por su dimerizacién con Jun; la
produccion de 6xido nitrico (NO) el cual reacciona con un residuo de tirosina presente en el sitio activo
y por lo tanto inactivando la GS; Y la glutamina la cual a través de mecanismos no caracterizados
induce la ubiquitinacion de la proteina que la lleva a su degradacién y la disminucion de la vida media

del mRNA.

1.5. Transduccion de Sefial Mediada por Glutamato

Los mecanismos de transduccion de sefial iniciados por glutamato de manera clasica se estudiaron a
través de la activacion de sus receptores, pero en los tltimos afios se ha propuesto que la activacion de
los transportadores de alta afinidad son capaces también de actuar como moléculas transductoras de

sefial, éstos aspectos se abordaran en los siguientes apartados.

1.5.1. Receptores de Glutamato

Una vez que se aceptd al glutamato como neurotransmisor se comenz® a trabajar sobre la
caracterizacion de sus receptores y en general se encontrd0 que existian dos tipos de respuestas
inducidas por este neurotransmisor (y en general por todos los neurotransmisores), una respuesta de
tiempo corto y corta duracion y una respuesta de tiempo largo y larga duracion. La respuesta de corta
duracion se caracterizé como una respuesta de influjo de iones por lo que a los receptores que inducian
esta respuesta se les llamo ionotropicos. Y en la respuesta de larga duracion se observo que cambiaban
en general el metabolismo celular por lo que a los receptores que inducian esta respuesta se les llamo

receptores metabotropicos.

1.5.1.1. Receptores de Glutamato Metabotropicos (mGluR)

Los mGIuR son receptores acoplados a proteinas G. De estos receptores mGluR se han identificado 8
genes, de los cueles los receptores: mGluR1, mGluR5 y mGluR4 se ha observado que pueden presentar
variantes de “splicing” alternativo. La estructura general de los mGluR consta de varios dominios

(Figura 10), el dominio tipo LIBVP (proveniente de: proteina de union a valina, leucina e isoleucina),
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el cual es el responsable de la union de glutamato, el dominio rico en cisteinas, el dominio de 7
segmentos transmembranales cuyos residuos de aminoacidos en la cara citosolica son responsables del
acoplamiento a proteinas G; finalmente estas proteinas presentan un extremo carboxilo terminal largo,
el que consta de alrededor de 300 aminoacidos, el cual se ha propuesto que sea blanco de varias

cinasas, y por lo tanto module la funcién de estos receptores (117,118).

LE1

LBR

CR

7™

cr

Figura 10. Estructura cristalina del receptor metabotrépico de glutamato subtipo 1 (mGluR1). En la
figura se muestra la estructura cristalografica del mGLuR1 en su conformacién en reposo. Tomado de

(119)

Los mGIuR se han clasificado en 3 grupos, de acuerdo a su homologia de secuencia, sus propiedades

farmacolégicas y al sistema de segundo mensajero al cual se encuentran acoplados (Tabla 1).
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Tabla 1.- Clasificacién de los mGluR. Modificado de (118).

Grupo Receptor Proteina G acoplada | Mecanismo de sefializacion

mGluR1
I GOl Fosfolipasa C v
mGIluR5

mGluR?2
II Goyo Adenilato ciclasa v
mGluR3

mGIluR4
mGIuR6
111 Goyo
mGluR7 Adenilato ciclasa v

mGIluR8

1.5.1.2. Receptores de Glutamato Ionotropicos (iGluR)

Los iGluR son canales i6nicos que se abren cuando se unen a su ligando, y éstos son funcionales como
multimeros. Los iGluR se han subdividido y nombrado de acuerdo a su agonista especifico, asi
tenemos a los receptores NMDA (NMDAR) los cuales permean Ca™ y Na’, receptores AMPA
(AMPAR) que su apertura permea Ca™ y/o Na" dependiendo de las subunidades que conforman al
receptor y receptores KA (KAR) que permiten la entrada de Ca™ y/o Na’ dependiendo de las
subunidades que lo conforman. Estos receptores comparten caracteristicas estructurales comunes
(Figura 11), por esta razén pueden agruparse en una sola familia. Los iGIuR tienen un dominio amino
terminal, el cual se encuentra en la cara extracelular; la region S1 se forma después del dominio
carboxilo-terminal y la regiéon S2 es un “loop” que se forma entre los dominios transmembranales 3 y
4; finalmente presenta un dominio carboxilo-terminal el cual se ha identificado como un sitio para la
regulacion de la actividad del transporte de iones a través de la desensibilizacion por fosforilacion

(120).
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Tabla 2. Receptores de glutamato ionotrépicos y las subunidades que los conforman. Modificado de

(Purves 2004).

Receptor Subunidades que pueden conformar al receptor

AMPAR GluR1 Glu R2 Glu R3 Glu R4

NMDAR NR1 NR2A NR2B NR2C NR2D
KAR Glu R5 Glu R6 Glu R7 KA1 KA2

Dominio amino
terminal

Dominio 51 y 52

Membrana |:

Figura 11. Esquema de la topologia de los iGluRs. Las estrellas denotan los sitios de interaccion

importantes para la formacién del tetrameo funcional. Modificado de (121)

1.5.2. Transportadores de Aminoacidos Como Moléculas Transductoras de Sefial

Aunque de manera clasica se ha estudiado a los receptores como las moléculas transductoras de sefial,
ultimos estudios se han enfocado en el estudio de los transportadores como moléculas transductoras de
sefial. El enfoque en general tiene dos vertientes, la primera es que los transportadores tienen dominios
separados para transportar aminoacidos y para transducir la sefial exterior, la segunda vertiente es
analizar a los transportadores como moléculas electrogénicas que finalmente semejan a canales i6nicos

(122,123).
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La propuesta de los transportadores como moléculas sefializadoras surgid al observar en levaduras que
el transportador de aminoacidos Gap1 es capaz de activar la via de PKA (124) a pesar de ser incapaz de
transportar glutamina encendia vias de sefializacion, posteriormente se caracterizd el dominio
responsable de transduccién de sefial y por ello se acufié el nombre de “transceptor” para referirse a

estas moléculas las cuales presentan una actividad dual (125).

Respecto a los transportadores de glutamato de alta afinidad, desde hace algunos afios se ha demostrado
en astrocitos de corteza que la activacion de los transportadores lleva a cambios en el metabolismo y en
la fisiologia de los astrocitos (126—129) Sin embargo, no se habian propuesto mecanismos por el cual
esta activacion llevara a los cambios fisiol6gicos. Pocos afios después se demostr6 que el transportador
de glutamato GLAST se encuentra asociado a diferentes moléculas encargadas del metabolismo celular
y otras tantas formando un macrocomplejo y permitiendo la especulacién de la idea del acople con
moléculas de andamiaje o antiportadores de segundos mensajeros, lo cual conllevaria a la transduccion
de la sefial por la activacion del transportador (91) Se ha propuesto un mecanismo de transduccion
secundaria en el cual el transportador de glutamato se acopla al antiportador de sodio y calcio

permitiendo la entrada de calcio, el cual actiia como segundo mensajero (130,131).

1.6. Modelos del Sistema Glutamatérgico

A continuacion se describira dos modelos del SNC ampliamente utilizados en la literatura para el
estudio de la regulacién de los elementos involucrados en las sinapsis glutamatérgicas, como se vera
estos modelos la mayoria de las sinapsis establecidas son de tipo glutamatérgico, lo cual es ttil en el

estudio de estos elementos.

1.6.1. Circuito Cerebelar

Las primeras descripciones anatémicas detalladas de la corteza cerebelar fueron realizadas por Santiago
Ramon y Cajal. En la corteza cerebelar se pueden identificar tres capas: la capa molecular, la capa de
Purkinje y la capa granular. En la capa granular encontramos a los cuerpos de las células granulares, la
capa de Purkinje contiene los somas de las neuronas de Purkinje y entre las mismas se encuentran los

cuerpos de las células gliales de Bergmann; finalmente en la capa molecular se encuentran las
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arborizaciones dendriticas de las células de Purkinje y las fibras paralelas (que son los axones de las
células granulares), estas células establecen sinapsis glutamatérgicas las cuales se encuentran envueltas
por los procesos radiales de las células gliales de Bergmann. En la capa molecular también
encontramos a las células en canasta y a las células de Golgi que son interneuronas gabaérgicas (Figura
12). Las células granulares son las neuronas mas abundantes en el sistema nervioso central de
vertebrados, y los axones que proyectan a la capa molecular se bifurcan tomando forma de “T”, y ya
que estos axones corren de forma paralela a la “folia” cerebelar se conocen como fibras paralelas. Las
células de Purkinje son neuronas con caracteristicas muy peculiares, al contener las arborizaciones
dendriticas mas grandes en el encéfalo y un gran cuerpo celular (Kandel et al. 2000; Purves 2004; Afifi

et al. 2005).

Capa Molecular

Célula de Golgi
Capa Intermedia

Cklula de Purkinge
Capa Granular

| Géula Granular

Aahin di 1a cikda
de Purkinge Fitra Musgosa

Figura 12. Circuito cerebelar. En la corteza cerebelar se identifican cinco tipos neuronales: las células
de Purkinje, las neuronas granulares, las células estrelladas, las células en canasta y las células de
Golgi. La unica via eferente es a través de las células de Purkinje, las cuales son activadas por las
células granulares y las fibras trepadoras; las células estrelladas, las células en canasta y las células de
Golgi son interneuronas gabaérgicas que regulan la despolarizacion de las neuronas de Purkinje.

Modificado de (Kandel et al. 2000)

El circuito en la corteza cerebelar es relativamente sencillo, ya que consta Unicamente de una
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proyeccién eferente y de dos aferentes. Las Unicas neuronas que tienen proyecciones eferentes en la
corteza cerebelar son las células de Purkinje, que proyectan sus axones a los nucleos cerebelares. Las
entradas en la corteza cerebelar estan proporcionadas indirectamente por las fibras musgosas (axones
provenientes de los nticleos pontinos) que activan a las células granulares, y las fibras trepadoras
(axones con origen en la oliva inferior) que estimulan directamente a las células de Purkinje. Ambas
sinapsis que impactan son de caracter excitatorio y el neurotransmisor liberado es el glutamato. Las
interneuronas de la corteza cerebelar se encuentran haciendo sinapsis con las células granulares y con
las células de Purkinje, y al ser sinapsis gabaérgicas, éstas regulan la activacion de las células de

Purkinje (Kandel et al. 2000; Ramnani 2006).

1.6.1.1. Células Gliales de Bergmann

A través del desarrollo del sistema nervioso (SN), cuando las células de la corteza cerebral se
encuentran comprometidas a su linaje, comienza la diferenciacion de células de glia radial a astrocitos.
Sin embargo, en el SNC maduro existen 3 estructuras en las que se conservan células de glia radial, en
el bulbo olfatorio, en la retina las células de Miiller, y en el cerebelo las células de glia de Bergmann

(BGC) (Malatesta et al. 2008).

Las células gliales de Bergmann (también llamadas células epiteliales de Golgi) rodean las sinapsis
establecidas por las fibras paralelas y las fibras trepadoras con las células de Purkinje, y su relacién con
la sinapsis es tan estrecha que incluso el espacio entre la glia de Bergmann y la sinapsis es menor que el
espacio de la hendidura sinaptica (Lehre y Rusakov 2002). La topologia que presentan las células
gliales de Bergmann es caracteristica, éstas envuelven a la sinapsis, lo que les permite responder a los
eventos de neurotransmision (Figura 13). Las BGC expresan receptores y transportadores de glutamato,
por lo tanto una vez liberado el neurotransmisor éste no solamente activa a la neurona postsinaptica,
sino que también actda sobre las BGC, incluso las fibras paralelas tienen sitios de liberacién
extrasinaptica de glutamato que activan unicamente a las BGC (Matsui y Jahr 2004), ademas existe una
relacion de 8:1 glia de Bergmann:neuronas de Purkinje para asegurar la cobertura de las sinapsis
glutamatérgicas y gabaérgicas. La activacion de los receptores y transportadores en la glia de
Bergmann provoca cambios en su fisiologia a corto, mediano y largo plazo. A corto plazo las células

responden modificando postraduccionalmente a proteinas, cambiando los niveles energéticos de la
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célula y el trafico vesicular, a mediano plazo se regula la expresion genética a nivel traduccional y
finalmente a largo plazo glutamato regula la transcripcion de ciertos genes (Aguirre et al. 2000; Millan
et al. 2004; Mendez et al. 2005; Gonzalez-Mejia et al. 2006; Morales et al. 2006; Barrera et al. 2008;
Zepeda et al. 2008; Cruz-Solis et al. 2009; Zepeda et al. 2009; Lopez-Bayghen y Ortega 2010).

" o
Herrsasagaest®

Figura 13. Esquema de la arquitectura cerebelar y las BGC. En el panel A se observa un corte sagital
del cerebelo, mostrando las capas que componen la corteza cerebelar. En el Panel B se muestra la
cantidad relativa de células presentes en las diferentes capas de la corteza cerebelar, también nétese
como los procesos de las BGC se proyectan a la capa molecular por lo que envuelven la sinapsis
establecidas por las células granulares y las células de Purkinje. Wm=materia blanca, gcl=capa

granular, Pcl=capa de Purkinje, ml=capa molecular. Tomado de (132)

1.6.2. Médula Espinal

La médula espinal es la via principal de flujo de informacién entre el cerebro y el sistema nervioso

periférico. La médula espinal se encuentra envuelta por tres capas de tejido conectivo, las meninges
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raquideas, que de la mas externa a la interna son, la duramadre, la aracnoides y la piamadre. Entre la
duramadre y la aracnoides se halla el espacio subdural y entre la aracnoides y la piamadre, el

subaracnoideo, este tltimo es el que contiene el liquido cefalorraquideo (133).

La organizacion dela médula espinal tiene apariencia segmentada debido a los pares de nervios
espinales que salen de ella a intervalos regulares y cuya nomenclatura, al igual que la de los segmentos
espinales, depende de su localizacion. Esta organizacion tiene una secuencia somatotropica que se
puede subdividir de acuerdo a las vértebras que protegen cada segmento medular, asi encontramos que
la parte cervical tiene aferencias de las extremidades superiores y los hombros, la parte toracica
pertenece al tronco, la parte lumbar a las piernas y la parte sacral a los pies. En la cuerda raquidea se
aprecian dos engrosamientos, el cervical y el lumbar, ambos coincidiendo con el emplazamiento de los

nervios de las extremidades (133).

Cada nervio espinal se conecta con un segmento de la médula espinal mediante dos haces de axones
llamados raices. La raiz dorsal o posterior contiene fibras sensoriales y la raiz anterior o ventral las
fibras motoras. Cada una de las raices posteriores tiene un engrosamiento, el ganglio de la raiz dorsal,
en donde se encuentran los cuerpos de las neuronas sensoriales. La sustancia gris medular esta
subdividida en asta anterior o ventral y en asta posterior o dorsal, y cada una de estas contiene cumulos
de cuerpos neuronales que constituye grupos que somatotépicamente estan subdivididos en 10 laminas

denominadas laminas de Rexed.

Al igual que la sustancia gris, la sustancia blanca esta organizada en regiones: Columnas anteriores,
posteriores y laterales. A su vez cada cordén consta de distintos haces de axones o fasciculos. Existen
dos tipos de fasciculos, los sensoriales o ascendentes y los motores o descendentes. Las fibras nerviosas
que conforman los fasciculos ascendentes emergen de las neuronas de primer orden localizadas en el
ganglio de la raiz dorsal. Los tractos ascendentes transmiten informacion sensorial desde los receptores
sensoriales hasta niveles superiores del SNC. Los fasciculos ascendentes gracil y cuneado ocupan la
columna dorsal (llamado funiculo dorsal), estas fibras llevan informacién relacionada al tacto. En la
columna lateral, el tracto espinotalamico lateral esta localizado de forma anterolateral, éste lleva
informacion de dolor,temperatura y tacto grueso de estructuras somaticas y viscerales. El tracto
espinocerebeloso dorsal y el ventral llevan informacién de propiocepcién inconsciente procedente de

musculos y articulaciones al cerebelo. En la columna ventral hay cuatro tractos prominentes: el tracto
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espinotaldmico anterior, que lleva dolor, temperatura e informacién relacionada con tacto a los nticleos
del tronco del encéfalo y diencéfalo; el tracto espino olivar, que lleva informacion de los 6rganos de
Golgi al cerebelo; el tracto espinoreticular y el espinotectal. Fibras intersegmentales que viajan del
segmento 2 al 4 son conocidas como fasciculo propio o tracto espinoespinal, el cual lleva informacién

de dolor al tronco del encéfalo y diencéfalo (134).

Asi en términos muy generales tenemos que el circuito neuronal en la médula espinal tiene aferencias
que pueden llegar de centros periféricos (como en el caso del arco reflejo simple) o de centros
superiores que se conocen como los sistemas o proyecciones descendentes, estas aferencias en general
consisten de neuronas glutamatérgicas; las interneuronas gabaérgicas cuyos ganglios se encuentran
dentro de la misma médula, estas sinapsis intermedulares se encuentran rodeadas de astrocitos de
médula al igual que el resto de las estructuras del SNC, y las neuronas eferentes colinérgicas que

proyectan al sistema nervioso periférico (Figura 14).

Ganglio de la raiz dorsal Arsta dorsal

Mocioceptores Il_r' ™\

Asta vertral

Figura 14. Esquema de las aferencias presentadas en médula espinal. Las aferencias presentadas en el
esquema se reducen a las aferencias periféricas iniciadas por los nocioceptores, los mecanoreceptores y
los propioceptores, éstas aferencias glutamatérgicas conectan con interneuronas glicinérgicas o
gabaérgicas en la médula y las interneuronas conectan con las eferencias colinérgicas que terminan en

el sistema periférico. Modificado de (135)
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2. ANTECEDENTES

La regulacién de la GS ha sido ampliamente caracterizada, sin embargo existen factores no
caracterizados los cuales modifican su expresién. Se ha propuesto que la liberacién glutamatérgica
neuronal (persistencia de altas concentraciones de glutamato extracelular) es probable que modifique la
expresion de GS, sin embargo, hasta el momento, no se ha podido demostrar que el glutamato

modifique la expresién de la GS ante un estimulo glutamatérgico (115,136).

Las BGC al ser un tipo de glia envolvente casi totalmente de sinapsis glutamatérgicas es un buen
modelo para el analisis de la respuesta glial a estimulos glutamatérgicos, por ello las BGC puede ser un

modelo util en el analisis de la regulacion de la GS por glutamato.

Los cultivos organotipicos de médula espinal han sido un modelo util para el andlisis de diversos
fendmenos, especificamente se han propuesto como modelo de neuropatias y en el estudio de blancos
terapéuticos en neuropatias asociadas a disfuncién medular (137,138). Los cultivos organotipicos son
una alternativa de estudio cuando se requiere mantener la arquitectura celular en el tejido de analisis,
por lo que son una alternativa en el estudio tanto de condiciones patolégicas como fisiologicas de
diversos tejidos. Al ser la GS una enzima que se regula por la interaccion celular, los cultivos
organotipicos ofrecen una oportunidad tnica en el estudio de la regulacion de la GS en el SNC, por ello
nos propusimos analizar la expresion de GS en cultivos organotipicos de rata expuestos a un

bloqueador de los transportadores de glutamato como estimulo crénico al sistema glutamatérgico(137).

Las células gliales de Bergmann son un modelo adecuado para el estudio de los elemento gliales que
participan en las sinapsis glutamatérgicas, y se ha demostrado que responden a estimulos
glutamatérgicos modificando la funcionalidad de sus proteinas a corto, mediano y largo plazo en

diversos puntos de regulacion (transcripcional, traduccional, postraduccional) (139).

Uno de los fendmenos mas evidentes de regulacion del transportador GLAST presente en BGC es el
fendmeno de anteroalimentaciéon negativa en el transporte de glutamato, éste se ha estudiado y
caracterizado en el corto plazo (30 a 60 minutos), en donde la activacioén de los transportadores de
glutamato desencadenan la resultante disminucion en la captura de glutamato debido a una disminucion

en la afinidad del transportador por su substrato (129) y a largo plazo (entre las 6 horas y las 12 horas
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postestimulo), a diferencia del fendmeno a corto plazo, éste se desencadena por la activacién delos
AMPAR Yy se da por la disminucién en los niveles de mRNA de GLAST (140-142). Con base en estos
fendmenos nosotros nos preguntamos si una exposicion aguda a glutamato es capaz de inducir cambios
a largo plazo en la captura de glutamato en BGC, y cudl es el mecanismo por el cual suceden estos

fendmenos. Estos resultados nos ayudaran a entender la biologia de las BGC en el cerebelo.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la activacién del sistema glutamatérgico sobre los niveles y la actividad de la

Gliutamina Sintetasa.

Determinar el efecto de la exposicion aguda de glutamato sobre la actividad a largo plazo del

transportador GLAST.

33

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar la actividad y los niveles de GS en cultivos primarios de BGC y en la linea celular C-6
expuestos a glutamato.

Analizar la actividad y los niveles de GS en el modelo de miniprismas de cerebelo de rata de 8
dias de edad y en cultivos organotipicos de cerebelo de rata expuestos a glutamato de manera
aguda.

Analizar la actividad y los niveles de GS en el modelo de miniprismas de cerebelo de rata
adulta despolarizados con altas concentraciones de potasio.

Analizar la expresion de GS en cultivos organotipicos de médula espinal de rata.

Analizar los niveles y actividad de GS en cultivos organotipicos de médula espinal en un
modelo de activacion glutamatérgica de forma crénica.

Analizar la actividad del transporte de glutamato a largo plazo en BGC expuestas a glutamato
de manera aguda.

Determinar si el efecto de la regulacion en la actividad del transportador de glutamato a largo
plazo en BGC expuestas a glutamato de manera aguda es dependiente de la activacién de los
receptores y/o transportadores de glutamato.

Determinar a que nivel de regulacion se lleva acabo el efecto de la exposicién aguda a

glutamato sobre la actividad del transporte a largo plazo de [°’H]-D-Aspartato en BGC.



5.MATERIALES Y METODOS

Cultivos organotipicos. Los cultivos organotipicos se realizaron de acuerdo a lo antes publicado (143).
Ratas de 8 dias de edad fueron sacrificadas por decapitacion y se obtuvo la médula espinal o el cerebelo
en solucién salina Geys (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) a 4°C, las meninges fueron retiradas y la
médula y el cerebelo fueron cortados en rebanadas de 350 um con ayuda de un “tissue chopper”
(Millipore, Billerica, MA, USA). 5 rebanadas de médula o 3 rebanadas de cerebelo se colocaron en
canastillas “minicells” (Millipore, Billerica, MA, USA) con poro de 0.4 um y éstas canastillas se
colocaron en placas de cultivo de 6 pozos conteniendo 1ml de medio para organotipicos (MEM 50%,
HEPES 25 mM, suero de caballo 25%, solucién salina de Hanks 20%, glutamina 2mM, glucosa 6
mg/ml, pH=7.2). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en 5% de CO, y el medio se cambi6 cada tercer

dia por medio fresco y los cultivos se mantuvieron en éstas condiciones 7 dias in-vitro.

Los cultivos organotipicos de cerebelo de rata al dia 8 in-vitro se adicion6é una concentracion final de

glutamato 1 mM al medio de cultivo y se incubaron por el tiempo indicado.

Para los cultivos organotipicos de médula espinal, el dia 8 in-vitro se cambi6 el medio por medio libre
de suero (MEM 75%, HEPES 25 mM, solucién salina de Hanks 20%, glutamina 2 mM, glucosa 6
mg/ml, pH=7.2), los cultivos se incubaron 24 horas y se adiciond al medio THA (o vehiculo; NH,OH
10 mM) (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) a la concentracién indicada, el medio se cambié cada
tercer dia adicionando THA en cada cambio de medio y los cultivos se mantuvieron de esta forma hasta

el final del tratamiento.

Una vez terminado el tiempo de tratamiento, los cultivos fueron colectados en un tubo Eppendorff de

1.5ml en 50pl/rebanada en solucién de imidazol 50 mM (pH=7.4), el tejido se disgrego con un “pellet-
pestle” (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) a 4°C y sonicados a baja frecuencia por tres ciclos de
sonicacion/reposo de 5 segundos, los extractos se centrifugaron 10000xg a 4°C por 10 minutos y se

tomé una alicuota para cuantificar proteinas totales por el método del acido bicinconinico.

Cultivos primarios de BGC

Los cultivos primarios de BGC se realizaron de acuerdo a lo publicado por (144). Embriones de pollo

34



de 14 dias se sacrificaron y se obtuvo el cerebelo en solucién salina de Puck (CaCl, 1 mM, MgSO, 0.6
mM, KCIl 50 mM, KH,PO, 1.1 mM, Na,HPO, 1.1 mM, NaCl 130 mM, glucosa 6 mM) a 4°C, el tejido
se disgregd de manera mecanica y quimica con tipsina y Dnasa, el tejido disgregado se centrifugé y el
sobrenadante se diluy6 en azul de tripano para realizar una cuenta viable. La suspension celular se
diluy6 a un milléon de célulass/ml en DMEM con 10% suero fetal bovino, glutamina 2 mM vy
gentamicina 50 pg/ml, las células se mantuvieron in-vitro entre cuatro y siete dias previo a los
tratamientos. Previo a cada tratamiento el medio se sustituyé por medio libre de suero durante una hora

y se adiciono los tratamientos indicados, los inhibidores se colocaron 30 minutos previo a los agonistas.

Para realizar los ensayos de inmunodeteccion en fase solida y los ensayos de actividad enzimatica, los
cultivos fueron lavados dos veces con PBS y cosechados en PBS+PMSF 1 mM, la suspensién se
centrifugd a 10000xg por 15 minutos a 4°C y se retir6 el sobrenadante por aspiracién y las células se
resuspendieron en solucion amortiguadora RIPA con detergentes o imidazol (pH=7.4) e inhibidores de
proteasas, se incubaron en agitacion por 30 minutos y se centrifugaron para colectar el sobrenadante.

La proteina total se cuantifico por el método de Bradford.

Miniprismas de cerebelo de rata

Ratas de 8 dias de edad o adultas fueron sacrificadas por decapitacién, se obtuvo el cerebelo y se cortd
con ayuda de un “tissue chopper” (McMillan) de forma sagital y coronal, los cortes se colocaron en
solucion salina de Krebs-Ringer (glucosa 1.8, MgCl, 0.047, Kcl 0.34, NaCl 7, Na,HPO, 0.1, NaH,PO,
0.18, Na,HCOs; 1.26; gramos/litro) a 37°C con burbujeo constante de CO,. Se permitid la estabilizacion
del tejido por una hora y se tomaron las alicuotas necesarias de la suspension del tejido para realizar los

tratamientos.

Para realizar los ensayos de inmunodeteccién en fase solida y los ensayos de actividad enzimatica, los
miniprismas se colocaron a 4°C y la suspension se centrifug6 a 10000xg por 15 minutos a 4°C, se retird
el sobrenadante por aspiraciéon y las células se resuspendieron en imidazol 50 mM (pH=7.4), la
suspensién se sonicé por 3 ciclos de 5 segundos cada uno sonicacién/reposo a 4°C y los extractos se
centrifugaron a 10000xg por 15 minutos a 4°C y se recuper6 el sobrenadante. La proteina total se

cuantificé por el método de Bradford.
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Inmunofluoresencia

Los cultivos organotipicos se fijaron con paraformaldehido 4% a temperatura ambiente por una hora y
posteriormente se lavaron 3 veces con PBS por 15 minutos cada vez, una vez fijadas las rebanadas,
éstas fueron bloqueadas en soluciéon PBS-Triton X-100 (0.2%) con 5% de suero de caballo. Las
rebanadas bloqueadas se incubaron toda la noche con anticuerpo primario raton anti GFAP (1:2000)
(Abcam, Sn Francisco, CA, USA), conejo anti GS (1:10000) (Sigma, St.Louis, MO, USA), ratén anti
SMI32 (1:1000) (Sternberger Monoclonals Inc., Princeton, NJ, USA) a 4°C. Las rebanadas fueron

lavadas en PBS-Tween 20 (0.2%) (PBST) tres veces por 15 minutos e incubadas con el anticuerpo
secundario apropiado Alexa Fluor® 555 cabra anti-conejo, Alexa Fluor® 488 cabra anti-ratén 6 Alexa

Fluor® 546 cabra anti-conejo (Ivitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) diluidos en solucién
amortiguadora de bloqueo por 1 hora a temperatura ambiente, después de la incubacion las rebanadas

se lavaron dos veces con PBST, posterior a esto las rebanadas se incubaron con DAPI por 20 minutos y

se lavaron nuevamente tres veces con PBST. Finalmente las rebanadas se montaron con Superfrost®
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) en medio de montaje Fluoromount-G
(SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA). La fluoresencia fue visualizada por microscopia confocal
(Leica TSC SP5; Leica Microsystems, Deerfield, IL, USA u Olympus FluoViewTM FV1000;
Hamburg, Germany)

Inmunodeteccién en fase sélida

Cantidades iguales de proteinas (50 pg - 100 pg para cultivos en monocapa y 5 pg - 15 pg para cultivos
organotipicos o miniprismas) fueron separadas por SDS-PAGE 10%, las proteinas fueron
electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa a corriente constante (180 mA) por 2 horas, la
membrana se tifio con Rojo de Ponceau para confirmar la presencia de proteinas y verificar la misma
carga en cada muestra, la membrana fue lavada con PBS hasta destefiir y se bloqueara por 2 horas con
TBS 0.1% Tween20 (TBST) con 5% de leche descremada. La membrana se incubd a 4°C con los
anticuerpos primarios correspondientes, anti-GS (1:30000) (Sigma, St.Louis, MO, USA), anti-actina
(1:250) o anti-GLAST (1:1000) en TBST durante toda la noche. Las membranas se lavaron 3 veces con

TBST a temperatura ambiente y se incubaron con anticuerpo secundario correspondiente anti-conejo
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(1:4000) (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) o anti-raton (1:2000) (Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK) acoplados a peroxidasa de rabano por 2 horas a temperatura
ambiente, las membranas se lavaron 3 veces con TBST, las membranas se revelaron con el reactivo
ECL Chemiluminescent Substrate Reagent Kit (Life Technologies) y las imagenes fueron capturadas en
un fotodocumentador MicroChemi (DNR Bio-Imaging Systems). El anticuerpo monoclonal anti-actina
fué donado por el doctor Manuel Hernandez (Cinvestav-IPN). El anticuerpo anti-GLAST fué
producido en nuestro gupo de trabajo (145). El analisis densitométrico se realiz6 con el software

Image] y el andlisis estadistico con el software Prism, GraphPad (San Diego, CA, USA)

Actividad de GS

La actividad de GS se determino de acuerdo a lo publicado por (146). 100 ug de proteina de cultivos en
monocapa 0 10 ug de proteina proveniente de cultivos organotipicos o miniprismas se mezclaron con
45 ul de la solucion de ensayo para actividad de GS (Concentracion final: imidazol 50 mM, Na,HSO4
20 mM, ADP 0.16 mM, L-glutamina 50 mM, hidroxilamina 25 mM y MnCl, 2 mM), la mezcla de
reaccion se incub6 por 90 minutos a 37°C. Para detener la reaccién se afiadié 200 pl de solucion de
paro (FeCls, HCl y TCA; diluidos en agua bidestilada) y se medi6 la absorbencia a 500nm. Para
determinar la cantidad de moles de y-glutamilhidroxamato formados se realiz6é una curva patrén. La

actividad especifica se expresa como nmol de y-glutamilhidroxamato/mg de proteina-:min de reaccion.

Captura de[*’H]-D-Aspartato

Los cultivos fueron lavados tres veces con solucion A (HEPES-NaOH 25 mM , NaCl 130 mM, Kcl 5.4
mM, CaCl, 1.8 mM, MgCl, 0.8 mM, glucosa 33.3 mM y NaH,PO, 1 mM, ajustado a pH 7.4) a 37°C
y el medio se cambié por solucion A con [’H]-D-Aspartato 0.4 uCi/ml durante 30 minutos,
inmediatamente después de la incubacion, las células se lavaron 3 veces con solucion A a 4°C. Las
células se lisaron con 250ul NaOH 0.1M al menos durante 2 horas y se tomé una alicuota para
cuantificar proteinas totales por el método de Bradford, el resto se tom6 para cuantificar radioactividad

mezclando el lisado con liquido de centelleo a través de un contador de centelleo Beckman 7800LS.
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Ensayos de unién de [*H]-D-Aspartato

Los cultivos fueron lavados tres veces con solucién A a 4°C y las células se incubaron por 15 minutos,
posteriormente el medio se cambi6 por solucién A con [*H]-D-Aspartato 0.6 uCi/ml y con la cantidad
indicada de D-Aspartato, para modificar la actividad especifica de radioactividad, durante 30 minutos,
inmediatamente después de la incubacidn las células se lavaron 3 veces con soluciéon A a 4°C. Las
células se lisaron con 250 pul NaOH 0.1 M durante al menos 2 horas y se tom6 una alicuota para
cuantificar proteinas totales por el método de Bradford y el resto se tomdé para cuantificar
radioactividad mezclando el lisado con liquido de centelleo en un contador de centelleo Beckman
7800LS. La union especifica se determind al sustraer la unién medida con un exceso de 1000 veces con

sustrato no radioactivo.

Cuantificacion de mRNA por PCR tiempo real (QRT-PCR)

El RNA total se extrajo de los cultivos utilizando el método de Trizol. La cuantificacion por tiempo real
se llevé a cabo en un solo paso con 100 ng de RNA total usando el sistema KAPA SYBR Fast One Step
gRT-PCR (KAPA BIOSYSTEMS KK4650) y el sistema Step One Plus Real Time PCR (Applied
Biosystems). Los ciclos de amplificacion fueron como sigue: un paso de sintesis de cDNA a 42°C por 5
minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 3 minutos y 60°C por 30 segundos. Los oligonucleotidos

para amplificar fueron los siguientes:

S17 Fw CCGCTGGATGCGCTTCATCAG
S17 Rv TACACCCGTCTGGGCAAC
GLAST Fw GGCTGCGGGCATTCCTC
GLAST Rv CGGAGACGATCCAAGAACCA

Para cuantificar el mRNA de GLAST se utiliz6 el analisis comparativo al obtener 2**“ respecto al gen

de referencia S17.
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6. RESULTADOS

6.1. Efecto de la Activacion del Sistema Glutamatérgico sobre la Glitamina Sintetasa

Glutamato no altera los niveles de la Glutamina Sintetasa a corto plazo en cultivos primarios  de

Células Gliales de Bergmann

Para comenzar a analizar el efecto de glutamato sobre la GS decidimos exponer a cultivos primarios de
BGC a glutamato de manera aguda y medir los niveles de GS por ensayos de actividad enzimatica e
inmunodeteccién en fase sélida. Como se puede observar en la Figura 15 la exposiciéon a glutamato

hasta los 60 minutos también probados a diferentes dosis no cambian la expresion de GS en estas

células.
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Figura 15. Efecto de glutamato sobre los niveles y actividad de GS en BGC expuestas a glutamato. A)
Cultivos primarios de BGC fueron expuestos a glutamato 1 mM por el tiempo indicado y se analizaron
los niveles (Panel superior) y actividad (Panel inferior) de GS. B) Cultivos primarios de BGC fueron
expuestos a las concentraciones indicadas de glutamato durante 45 minutos y se analizaron los niveles
(Panel Superior) y actividad (Panel Inferior) de GS. Cada barra indica la media + error estandar de la

media (S.E.M.)
Efecto de Glutamato sobre los niveles de GS a corto plazo en la linea celular de glioblastoma C-6

La caracteristica que ofrecen las lineas celulares para el andlisis de la regulacién de ciertas proteinas es
su estabilidad y homogeneidad respecto a los cultivos primarios, por ello se decidi6 analizar si es que el
glutamato tenia algun efecto de forma aguda sobre los niveles y actividad de GS en la linea celular C-6
que se ha tomado como modelo al conservar varias caracteristicas astrociticas. Como se observa en la
figura 16, la exposicion a glutamato de manera aguda en células C-6 no cambia los niveles de GS ni la
actividad de la misma, a pesar de la relacién directa entre la densidad 6ptica de la banda especifica de

GS con la cantidad de proteina analizada.
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Figura 16. Efecto de glutamato sobre los niveles y actividad de GS en células C-6 expuestas a
glutamato. A) Cultivos confluentes de células C-6 fueron expuestos a glutamato 1mM por el tiempo
indicado y se analizaron los niveles de GS por inmunodeteccién en fase sélida. En el Panel Izquierdo se

muestra 3 ensayos diferentes con cantidades crecientes de proteina, en la cual se puede observar la
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relacién directa entre la densidad éptica de la banda especifica de GS y la cantidad de proteina
analizada. B) Cultivos primarios de células C-6 fueron expuestos a glutamato 1 mM por el tiempo
indicado y se analiz6 la actividad de GS. Cada barra indica la media + error estandar de la media

(S.E.M.)

Efecto de Glutamato sobre los niveles y actividad de GS a corto plazo en miniprismas de cerebelo de

rata adulta y joven y en cultivos organotipicos de cerebelo de rata

Como se ha mencionado previamente la GS es una enzima que se regula por la interaccién celular, por
lo que debe ser un factor a considerar cuando se analiza su regulacion por otros factores, con esta idea
en mente se analizo el efecto de glutamato sobre la actividad y niveles de GS en el modelo de
miniprismas de cerebelo de rata en la etapa adulta, despolarizados con alto potasio como estimulo de
liberaciéon de glutamato, miniprismas de cerebelo de rata 8 dias postnatal colocando directamente
glutamato a los miniprismas como estimulo y cultivos organotipicos de cerebelo de rata 8. Como se
observa en la Figura 17 la despolarizacion con alto potasio y los estimulos directos con glutamato no
cambiaron la expresion ni la actividad de GS en el modelo de miniprismas de cerebelo de rata ni en el

modelo de cultivos organotipicos de cerebelo.
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Figura 17. GS en miniprismas y cultivos organotipicos de cerebelo de rata expuestos a glutamato o

inducidos a despolarizacion. A) Miniprismas de cerebelo de rata adulta fueron despolarizados con altas
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concentraciones de potasio (30 mM) durante el tiempo indicado y se midieron los niveles de GS por
inmunodeteccion en fase sélida. B) Miniprismas de cerebelo de rata de 8 dias de edad fueron expuestos
a glutamato 1 mM durante el tiempo indicado y se midieron los niveles de GS por inmunodeteccién en
fase sélida. C) Cultivos organotipicos de cerebelo de rata fueron expuestos a glutamato 1 mM durante
el tiempo indicado y se midieron los niveles de GS por inmunodeteccion en fase sélida. Cada barra

indica la media + S.E.M.

La activacion del sistema glutamatérgico de manera cronica aumenta la expresion de GS en cultivos

organotipicos de médula espinal

La regulacion no hormonal de la actividad de GS parece estar mediada a largo plazo, sin embargo este
mecanismo no se ha establecido, aunque se ha especulado que el aumento en los niveles extracelulares
de glutamato puede ser un factor importante en esta regulacion (véase discusiéon en Gorovits et al.
1996). Para tratar de elucidar si es que el glutamato extracelular ejerce la regulacion de GS se decidio
tomar como modelo los cultivos organotipicos de médula, ya que estos permiten mantener las
interacciones celulares establecidas en el tejido, y como estimulo glutamatérgico persistente se utilizo
Threo-B-hidroxiaspartato (THA), ya que se ha demostrado que la exposicién crénica a este bloqueador
del transporte de glutamato eleva de manera persistente los niveles de glutamato y a la vez tenemos una
activacion persistente de los transportadores de glutamato (137). Para comenzar la caracterizacion de la
expresion de GS en cultivos organotipicos de médula, se realiz6 una inmunofluoresencia utilizando
anticuerpos especicos dirigidos contra el carboxilo-terminal de la GS y contra la proteina GFAP (Figura
18 Panel B). Como se puede observar en la Figura 18, la GS presenta una localizacién citoplasmatica y
augnue no se logré detectar su expresion en los procesos de las células, a diferencia de la GFAP, su

expresion parece ser preferentemente en astrocitos.
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Figura 18. Expresion de GS en cultivos organotipicos de médula de rata. A) Micrografia (4x)
representativa de luz visible de los cultivos organotipicos de médula a 7 DIV, la imagen muestra la
integridad del tejido durante el tiempo de cultivo mantenido, el recuadro muestra la zona mostrada en
B. B) Inmunofluoresencia de cultivos organotipicos de rata, en verde se observa la reactividad contra
GFAP, en rojo se muestra la reactividad contra GS y en azul se observan los ntcleos tefiidos con DAPI.
Como se observa en la imagen la presencia de GS es citoplasmatica al igual que la reactividad de

GFAP, ésta tltima proteina presenta reactividad principalmente en los procesos de los astrocitos.

Una de las formas de activar al sistema glutamatérgico de manera crénica es la exposicion del cultivo a
bloqueadores del transporte de glutamato. Cuando analizamos los niveles y actividad de GS de manera
interesante observamos que tanto la cantidad de proteina medida por inmunodeteccién en fase sélida
como la actividad enzimatica de GS aumentan de manera directa respecto al tiempo de estimulacion
con THA llegando a niveles maximos a los 7 dias y obteniendo un aumento de alrededor de un 500%
(Figura 19), significando un aumento en la sintesis de la proteina funcional, ademas los incrementos en
estos niveles recuerdan parte de los resultados ya antes publicados por Gorovits y col. (1996) y
Patejunas y Young (1990), lo que indica que éste es un excelente modelo para investigar los fendmenos

que subyacen a la activacion de la GS por el sistema glutamatérgico.
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Figura 19. Efecto de la activacion del sistema glutamatérgico sobre los niveles y la actividad de GS en
cultivos organotipicos de médula espinal de rata. A) Cultivos organotipicos de médula espinal de rata
fueron expuestos a THA 100 uM por el tiempo indicado y se midieron los niveles de GS por
inmunodeteccién en fase s6lida, los niveles de GS incrementan de forma dependiente del tiempo a la
exposicion a THA. B) Cultivos organotipicos de médula espinal de rata fueron expuestos a THA 100
UM por el tiempo indicado y se midio la actividad de GS, como se puede observar la actividad de GS
incrementa de forma dependiente al tiempo a la exposicién a THA. Cada barra indica la media +
S.E.M. de tres experimentos independientes. Analisis estadistico ANOVA de una via y prueba post-hoc

Tukey, *P<0.01.

Una vez determinado el efecto maximo a los 7 dias de exposicion a THA se realizé un andlisis de la
dosis necesaria para inducir el incremento en los niveles de GS exponiendo los cultivos desde 0.1 pM
hasta 100 uM de THA (Figura 20), los resultados de dosis-respuesta indican que el efecto del THA es
un efecto mediado por un transductor de sefial y no un efecto inespecifico, al observar los cambios
exponenciales en el incremento de GS. Con estos resultados concluimos que la GS es regulada por

algtn elemento del sistema glutamatérgico que es sensado del medio extracelular.
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Figura 20. Dependencia de la dosis de THA sobre la actividad y los niveles de GS en cultivos
organotipicos de médula espinal de rata. A) Cultivos organotipicos de médula espinal de rata fueron
expuestos a la dosis indicada de THA por 7 dias, se midieron los niveles de GS por inmunodeteccién en
fase solida, los niveles de GS incrementan de forma dependiente de la dosis de THA. B) Cultivos
organotipicos de médula espinal de rata fueron expuestos a la dosis indicada de THA por 7 dias,
posterior al tiempo de incubacion se midio la actividad de GS, como se puede observar la actividad de
GS incrementa de forma dependiente a la dosis de THA. Cada barra indica la media + S.E.M. de tres
experimentos independientes. Andlisis estadistico ANOVA y prueba post-hoc Tukey, *P<0.01 Vs NH,".
NH,"= Vehiculo(NH,OH), Naive=Control no tratado.

6.2. Efecto de la activacién del sistema glutamatérgico sobre GLAST

Se han caracterizado dos efectos de glutamato sobre la actividad del transportador de glutamato, uno a
corto plazo y uno a largo plazo. Con base en estos resultados nosotros nos preguntamos si es que una
exposicion a corto plazo del transportador permite que el desencadenamiento de un fenémeno a largo

plazo, por lo que el problema se abordé de la siguiente forma, cultivos primarios de BGC fueron
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expuestos durante 30 minutos a glutamato 1 mM, el medio se sustituy6 por un medio libre de glutamato
y se analiz6 la captura a diferentes horas posteriores a la exposicion de glutamato (Figura 21 A). De
manera interesante encontramos que el tratamiento con glutamato es capaz de inducir un fenémeno
hasta las 3 horas posteriores a la exposicion al aminoacido. Una vez que supimos que el efecto es capaz
de persistir durante 3 horas, decidimos analizar la dependencia de la concentracion de glutamato sobre
el efecto a las 3 horas posteriores a la exposicion de glutamato y analizando la captura de [*H]-D-
Aspartato, de manera muy interesante observamos una ICsy~ 21.8 pM (Figura 21 B) que coincide con
la constante de afinidad que presenta el transportador de glutamato de alta afinidad GLAST por el

glutamato.
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Figura 21. Efecto agudo de glutamato sobre la captura de [*H]-D-Aspartato a largo plazo. A) Cultivos
primarios de BGC fueron expuestos a glutamato 1 mM por 30 minutos, el medio se cambi6 a un medio
libre de glutamato y la captura de [*H]-D-Aspartato se analizé al tiempo indicado de incubacién
posterior a la exposicién de glutamato. B) Cultivos primarios de BGC fueron expuestos a la
concentracion indicada de glutamato por 30 minutos, el medio se cambid a un medio libre de glutamato
y las células se incubaron por 3 horas posterior a la incubacién se analizé la captura de [*H]-D-
Aspartato. Cada barra indica la media + S.E.M. de tres experimentos independientes. Cada punto indica
la media + S.E.M. de tres experimentos independientes. Analisis estadistico ANOVA y prueba post-hoc

Tukey, **P<0.001 *P<0.05 vs Ctrl.
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Debido a que algunos efectos observados en BGC al ser expuestas a glutamato dependen de la
activacién de los transportadores (129,131) y otros fenémenos dependen de la activacién de los
receptores (140), decidimos analizar si el efecto observado es dependiente de la activacion de los
receptores de glutamato, para ello se utilizaron agonistas especificos durante 30 minutos, se cambi6 el
medio por un medio libre de agonistas y se incubaron las células por 3 horas para analizar la captura de
[*H]-D-Aspartato. De manera interesante, tanto los agonistas de los iGluR como los agonistas de los
mGIuR no son capaces de mimetizar el efecto de glutamato sobre la captura de [*H]-D-Aspartato,
indicando que la activacion de los receptores de glutamato no esta involucrada en la respuesta de
anteroalimentacion negativa de manera semejante a lo publicado por Gonzales y Ortega (2000). Con
estos resultados nosotros nos preguntamos si es que la activacion de los transportadores de glutamato
participan en la respuesta inducida por glutamato, para ello utilizamos bloqueadores substratos [Threo-
B-hidroxiaspartato (THA) y D-Aspartato] y no substratos [DL-threo-beta-benziloxiasparto (TBOA)] de
los transportadores de glutamato de alta afinidad, permitiendo la activacion o no de los transportadores
de glutamato por 30 minutos e incubando las células 3 horas libres de los bloqueadores para analizar la
captura de [*H]-D-Aspartato (Figura 22). De manera sorprendente solamente los bloqueadores capaces
de ser transportados ejercen un efecto sobre la captura de [*H]-D-Aspartato de manera mas marcada
que el glutamato y a la vez el efecto de glutamato es abolido por la coexposicion del bloqueador no
transportable, sugiriendo fuertemente que el efecto de glutamato sobre su propia captura es mediado

por la activacion de los transportadores de glutamato y no por la activacion de los receptores.
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Figura 22. Analisis de la activacion aguda de los receptores o los transportadores de glutamato sobre la
captura de [*H]-D-Aspartato a largo plazo. A) Cultivos primarios de BGC fueron expuestos a glutamato
1 mM, AMPA 1 mM, KA 1 mM 6 NMDA 1 mM por 30 minutos, el medio se cambié por un medio
libre de agonistas y 3 horas después se analiz6 la captura de [*H]-D-Aspartato. B) Cultivos primarios de
BGC fueron expuestos a glutamato 1 mM, DHPG 0.25 mM 6 LAP-4 1 mM por 30 minutos, el medio
se cambi6 por un medio libre de agonistas y 3 horas después se analizo la captura de [*H]-D-Aspartato.
C) Cultivos primarios de BGC fueron expuestos a glutamato 1mM, D-Aspartato 1 mM, THA 100 puM,
TBOA 100 uM 6 TBOA+glutamato por 30 minutos, el medio se cambi6é por un medio libre de
farmacos y 3 horas después se analizé la captura de [*H]-D-Aspartato. Cada barra indica la media +
S.E.M. de tres experimentos independientes. Analisis estadistico ANOVA y prueba post-hoc Tukey,
**P<0.001 *P<0.05 vs Ctrl.
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Un fendmeno importante en la regulacion de los transportadores de neurotransmisores, incluyendo los
transportadores de glutamato, es su regulacién del trafico membranal a través de la exocitosis-
endocitosis vesicular (74,147—-149), por ello decidimos analizar una aproximacién al analizar el
comportamiento del transportador a través de una grafica de union, utilizando como ligando radioactivo
[*H]-D-Aspartato, ya que tiene alta afinidad por los transportadores de glutamato y no asi por los
receptores de glutamato, en condiciones control y en células preexpuestas a glutamato. La grafica de
union muestra que la afinidad del transportador por el [*’H]-D-Aspartato no cambia pero la capacidad
maxima de union disminuye con la preexposicion a glutamato (Figura 23), este resultado sugiere
fuertemente que la cantidad de transportadores capaces de unir [’H]-D-Aspartato disminuye con la

exposicion previa a glutamato mientras que la afinidad del transportador por su substrato no cambia.
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Figura 23. La exposicion aguda a glutamato cambia la capacidad méaxima de unién de [*H]-D-
Aspartato. Cultivos primarios de BGC fueron o no expuestos a glutamato 1 mM por 30 minutos,
posteriormente el medio se cambié por un medio libre de glutamato y se incubaron por 3 horas,

posterior al tiempo de incubacién se analizé la capacidad de unién de [°H]-D-Aspartato a la
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concentracion indicada. Cada punto indica la media + S.E.M. de tres experimentos independientes. Se
realizo una prueba F, la cual arrojé el mejor ajuste para valores diferentes de Bmax (P=0.014), el

mismo valor de Kd (P=0.869) y diferentes curvas para cada grupo de datos (P=0.0006).

GLAST es el transportador mas abundante en las BGC (56), ese fenotipo se mantiene en los cultivos
primarios de estas células, por lo que GLAST es el transportador principal que media mas del 90% de
la captura de glutamato cultivos primarios de BGC (150), con esto en mente decidimos analizar los
niveles de mRNA y de proteina GLAST, por RT-qPCR e inmunodetecciéon en fase sdlida
respectivamente, en cultivos primarios de BGC expuestos a glutamato. Como se observa en la figura 24
ni los niveles totales de proteina GLAST ni los niveles de GLAST mRNA cambian cuando las células
se exponen a glutamato, demostrando que el efecto de la activacion de los transportadores de glutamato
no se ejerce a través de la disminucion total de la proteina GLAST ni de su mRNA, lo que fuertemente

siguiere un efecto mediado a través del trafico vesicular de GLAST.
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Figura 24. Efecto de la exposicion aguda de glutamato sobre los niveles de mRNA y proteina GLAST a
largo plazo en BGC. A) Cultivos primarios de BGC fueron expuestos a glutamato 1mM por 30
minutos, el medio se cambi6 por un medio libre de glutamato y las células se incubaron por el tiempo

indicado, posterior al tiempo de incubacion se extrajo RNA total y se cuantifico el mRNA de GLAST y

S17, como se observa en la figura glutamato no cambia los niveles de mRNA de GLAST. B) Cultivos
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primarios de BGC fueron expuestos a glutamato 1mM por 30 minutos, el medio se cambi6 por un
medio libre de glutamato y las células se incubaron por el tiempo indicado y se analizaron los niveles
de GS por inmunodeteccién en fase solida, como se observa en la figura glutamato no altera los niveles

de proteina GLAST.
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7. DISCUSION

El glutamato al ser un neurotransmisor excitotéxico es de primordial importancia mantener baja su
concentracion o su persistencia extracelular. Diversos mecanismos se han asociado con la regulacion de
la excitabilidad neuronal glutamatérgica, y estos mecanismos son tan importantes que dictan los
procesos de plasticidad neuronal (151,152). La caracteristica de las células gliales como moduladoras
de la actividad sinaptica ha surgido alrededor de veinte afios atras (9), sin embargo su participacion
como células indispensables en la formacién de procesos cognitivos contintia en debate (13,153), sin
embargo existe una base muy fuerte y una gran cantidad de sustento experimental que indica otros
papeles que juegan los astrocitos envolventes de la sinapsis, entre ellos tenemos la regulacion ionica del
ambiente neuronal, el sostén fisico y bioquimico neuronal, y en general la formacién del “nicho”
adecuado para que la sinapsis (hablando de manera clasica) pueda mantenerse funcionando (3). Uno de
los elementos importantes para que suceda la formacién de este “nicho”, sin lugar a dudas es la
expresion de Glutamina Sintetasa (154—156), de ahi radica el estudio de su regulacion, de manera
clasica el elemento de regulacion en trans que se caracterizo fue su induccién por glucocorticoides, lo
que conllevo al estudio del GR, posteriormente se detallaron los elementos de su regulacion en cis,

dejando un panorama claro para la expresion preferencial en células gliales y hepatocitos (157).

A pesar de conocer los mecanismos de regulacion de la GS en diversos sistemas celulares, se ha
observado que en circunstancias particulares, no asociadas a regulacion hormonal, regulan
positivamente la expresion de GS (111,115,116), también existen algunos elementos codificados en el
gen de la GS que dictan la transcripcion de mensajeros diferentes y de forma interesante, uno de ellos
es mas abundante en SNC, esta forma de mRNA parece que se traduce de forma ineficiente comparado
con el primero (158). Las caracteristicas de esta regulacion nos dieron paso a hipotetizar que podria ser
un mecanismo de control para mantener regulados los niveles de glutamato extracelulares, ya que
previamente nuestro grupo de trabajo habia encontrado que niveles elevados de glutamato disminuyen
la tasa de traduccion en un tipo de glia envolvente de sinapsis glutamatérgicas (BGC) (159,160). Como
observamos en la Figura 15 cuando exponemos a las BGC 6 las células C-6 a diferentes dosis de
glutamato por diferentes periodos de tiempo, fuimos incapaces de observar cambios en los niveles de

expresion de GS ya sea medidos por inmunodeteccién en fase sélida o por la actividad de y-glutamil
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transferasa que presenta la GS, cabe la pena sefialar que la concentraciéon de glutamato utilizada a los
tiempos indicados coinciden con la disminucion de la incorporacion de aminoacidos de manera global

en este mismo modelo (159).

Una cuestion importante es a veces un sistema mas homogéneo puede ayudarnos a observar fenémenos
que involucran cambios sutiles a diferencia de los cultivos primarios. Por ello, decidimos evaluar si es
que podriamos evidenciar el fendmeno en un cultivo celular bien caracterizado de glioblastoma de rata,
las células C-6. Cuando analizamos la expresion de GS en estas células expuestas a glutamato no
observamos diferencia en la expresion de células expuestas a glutamato, a pesar de que la densitometria
de la inmunodetecciéon en fase solida tiene una relacién lineal con la cantidad de proteina total

analizada en el western blot (Figura 16).

Ya que la transcripcion, y por lo tanto la cantidad de mRNA, de la GS depende fuertemente de las
interacciones celulares tomamos un modelo diferente para analizar si es que existen variaciones en los
niveles de GS en células expuestas a glutamato. Los miniprismas son un modelo util y proximo al
ambiente fisioldgico ya que mantiene la arquitectura celular de un o6rgano o tejido. Por estas razones
utilizamos el modelo de miniprismas de cerebelo de pollo y rata. Para promover la liberacion de
glutamato en los miniprismas de cerebelo de rata adulta se utiliz6 una concentracion alta de potasio
para despolarizar las neuronas granulares presentes en los miniprismas y en el caso de los miniprismas
de pollo y rata de 8 dias postnatal se utilizo un estimulo directo con glutamato. El analisis realizado
muestra que no hay cambios en los niveles de GS cuando se exponen las células a glutamato lo cual

indica que de manera aguda el glutamato parece no tener un efecto sobre los niveles de GS.

Tomando en cuenta todos los resultados anteriores parece no existir una relacion en la actividad
sinaptica glutamatérgica basal y la expresiéon de GS, incluso cuando se analiza por trazadores
radioactivos de manera estequiométrica el destino del glutamato liberado por la neurona se estima que
alrededor de la mitad del glutamato entra al ciclo glutamato-glutamina (17,161), de forma ain mas
sorprendente parece ser que si se expone a un cultivo de astrocitos con altas concentraciones de
glutamato a tiempos cortos y posteriormente se coloca glutamato radioactivo como trazador, la
cantidad relativa de glutamato radioactivo metabolizado a glutamina es menor, esto quiere decir que
hay una relacion inversa entre la concentracion de glutamato extracelular y metabolismo hacia

glutamina a corto plazo, indicando que la actividad sinaptica endégena a corto plazo es poco relevante
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sobre la actividad de GS (162,163).

Cabe la pena hacrnos el siguiente cuestionamiento ¢Bajo que condiciones se da la regulaciéon no
hormonal de los niveles de GS? Algunos experimentos sugieren que ésta regulacion debe estar mediada
a largo plazo (dias) ademas de que la muerte neuronal (interesante que sean en su mayoria neuronas
glutamatérgicas) se correlacioné con el efecto [ver discusién en (116)], cuando observamos que la
aplicacién crénica del bloqueador de los transportadores de glutamato; THA; en cultivos organotipicos
de médula espinal incrementan de manera excepcional los niveles de GS (6 veces el control) ademas
que la supresion de suero en los cultivos organotipicos evidencian el efecto, pensamos que este efecto
es el efecto no hormonal mds representativo observado tanto por Gorovits (1994) y Patejunas y Young
(1990). Razonamos que el modelo utilizado por nuestro grupo de trabajo fue el punto decisivo para
poder demostrar que la regulacion no hormonal estd mediada por la activacion del sistema
glutamatérgico; ya que en los trabajos anteriores la naturaleza del sistema no les permitia establecer
cuales eran los factores involucrados en este fenémeno basicamente porque el tipo de cultivo utilizado
no permitia cultivar mas alla de unos pocos dias y es practicamente imposible cambiar la composicion

del medio.

Los resultados obtenidos con los cultivos organotipicos de médula demuestran la importancia de la
activacion del sistema glutamatérgico sobre los niveles de un componente crucial en el ciclo glutamato-
glutamina, considerando las condiciones bajo las cuales se observa el incremento de GS dependiente de
activacién glutamatérgica parece ser que la activacién glutamatérgica persistente (que de manera
fisiolégica podemos imaginarlo como el tono glutamatérgico en una region especifica) es el factor
determinante en la induccién de la GS. Una caracteristica importante observada es que la supresién de
suero (que incluye la ausencia de glucocorticoides) permite observar un incremento hasta del 500% en
los niveles de GS, aunque el mecanismo por el cual la activacion del sistema glutamatérgico activa la
expresion de GS es completamente desconocido nuestros resultados arrojan ciertas pistas sobre el
mismo, primero se necesita una activacion persistente a largo plazo para activar la expresion, segundo
parece ser necesario un sistema que contenga altos niveles de interacciones celulares lo que implica
niveles bajos de Jun (108) y tercero la ausencia de glucocorticoides permite observar hasta un 500% de
incrementos en los niveles de GS. De manera interesante estas condiciones coinciden plenamente por

lo publicado por Patejunas y Young (1990), lo que significa que la actividad glutamatérgica es un
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componente esencial en la induccion de GS en el desarrollo embrionario en el SNC.

Se ha demostrado que el bloqueador transportable THA ademas de activar los transportadores de
glutamato es capaz de acumular glutamato en el medio extracelular por transporte reverso después de
algunos dias de persistencia de THA (137) Esta caracteristica del modelo deja la posibilidad de que el
incremento en los niveles de GS puede estar mediado tanto por la activacion del transportador de
glutamato, asi como, por la activacion de los receptores de glutamato presentes en las células gliales,

tal como sucede en otros sistemas (126,131,140).

Otro componente importante del sistema glutamatérgico presente en células gliales, especificamente en
las BGC, es el transportador de glutamato GLAST, una de las caracteristicas de este transportador es
que su actividad disminuye ante la exposicion de altas concentraciones de glutamato. Sin embargo,
existen claramente dos efectos mediados por mecanismos diferentes: El primero a corto plazo es a
nivel postraduccional mientras que el efecto a largo plazo involucra cambios transcripcionales. Con
base en esta idea pensamos analizar si el efecto a corto y a largo plazo de alguna manera se encuentran
ligados por la transduccion de sefial inicial evocada por glutamato. Cuando nosotros analizamos la
actividad del transportador en células expuestas a glutamato como era de esperarse observamos una
disminucion en la actividad a tiempos cortos posteriores al testimulo, y de manera interesante la
actividad del transportador se mantiene disminuida respecto al control recuperandose con el tiempo y
llegando a los niveles basales a las 6 horas posteriores al estimulo. Desde este punto se puede intuir que
el efecto de corto plazo es un fendmeno separado del efecto a largo plazo y que el efecto a largo plazo
solo se puede evocar con la persistencia del neurotransmisor durante el tiempo del ensayo. De manera
interesante, a diferencia de lo antes observado, nosotros demostramos que 3 horas después de la
exposicion a glutamato la actividad del transportador se encuentra disminuida y que es un efecto
mediado Unicamente por la activacion de los transportadores de glutamato, es interesante notar que a
una hora de exposicion a glutamato, la disminucion de la captura de glutamato involucra un aumento
de la Km del transportador por glutamato, mientras que 3 horas después el mecanismo. El efecto aqui
observado a las 3 horas es semejante a lo publicado por Munir y cols (2000) (128), aunque el efecto es
contrario, lo que muy probablemente derive tanto de la maquinaria proteica de acople a los
transductores de sefial como de la maquinaria proteica especifica expresada por las BGC y los

astrocitos de la corteza (164). El mecanismo a través del cual sucede el fenémeno observado en el
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trabajo presente aun no esta esclarecido, sin embargo uno puede especular que es igual a como sucede
en otros sistemas (127,165-167). La caracteristica que comparten éstos trabajos es que el fenémeno es
iniciado por la activacion de los transportadores de glutamato (que de manera interesante muchos de
éstos modelos expresan preferentemente GLAST), éstos fendmenos también comparten la
caracteristica de que la activacion de PKC media el efecto, por lo que el segundo mensajero
involucrado en la respuesta es el calcio. Las caracteristicas antes mencionadas coinciden con lo
recientemente publicado por Martinez-Lozada et al (2012) en donde la activacion de GLAST activa
indirectamente al intercambiador de sodio calcio, incrementando los niveles de calcio intracelulares y
asi activando diferentes respuestas mediadas por éste segundo mensajero, entre las cuales tenemos paro

traduccional y rearreglo del citoesqueleto (131,160,168) (Figura 25).

De acuerdo a los resultados aqui mostrados estos resultados surge una pregunta intrigante /cual es la
funcionalidad de estos mecanismos de anteroalimentacion negativa? Los resultados mostrados en este
trabajo y otros obtenidos por nuestro grupo de trabajo sugieren que en un inicio principalmente se
activan los transportadores de glutamato, los cuales en cierta medida previenen la activacion de los
receptores de glutamato, la activacion de los transportadores culmina en diversos efectos entre los
cuales estd el paro traduccional (160) y la inhibicién de la actividad del mismo transportador afectando
su trafico a membrana citopldsmica. La disminucién en la cantidad de transportadores membranales
inducen la persistencia de glutamato extracelular y activan los GluRs permitiendo llevar a cabo
cambios en las CGB a largo plazo tales como la inhibicion de la transcripcién de GLAST y la

activacion de la transcripcion de la proteina de union a kainato (140,169) (Figura 25).
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