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Resumen

El arsénico inorganico (iAs) es un importante contaminante natural. A nivel global,
millones de personas ingieren agua con altos niveles de iAs. La exposicion cronica
a iAs se ha asociado con un menor coeficiente intelectual y problemas de
aprendizaje, asi como deterioro de la memoria, especialmente en nifios. El iAs se
mono y di metila en el sistema nervioso central (SNC). La metilacion del iAs requiere
glutation reducido (GSH), principal antioxidante en el SNC. En humanos, iAs y sus
especies cruzan la placenta y se han determinado en tejido embrionario, lo que
sugiere exposicion del feto durante la gestacion. La sintesis celular del GSH esta
limitada por la disponibilidad del aminoacido cisteina, el cual es internalizado por
transportadores como xCT, EAAC1 y LAT1. Para investigar los efectos de la
exposicion a iAs durante la gestacion se expusieron ratones CD1 a 20 mg/L de iAs
por un mes para luego cruzarlos. Se valoré el dafio oxidante (GSH y GSSG), la
expresion de transportadores relacionados con la sintesis de GSH y el transporte y
la toxicidad de L-Glutamato, como xCT, EAAC1, LAT1, GLAST y GLT1, asi como
subunidades NR2A y NR2B del receptor a L-Glutamato de tipo N-metil-D-aspartato
(NMDAR). Las hembras continuaron con la exposicion durante la gestacion y la
progenie fue sacrificada en el 1, 15y 90 dia postnatal (DPN). En el dia 90 DPN, se
llevaron a cabo pruebas de localizacion de espacial de objeto y de laberinto de agua,
con el fin de analizar la posible correlacion entre la exposicion a iAs con las
deficiencias en memoria. La exposicién gestacional a iAs en el 1 DPN aumento la
expresion de los transportadores de cisteina, cistina/glutamato en cerebro completo,
asi como en la corteza y el hipocampo en el 15 DPN, e indujo una modulacion
negativa de la subunidad NR2B del NMDAR en el hipocampo. Las tarea de conducta
mostraron disminucion significativa de la memoria espacial en los ratones machos
adultos, mientras que el efecto fue observable en las hembras en el laberinto de
agua de Morris. En resumen la exposicion gestacional a iAs genera cambios en
GSH, una respuesta positiva en los transportadores de L-glutamato/cistina y
cisteina, asi como cambios en la expresion de los transportadores de recaptura y
receptores a L-glutamato, estos cambios podrian comprometer la funcién cerebral
en la adultez.



Abstract

Inorganic arsenic (iAs) is an important natural pollutant. Millions of individuals
worldwide drink water with high levels of iAs. Chronic exposure to iAs has been
associated with lower IQ and learning disabilities as well as memory impairment,
especially in children. iAs is methylated in tissues such as the brain, generating
mono and dimethylated species. iAs methylation requires cellular glutathione (GSH),
which is the main antioxidant in the central nervous system. In humans, As species
cross the placenta and are found in cord blood, suggesting fetal exposure during
pregnancy. A CD1 mouse model was used to investigate effects of gestational iAs
exposure to 20 mg/L which can lead to oxidative damage, disrupted
cysteine/glutamate transport and its putative impact in learning and memory. On
postnatal days (PNDs) 1, 15 and 90, the expression of membrane transporters
related to GSH synthesis, glutamate transport and toxicity, such as xCT, EAACI1,
GLAST and GLT1, as well as LAT1, were analyzed. Also, the expression of the
glutamate receptor N-methyl-D-aspartate (NMDAR) subunits NR2A and B as well as
the presence of As species in cortex and hippocampus were investigated. Also,
during PND 90, behavioral tests were performed. Gestational exposure to iAs
affected the expression of cysteine/glutamate transporters in cortex and
hippocampus and induced a negative modulation of NMDAR NR2B subunit in the
hippocampus. Behavioral tasks showed significant spatial memory impairment in
males while the effect was observed in females in Morris water maze. In summary
gestational exposure to iAs triggers changes in GSH, a positive response in the L-
glutamate/cysteine and cysteine transport as well as changes in the expression of
recapture transporters and the L-glutamate receptors, these alterations observed
could compromise brain function in adulthood.



Abreviaturas

AQ9, acuaporina 9

As, arsénico

As lll, arsenito

As IV, arsenato

AS3MT, arsénico-3-metiltransferasa

iAs, arsénico inorganico

orgAs, arsénico organico

Ap1, proteina activadora 1

BDNF, factor neurotréfico derivado del cerebro

cdk5, cinasa dependiente de ciclina 5

CREB, proteina de unién a elementos en respuesta a cAMP
CyS, cistina

CySS, cisteina

DAPK1, proteina cinasa 1 asociada a muerte

DMA, dimetil arsénico

DPN, dia postnatal

EAAT, transportador de aminoacidos excitadores
EAAC1, acarreador de aminoacidos excitadores de tipo 1
Egr1, proteina 1 de respuesta al crecimiento temprano
GABAAa, receptor de acido y—aminobutirico A

GLAST, transportador de aspartato glutamato

GLTA1, transportador 1 de glutamato glial

Glu, glutamato

GPx, glutatidon peroxidasa

GRYX, glutation reductasa

GSH, glutation reducido



GSSG, glutation oxidado

v-GluCys, y-glutamilcisteina

IGF-2, factor-2 de crecimiento parecido a la insulina
LAT1, transportador de aminoacidos neutros sodio-independiente
L-Cys, L-cisteina

L-Cys2, L-cistina

L-Glu, L-glutamato

L-Gly, L-glicina

LTD, depresion a largo plazo

LTP, potenciacion a largo plazo

MAP2, proteina 2 asociada a microfilamentos
MAZ, proteina asociada a C-Myc

MMA, mono metil arsénico

NfkB, factor nuclear kB

Nrf2, factor relacionado al factor nuclear eritroide-2
NMDA, N-metil-D-Aspartato

OMS, Organizacion Mundial de la Salud

PTEN, homdlogo de tensina y fosfatasa

REST, factor de transcripcion silenciador RE1
ROS, especies reactivas del oxigeno

SAM, S-adenosilmetionina

SNC, sistema nervioso central

SSA, secretaria de salud

SOD, superoxido dismutasa

TMA, trimetil arsénico

xC-, transportador de aminoacidos anionicos

4f2hc, cadena pesada del antigeno de superficie celular 4F2



1. INTRODUCCION

1.1. El Arsénico en agua “un problema de salud publica mundial”
El iAs contaminante natural
El Arsénico (As), es un elemento quimico que puede llegar a ser un contaminante
de origen natural, clasificado como un metaloide (semi-metal), altamente toxico, que
esta presente en el suelo, aire y agua, pero que actividades humanas como la
mineria, fundicién de minerales y uso de compuestos quimicos que contienen As
propician un aumento importante en su nivel ambiental. El As puede existir en forma
tanto inorganica (iAs) como organica (orgAs), siendo las formas inorganicas las
comunmente encontradas en la naturaleza. Dependiendo de las condiciones del
medio el As puede existir con valencia 3- (gas arsina), 0 (As elemental), 3+ (AslII,
arsenito), 5+ (AsV, arsenato). Las formas trivalentes son las que presentan mayor
citotoxicidad. La toxicidad del arsénico se ha establecido en el siguiente orden:
arsina > As+3 inorganico > As+3 organico > As+5 inorganico > As+5 organico >
compuestos arsenicales y arsénico elemental. En condiciones con alto contenido de
oxigeno la forma que prevalece es la 5+, mientras que en condiciones reductoras o
poco oxigenadas las 3+. El As es usado en plaguicidas, dispositivos electronicos y
en medicina como agente quimioterapeutico (ATSDR, 2007). De manera natural el
iAs se encuentra en rocas igneas asociado a minerales, de donde es liberado por

lixiviacion, por lo que la geoquimica del lugar condiciona el nivel del metaloide.

El agua contaminada con iAs es la fuente de exposicidn humana con importancia
epidemiologica. Por ello a nivel internacional se han establecido normativas para
limitar su presencia en fuentes de agua de ingesta humana. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en 2004, estim6 como segura la concentracion limite de
10 ug de As/L de agua, una condicion que varia en el mundo (Cuadro 1). En México
la SSA establecié como seguros para uso humano hasta 25 ug de iAs/L de agua
(NOM-127-SSA1-1994). Se ha documentado que poblaciones humanas han estado
expuestas cronicamente al metaloide a diferentes concentraciones de iAs en agua
(Cuadro 2). La presencia del iAs no se limita a una sola region geografica,

encontrandose en paises de tercer y primer mundo, que incluye a lugares como:



Argentina, Chile, China, Finlandia, Hungria, Japén, India, México, Pakistan,
Tailandia, Taiwan, Estados Unidos y Canada, por lo que constituye un problema de

salud publica a nivel mundial.

Cuadro 1. Niveles limites de iAs en agua de uso humano en diversos lugares del
mundo.

Lugar Nivel de iAs (ug/L)

Argentina | 50

Canada | 10

Chile | 50

China | 30

Comunidad Europea | 10
Estados Unidos | 10
India | 50

México | 25
Organizacioén Mundial de la Salud | 10
Tailandia | 90

Taiwan | 50

Se ha estimado que entre 150-200 millones de individuos en al menos 70 paises
sufren de intoxicacion cronica con iAs en la dieta (alimento y agua de bebida). En el
Cuadro 2, se muestran algunas de las estimaciones de poblacion expuesta a través

del agua a iAs a nivel global.

Cuadro 2. Poblacién expuesta a iAs por la dieta (alimento y/o agua de bebida) en
diversos lugares del mundo.

Lugar Poblacién expuesta nivel de exposicion Referencia

Argentina | 2,000,000 0.002-7.55 mg/L IARC, monographs, 84, 2004
Chile | 500,000 media de 0,598 mg/L  Castro de Esparza, 2006
China | 3,000,000-19,600,000  0.01-1.82 mg/L IARC, monographs, 84, 2004;
Rodriguez-Lado, et al., 2013
India | 45,000,000-80,000,000 0.0005- 3.2 mg/L NRC, 2001
Meéxico | 2,000,000 >0.025 mg/L Comision Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica, 2003
Nepal | 500,000 >0.05 mg/L Shrestha, 2012; Adamsen y
Pokharel, 2002
Peru | 250,000 0.0246-0.5 mg/L Castro de Esparza, 2006
Tailandia | 15,000 0.001-5 mg/L IARC, monographs, 84, 2004
Estados Unidos | 2,500,000 0.025 mg/L Castro de Esparza, 2006
Espafia | 50,000 0.001-0.1 mg/L IARC, monographs, 84, 2004
Mongolia | 500,000 0.001-2.4 mg/L IARC, monographs, 84, 2004
Canadé | ND 0.0005-3 mg/L IARC, monographs, 84, 2004



1.2. Efectos en salud por exposicion a iAs:

A la fecha no se ha demostrado que el arsénico sea un elemento esencial para el
ser humano. La intoxicacion por iAs a través del agua de bebida, comunmente
conocida como “hidroarsenicismo” se ha asociado a multiples padecimientos
humanos. La exposicion cronica a iAs se ha relacionado a dafno en la piel,
enfermedades cardiovasculares, metabdlicas, y del sistema nervioso periférico y
central (Wang et al., 2003; Rodriguez et al., 2003; Yoshida et al., 2004; Wang et al.,
2007). El iAs es un cancerigeno humano multiérgano de categoria 1, esta asociado
a cancer de vejiga, piel, pulmén, rinén, prostata e higado (ATSDR, 2007). El iAs
genera deleciones, alteraciones cromosoOmicas (aberraciones, aneuploidias, e
intercambio de cromatidas hermanas, pero no mutaciones puntuales) [NRC, 1999].
La teratogenicidad del iAs se ha visto en modelos murinos. El iAs es un carcinégeno
transplacental (Shen et al., 2007; Waalkes et al., 2007). El iAs cruza la barrera
placentaria (Concha et al., 1998), sugiriendo su presencia en el organismo durante

todo el desarrollo.

En cuanto a su impacto sobre el SNC, la exposicion aguda a iAs genera
encefalopatias y la exposicidn cronica esta asociada a alteraciones en el
aprendizaje y la memoria tanto en adultos como en nifios (Gerr et. al., 2000;
Calderon et. al., 2001; Mukherjee et. al., 2003). La neurotoxicidad infantil se ha
reportado en diversas partes del mundo. La exposicion a iAs previa al nacimiento y
durante la infancia temprana se asocia negativamente con la capacidad intelectual,
verbal y la memoria (Calderdn et al., 2001; Tsai et al., 2003; Von Ehrenstein et al.,
2007; Rosado et al., 2007; Asadullah y Chaudhury, 2008; Wasserman et al., 2014).

1.3.El metabolismo de iAs: diminucion de glutation (GSH) y S-
adenosilmetionina (SAM)

En un principio se pensdé que el metabolismo del iAs era un proceso de
desintoxicacién para su eliminacion del organismo, pero luego se demostré que en
pasos intermediarios se forman metabolitos bioactivos, que llegan a tener una

mayor reactividad con componentes celulares que el compuesto origen, el iAs.



Una vez ingerido el iAs se absorbe principalmente en el intestino delgado, las
células lo incorporaran a través de transportadores inespecificos. Se ha establecido
que posterior a la ingestion, el higado es el principal 6rgano que metaboliza al iAs
(Marafante et al., 1985). Sin embargo la capacidad de metabolizar el iAs ha sido
reportada en otros tejidos como testiculos, rifidn, pulmon y el cerebro (Healy et al.,
1998; Rodriguez et. al., 2005).

Como se menciond antes el iAs entra a las células a través de trasportadores
inespecificos como las acuagliceroporinas en el caso de las formas trivalentes (lll),
mientras las formas pentavalentes (V) lo hacen a través de acarreadores de
fosfatos. Es ampliamente aceptado que en las células de la mayoria de los
mamiferos el iAs sufre un proceso de metilacion oxidativa, con reduccién previa de
las especies V intermediarias que se forman. Generalmente, el iAs es ingerido en
forma pentavalente (iAsV), y es rapidamente reducido en la sangre a la forma
trivalente (iAslll) (Vahter y Marafante, 1985; Marafante et al., 1985). El iAslll es
entonces sustrato para su metilacién por la Arsénico-3-metiltransferasa (AS3MT).
Esta enzima agrega un grupo metilo, usando como donador a la S-
adenosilmetionina (SAM). Este ciclo se repite formandose asi las especies
organicas mono, di, y hasta trimetiladas del As (MMAs, DMAs, y TMAs
respectivamente), en sus formas tri y pentavalentes (Figura 1) (Styblo et al., 1995;
Thomas, et al., 2001; Thomas et al., 2004; Thomas et al., 2007).

GSH AsV
SAM SAM
GSH GSSG GSH GSSG
GSSG Aslll MMAsV MAslll  DMAsV_>—, DMAslII

ASBMD SAM
TMAsV

Figura 1. Esquema de metilacion oxidativa del iAs3+. Formacion de las especies organicas de
mono, di y trimetil As. Modificado de Tomas, (2007).

El GSH y posiblemente otros tioles participan en la reduccién del AsV en la sangre
y de las especies mono, di y trimetiladas V formadas (Buchet y Lauwerys, 1988;
Scott et al., 1993; Delnomdedieu et al., 1994; Styblo et al., 1995). En diversos

sistemas experimentales se ha reportado que el iAs y sus especies Ill son mas
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citotoxicas que las V, al reaccionar fuertemente con componentes celulares ricos en

grupos tioles en las proteinas, alterando su configuracion molecular y actividad.

El iAs y sus especies son principalmente excretados a través de la orina, y en
cantidades minimas en la bilis y células en descamacién. En poblacion humana y
en roedores, las cantidades de metabolitos eliminadas guardan proporciones mas
o0 menos constantes: 10-30% iAs, 10-20% MMA, y del 60-70% DMA, de manera
independiente a la via de exposicion. Aunque se han reportado ciertas diferencias
en poblacion de los Andes, que excretan menos MMA en la orina, contrariamente a
individuos de Taiwan que presentan un mayor porcentaje de MMA (10-30%),
sugiriendo una mayor y menor eficiencia de metilacion y de eliminacién del iAs,
respectivamente. Los efectos dafinos en la salud humana se han relacionado con
la eficiencia en la metilacién, un aumento de aproximadamente el 2-5% de iAs y
MMA vy disminucion de DMA correlacionan con dafo en la piel y al DNA (Vahter,
2002). Se ha establecido la siguiente asociacion de grado de dafio del iAs y sus
especies DMAIIl > MMAIII > iAslIl > DMAV > MMAYV > iAsV. Es decir que las formas
dimetiladas y monometiladas trivalentes serian mas téxicas que el iAs y sus

especies pentavalentes.
1.4. Exposicidn gestacional a iAs

Se ha reportado la presencia de iAs y sus especies metiladas en tejido fetal, lo que
sugiere una transferencia madre-feto a través de la placenta y un nivel de exposicion
fetal a iAs similar a la madre (Concha et al., 1998; Hall, et al., 2007; Llanos y Ronco,
2009; Parajuli et al., 2013; Davis et al., 2014; Punshon et al., 2015). El iAs y algunos
metales atraviesan la placenta por un mecanismo de difusiéon simple (Rudge et al.,
2009). Ademas en la placenta se expresan transportadores de iAs como la
acuaporina 9 (AQ9), que aumentan su expresion por la exposicion al metaloide (Fei
et al., 2013). La placenta es un 6rgano clave en la nutricidon y desintoxicacion del
feto, la exposicion a iAs provoca displasia en la vasculatura de la placenta y dafno al
feto (He et al., 2007). En modelos murinos se ha demostrado que el iAs y sus
especies no solo pasan la placenta sino que estan presentes al nacimiento en el

cerebro de la progenie expuesta durante la gestacion (Jin et al., 2006). Esto
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posibilita la generacidn de efectos toxicos sobre el neurodesarrollo (Jin et al., 2010;
Xietal., 2010; Ramos-Chavez et al., 2015). Las células de cordon umbilical de fetos
humanos y de raton expresan la enzima AS3MT, lo que posibilita la biometilacién
del iAs en el tejido embrionario y la generacién de las especies mas téxicas (Ferrario
et al., 2008). Se ha propuesto que debido a la cronicidad de exposicion humana al
metaloide se han seleccionado variantes genéticas de la as3mt, mas efectivas en el
metabolismo del iAs (Schlebusch, et al., 2015).

En humanos, la exposicion durante la gestacion e infancia al iAs se ha asociado con
anormalidades de la piel, inmunotoxicidad, aumento del riesgo a cancer pulmonar y
morbilidad infantil, inflamacion pulmonar, abortos espontaneos, nacimientos
pretérminos, efectos cardiovasculares, alteraciones genéticas y epigenéticas,
defectos en el cierre del tubo neural, bajo peso del producto al nacimiento,
alteraciones motoras, disminucién del indice de cefalizaciéon y neurodesarrollo y
neurotoxicidad (Smith et al., 2006; He et al., 2007; Rahman et al., 2010; Parvez et
al., 2011; Saha et al., 2012; Majumdar et al., 2012; Fei et al., 2013; Rodriguez-
Barranco et al., 2013; Ahmed et al., 2014; Broberg et al., 2014; Laine et al., 2014;
Kordas et al., 2015; Olivas-Calderén et al., 2015).

La neurotoxicidad infantil ha sido observada en areas con altos niveles de iAs en el
agua de uso humano. Existe una correlacion negativa entre los niveles de iAs y
medidas de inteligencia, como coeficiente de escala verbal y completa, cognicion,
aprendizaje, neurodesarrrollo y memoria (Calderén et al., 2001; Tsai et al., 2003;
Von Ehrenstein et al., 2007; Rosado et al., 2007; Asadullah y Chaudhury, 2008;
Davis et al., 2014; Wasserman et al., 2014). La exposicion a iAs durante la gestacion
genera alteraciones en genes de vias de sefializacidn relacionadas a cancer, ciclo
celular y neurodesarrrollo. Algunos genes de la via candnica Wnt, que participa en
el desarrollo, estan entre los mas hipermetilados (Tsang et al., 2012). La exposicion
a iAs durante la gestacion también altera marcadores genéticos de desarrollo y
diferenciaciéon como a-fetoproteina, factor-2 de crecimiento parecido a la insulina
(IGF-2) y la proteina | de unién a IGF, de inflamacion, asi como de estrés oxidante
(Liu et al., 2009, Ahmed et al., 2011; Ramos-Chavez et al., 2015).
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1.5.Mecanismos neurotoxicos del iAs

Las células nerviosas son particularmente susceptibles a la generacion de estrés
oxidante debido a que tienen mecanismos antioxidantes menos eficientes. Muchas
patologias se asocian a un exceso de estrés oxidante por lo que el funcionamiento
cerebral depende en gran medida del equilibrio 6xido reductor neuronal. La
exposicidon a iAs se ha asociado a la generacion de estrés oxidante, dafio y
compromiso de la funcion cerebral (Shila et al., 2005; Flora et al., 2009; Luo et al.,
2009; Flora, 2011; Luo et al., 2012; Ramos-Chavez et al., 2015).

La exposicion a un metaloide como el iAs genera aumento en los niveles de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (Flora et al., 2009). La
biotransformacién del iAs consume antioxidantes celulares y el iAs y las especies
formadas; acido mono y dimetilarsénico (MMA y DMA Ill) inhiben enzimas
antioxidantes y reparadoras del dafio, aumentando asi el estrés oxidante, al cual se
le atribuye gran parte de la neurotoxicidad observada (Flora, 2011). Algunos
marcadores de estrés oxidante y mecanismos antioxidantes se alteran por
exposiciéon a iAs (Lantz y Hays, 2006). Las poblaciones humanas expuestas
cronicamente a iAs (<3,000 ug de As/L de agua) tienen una baja capacidad
antioxidante y elevados indicadores de estrés oxidante (Wu et al.,, 2001). Ratas
expuestas de manera cronica a arseniuro de galio presentaron déficit en la memoria
y el aprendizaje, al mismo tiempo que se elevaron los niveles de ROS, y disminuia
la actividad de enzimas antioxidantes y muerte neuronal (Flora, 2009). Se ha
reportado una acumulacion diferencial de iAs y sus especies en distintas regiones
del cerebro cuando se exponen ratones por 9 dias a distintas dosis de iAs
(Sanchez-Pena et al., 2010) o de manera crénica (Shila et al., 2005; Mishra y Flora,
2008). El hipocampo y la corteza son sitios de acumulacién importante de iAs, que
ademas presentan efectos mas marcados de exposicion a iAs, disminucion del
antioxidante GSH y aumento de la peroxidacion lipidica, ambos biomarcadores de
estrés oxidante (Mishra y Flora, 2008). La corteza y el hipocampo son regiones
cerebrales que estan fuertemente involucradas en la memoria y el aprendizaje.

Garcia-Chavez et al., (2006) report6 que la peroxidacion lipidica en cerebro, médula
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espinal, nervio ciatico y sural sensorial generada por exposicion a iAs (10 mg/kg de
peso corporal/dia por 30 dias), se contrarrestaba por el tratamiento con el
antioxidante a-tocoferol (una forma de vitamina E). Todos estos datos sugieren que
cambios en la proporcion de oxidantes-antioxidantes juegan un papel importante en

la neurotoxicidad generada por el iAs.

La evidencia in vivo ha demostrado el curso-temporal de la formacién de perdxido
de hidrogeno por infusion de diferentes concentraciones de iAs (50-400 uM en 60
minutos), a través de una sonda de microdidlisis en células del estriado de rata

macho y hembra (Garcia-Chavez, et al., 2003).

Multiples estudios han documentado que el estrés oxidante es un componente de
enfermedades neurodegenerativas, envejecimiento y dafio cerebral (Labunskyy y
Gladyshev, 2013). La exposicion durante la gestacién y hasta la vida adulta a iAs
promueve manifestaciones tempranas de Alzheimer y déficit cognitivo,
observandose la acumulacién de B-amiloide en hipocampo y corteza de manera
dependiente del estrés oxidante y la inflamacion (Ashok et al., 2015). Niveles
elevados de ROS dafan por oxidacién a componentes celulares como: lipidos,
proteinas y DNA, pudiendo asi afectar vias de senalizacion y por consecuencia el
fenotipo celular. Cuando estos procesos ocurren durante la gestacion se pueden
manifestar al nacimiento, o como deficiencias durante la infancia temprana, o
conllevar a déficit cognitivo y/o enfermedades degenerativas a corta edad (Al-
Gubory, 2014).

En modelos murinos la exposicion durante la vida adulta y/o durante la gestacion a
iAs reproducen la neurotoxicidad observada en poblacion expuesta a mezclas de
contaminantes entre ellos iAs. Los efectos neurotdéxicos documentados en raton,
son un aumento en el tiempo de llegada a la plataforma de escape en el laberinto
de agua de Morris (Luo et al., 2009), diminucion de la memoria espacial (Ramos-
Chavez et al., 2015) y en el reconocimiento de nuevos objetos y en la memoria de
trabajo (Martinez-Finley et al., 2009).
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1.5.1. Alteraciones celulares del SNC y periférico por exposicion a iAs

En el sistema nervioso se ha reportado que la exposicién a iAs genera cambios
celulares importantes como desmielinizacion central y periférica. En poblaciones
expuestas de manera cronica a iAs se ha reportado una disminucion de la
conductividad nerviosa, asi como neuropatia periférica desmielinizante en
extremidades inferiores. Analisis del hipocampo por microscopia, han mostrado que
las ratas que ingirieron agua con iAs (2.72-68 mg/L por 3 meses), cursaban con
dano en la memoria espacial, y cambios patologicos en la ultraestructura de la
sinapsis de esta region y disminucion en la cantidad de las vesiculas sinapticas. En
ese reporte se observd neuronas con nucleos alargados, condensacion del
citoplasma y la cromatina, retraccion celular, edema mitocondrial, vacuolizacion y
alteraciéon de las crestas, asi como una distension saculada del reticulo

endoplasmico rugoso y edema capilar (Luo et al., 2009).
1.6. Estrés oxidante y gestacion

En humanos, el avance en la gestacion se ve acompanado de un aumento en los
niveles de ROS y antes del parto incrementa la capacidad antioxidante fetal
(Lymperaki, et al., 2015). Al nacimiento, aumenta la actividad de enzimas
antioxidantes como superoéxido dismutasa (SOD), catalasa, enzimas relacionadas
al glutation (GSH) como glutatién peroxidasa GPx y glutation reductasa (GRXx), al
mismo tiempo que la peroxidacion lipidica se ve disminuida (Qanungo y Mukherjea,
2000).

Estados patolégicos como la preclamsia, en donde hay peligro de la vida fetal y
materna, se ven acompafnados de la disminuciéon de antioxidantes en el suero
materno mientras que aumentan los marcadores de estrés oxidante, posibilitando el
dafo por estrés oxidante del producto (Patil, et al., 2009; Gharesi-Fard, et al., 2010).
Un bajo aporte de antioxidantes como vitamina C, E y disminucién de la actividad
de SOD, se ha visto en nifios con defectos en el cierre del tubo neural (Dheen, et
al., 2009). El numero de crias, vitaminas y enzimas antioxidantes, correlacionan

negativamente con un aumento de marcadores de estrés oxidante, efectos que son
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aminorados por el co-tratamiento con vitamina E y C (Naziroglu, et al., 2004). Lo
anterior se asocia a un mayor riesgo de alteraciones del desarrollo durante esa

etapa critica ante estresores ambientales.

Se desconoce, como algunos factores ambientales (hormonas, farmacos, estrés
fisico y bioquimico), pueden afectar el neurodesarrollo, las etapas determinantes de
este dafio y la magnitud de las consecuencias de las alteraciones generadas por
estos factores. El estrés fisico durante la ultima semana de gestacion (similar al
tercer trimestre humano) generan en la progenie cambios perdurables en la
protedmica que afectan la funcion sinaptica en la adultez (Kinnunen, et al., 2003).
Se ha observado que ratas jovenes y saludables que fueron suplementadas por tres
semanas con flavonoides, un antioxidante natural, mejoraron la adquisicion vy
consolidacion de la memoria espacial en el laberinto de agua de Morris, animales
que ademas presentaron aumento de la sefalizacion de glutamato y moléculas

cruciales en la plasticidad sinaptica (Rendeiro, et al., 2014).

Se ha discutido que las ROS tienen un papel dual, por un lado son importantes
mediadores de procesos de plasticidad sinaptica, potenciacién a largo plazo (LTP;
propuesta como uno de los sustratos biolégicos de la memoria y el aprendizaje), y

asi como de pérdida cognitiva (Serrano y Klann, 2004).

Se ha visto que el estrés prenatal y postnatal temprano impacta en la funcion
cerebral normal, cambios que se reflejan en el comportamiento de un individuo y en
las respuestas al ambiente. Ejemplo de ello son alteraciones psicomotoras, déficit
sensorial, conductas depresivas y ansiogénicas, esquizofrenia, dafo en el ciclo
suefio-vigilia, disminucién del aprendizaje y la memoria, desérdenes que pueden
ser observables en la infancia temprana, adolescencia o en la adultez (Watson et
al., 1999; Lemaire et al., 2000; Nishio et al., 2001; Wadhwa et al., 2001; Weinstock,
2001; Gué et al., 2004; Son et al., 2006; Yang et al., 2006; Wu et al., 2007; Charil et
al., 2010; Bock, et al., 2015). En estas situaciones el estrés oxidante podria estar

afectando el desarrollo prenatal normal (Labunskyy y Gladyshev, 2013).
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Factores ambientales que alteran el equilibrio entre antioxidantes-pro-oxidantes
celulares, pueden aumentar la carga oxidante fetal y la respuesta antioxidante del
organismo en crecimiento, y por tanto tener consecuencias negativas en el

desarrollo normal del mismo.

El cerebro de mamiferos contiene defensas antioxidantes enzimaticas y no
enzimaticas, que regulan el ambiente O6xido-reductor celular. Dentro de las
enzimaticas estan la superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, glutation
reductasa, peroxiredoxinas, catalasa, y dentro de los no enzimaticos se incluyen al
glutation reducido (GSH), tioredoxina, acido retinoico (vitamina A), acido ascorbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), carotenoides, melatonina, polifenoles y

flavonoides.

Si bien son muchos los sistemas y moléculas que participan en la regulacion redox
cerebral, se ha propuesto al GSH como el principal y el mas importante antioxidante

en este 6rgano (Dringer, 2000).

El GSH es el antioxidante mas abundante en el SNC de mamiferos, alteraciones en
los niveles de GSH son comunes en enfermedades que cursan con dafio y
disfuncioén cognitiva. EI GSH cumple multiples funciones en las células, ademas de
regular el potencial 6xido-reductor celular, mantiene en su estado reducido a las
proteinas celulares, participa en la division celular, apoptosis, senalizacion, en la
respuesta inmune, en la eliminacién de agentes toxicos, y es considerado como
reservorio de cisteina y glutamato intracelular, entre otros (Dringen, 2000). Todos

estos procesos son importantes en el desarrollo y fisiologia de un organismo.
1.7.Sintesis de GSH en el SNC

El GSH penetra minimamente la barrera hematoencefalica, y no se ha descrito un
sistema de almacenamiento de GSH, por lo que sus niveles estan dados por la
sintesis de novo en las células de mamiferos. EIl GSH es un tripéptido de y-L-
glutamil-L-cisteinil-glicina. EI GSH esta constituido por L-glutamato (L-Glu), L-glicina
(L-Gly) y L-cisteina (L-Cys). El nivel de GSH varia dependiendo del tipo celular y la
region cerebral. Ello sugiere que neuronas, glia y endotelio tienen diferentes

17



sistemas para llevar acabo la sintesis de GSH. El L-Glu y L-Gly se encuentran en
niveles altos por lo que la sintesis de GSH se limita por la disponibilidad del
aminoacido L-Cys, el cual se encuentra en el ambiente extracelular en la forma
oxidada como L-cistina (L-Cys2). La L-Cys2, y L-Cys entran a las células a través
del transportador 1 de aminoacidos de tipo-L (LAT1) en el endotelio, el acarreador
de aminoacidos excitadores de tipo 1 (EAAC1) en neuronas y el transportador de L-
Cys2 (sistema XC-) en la glia (Valdovinos-Flores y Gonsebatt, 2012). La sintesis de
GSH ocurre en dos pasos: 1) la y -glutamilcisteina sintetasa media el paso limitante
para la sintesis de GSH, uniendo L-Glu y L-Cys para formar y-glutamilcisteina (y-
GluCys). Posteriormente, 2) la Glutation sintetasa incorpora L-Gly para formar GSH.
El Adenosin trifosfato (ATP) es requerido en ambos pasos enzimaticos (Valdovinos-
Flores y Gonsebatt, 2012).

1.8.Transportadores asociados a la sintesis de GSH
1.8.1. LAT1
El LAT1 es un transportador que forma parte del sistema L, media el flujo de
aminoacidos neutros de cadena larga desde la sangre al cerebro. EI LAT1 se
expresa en la membrana luminal y abluminal del endotelio capilar de la barrera
hematoencefalica (Killian et al., 2001). En el cerebro la expresion de LAT1 es alta al
nacimiento, pero disminuye conforme se alcanza la adultez, y participa en el
mantenimiento constante de aminoacidos durante el neurodesarrollo (Boado et al.,
2004). EI LAT1 es un complejo heterodimérico, que necesita de la coexpresion de
4f2hc (SLC3A2) para llevar acabo su actividad; 4f2hc es una glicoproteina de union

a la membrana que es comun a varios transportadores de aminoacidos.

LAT1 es miembro de la familia de acarreadores de solutos de tipo 7 (SLC7), que
actua como intercambiador transendotelial 1:1, es decir internalizan un aminoacido
al mismo tiempo que exporta un segundo aminoacido, generalmente L-metionina
(substrato enddégeno de LAT1). EI LAT1 transporta aminoacidos neutros vy
aromaticos como L-Leucina, L-Valina, L-Isoleucina, L-Fenilalanina, L-Tirosina, L-
Triptéfano, L-Metionina y L-Histidina, de manera independiente de Na+, otros iones

y ATP. Estudios in vivo han sugerido que LAT1 es capaz de transportar L-Cys en
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células endoteliales de la barrera hematoencefalica (Meier et al., 2002; Valdovinos
y Gonsebatt, 2012). La expresién del mRNA de LAT1 es alta en timo, testiculos,
placenta, cerebro y en células en proliferacion asi como en tumores cerebrales
(Kageyama et al., 2000; Boado et al., 2004). Ademas de la actividad de transporte,
el LAT1 participa en sobrevivencia, fusion celular y actividad de integrinas

(Kageyama et al., 2000).
1.8.2. EAAC1 y Transportadores de L-Glutamato (GLAST, GLT1)

El EAAC1 forma parte de la familia de los transportadores de aminoacidos
excitadores (EAAT, en humanos). Un grupo de trasportadores de alta afinidad a L-
glutamato (L-Glu) Na+ dependiente. El transporte de L-Glu esta acoplado a la
entrada de 3 Na+ y 1 H+ y salida de K+. Hay cinco miembros hasta ahora
identificados: EAAT1/GLAST, EAAT2/GLT1, EAAT3/EAAC1, EAAT4 y EAATS.
Estos transportadores se encuentran en neuronas y glia, y su actividad mantiene
bajos los niveles extracelulares de L-Glu, participando en la terminacién de la
senalizacion normal del L-Glu, asi como en la prevencién del dano toéxico de L-Glu

denominado “excitotoxicidad” (Robert, et al., 2014).

El GLT-1 es el principal transportador de L-Glu, esta altamente expresado en
astrocitos, expresado en todo el cerebro, pero de manera importante en corteza e
hipocampo. Se ha estimado que GLT1 recaptura del 80-90% del L-Glu extracelular,
es un transportador de alta afinidad a L-Glu (1-100 uM). La expresién de GLT1 es
abundante en el SNC y su actividad es esencial para el buen funcionamiento
cerebral. Su expresidon se ve aumentada con la formacion de los circuitos
neuronales (Holmseth, et al., 2012). EI GLAST es otro transportador de L-Glu
astrocitico, con menor afinidad por L-Glu, por lo que su actividad contribuye en
menor medida a la recaptura de L-Glu. La disminucion del mRNA de glt1 o glast es
acompanado del aumento del L-Glu en el medio y de muerte neuronal excitotoxica,
efecto que no ocurre con la disminucién del mRNA de eaac? (Rothstein, et al.,
1996). El papel de EAAC1 en el transporte L-Glu en neuronas maduras es
controversial. In vivo se ha documentado que EAAC1 recaptura minimas cantidades
de L-Glu (Aoyama y Nakaki, 2013; Robert et al., 2014). La actividad de los
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transportadores de L-Glu se ven disminuidas por estrés oxidante, sin cambios en la

expresion (Miralles et al., 2001).

Las evidencias sugieren que EAAC1 media la captacion de L-Cys en la neurona,
suplementando asi a las neuronas del sustrato limitante para la sintesis de GSH.
Se ha observado que la inhibicion de la funcion de EAAC1 incrementa la
vulnerabilidad neuronal a estrés oxidativo tanto in vitro como in vivo (Aoyama, et al.,
2012). El EAAC1 se expresa en sitios extrasinapticos, es abundante en somas y
dendritas. Ratones knockout para EAAC1, tienen disminuidos los niveles de GSH.
En modelos de la enfermedad de Parkinson la disfuncion de EAAC1 por estrés
oxidante se ve acompafiada de disminucion de L-Cys, GSH y neurotoxicidad, lo que
es restablecido con el tratamiento con N-acetil-cisteina, un precursor de GSH
(Aoyama, et al., 2008). EI aumento en la expresion de EAAC1 correlaciona con
aumento en los niveles de GSH vy resistencia al estrés oxidante (Aoyama, et al.,
2012).

Se ha propuesto que EAAC1 trabaja en conjunto con el sistema XC-, un regulador
redox. En donde EAAC1 internaliza el L-Glu exportado por el sistema XC- durante
la sintesis de GSH, previniendo asi la inhibicion natural del XC- por el L-Glu. Los
EAATs (GLT1 y GLATS) previenen la inhibicion del transporte de L-Cys2 por el L-
Glu extracelular, evitando la disminucion de la sintesis de GSH (Figura 2)
(Lewerenz et al., 2006; Robert et al., 2014).

3 NA*

K 1H*/ Glu \ / Cys-Cys
Extracelular

EAAT

SXC
. Intracelular
Astrocitos
\ Glu / \ Cys-Cys

3INA*
K+ 1H* 2Cys

f Cys

EAAT3 Glu-Cys-Gly (GSH)

Neuronas
\ Cys

Figura 2. Ciclo cisteina/glutamato entre astrocitos y neuronas (Modificado de Robert et al.,
2014).
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1.8.3. Sistema XC-

El xCT es la subunidad catalitica del sistema XC- y transporta al interior de las
células cerebrales el amino acido L-Cys2, forma disulfuro de la L-Cys. Su actividad
en la entrada de L-Cys2 esta acoplada a la salida de L-Glu, por lo que se ha sugerido
que puede llevar al aumento extracelular de L-Glu (Lau y Tymianski 2010), conducir
a muerte celular a través de la sobreactivacion de receptores a L-Glu de tipo NMDA
(Jackman et. al., 2012) y alterar la expresion de receptores y transportadores de L-
Glu (Ramos-Chavez et al.,, 2015). Es ampliamente aceptado que xCT funciona
intercambiando L-Cys2/L-Glu en proporciéon 1:1, pero se ha propuesto que puede
funcionar de manera inversa internalizando L-Glu y liberando L-Cys2 o L-Glu por L-
Glu (Patel et. al., 2004; Gochenauer y Robinson, 2001). La L-Cys2 inhibe
competitivamente la captacién L-Glu por xCT, y viceversa (Patel et. al., 2004). El
xCT esta ampliamente distribuido en el cerebro, altamente expresado en células
endoteliales vasculares, ependimales, de la leptomeninges y en los plexos
coroideos (Burdo et al., 2006).

Los agentes oxidantes que consumen GSH como el iAs inducen la expresion de
xCT (Kobayashi et al., 2012; Ramos-Chavez et al., 2015). El gen que codifica para
xct esta bajo el control de factores de transcripcion como NfkB y Nrf2, dos factores
nucleares sensibles al potencial éxido-reductor celular y que ademas controlan la
expresion de una gran variedad de enzimas antioxidantes. Se ha sugerido que la
actividad de la subunidad xCT es una fuente de liberacion no vesicular de L-Glu. En

el cerebro la mayor parte del L-Glu liberado o extracelular es no sinaptico.

El papel fisioldgico de xCT es desconocido. La inhibicion aguda de la actividad basal
de xCT disminuye el nivel extracelular de L-Glu en la corteza prefrontal, compromete
el funcionamiento cerebral, lo que sugiere que xCT puede participar en la
senalizacion excitadora normal de L-Glu (Lutgen et al., 2014). Agentes que
disminuyen la actividad de xCT disminuyen los niveles de L-Glu (Baker et al., 2002).
Ratones knockout para xCT (slc7a11) tienen disminuidos los niveles extracelulares
de L-Glu en estriado e hipocampo, ademas cursan con alteraciones en la memoria

de trabajo y de referencia espacial (De Bundel et al., 2011; McCullagh y
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Featherstone, 2014), menor susceptibilidad a procesos excitotdéxicos (Bentea et al.,
2015), alteraciones parecidas a la ansiedad y depresion sin compromiso
sensorimotor (De Bundel et al., 2011) y disminucién de la LTP (Potenciacion a Largo
Plazo) en hipocampo, efecto que no es reversible por suplementacion con L-Glu
extracelular (3Li et al., 2012). La expresién de xct aumenta conforme el cerebro
alcanza la madurez (La Bella et al., 2007). Todos estos resultados son evidencia de
la importancia que la actividad de este transportador tiene en la senalizacion y
funcién de aminoacidos tan importantes en cerebro como el L-Glu y L-Cys2 y en los

procesos en los que éstos participan (Figura 3).

Neurona Pre-sindptica

LGl L-Glu i

J @
ml—clu 4 @ \
L-Cys ¢m LCys2ze— XCT — - :
LGly Cals Na+ l;.en_did.ura
+ Loz LGl oy LGl apica
]’il“ GSH —=MRP—> GSH Np4R .lea
GSH GSSG caze ¥,

L-Cys —EAACH—> L-Cys

; GSH
Astrocito

Neurona Post-sinaptica

Figura 3. Modelo de la entrada de L-Cys2, L-Cys y salida de L-Glu en células del SNC. El astrocito
capta la L-Cys2 a través del sistema Xc- (subunidad catalitica xCT + la glicoproteina de unién a la
membrana 4f2hc), sintetiza GSH, el GSH es exportado y sirve para la reduccién de la L-Cys2
extracelular a L-Cys. La L-Cys es captada por las neuronas por medio del transportador EAAC1 para
la sintesis de GSH. La actividad aumentada de xCT incrementa la entrada de L-Cys2 y salida de L-
Glu. L-Glu es un neurotransmisor que activa receptores de tipo NMDA y AMPA, entre otros,
aumentando el nivel de excitabilidad y funcién neuronal. La actividad de xCT se ha asociado a estrés
oxidante y muerte celular via NMDAR., asi como con la neurotransmision de L-Glu (Jackman et al.,
2012; Lutgen et al., 2014).

Por experimentos in vitro se ha sugerido que la actividad xCT es clave para
mantener los niveles extracelulares del L-Glu, y ello a su vez induce el reclutamiento

postsinaptico de receptores ionotrépicos al L-Glu, teniendo asi consecuencias
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sobre la conducta y neurofisiologia (Augustin et al., 2007). La unién de L-Glu a sus
receptores inotropicos es clave para regular la abundancia de sus propios
receptores en la postsinapsis. Se piensa que cambios conformacionales en los
receptores a L-Glu subyacen en estos fendmenos, alteracion de interacciones
proteina-proteina o regulacion de sitios internos de fosforilacion de los receptores a
L-Glu, son los eventos probables. El transportador xCT es clave en la
neuroproteccion via GSH, ademas es critico en el desarrollo y crecimiento celular
(Limoén-Pacheco et al., 2007; Shih et al., 2006).

La actividad de xCT, que es modulable por estrés oxidante, podria estar
condicionando el aumento de L-Glu extracelular, alterando asi la via glutamatérgica,

importante en la neurofisiologia normal.
1.9. Receptor a glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDAR)

El NMDAR es un canal ionico permeable a Ca2+, Na+ y K+, un detector de
coincidencias activado por el L-Glu liberado de la célula presinaptica y de la unién
coagonista glicina a su sitio y por cambios en el potencial de membrana en la
neurona postsinaptica. Para que el canal idnico se abra es necesario que ocurra
una depolarizacion que libera el idn Mg2+ del poro, activando por completo al
NMDAR en presencia de L-Glu. La sefalizacion a través de Glu-NMDAR-Ca2+ esta
fuertemente involucrada en procesos de neuroproteccidon, cognicion, plasticidad
sinaptica, aprendizaje y memoria, asi como en el daio excitotdxico, estrés oxidante,
neurodegeneracion, alteraciones de la memoria y desérdenes del sistema nervioso
central (Mony, 2009; Bading, 2013). La activacion del NMDAR por L-Glu, aumenta
los niveles intracelulares de Ca2+, el cual es un segundo mensajero que transmite
la sefial de la sinapsis al nucleo celular, activando al factor de transcripcion CREB

que controla la expresion de por lo menos 200 genes (Hardingham y Bading, 2010).

El NMDAR, es un complejo heterodimérico formado por la asociacion de tres
familias de proteinas. Han sido descritas ocho isoformas de la subunidad obligatoria
1 (familia 1: NR1), cuatro tipos de la subunidad 2 (familia 2: NR2 A, B, C y D), y dos
tipos de la subunidad 3 (familia 3: NR3 A y B), el tipo de subunidad NR2 y/o NR3 y

23



sus asociaciones le confieren caracteristicas electroquimicas e interacciones
internas al receptor, direccionando asi la respuesta celular y los blancos sinapticos
especificos. Los NMDAR que expresan NR2A tienen una cinética de activacion y
desactivacion mas rapida que los que expresan NR2B, por lo que el nivel de Ca2+
que pasan a través de estos ultimos es hasta cuatro veces mayor que los que
expresan la subunidad NR2A (Bading, 2013). Se ha propuesto que el NMDAR es
central en los fendbmenos de plasticidad sinaptica: LTP y LTD (depresion a largo
plazo), que son procesos propuestos como determinantes en la memoria celular
(Shipton y Paulsen, 2014). Se ha propuesto que la isoforma NR2A se expresa en
los receptores de la hendidura postsinaptica madura, por lo que son activados
durante la actividad sinaptica normal, asociandose a sefales de sobrevivencia via
Akt, ERK, y CREB. Mientras que la isoforma NR2B se encuentra en los receptores
de los sitios extrasinapticos por lo que son activados durante procesos de liberacion
excesiva de L-Glu (isquemia/reperfusion, estrés oxidante, etc), desencadenando
sefales de muerte neuronal excitotoxica mediada por PTEN, cdk5, y DAPK1 [Lai,
et al., 2014]. Se discute si es el tipo de subunidad influencia o dirige la respuesta
celular cerebral y si tienen un sitio sinaptico particular de expresion (Shipton y
Paulsen, 2014). De manera in vivo, se ha reportado que el aumento en la expresion
de NR2B tiene un efecto positivo en la LTP, memoria y aprendizaje (Tang et. al.,
1999)

Durante la sinaptogénesis las neuronas son particularmente sensibles a
alteraciones en la actividad del NMDAR (hipersensibilidad del NMDAR). Las células
neuronales tienen aumentado el umbral de inactivacion del canal por el bloqueo que
ejerce el Mg2+. Durante el neurodesarrollo las neuronas son extremadamente
vulnerables a sufrir muerte excitotéxica por alteracion de la actividad del NMDAR.
La sobre-estimulacion de NMDAR genera muerte celular excitotoxica, mientras una
disminucién en la actividad sinaptica lleva a muerte celular por apoptosis (via
inactivacion del NMDAR, sobre-actividad de GABAA o de canales de Na+)
(McDonald, et al., 1988; lkonomidou, et al., 1989; lkonomidou, et al., 1999;
Scheetz, y Constantine-Paton, 1994).
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La actividad del NMDAR juega un papel esencial en la formacion de las conexiones
sinapticas durante el desarrollo (Forrest, et al., 1994; Jiang et al., 2014). El NMDAR
tiene un papel critico en la maduracién funcional y estructural de la sinapsis [Kelsch
et al., 2014]. Experimentos in vitro e in vivo han reportado que la actividad neuronal
disminuye la muerte celular en diferentes areas cerebrales en desarrollo como la

retina, cerebelo y la corteza cerebral (Mennerick y Zorumski, 2000).

La inhibicién de la actividad del NMDAR en el cerebro inmaduro, provoca una
disminucién sustancial de la sintesis de la neurotrofina BDNF (Factor Neurotréfico
derivado del cerebro; Hansen, et al., 2004).

Esta inactivacion durante el neurodesarrollo afecta la actividad de ERK1/2-CREB.
El factor CREB es esencial para la sobrevivencia de neuronas inmaduras, lo cual
sugiere que durante el desarrollo cerebral normal, es a través de esta via que se
lleva a cabo el papel tréfico de la actividad del NMDAR por la accion de su
neurotransmisor el L-Glu. La activacion de CREB promueve la proliferacion vy
viabilidad celular. La ausencia y/o disminucion de la expresion genética de CREB
provoca a muerte neuronal masiva y neurodegeneracion progresiva en el cerebro

en desarrollo, respectivamente (Dragunow, 2004).

1.9.1. Aspectos patolégicos de L-Glu-NMDA durante el neurodesarrollo

Las neuronas inmaduras son susceptibles a sufrir neurodegeneracion (Lei et al.,
2012). Durante etapas post-natales tempranas del desarrollo cerebral se ha
observado muerte celular por la administracion in vivo de antagonistas de NMDAR
y agonistas de GABAa. Los animales tratados en estas condiciones, presentaron
déficit en la plasticidad sinaptica hipocampal y desarrollaron problemas en la
memoria y el aprendizaje en la vida adulta (Jevtovic-Todorovic, et al., 2003). En
ratas de 7 dias de edad, administradas con drogas anestésicas que afectan la
actividad del NMDAR como midazolam, éxido nitroso e isoflurano, muestran
reacciones neurodegenerativas en talamo, hipotalamo, amigdala, nucleo caudado,
frontal y pariental, occipital, corteza limbica, e hipocampo. Estos animales no

presentaron signos de dafo neurolégico agudo, pero mostraron un déficit
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significativo en el aprendizaje tanto a los 30 como a los 130 dias de edad (Jevtovic-
Todorovic, et al., 2001; Jevtovic-Todorovic, et al., 2003; Stratmann, et al., 2009; Lei,
et al., 2012).

Se ha propuesto que el efecto apoptogénico se da a través de la inactivacién de
receptores NMDA y excesiva activacion de receptores GABAa. Esto podria constituir
la base mecanistica por la cual drogas de abuso como el alcohol o la ketamina
generan neuropatias durante el neurodesarrollo y disminucion de la masa cerebral
fetal al nacimiento (lkonomidou, 2001; Olney, 2002; Jevtovic-Todorovic, et al.,
2003).

Se han observado que en enfermedades del neurodesarrollo, neurodegeneracion,
déficit cognitivo, ansiedad y en sindromes que cursan con un importante retraso
mental se ven acompanados de cambios en los niveles de L-Glu. Por lo que factores
que alteran los niveles de L-Glu podrian afectar el proceso normal de la transmision
nerviosa L-Glu-NMDAR (Lalonde y Joyal, 1993; Loepke y Soriano, 2008; Davidson
y Flick, 2013; Lee, et al., 2015).

1.9.2. Expresién de las subunidades del receptor NMDA durante el

neurodesarrollo

En el neurodesarrollo normal, la expresion del mRNA de las subunidades del
NMDAR esta altamente regulada. Al nacimiento, las neuronas inmaduras expresan
en su sinapsis mayoritariamente la isoforma NR1 acopladas a la subunidades NR2B
y NR2D. Lo que refleja una mayor entrada de Ca2+ en la célula neuronal inmadura.
A medida que el cerebro madura aumenta la expresion en sitios sinapticos de la
subunidades NR2A y NR2C, hasta alcanzar su nivel maximo en la adultez. NR3A
comienza a expresarse a partir del nacimiento. Ratones knockout para NR2B o NR1
son letales, mueren a las pocas horas de nacidos, lo que refleja la importancia critica
de estas subunidades en la formacién y desarrollo normal del organismo. Estos
cambios en la expresion reflejan los patrones temporales y los procesos de

maduracion cerebral a los que podrian estan asociados (Haberny, et al., 2002).
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En los ratones, al dia 14 de gestacion, el hipotalamo y la médula espinal tienen bajos
niveles de mRNA de nr2b, mientras que al dia 17 hay un aumento acentuado en el
transcrito de nr2b en talamo, médula espinal y en la corteza (capa 1), y una
expresion mas baja en el hipocampo, e hipotalamo. Al nacimiento la expresion de
nr2b esta presente en corteza, hipocampo, area septal, estriado y el nucleo
talamico, y en niveles bajos en cerebelo. Al dia 7-12 de post-nacimiento aumenta
considerablemente la expresion de nr2b en corteza e hipocampo y en menor medida
en el estriado, septum, nucleo talamico y en cerebelo [Monyer, et al., 1994]. De
manera similar en humanos se ha observado que en cerebros fetales la
transcripcion de nr2b es alta en la corteza cerebral a partir del segundo mes de

gestacion (Jantzie, et al., 2015).

La expresion del mRNA de nr2b disminuye con la edad. Lo contrario ocurre con
nr2a. Al dia 2 de vida el mRNA del nr2a es casi indetectable pero aumenta su

expresion con la maduracién cerebral (Scheetz y Constantine-Paton, 1994).

Son multiples los factores de transcripcion que controlan la expresion de las
subunidades del NMDAR. El factor de transcripcién Sp1 puede unirse a sitios en los
genes de nr1, nr2a, by c. El Sp1 esta presente en la diferenciacion neuronal y su
ausencia conlleva a defectos embrionarios del desarrollo cerebral y muerte. Otros
factores de transcripcion que también tienen sitios de reconocimiento dentro del gen
de nr1y que lo controlan de manera positiva son Sp3, Egr1, MAZ, y Nfkb. Se sugiere
que existe interacciones entre estos factores de transcripcion que incrementan o
reducen su actividad sobre el promotor del gen (Okamoto, et al., 2002; Raivich y
Behrens, 2006). Hay secuencias de unidon a Ap1 en el gen de nr2b, que es
compartido con el factor CREB. La modulacién por Ap1 se asocia a procesos de
estrés, diferenciacion, apoptosis y crecimiento (Qiang y Ticku, 2005; Raivich y
Behrens, 2006). ElI Trb1 es un factor nuclear neuronal que se expresa en el
desarrollo cerebral, tiene efecto positivo sobre la expresion de nr2b 'y nr1 (Wang, et
al., 2004). El factor de transcripcion silenciador RE1 (REST) regula de manera

negativa a nr1, nr2a, nr2b, nr2c y nr3a. El REST se expresa en células
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indiferenciadas, en progenitores neurales y no neurales, en donde suprime la

expresion de genes (Schoenherr, et al., 1996; Roopra, 2001; Bruce, 2004 ).

Se ha propuesto que estos cambios en la expresion de las subunidades de NMDAR
son parte de un sistema que el cerebro de vertebrados desarroll6 como un
mecanismo que permitiera equilibrar los cambios en la excitabilidad durante el

neurodesarrollo (Scheetz y Constantine-Paton, 1994).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que el iAs y sus metabolitos se han determinado en tejido fetal humano y en
el cerebro de raton con exposicion gestacional y que su metabolismo consume
GSH, en este trabajo se planea valorar el efecto de la exposicion gestacional a iAs
sobre la expresion de los transportadores relacionados a la sintesis de GSH (xCT,
EAAC1 y LAT1). Asimismo, y dado que xCT es fuente de liberacion no vesicular de
glutamato, se investigara la expresion de transportadores y receptores a glutamato
(GLT1, GLAST vy las subunidades NR2A y NR2B del NMDAR) en cerebro de ratén
CD1. Ademas se estudiaran las repercusiones en el aprendizaje y memoria

mediante pruebas conductuales.

3. HIPOTESIS

La exposicion gestacional a iAs disminuira los niveles de GSH por lo que se
aumentara la expresion de los transportadores del aminoacido limitante en su
sintesis, la cisteina (xCT, EAAC y LAT1).

Y dado que la expresién de xCT se ve acompafiada de liberacion no vesicular de
glutamato, ello puede conllevar a cambios en la expresion de los transportadores
de recaptura GLT1 y GLAST vy en las subunidades (NR2A y NR2B) del receptor
glutamatérgico de tipo NMDA en el cerebro de raton.

Estos efectos comprometeran la funcionalidad sinaptica en la adultez alterando la

memoria y aprendizaje.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la exposicion gestacional a iAs sobre la expresion de
transportatores relacionados a la sintesis de GSH, la recaptura de glutamato, los

receptores a glutamato y sus repercusiones en tareas de memoria espacial.

4.2. Objetivos particulares

e Determinar en el cerebro de raton CD1 expuestos gestacionalmente a iAs, la
expresion de los transportador xCT, EAAC1, LAT1 y de las isoformas NR2A y
NR2B del receptor glutamatérgico NMDA.

¢ Investigar mediante inmunofluorescencia la expresion de los transportadores de
aminoacidos, identificando los tipos celulares, en el cerebro de raton CD1
expuestos gestacionalmente a iAs.

e Medir los niveles de GSH/GSSG en el cerebro de ratones expuestos durante la
gestacion a iAs.

e Cuantificar el iAs y sus especies metiladas en el cerebro de ratones expuestos
durante la gestacion a iAs.

e Valorar la memoria espacial de ratones expuestos durante la gestacion a iAs.
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5. METODOS

5.1. Animales y tratamiento

Como modelo experimental se emplearon ratones de la cepa CD1 (machos y
hembras) de 7 u 8 semanas de edad, que fueron obtenidos de la Unidad de Modelos
Bioldgicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM; los animales fueron
mantenidos bajo condiciones controladas de 12 h de luz-oscuridad, 23-25 °C y
humedad relativa del 50-60%. Durante el experimento los animales tuvieron libre
acceso al alimento (Harlan 2018S Diet; Harlan, Indianapolis, IN, USA) y agua. Se
alojaron en grupos de 4 animales por caja, separados por sexo. Un grupo (12
machos y 12 hembras) fue asignado de manera aleatoria con la exposicion via agua
de bebida a 20 mg de iAs por L de agua (20 mg/L o 20 ppm) por 30 dias (expuesto).
Transcurrido los 30 dias, un macho fue colocado con una sola hembra (cruza). El
inicio de la gestacion fue estimado por la formacién del tapdn vaginal; y una vez que
la gestacién era evidente con el crecimiento del vientre de las hembras, el macho
fue retirado de la caja. Las hembras continuaron con la exposicion durante toda la
gestacion (19 £ 1 dias) y durante la lactancia de la progenie. Al mismo tiempo se
establecié un grupo de comparacion (control) que recibié agua libre de iAs, y que
fue manipulado de manera similar al expuesto. La dosis empleada fue elegida
tomando en consideracion lo reportado por (Golub et al., 1998). Las soluciones de
iAs fueron preparadas diariamente en agua desionizada estéril. Se registro
diariamente el consumo de agua por el peso del bebedero, asi como el peso de los
animales durante todo el experimento (cada 6 dias previo a la cruzay en el dia 0, 7
y 14-18 de la gestacion de las hembras). En el 1, 15 y 90 dia postnatal (DPN) las
crias fueron sacrificadas por dislocacion cervical (previa anestesia), para la
obtencién en frio del cerebro completo (1 DPN) y regiones (corteza e hipocampo en
el 15y 90 DPN). Las muestras fueron inmediatamente congeladas por inmersién en
nitrégeno liquido y guardadas a -70°C hasta su procesamiento para los westerns
blot.

A los 15 DPN fue posible realizar la diferenciacion entre machos y hembras con

base a la longitud anogenital (The Laboratory Mouse, 2000). En el 15 DPN camadas
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lactantes del grupo de hembras y machos expuestas a iAs fueron aleatoriamente
divididas: el 50% de las camadas se les sustituyd el agua con iAs por agua
desionizada (igual que los controles y se los denominaron como: “grupo
gestacionalmente expuesto a iAs”). El resto continué con la exposicion a 20 mg/L
de iAs o "cronicamente expuesto a iAs”, hasta el 90 DPN (figura 4). En el 90 DPN,
los tres grupos controles (control), el grupo "gestacionalmente expuesto” (iAs 15
DPN) y el expuesto a iAs durante la gestacion, lactancia y hasta el DPN 90 (iAs 90
DPN), fueron sometidos a pruebas de reconocimiento espacial de lugar de objeto y
del laberinto de agua. La progenie de los controles ingiri6 agua libre de iAs. Todas

las progenies de los grupos fueron separadas de las madres en el 22 DPN.

Progenitores CDI Progenie CDI

_

15 DPN 22 DPN 90 DPN
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Figura 4. Representacion esquematica de la exposicion a 20 mg/L (ppm) de iAs via agua de bebida.
Ratones CD1 en edad reproductiva fueron expuestos a iAs por 30 dias, posteriormente se cruzaron
en grupos de un macho y una hembra. El inicio de la gestacién fue registrado por la prueba del tapén
vaginal. Las hembras gestantes fueron expuestas a iAs durante toda la gestacion. La mitad de las
camadas expuestas fueron liberadas de la ingesta de iAs a partir del dia 15 de lactancia, iAs 15 DPN
y el resto continuo con la exposicion (iAs 90 DPN). Control= controles, iAs15 DPN: expuestos a iAs
durante la gestacion y hasta el dia 15 de lactancia, iAs 90 DPN: expuestos a iAs durante la gestacion,
lactancia y hasta el 90 DPN, DG: dia de gestacion, DPN: dia postnatal. Las soluciones de iAs fueron
cambiadas diariamente, se registrd el consumo de agua y pesos en ciertos puntos del experimento.

Los experimentos y tratamientos de los animales fueron realizados con base a las
guia establecida en los “Principles of Laboratory Animal Care” (NIH publication #85-
23, revised 1985) y las “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio (Clave NOM-062-Z00-1999)” de la “Norma Oficial
Mexicana de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA)” (publicada en Agosto, 2001). El protocolo experimental

fue aprobado por el CICUAL del Instituto de Investigaciones Biomédicas.
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5.2. Obtencioén del tejido y Western Blots

Para la medicion de las proteinas, transportadores (xCT, EAAC1, LAT1, GLAST y
GLT1) y subunidades del NMDAR (NR2A y NR2B) los tejidos se procesaron
mediante el método descrito por Schindler et al., (2006), para proteinas
membranales. En breve, una muestra del tejido congelado fue homogenizada en 10
volumenes de buffer de extraccion BCL (10 mM HEPES, 10 mM NaCl, 1 mM
KH2PO4, 5 mM NaHCO3, 5 mM EDTA, 1 mM CaCl2, 0.5 mM MgCI2, 1 mM PMSF,
y 10 mg/ml aprotinin y leupeptin) que contenia 10% de sacarosa 2.5 M. El
homogenado obtenido se centrifugd en dos ocasiones a 6,300 x g a 4°C por 10
minutos, colectando los sobrenadantes. Los sobrenadantes colectados fueron
centrifugados a 100,000 g por 30 minutos a 4°C. El precipitado fue recuperado y
solubilizado en 40 mM Tris-HCI, pH 9.5, 8 M urea y 4% (w/v) Triton X-100. La
concentracion de proteina fue determinada usando Pierce BCA Protein Assay kit
(Thermo Scientific, Meridian Rd, Rockford, USA). Las muestras (5-40 ug) fueron
sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS del 8% (NR2A y NR2B)
al 10% (xCT, EAAC1, LAT1, GLAST y GLT1) y transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, Germany), en condiciones de voltaje vy
amperaje constante, respectivamente. Las membranas fueron bloqueadas con
leche al 5% en TBS-0.1% Tween-20, y posteriormente se incubaron con el
respectivo anticuerpo primario. Una vez revelada la proteina de interés, se
desprendieron los anticuerpos de la proteina problema mediante un tratamiento con
NaOH 0.2 M (stripping), para posteriormente incubar con el anticuerpo primario para
la proteina control B-tubulina o GAPDH. Las bandas de las proteinas fueron
visualizadas con un anticuerpo secundario ligado a HRP, usando ECL Prime
western blotting detection reagent (GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA).
Las imagenes de las placas fotosensibles fueron capturadas y la densitometria
analizada con Image J software version 1.46r software (U. S. National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA).
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5.3.Inmunofiluorescencia

Para las imnunolocalizaciones, ratones CD1 en el 15 DPN fueron sedados
intraperiotonealmente con 70 mg/kg de pentobarbital sédico (SedalphorteMR, Reg.
SAGARPA Q-7503-003; uso veterinario) y transcardialmente perfundidos con
solucién salina al 9% fria, seguido de paraformaldehido al 4% p/v en buffer de
fosfatos (PB), pH 7.4. Posteriormente los animales se decapitaron y el cerebro
completo fue cuidadosamente removido, y postfiado con paraformaldehido al 4%
en PB a 4°C, sucesivamente fueron deshidratados en solucion crioprotectora de
sacarosa al 20% y 30%. Secciones de 22um fueron realizadas en frio y se procedio
a hacer las inmunofluorescencias flotantes. Después de tres lavados con PBS+0.3%
Triton X-100 (PBST), los cortes fueron incubados con anticuerpo primario anti-xCT
o anti-EAAC1 y anti-MAP2 con 2% de suero de caballo normal en PBST toda la
noche a 4°C y en agitacién constante. El excedente de anticuerpo primario fue
eliminado con tres lavados con PB, y entonces el anticuerpo secundario respectivo
anti-rabbit Alexa Fluor 594 o anti-chicken Alexa 488 fue incubado por 2 h a
temperatura ambiente. Finalmente, los cortes se montaron con Vectashield
mounting medium con DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) para ser
analizados en un microscopio. Las fotografias se adquirieron en un microscopio
confocal Olympus BX51WI DSU (Olympus, Center Valley, PA, USA), acoplado a

una camara Hamamatsu EM-CCD C9100 (Hamamatsu, Hamamatsu, Japan).

5.4. Determinacion de los niveles de GSH y GSSG

Los niveles de GSH y GSSG se midieron del homogenado obtenido a partir de
cerebro completo en el 1 DPN y corteza e hipocampo en el 15 DPN. El homogenado
y las mediciones fueron realizadas mediante la metodologia descrita por Senft et al.,
(2000). El ensayo fluorométrico de 0-phthalaldehide (OPA, P0657-5G) fue adaptado
a microplaca (Greiner high and medium binding 96 well plattes M4686-40EA, Sigma-
Aldrich). La fluorescencia se determino con filtros de 365 nm de excitacion y 430 nm
de emision en un Multidetector de Elisa DTX 800/880 (Beckman Coulter, Fullerton,
CA, USA). Los niveles de GSH y GSSG se expresan en nmol por g de tejido, se uso

como referencia una curva estandar de GSH y GSSG. El método de OPA, se basa
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en la formacion de un derivado fluorescente, isoindol, para el caso de del GSH. Para
la determinacién del GSSG en un primer paso se inhibe esta reaccién y
posteriormente el GSSG es reducido a GSH para la posterior derivacion del isoindol
con OPA.

5.5. Medicion de iAs y especies de As metiladas

Las concentraciones de iAs y las especies de As metiladas se cuantificaron en la
orina de 12 h de las hembras en el dia de gestacion 15-18 (colectada mediante el
uso de una camara metabdlica, en la fase activa), en el cerebro completo en el 1
DPNy en higado, corteza e hipocampo en el 15 DPN de la progenie. Las mediciones
se realizaron por espectrometria de absorcion atbmica con generador de hidruros
usando un criocondensador (HG-CT-AAS), como lo reportado por Hernandez
Zavala et al., (2008). La cuantificacion fue realizada usando curvas de calibracion
independientes de la especie de arsénico. Sales disddicas acidas de arsénico (99%
de pureza), y acido de arsénico dimetilado (DMAV; 98% de pureza) fueron obtenidas
de Sigma-Aldrich. Sal disédica de acido metilarsénico (MMAYV, 99% de pureza), fue
obtenido de Ventron (Danvers, MA, USA). El borohidruro de sodio fue obtenido de
EM Science (Gibbstown, NJ, USA). Las muestras fueron digeridas con acido
fosfdrico grado ultrapuro 2 X (J. Baker), previo a su analisis como se ha descrito por
Hughes et al. (2003).

5.6. Pruebas de conducta

5.6.1. “Tarea de reconocimiento de lugar de objeto”

Al 90 DPN ratones CD1 machos y hembras controles (control), expuestos durante
la gestacion y hasta el 15 DPN de lactancia “gestacionalmente expuesto’(iAs 15
DPN) y con exposicién gestacional y continuada a iAs “As cronico” (iAs 90 DPN),
fueron sometidos a una tarea de localizacion espacial de objeto, para ello se
empled la metodologia descrita por Mumby et al. (2002), adaptada para su uso en
raton. La tarea fue realizada en una camara de campo abierto de acrilico con

paredes blancas de 30 cm de alto x 60 cm ancho x 60 cm largo. Dos objetos de
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idéntica forma, tamafo y color (blanco, negro y rojo), fueron usados en cada
prueba. Los objetos y la camara se limpiaron previa y posteriormente a cada sesion
con una solucion que contenia 10% de etanol, 10% de dextran en agua destilada,
para eliminar rastros odoriferos. Durante el experimento la distancia de las sefiales
ambientales se mantuvieron de manera constante, asi como las condiciones de
oscuridad en el cuarto de experimentacion. Por tres dias consecutivos, los ratones
fueron habituados de manera individual al contexto (camara de campo abierto) y al
experimentador, efectuando una sesion de 10 minutos por dia por animal. En el
cuarto dia, la prueba se efectu6 en dos fases: la fase exploratoria de localizacién
de objeto (fase de reconocimiento); y la fase de prueba, para la discriminacion del
cambio de localizacidn del objeto (fase de prueba). En la fase de reconocimiento,
los dos objetos se situaron en idéntica orientacion con respecto a las esquinas de
la camara (10 cm de las esquinas), a cada animal se le permitid un tiempo de
exploracion de objeto. Posteriormente el sujeto (raton) fue regresado a la caja de
alojamiento por 15 minutos. Concluido el tiempo de recuperacién (15 minutos en la
caja de alojamiento), el sujeto fue retornado a la camara de campo abierto, con los
mismos objetos de la fase de reconocimiento pero, uno de ellos habia sido
cambiado de lugar (en una esquina contraria y a la mitad de distancia de la esquina,
manteniendo igual orientacion). El tiempo de reconocimiento y de prueba fue de 5
minutos y ambas sesiones fueron video grabadas para posterior analisis por un
observador entrenado. Las medidas de conducta incluyeron la frecuencia y el
tiempo acumulado en segundos en el que el animal se acercd (tocar con el cuerpo
o vibrisas) y tocé cada objeto con las patas durante la exploracion. Se calculd un
indice de discriminacion (ID) mediante la formula de ID = tiempo dedicado a
explorar el objeto cambiado / tiempo dedicado a explorar ambos objetos. Animales
que durante la fase de prueba exploraron menos de 10 segundos, no fueron
incluidos en el analisis. El ID fue también determinado en la fase de exploracion

para cada objeto, con el fin de verificar preferencia por el objeto o el lugar del objeto.
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5.6.2. Laberinto de agua de Morris

Con esta prueba se valora la memoria de referencia espacial, dado que la
plataforma es invisible y permanece en el mismo lugar durante los ensayos de
entrenamiento en una piscina rodeada de sefiales ambientales extra-laberinto. El
laberinto de agua fue realizado de acuerdo a lo reportado por Vorhees et al., (2006).
La prueba se realizd en una piscina blanca y circular de 124 cm de diametro. La
plataforma de escape se mantuvo aproximadamente 1 cm por debajo de la
superficie del agua. La temperatura del agua oscilé entre 20-22°C. La piscina fue
dividida en cuatro puntos cardinales (N, S, E y O), la plataforma permanecié
invisible en el mismo lugar (cuadrante noreste “NE”). Las pruebas se realizaron
durante la fase activa de los animales y con iluminacion roja. La piscina se limpid
entre cada entrenamiento. Las sefales espaciales de referencia usadas fueron
cartulinas con rayas y objetos en la habitacion. El entrenamiento se realizé durante
5 dias consecutivos a la misma hora del dia anterior. Cada sesion de entrenamiento
fue de 60 segundos por raton con cuatro entrenamientos por animal por dia,
alternando el cuadrante de entrada en cada entrenamiento y sesion (Cuadro 4).
Posterior a la llegada a la plataforma el sujeto permanecié en ella por 30 segundos
(reconocimiento espacial). Las sesiones fueron videograbadas, se cuantificd el
tiempo que tardaba el sujeto en llegar a la plataforma de escape, reportandose en
cada dia el promedio de los cuatro entrenamientos. Se uso el software EthoVision®
XT Version 11.5 (Noldus Information Technology, International headquarters
Wageningen, The Netherlands). En caso de que el ratdon no encontrara de manera
efectiva la plataforma, era cuidadosamente dirigido hacia ella, permitiendo el

posterior tiempo de reconocimiento (30 segundos).
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Cuadro 3. Cuadrante de entrada al laberinto de agua de Morris durante los cinco

dias de entrenamiento.

Entrenamiento

Dia 1 2
1 N E
2 SE N
3 NO SE
4 E NO
5 N SE

E= este; N= norte; NO= noroeste; SE= sureste.

5.7.Analisis estadistico

3
SE
NO
E
N
E

4
NO
E
N
SE
NO

Los datos son expresados en promedios + Error Estandar (SE). La n de los grupos

en cada experimento es indicado en el pie de figura de cada resultado. Pruebas de

‘t” de Student o analisis de varianza (ANOVA)

de una via fueron usadas para

evaluar la significancia estadistica, seguidas de una prueba de comparacion

multiple post hoc de Dunnett o de Tukey. ANOVA de medidas repetidas fue usada

para la comparacion con respecto al tiempo del experimento para el laberinto de

agua de Morris y pesos de los animales durante el tiempo del experimento. Se

establecié el valor de P<0.05 como estadisticamente significativo en todos los

casos.
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6. RESULTADOS

6.1. Exposicion a iAs

La exposicion de los progenitores a 20 mg/L de iAs en el agua de bebida durante
30 dias previos a la cruza fue bien tolerada, no se observaron alteraciones en el
peso (Figura 5A y B en machos y hembras, respectivamente), consumo de agua
(Figura 7A), o conductas reproductivas (progenitores), asi como el peso de las
hembras gestantes (Figura 6). Durante la gestacién las hembras continuaron con
la exposicion a iAs. No se observaron cambios en el peso (Figura 6) y el consumo
de agua durante la gestacion (Figura 7A). Sin embargo, durante la lactancia las
hembras expuestas a iAs disminuyeron de manera significativa el consumo de agua
(Figura 7A). El tamafio de las camadas entre expuestas y controles, el nUmero de
hembras y machos, asi como los dias de gestacion (19 + 1 dias) no se alteraron
(Cuadro 4).

« iAs
50 1AS 509 = iAs
» Control 454
45 «  Control
PR
- 354
20 40+ i i = .
2 % :E 3 301 . & i
535- =t 325-#'*‘3;‘* )
[
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251 r r r r r r 104
0 5 10 15 20 25 30 r r r T T r T
0 5 10 15 20 25 30
Dias Dias

Figura 5. Peso de ratones control y expuestos a iAs 30 dias previos a la cruza. Los animales fueron
pesados de manera individual cada cinco dias en un periodo de 30 dias. (A) Peso de ratones machos
y (B) hembras en edad reproductiva (7-8 semanas). Los valores son expresados como los pesos
individuales de una n de 4 ratones por grupo + SE. Los grupos controles vs iAs fueron comparados
mediante una prueba de “t” de medidas repetidas tomando como significativo un P < 0.05. No se
observaron cambios en el peso previo a la cruza entre hembras y machos controles y los que ingerian
agua con 20 mg/L de iAs.
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Figura 6. Peso de los ratones hembras controles y expuestos a iAs durante la gestacion. Los
animales fueron pesados de manera individual en el dia 0, 7, 14 y 15-18 post-tapén vaginal. El inicio
de la gestacién fue estimado por la presencia del tapon vaginal. Los valores son expresados como
los pesos individuales de una n de 4 ratones hembras, el valor de la media por grupo + SE. Los
grupos control vs iAs fueron comparados mediante una prueba de t de medidas repetidas tomando
como significativo un P < 0.05. No se observaron cambios en el peso durante la gestacion entre
hembras controles y las que ingerian agua con 20 mg/L de iAs.

Al nacimiento, la progenie expuesta durante la gestacion no manifestdé signos de
toxicidad aguda, por ejemplo abortos, ataxia, enrojecimiento, hinchazon,
malformaciones y/o muerte al nacimiento o durante al experimento (Cuadro 4).

Cuadro 4. Dias de término de la gestacion, pesos, signos de toxicidad agua vy
distribucion de sexos en las progenies controles y expuestas a iAs.

Medida Control iAs P
Hembras

Dias de término de la gestacion (dias) 18.5+ 1 18.25+1.15 | 0.7304
Progenie

Peso al nacimiento (g) 1.33+0.52 |1.5+0.55 0.5995
Abortos 0 0 NA
Malformaciones 0 0 NA
Signos de toxicidad aguda 0 0 NA
Sexo nt= 51 nt= 51

Numero de machos 8+1.41 7+1.15 0.3153
Numero de Hembras 4751206 |575+2.63 0.5714

Los datos fueron tomados del promedio de 4 camadas controles y expuestas a 20 mg/L de
iAs; NA= No Aplica; nt= n total
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P

Ingesta diaria de agua (mL)

ng/'g de tejido

El promedio de ingesta de iAs para los machos fue de 2.69+ 0.69 mg/kg por dia
durante los 30 dias previos a la cruza, tiempo en que las hembras ingirieron 2.72 +
0.88 mg/kg/dia. Durante la gestacion las hembras ingirieron 2.92 + 1.17 mg/kg/dia
(20 dias), y durante la lactancia (22 + 1 dias) las cantidades se incrementaron hasta
10.73 + 1.9 mg/kg/dia. Una disminucion significativa de la ingesta de agua fue
observada en el grupo de hembras expuestas a iAs durante este tiempo (Figura
1A).
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Figura 7. Ingesta de agua y especies de As en orina y tejido cerebral. (A) Ingesta de agua de
hembras durante la gestacion y lactancia. La ingesta de agua se estimé por peso diario del bebedero.
Diferencias significativas se observaron solo en la lactancia. (B) Especies de As en orina de hembras
controles y expuestas a iAs de 15-18 dias de gestacién (n=6). La orina de 12 h fue colectada usando
cajas metabdlicas. (C) iAs y especies de As en cerebro completo de raton CD1 de 1 DPN y de 15
DPN macho (D) y hembra (E). Para los anadlisis una cria fue elegida al azar de cada camada. Los
valores son expresados como medias + SE; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P< 0.001 vs. grupo control. iAs:
arsénico inorganico, MMA: monometilarsénico, DMA: dimetilarsénico, tAs (iAs + MMA + DMA):
arsénico total (Modificado de Ramos Chavez et al., 2015).
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6.2. Especies de As en orina de hembras gestantes, en cerebro completo
en el 1 DPN y regiones en el 15 DPN de progenie expuesta

gestacionalmente a iAs

La cantidad de iAs y las especies derivadas de su metabolismo se determinaron en
la orina de hembras en el dia 15-18 de gestacidon. La principal especie de As
excretada en la orina de hembras expuestas fue el DMA, seguida del MMA y el iAs.
El As total (tAs; MMA+DMA+iAs) en las hembras expuestas a iAs fue 1,500 veces
mas elevado que en las hembras controles (Figura 7B). En el 1 DPN, el analisis del
As en cerebro completo de la progenie expuesta mostré que el DMA (58.9%) y el
iAs (41%) fueron las principales especies presentes en el cerebro de la progenie
expuesta durante la gestacion a iAs. El nivel de iAs y sus especies en controles
fueron 6.7 veces mas bajas que en las crias expuestas en la gestacion a iAs (Figura
7C). Durante la lactancia (15 DPN), los niveles de las especies de As en corteza e
hipocampo de machos (Figura 7D) y hembras (Figura 7E) no fueron detectables
en controles y expuestos a iAs, graficandose para ambos grupos el limite de
deteccion del método. En cambio, en los higados de machos y hembras expuesto
a iAs se observd la acumulacion de las especies de As (Figura 7D y 7E,

respectivamente).

6.3. Efecto de la exposicion gestacional a iAs sobre los niveles de GSH y
GSSG en cerebro completo en el 1 DPN, y en corteza e hipocampo de
ratones de 15 DPN.

Se sabe que el metabolismo del iAs consume GSH, una de las causas de estrés
oxidante por iAs; para valorar si la exposicion gestacional podria generar cambios
en los niveles de GSH en células cerebrales, GSH y oxidado (GSSG) fue
determinado en cerebro completo en el 1 DPN y en corteza e hipocampo en el 15
DPN. En el 1 DPN en cerebro completo, las crias expuestas gestacionalmente
tuvieron un aumento significativo de GSSG (Figura 8A). En esta etapa, las regiones
cerebrales y el sexo no pudieron ser identificados fisicamente. En el 15 DPN, no se
observaron diferencias en los niveles de GSH y GSSG en corteza e hipocampo de

ratones machos y hembras controles y expuestos (Figura 8B). Sin embargo, en
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hipocampo de hembras expuestas a iAs se observo un aumento significativo de
GSH, lo cual podria ser debido a la expresion de transportadores de cistina o

cisteina (Figure 8C).

Figura 8. Niveles de GSH y GSSG en cerebro y regiones de ratones en el 1y 15 DPN. (A) En el dia
1, las especies de As se determinaron en cerebro completo. Al 15 DPN corteza e hipocampo
pudieron ser separadas de machos (B) y hembras (C) y procesadas para la determinacién de GSH
y GSSG. Los datos son expresados como medias *+ SE. La significancia estadistica (*P < 0.05 vs.

grupo control) fue valorada con una prueba de “t” de Student; n=9 por grupo (Modificado de Ramos
Chavez et al., 2015)

6.4.Los cambios en los niveles de GSH inducidos por iAs se ven
acompanados con aumento en la expresion de los transportadores
xCT, EAAC1 y LAT1 y modulacion en la expresion de las subunidades

del NMDAR en regiones cerebrales.

Para valorar si los cambios en el contenido de GSH y en GSSG pueden modular a
los transportadores de cistina, cisteina y glutamato. Se exploré la expresiéon de los
transportadores xCT, EAAC1 y LAT1 en cerebro completo en el 1 DPN y en la
corteza e hipocampo en el 15y 90 DPN mediante western blots. La expresion de
los transportadores xCT, EAAC1 y LAT1 (Figura 9A, B y C respectivamente) fueron
significativamente mayores en los cerebros de las crias expuestas aiAsenel 1D
PN.
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Figura 9. Expresion de transportadores de cistina/glutamato y cisteina en ratén controles y
gestacionalmente expuestos en el 1 DPN. El cerebro completo fue obtenido y procesado para los
andlisis de western blot, como se describe en material y métodos para valorar la expresiéon de (A)
xCT, (B) EAAC1 y (C) LAT1. Las evaluaciones densitométricas de las imagenes de los blot fueron
relizadas usando B-tubulina como control de carga. Las barras representan la media + SE, valores
relativos en donde el control representa el 100% de la expresion. La significancia estadistica (*P <

0.05 vs. grupo control) fue valorada con una prueba de ‘t” de Student; n=6 por grupo. Blot
representativos son mostrados en la parte superior de cada panel (Modificado de Ramos Chavez et
al., 2015).

Esta expresiéon continué incrementada en el 15 DPN para xCT y EAAC1 (Figura
10C, D), no fue asi para LAT1 (dato no mostrado) en ratbn macho y hembra
gestacionalmente expuestos. La expresion de xCT y EAAC1 fue observada
principalmente en neuronas del hipocampo (Figura 10A, B).

Un aumento en los niveles de glutamato extracelular ha sido asociado con
modulacién de las subunidades del NMDAR. En el mismo tiempo, la exposicién a
iAs disminuyd la expresion de las subunidad NR2A del NMDAR en el hipocampo de
crias machos en el 15 DPN (Figure 10E), mientras la subunidad NR2B fue menor

tanto en corteza como hipocampo de machos y hembras (Figure 10F).
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Figura 10. Expresion de transportadores de cistina/cisteina y glutamato en ratén controles y
gestacionalmente expuestos en el 15 DPN. Imagenes de microscopia confocal de la expresion de
xCT (A) y EAAC1 (B) en células de CA1 del hipocampo de ratones controles y expuestos de 15
DPN. Marcador neuronal anti-MAP2 (verde), XxCT (rojo) o EAAC1 (rojo). Los nucleos fueron contra-
tefiidos con DAPI (azul). La barra representa 30 um. La corteza e hipocampo fueron cuidadosamente
removidas de machos y hembras y el tejido procesado para western blot como se describe en
material y métodos para valorar la expresién de xCT (C); EAAC1 (D); subunidad NR2A del NMDAR
(E); subunidad NR2B (F) del NMDAR. Las evaluaciones densitométricas de las imagenes de los blots
fueron realizadas usando 3-tubulina como control de carga. Las barras representan la media + SE,
valores relativos en donde el control representa el 100% de la expresién. La significancia estadistica
(*P < 0.05 vs. grupo control) fue valorada con una prueba de “t” de Student; n=4-6 por grupo. Blots
representativos son mostrados en la parte superior de cada panel (Modificado de Ramos Chavez et
al., 2015).

En el 15 DPN, la progenie expuesta gestacionalmente a iAs fue subdividida, la mitad
de camadas continud la exposicion con 20 mg/L de arsenito de sodio (como sus
progenitores), mientras al resto de las camadas recibié agua libre de iAs, como los
controles hasta el 90 DPN. En este tiempo se efectué una prueba de reconocimiento
de lugar de objeto. Posterior a ello los animales fueron sacrificados y el hipocampo
fue obtenido para examinar la expresion de los transportadores y las subunidades
del NMDAR. Los machos expuestos mostraron incremento en la expresién de xCT,
aunque la exposicion continu6é (iAs 90 DPN), los niveles de xCT se reducen
comparado con animales que fueron unicamente expuestos durante la gestacion y
hasta el 15 DPN (iAs 15 DPN; Figura 11A). La expresion de EAAC1 no se vio
alterada en ninguno de los grupos (Figure 11B). Sin embargo, la expresion de GLT1
disminuyo unicamente en los animales expuestos durante la gestacion y hasta el 15
DPN (iAs15 DPN), ningun cambio fue observado para GLAST (Figura 11C, D). Con
respecto a las subunidades de NMDAR, la expresion de tanto NR2A y NR2B fueron
significativamente disminuidas solo en el grupo de exposicion en el periodo de la
gestacion y hasta el 15 DPN, cuando la expresion de xCT fue mas alta y mas baja
de GLT1 (iAs15 DPN; Figura 11C, D). En el caso del hipocampo de las hembras,
solo se observé un aumento marginal de la expresién de xCT en ambas condiciones
(iAs 15 DPN y iAs 90 DPN; p<0.08), sin cambios estadisticamente significativos en
la expresion de GLAST, GLT1 o en las subunidades del NMDAR (Figura 12A, B,
C,D,EyF).
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Figura 11. Expresion de transportadores de cistina/glutamato, cisteina y glutamato en hipocampo
de ratones machos en el 90 DPN. xCT (A); EAAC1(B); GLT1(C); GLAST (D); NR2A (E); NR2B (F).
Las evaluaciones densitométricas de las imagenes de los blots fueron realizadas usando GAPDH o
B-tubulina como control de carga. Las barras representan la media + SE de valores relativos en
donde el control representa el 100% de la expresion. La significancia estadistica (*P < 0.05 vs. grupo
control) fue valorada con una prueba de ANOVA con una prueba post-hot de Tukey; n=3-5 por grupo.
Blots representativos son mostrados en la parte superior de cada panel. Control= controles, iAs15
DPN: expuestos a iAs durante la gestacion y hasta el dia 15 de lactancia, iAs 90 DPN: expuestos a
iAs durante la gestacion, lactancia y hasta el 90 DPN (Modificado de Ramos Chavez et al., 2015).

6.5. La exposicion gestacional a arsénico altera la ejecucion de las tareas
de reconocimiento de lugar de objeto y laberinto de agua de Morris

“memoria espacial’.

La tarea de reconocimiento de lugar fue realizada en el 90 DPN, para determinar si
la exposicion a iAs tuvo un impacto negativo sobre la memoria espacial. La habilidad
de discriminacién espacial, fue valorada en los grupos de ratones machos y
hembras, que incluian al grupo control, iAs 15 DPN y iAs 90 DPN. Durante la fase
de reconocimiento, no se observo preferencia por el objeto o el lugar de localizaciéon

del objeto, valorado mediante el tiempo dedicado a la exploracién de cada objeto
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(Figura 13A). En la fase de prueba, cuando el objeto fue cambiado de lugar, los

machos iAs 15 DPN y iAs 90 DPN disminuyeron significativamente el

reconocimiento de la localizacion del objeto, en una medida similar (Figura 13B).

En las hembras, este efecto fue marginalmente significativo para el grupo de iAs15

DPN, sin significancia con la exposicion prolongada a iAs (iAs 90 DPN; Figura 13B).

Estos resultados fueron corroborados en el laberinto de agua de Morris,

observandose que los animales machos y hembras (Figura 14A y B,

respectivamente) controles disminuyen de manera significativa el tiempo de llegada

a la plataforma desde el dia 2 de entrenamiento (mayor reconocimiento espacial),
no asi los iAs 15 DPN, y los iAs 90 DPN, que lo hacen hasta el dia 5 de

entrenamiento. Las hembras controles necesitaron dos entrenamientos previos para

disminuir el tiempo de llegada a la plataforma, no asi los machos quienes mostraron

una mejoria en la localizacion a partir del primer dia de entrenamiento (Figura 14A
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Figura 12. Expresion de transportadores de cistina/glutamato, cisteina y glutamato en hipocampo
de ratones hembras en el 90 DPN. xCT (A); EAAC1(B); GLT1(C); GLAST (D); NR2A (E); NR2B (F).
Las evaluaciones densitométricas de las imagenes de los blots fueron relizadas usando GAPDH o
B-tubulina como control de carga. Las barras representan la media + SE de valores relativos en
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donde el control representa el 100% de la expresion. La significancia estadistica (*P < 0.05 vs. grupo
control) fue valorada con una prueba de ANOVA con una prueba post-hoc de Tukey; n=3-5 por grupo.
Blots representativos son mostrados en la parte superior de cada panel. Control= controles, iAs15
DPN: expuestos a iAs durante la gestacion y hasta el dia 15 de lactancia, iAs 90 DPN: expuestos a
iAs durante la gestacion, lactancia y hasta el 90 DPN.

=

Figura 13. Efecto de la exposicién a iAs sobre la memoria de trabajo espacial en pruebas de
reconocimiento de lugar en ratones machos y hembras de 90 DPN. indice de reconocimiento (IR)=
(tiempo de exploracion en el nuevo lugar/tiempo total de exploracién). (A) indice de discriminacion
en la fase de reconocimiento y (B) durante la fase de prueba en controles, expuestos durante la
gestacion y hasta el dia 15 de lactancia (iAs 15 DPN) y expuestos durante la gestacion, lactancia y
hasta el 90 DPN (iAs 90 DPN). Cada barra representa la media + SE (n=8). Los datos fueron
analizados usando ANOVA con una prueba post hoc de Dunnett para las comparaciones entre los
grupos. La significancia estadistica (*) P< 0.05 vs. grupo control; n=3-5 por grupo.# P=0.0625.
Control= controles, iAs 15 DPN: expuesto a iAs durante la gestacién y hasta el dia 15 de lactancia,
iAs-90 DPN: expuestos a iAs durante la gestacién, lactancia y hasta el 90 DPN (Modificado de Ramos
Chéavez et al., 2015).
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Figura 14. Efecto de la exposicion a iAs sobre la memoria espacial en el laberinto de agua de Morris
en ratones machos (A) y hembras (B) de 90 DPN. Tiempo de latencia= segundos de llegada a la
plataforma de escape durante los dias 5 dias de entrenamiento. Se realizaron 4 entrenamientos por
dia con duracion de 60 segundos cada uno. Durante los dias de entrenamiento se mantuvieron
medidas de referencia espacial, y los animales fueron entrenados de manera individual. Los grupos
fueron: controles, expuestos durante la gestacion y hasta el dia 15 de lactancia (iAs15 DPN) y
expuestos durante la gestacion, lactancia y hasta el dia 90 postnatal (iAs 90 DPN). El grafico
representa los valores maximos y minimos (bigotes), el primer y tercer cuartil (caja), la mediana (linea
media) y la media “+”, asi como los valores atipicos “e” (n=10-12). Los datos fueron analizados
usando ANOVA de medidas repetidas. La significancia estadistica (*) P< 0.05 vs. el dia 1 de
entrenamiento. Control= controles, iAs 15 DPN: expuestos a iAs durante la gestacién y hasta el dia
15 de lactancia, iAs 90 DPN: expuestos a iAs durante la gestacion, lactancia y hasta el 90 DPN.

50



7. DISCUSION

El iAs es un metaloide ampliamente distribuido, esta presente en productos
antropogénicos, asi como en la dieta (alimentos y agua). La presencia de iAs en
agua de consumo humano causa multiples efectos perjudiciales a la salud. La
exposicion cronica se ha dado a través de generaciones, sin embargo, pocos
estudios han investigado los efectos de exposicion al iAs en el desarrollo in ttero
(Vahter, 2008), mucho menos se ha explorado las alteraciones a nivel molecular.
En humanos se ha documentado la presencia de las especies de As en sangre de
cordon umbilical (Concha et al., 1998; Hall et al., 2007) y en otros tejidos fetales,
incluyendo al cerebro, sugiriendo que el iAs es transferido al feto durante todo el
desarrollo. Ademas la presencia de iAs y sus especies en tejido fetal se ha asociado
negativamente con indicadores de neurodesarrollo (Parajuli et al., 2013) y
correlacionado con déficit cognitivo que incluye alteraciones en los patrones de
memoria, |Q verbal y de la escala completa (Tyler and Allan, 2014).

Los receptores a glutamato de tipo NMDA, participan en la memoria y el aprendizaje,
asi como en procesos de neurodesarrollo y neuropatologias. La sobreactivacion de
estos receptores puede causar muerte celular durante la falta de oxigeno y glucosa
(Jung et al., 2012) y déficit de memoria debido a la exposicidn a xenobidticos (Olney
et al., 2000; °Li et al., 2012). Por otro lado, los transportadores de L-Cys2/L-Glu,
participan en la sintesis de GSH en el SNC y son modulados por estrés oxidante.
La hipétesis de este trabajo fue que la exposicidén a iAs durante la gestacion podria
incrementar la expresion de xCT por estrés oxidante. Esta condicion puede
aumentar el eflujo de L-Glu lo que podria llevar a la activacion de los transportadores
para eliminar el L-Glu extracelular. Al mismo tiempo, el estrés oxidante y el exceso
de L-Glu podia modular la expresiéon de las subunidades del NMDAR (Scimemi et
al., 2009) en el cerebro en desarrollo lo que podria después reflejarse como dafio
en la memoria.

Los ratones tienen la capacidad de metabolizar el iAs y los metabolitos formados
son eliminados mas eficientemente que en humanos, pero la proporcion de
metabolitos es muy similar (ATSDR, 2007). Los resultados del presente estudio

muestran que el cerebro completo y el higado de ratones expuestos a 20 mg/L de
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iAs, contenian un promedio de concentracién de especies de As de 28 y 260 ng de
As/g de tejido, respectivamente (Figura 7D y E). Concentraciones similares han sido
encontradas en muestras de higado de residentes de un area endémica de arsénico
que bebian agua que contenia entre 0.22 - 2 mg/L de iAs. En este caso, las muestras
humanas de higado mostraron concentraciones de 100 a 1,200 ng de As/g de tejido
hepatico, respectivamente (Mazumder, 2005). Se ha reportado la expresién de la
enzima AS3MT en tejido fetal, lo cual sugiere metabolismo del iAs con consiguiente
consumo de GSH.

La ingesta de agua de bebida con iAs (20 mg/L) no causé ningun signo visible de
toxicidad aguda antes de la cruza de los machos y hasta la gestacién de las hembras
CD1, y en la progenie hasta los 90 dias del post-nacimiento (DPN). Las camadas
de hembras controles y expuestas fueron similares en tamafo (numero de
individuos), peso y proporcion de sexos. Por el contrario, en un estudio similar en la
cepa de raton FVB/NJ, observaron reduccion en la fertilidad por exposicion a 20
mg/L de iAs, asi como aumento de abortos y malformaciones congénitas (Wenjie
et. al., 2007), posiblemente debidos a diferencias en la sensibilidad de la cepa. En
la etapa de lactancia las hembras expuestas disminuyeron significativamente el
consumo de agua, tiempo en el que aumentaron el consumo de agua alrededor de
cuatro veces (Figura 7A).

Para verificar la toxico-cinética del iAs, las especies de As se determinaron en la
orina de hembras gestantes y en cerebro e higado de la progenie. EI DMA fue la
principal especie de As presente en la orina de hembras expuestas previo al parto
(Figura 7B) similar a lo reportado por Concha et al., (1998) en un estudios en
poblacién chilena. En los cerebros de los recién nacidos, el iAs y DMA fue la especie
predominante (Figura 7C). En el 15 DPN, cuando las regiones cerebrales y el sexo
pudieron ser identificados, se sacrificaron animales, aislando la corteza y el
hipocampo de machos y hembras. En este tiempo, los niveles de especies de As en
hipocampo y corteza de machos y hembras lactantes expuestas no fueron
diferentes de los machos y hembras controles. Esto no ocurrié en el higado en

donde la principal especie fue el DMA (Figura 7D y E).
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La acumulacion en higado de las especies de As después de la exposicidon
gestacional observada en este trabajo concuerda con lo reportado en ratones
albinos por Jin et al. (2010). En humanos se ha mostrado que la acumulacion de As
en leche es muy baja (Concha et al., 1998). Asi, estos resultados indican que la
presencia de As en el cerebro al nacimiento es resultado de la absorcién a través
de la placenta y que fue eliminada del cerebro pero no del higado durante la
lactancia, en el dia 15 de post-nacimiento. Estos datos puede reflejar diferencias en
la cinética de eliminacion a nivel de érganos que afectan la disposicion de los
metabolitos del As (Devesa et al., 2006). La presencia de iAs y DMA en el cerebro
de los recién nacidos expuestos sugiere que la placenta no limita el paso de las
especies de iAs y que podria estar asociado con los mas altos niveles de GSH
oxidado (GSSG; Figura 8A). Al mismo tiempo, el sistema de transporte xC- (xCT),
x-AG (EAAC1) y LAT1 aumenta su expresiéon (Figura 9A, B y C respectivamente),
sugiriendo un incremento en la entrada de L-Cys, L-Cys2 para la sintesis de GSH
debido a la elevacion de GSSG.

En las crias lactantes (15 DPN), los niveles de GSH o GSSG en corteza e
hipocampo no fueron diferentes de los determinados en animales controles (Figura
8B, C) muy probablemente debidos a los bajos niveles de las especies de As
(Figura 7D, E). Sin embargo la expresion de los transportadores xCT y EAAC1 se
mantuvo aumentada (Figura 10A, B), ello fue también observado en las imnuno-
fluorescencias de células de CA1 del hipocampo (Figura 10A, B). El aumento en
la expresion tanto de xCT y EAAC1 pueden proteger contra la toxicidad de L-Glu
(Lewerenz et al., 2006) reduciendo el L-Glu extracelular y la activacion del NMDAR
(Scimemi et al., 2009). En este tiempo se observé disminucion significativa de la
subunidad NR2B en ambos sexos, y la subunidad NR2A en el hipocampo sélo de
machos expuestos de 15 DPN. Esta observacion sugiere que la alteracién del
transporte de L-Cys2 y L-Glu debido a la exposicién a iAs puede modificar la
expresion de NR2B en el hipocampo. Otras condiciones como el estrés prenatal
(Zhao et al., 2013), etanol (Brady et al., 2013), dieta alta en grasa (Page et al., 2014)
y nicotina (Wang et al., 2011) han sido asociadas con disminucion de NR2B o la
proporcion de NR2B/NR2A.
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La expresion reducida de NR2B del NMDAR se ha relacionado con alteraciones
cognitivas y neuropatologias (Paoletti et al. 2013). En el 90 DPN, la progenie
expuesta mostré dafio significativo en la ejecucion del reconocimiento de lugar
comparado con los controles. Los machos fueron mas afectados que las hembras
(Figura 13B y 14A), sugiriendo que las neuronas hipocampales fueron afectadas
por la exposicion a iAs. Los animales fueron sacrificados para investigar la expresion
de transportadores y de las subunidades del NMDAR en el 90 DPN en hipocampo.
La expresion de xCT se mantuvo aumentada (Figura 11A) especialmente en los
animales expuestos a iAs durante la gestacion y hasta el 15 DPN. Sin embargo, en
el 90 DPN, la expresion de EAAC1 no fue diferente entre la progenie control y
expuesta.

El GLT1, es un transportador que participa en la eliminacion del L-Glu extracelular,
su expresion se disminuyd en los animales expuestos durante la gestacion a iAs
(Figura 11C). Estos resultados sugieren que los niveles del L-Glu pueden estar
incrementados en el hipocampo de estos ratones, llevando a una disminucion de
NR2A y NR2B (Figura 11D, F) y a la disminucién en la memoria espacial (Figura
13B y 14A). Estos resultados son consistentes con los hallazgos en modelos
neuronales en donde el aumento de L-Glu extracelular inicia una respuesta
adaptativa que lleva a una disminucién gradual de la expresion del NMDAR en
respuesta a toxicos ambientales o a bloqueadores de transportadores de L-Glu
(Cebers et al., 2001; Win-Shwe et al., 2009). La expresién de transportadores de L-
Glu es esencial para mantener bajo el nivel de L-Glu extracelular, previniendo su
neurotoxicidad cronica (Rothstein et al., 1996). En el 90 DPN, machos expuestos
durante la gestacion y que continuaron bebiendo agua con arsénico también
muestran disminucién de la memoria, aumento en la expresion de xCT vy
disminucién marginal de NR2B, sin cambios en NR2A, sugiriendo que la eficiencia
sinaptica podria ser afectada. Investigaciones futuras seran necesarias para aclarar
estas observaciones.

En resumen nuestros datos apoyan la idea de que el GSH es un importante

reservorio de L-Glu neuronal que previene la excitotoxicidad (Koga et al., 2011).
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Los presentes resultados sugieren que la exposicion gestacional a iAs altera la
expresion de las subunidades del NMDAR en el hipocampo y correlaciona con la
disminucién de la memoria espacial. Esta alteracion podria estar asociada con
estrés oxidante en el nacimiento y alteracion del transporte de L-cistina/L-glutamato
y de L-cisteina, lo cual puede a su vez disminuir la expresion de NR2B (Paoletti et
al., 2013). La expresion de la subunidades del NMDAR cambia durante el desarrollo
cerebral. La subunidad NR2B es mas abundante, durante la segunda semana del
desarrollo postnatal, asi como en las neuronas inmaduras y en la adultez se ha
sugerido que abunda en sitios extrapsinapticos (Roullet et al., 2010; Qiu et al.,
2011). La exposicion gestacional y postnatal a iAs altera este patron disminuyendo
NR2B especialmente en el dia 15 DPN cuando esta subunidad es mas
predominante. El transportador EAAC1, no altera la activacion de los receptores a
L-Glu en la hendidura sinaptica, pero reduce el reclutamiento de NMDAR que
contienen NR2B en sitios peri-sinapticos/extra-sinapticos (Scimemi et al., 2009).
Entonces, el incremento en la expresién de EAAC1 observada en los ratones
expuestos a iAs, podrian ademas alterar la vida media del L-Glu en el espacio
extracelular alterando la activacion del NMDAR vy la induccion de la potenciacion a
largo plazo.

En ratas se ha visto que la exposicién a realgar (una droga mineral que contiene
iAs), genera déficit cognitivo, que es acompanado de un exceso de L-Glu
extracelular en hipocampo. La acumulacién de L-Glu en la hendidura sinaptica se
relaciond a la disminucion en la expresién de NR1 y un aumento en la subunidad
NR2A, diminucién de GLT1 y cambios en la ultraestructura de neuronas del
hipocampo (Huo et al., 2014). Interesantemente, una actividad incrementada del
transportador xCT se acompana con un aumento en los niveles de L-Glu y muerte
neuronal via la sobreactivacion del NMDAR (Jackman et al., 2012). Ademas,
ratones xCT-/- muestran de forma significativa niveles extracelulares mas bajos de
L-Glu, asi como una modificacién en la memoria de trabajo, sugiriendo que xCT
constituye una fuente de liberacion no vesicular importante de L-Glu (De Bundel et
al., 2011).
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Se ha propuesto que xCT es un componente clave de la sefializacidén excitadora de
L-Glu, participando en la neurofisiologia normal de la conducta (Lutgen et al., 2014).
Adicionalmente, la disminucion de NR2B podria ocurrir por ubiquitinizacion si se
incrementan los agonistas del NMDAR, como ha sido reportado en otros modelos
(Ehlers, 2003). Entonces, el transporte alterado de L-Glu por aumento de la
actividad de xCT podria contribuir a la disminucion de NR2B.

De manera similar ratas adultas expuestas a diferentes concentraciones de arsenito
de sodio durante 3 meses a partir del destete, muestran dafo cognitivo,
acompanfnado de disminucion dosis dependiente de NR2A en hipocampo a nivel de
mMRNA y proteina (Luo et al., 2009; Luo et al., 2012). Similarmente, el aumento de
NR2A fue observado en el 90 DPN en hipocampo de machos (Figure 11E). La
subunidad NR2A del NMDAR parece ser un blanco sensible de la neurotoxicidad
inducida por el iAs (Luo et al., 2009; Luo et al., 2012).

Otra linea de investigacion para explicar el mantenimiento de la expresion baja de
la subunidad NR2B en machos podria ser debido a cambios epigenéticos. La
metilacion de iAs consume GSH y SAM lo que puede afectar la metilacion del DNA
(Reichard y Puga, 2010; Tyler et al., 2014). De acuerdo a Reichard y Puga (2010)
las modificaciones epigenéticas observadas durante la exposicidén gestacional a iAs
sugieren blancos de cambios de metilacién gen especifico, algunos de los genes
son hipometilados mientras otros sufren hipermetilacion.

Asi, la hipermetilacién del promotor de NR2B y/o hipometilacidon de represores de
NR2B podria llevar a la disminucion de NR2B. Al respecto, ratas expuestas durante
la gestacion a 3 y 36 mg/L de arsenito de sodio en agua de bebida muestran
cambios en el estatus de metilacion de genes involucrados en la plasticidad
neuronal en corteza e hipocampo (Martinez et al., 2011). Modificaciones de histonas
han sido observadas en raton prenatalmente expuesto a 100 ug/L de arsenito de
sodio lo cual podria ser asociado con alteraciones en el aprendizaje durante la
adultez (Cronican et al., 2013). También, hay evidencia de que los cambios en la
expresion de NR2B dependientes de actividad (Lee et al., 2008) o expresion de
NR2B durante el tratamiento crénico intermitente con etanol (Qiang et al., 2010) son

debidos a modificaciones epigenéticas.
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La actividad/expresion alterada de la subunidad NR2B debido a modificaciones
post-transcripcionales (Qiu et al., 2011), ubiquitinizacion (Ehlers, 2003) o
modificaciones epigenéticas (Lee et al., 2008; Qiang et al., 2010; Tyler et al., 2014)
se ha relacionado con la modulacion del aprendizaje y procesos de memoria,
percepcion al dolor, comportamiento alimenticio asi como a desérdenes
neurologicos. Los resultados de este trabajo muestran que la expresion de las
subunidades del NMDAR se alteran por la exposicion a iAs, lo cual a su vez puede
danar la memoria en la vida temprana, lo que esta en concordancia con lo reportado
en algunas poblaciones humanas (Tyler et al., 2014). El aprendizaje y la memoria
son procesos complejos que involucran varias regiones cerebrales y redes
neuronales. Este trabajo muestra como el As y/o sus especies pueden alterar la
expresion de componentes claves que pueden llevar a alteraciones conductuales y
al desarrollo de posteriores neuropatologias en la vida. Es importante identificar los
agentes ambientales que pueden danar el desarrollo neuronal, maduracién y
fisiologia interfiriendo con la bioquimica de neurotransmisores y amino acidos

cruciales tales como L-Glu y L-Cys.

8. CONCLUSION

En resumen, los presentes resultados sugieren que la exposicidon gestacional a iAs
genera cambios en GSH, aumento en el transporte de L-cistina/L-glutamato y L-
cisteina, disminucién en la recaptura de L-Glu, generando un posible aumento del
nivel extracelular de L-Glu, lo que correlaciona con la reduccion de la expresion de
NR2B, y con una disminucién cognitiva en la adultez (Figura 14). Este podria ser el
mecanismo probable de cdmo agentes que generan estrés oxidante comprometen

la comunicacion neuronal de L-Glu.
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Figura 15. Representacion esquematica del efecto de la exposicion gestacional a 20 mg/L de iAs en
los transportadores y receptores a L-Glu en cerebro de ratén en el 1, 15 y 90 DPN. La exposicion a
iAs altera GSH, aumento en el transporte de L-cistina/L-glutamato y L-cisteina, disminucién en la
recaptura de L-Glu, reduccion de la expresion de NR2B, y una disminucién cognitiva en la adultez.
iAs: Arsénico inorganico; DPN: dia postnatal.

9. PERSPECTIVAS

Este trabajo abre otras interrogantes de estudio en el modelo de exposicion gestacional a
iAs:
o Determinar el nivel de L-Glu extracelular, asi como la expresiéon de otros receptores
a L-Glu de tipo a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidnico (AMPA) vy
metabotrépicos. Y al mismo tiempo determinar si existen alteraciones en la
comunicacion celular por pruebas de electrofisiologia (LTP) en el hipocampo de
estos animales.
e Valorar la expresion de mRNA de los receptores y transportadores, asi como de
moléculas involucradas en la modulacién de estos receptores y transportadores.
e Montar el modelo in vivo de modulacion de los receptores a L-Glu de tipo NMDA por

XCT — L-Glu en una intoxicacién con iAs y valorar un posible efecto excitotoxico.
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11. ANEXOS
11.1. Quimicos

Todos los quimicos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), de lo
contrario son mencionados. Los anticuerpos usados en el presente trabajo para
western blot e inmuno-fluorescencia, asi como las condiciones de uso son listados
en el cuadro 5.

Cuadro 5. Anticuerpos primarios usados en western blot e inmuno-
fluorescencias, secundarios, proteinas de carga y marcadores de peso
molecular.

Anticuerpo Casa comercial Catalogo Proteina (ug) Dilucién
Rabbit anti-xCT Abcam ab37185 20 1:2000"8; 1:100'F
Rabbit anti-EAACA Abcam ab124802 20 1:3000"8; 1:300'F
Rabbit anti-LAT1 Santa Cruz Biotechnology sc-34554 20 1:2000"8
Rabbit anti-GLT1 Abcam ab41621 5 1:3000 VB
Rabbit anti-GLAST Abcam ab416 5 1:3000 V8
Rabbit anti-NR2A Millipore AB1555P 20 1:3000 VB
Rabbit anti-NR2B Millipore AB1557P 40 1:3000 VB
anti-MAP2 Abcam ab5392 NA 1:800"F
Rabbit Alexa Fluor 594 Life Technologies A11039 NA 1:300"
anti-chicken Alexa 488 Life Technologies A21207 NA 1:300F

Proteinas de carga, secundarios y marcadores de peso molecular

mouse anti-B-tubulina Sigma-Aldrich T4026 NA 1:5000 VB
mouse anti-GAPDH Millipore MAB374 NA 1:5000 B
Secundario anti-rabbit- Cell Signaling 7074S NA 1:4000 VB, 1:5000 VB
HRP
Secundario anti- invitrogen #61-6520 NA 1:5000 W8
mouse- HRP
Secundario anti- Cell Signaling #7075P5 NA 1:3000 W8
biotinilado-HRP
Kaleidoscope BIO-RAD #161-0324 NA; se NA
(marcador visual) cargaron 3 uL

por gel
Marcador de peso Cell Signaling 7727S NA; se NA
molecular (Biotinylated cargaron 3 pL
Protein Ladder) por gel

HRP= Peroxidasa de rabano; 'F= Inmunofluorescencia; yL= microlitros; NA= No Aplica; "B= Western Blot
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Inorganic arsenic (iAs) is an important natural pollutant. Millions of individuals worldwide
drink water with high levels of iAs. Chronic exposure to 1As has been associated with
lower 1Q and learning disabilities as well as memory impairment. iAs is methylated in
tissues such as the brain generating mono and dimethylated species. 1As methylation
requires cellular glutathione (GSH), which is the main antioxidant in the central nervous
system (CNS). In humans, As species cross the placenta and are found in cord blood. A
CD1 mouse model was used to investigate effects of gestational iAs exposure which can
lead to oxidative damage, disrupted cysteine/glutarate transport and its putative impact in
learning and memory. On postnatal days (PNDs} 1, 15 and 90, the expression of membrane
transporters related to GSH synthesis and glutamate transport and toxicity, such as xCT,
EAACT, GLAST and GLT1, as well as LAT1, were analyzed. Alsc, the expression of the
glutamate receptor N-methyl-D-aspartate (NMDAR) subunits NR2A and B as well as the
presence of As species in cortex and hippocampus were investigated. On PND 90, an
object location task was performed to associate exposure with memory impairment.
Gestational exposure to iAs affected the expression of cysteing/glutamate transporters
in cortex and hippocampus and induced a negative modulation of NMDAR NR2B subunit
in the hippocampus. Behavioral tasks showed significant spatial memeory impairment in

males while the effect was marginal in females.

Keywords: ic. g

| affects, xCT, EAAC1, GLT1, NMDAR

INTRODUCTION

Ixperimental, as well as epidemiological studies, provide evidence
suggesling that both environment and genetics are important
components in the development of neuropathologies at early age
or later in life. Diet components and chronic exposure to heavy
metals and metalloids have been associated with the manifestation
of neurological impairments, particularly when exposure occurs
during the development and maturation of the nervous system
(Winneke, 2011).

Inorganic arsenic (iAs) is an ubiquitous metalloid that is used
in wood preservation, as a pesticide, in electronic devices due
to its semiconductor capacities and also as a chemotherapeutic
agent (ATSDR, 2007). This metalloid which is considered an
epidemiologically important natural pollutant can be found in
arsenic-containing minerals, ores and groundwater. Globally,
more than 200 million of individuals drink water with levels of iAs
above the World Health Organization reference value of 10 pg/l.
Increased concentrations of iAs have been found in groundwaters
in Argentina, Chile, China, India, Mexico, Taiwan and the USA
where people are chronically exposed to iAs by drinking water
from contaminated wells as a result of geothermal activities,
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mineral dissolution or deposition and weathering of atmospheric
volcanic partices.

Deficits in cognitive functions as evidenced by decreased
intelligence, verbal coefficients (Calderén et al, 2001) and
impairments in learning and memory (sai et al,, 2003 Rosado
et al., 2007; von Ehrenstein et al., 2007; Asadullah and Chaudhury,
2008; Wasserman et al., 2014) have been associated with chronic
exposure to iAs. The neurological and cognitive dysfunctions
seem to be dependent on the concentration, timing and duration
of exposure (Tyler and Allan, 2014).

In human and in many mammalian species iAs is reduced,
methylated into trivalent and pentavalent methylated species and
conjugated with glutathione (GSH, L-y-glutamyl-L-cysteinyl-
glycine, Thomas et al., 2004; Kumagai and Sumi, 2007). These
events are associated with the generation of oxidative stress
(Kumagaiand Sumi, 2007}, The presence of iAs and its methylated
metabolites have been reported in umbilical cord blood studies
from pnptli:lliuns at risk (Concha et al., 1998; Parajuli et al.,
2014) suggesting that they can cross the placenta and reach the
developing fetus. An increasing number of epidemiological and
animal model studies have shown that iAs exposure has harmful
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effects on brain function (Vahrer, 2008; Parajuli et al., 2013
Tyler and Allan, 2014). However, there is little evidence of the
neurotoxic effects during gestation a crucial development stage
that may impact on normal adult life.

Studies in murine models have demonstrated that iAs crosses
the blood-brain barrier (BBB) and is methylated in different
brain regions that express the arsenic 3 methyltransferase
(AS3MT) enzyme (Rodriguez et al,, 2005; Sinchez Pefia et al,
2010), Transplacental transfer of As species from pregnant
mice to fetus has been documented (Devesa et al, 2006; Jin
et al, 2010), Moreover, ASIMT mRNA has been detected
in mouse fetuses and embryos suggesting that As could be
methylated in fetal tissues (Devesa el al., 2006). iAs methylation
requires the presence of 5-Adenosyl methionine as the merthyl
donor and cellular reductants such as thiorredoxin and GSH
(Thomas el al, 2004). Thus, the metabolism of iAs consumes
GSH, which is the main antioxidant in the central nervous
system  (CNS; Dringen, 2000), Inadequate GSH availability
may modulate 1As biotransformation and determine disease
susceptibility.

GSH  penetrates the BBB poorly, therefore, CNS GSH
levels depend on de nove synthesis which is limited by the
intracellular availability of the sulthydryl amino acid L cysteine
(L-cys; Valdovinos-Flores and Gonsebatt, 2012). Under aerobic
conditions, l.-cys autooxidizes to its disulfide form cystine (.-
cys; ), which is the predominant form of the aminoacid in plasma
(Valdovinos-Flores and Gonsebatt, 2012). Specific membrane
transporters such as xCT (SLC7AL1)/4F2hc (SLC3A2), also
known as the x_ L-cysp/glutamate (L-glu) antiporter system,
participates in the influx of L-cys for GSH synthesis (Valdovinos-
Flores and Gonsebart, 2012). xCT is widely expressed in both
mouse and human brain (Burdo el al., 2006). The x.- system
is also an important source of extracellular glutamate and is
related to oxidative protection (Shih et al, 2006). However,
because xCT uptakes L cysy in exchange for the excitatory L
glu, increased activity of this transporter could be deleterious
and lead 1o excitotoxicity (Lau and Tymianski, 2010). The
removal of extracellular L-glu involves EAAT3/EAACI (SLC1AL),
part of the x-AG system in neurons and GLAST and GLT1 in
glia. EAACT is also an important rransporter for L-cys uptake
in neurons (Valdovinos-Flores and Gonsebatt, 20112). Another
important amino acid transporter system with wider substrate
selectivity than x7 or x-AG is the L system. LAT1 (SLC7A5) and
LAT2 (SLC7A8) are the catalytic subunits of these amino acid
transporters and are linked by a disulfide bridge to the heavy chain
4F2he. In vitvo and in vivo studies have provided evidence of L-cys
transport by both LAT1 and LAT2 (Killian and Chikhale, 2001;
Meier et al., 2002),

Glutamate is the most abundant excitatory neurotransmitler
in the CNS. lis effects are mediated by ionotropic and
metabotropic receptors. The ionotropic receptors (named after
the agonists that activate them): «-amino-3-hydroxy 5-methyl
4-isoxazolepropionic acid (AMPAR) and N-methyl-D-aspartare
(NMDAR) are widely expressed in the CNS. A distinct property
of NMDAR is that allows the entry of Ca®t, in addition to the
passage of Kt and Na™. Thus, excitatory postsynaptic potentials
can increase Ca™ levels in the postsynaptic neuron which can
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potentially act as a second messenger initiating signaling cascades.
The activation of NMDAR is also voltage-dependent due to the
extracellular blockage by Mgt or Zn?*. Then, the passage of
cations (mostly Ca’t) occurs when the blockage is removed by
a large number of excitatory inputs or the repetitive firing of the
presynaptic cell or both, These properties are considered the bases
of synaptic plasticity, learning and memory storage processes.

NMDAR 15 formed by several protein subunits producing
a number of receptor isoforms. The expression of NMDAR
subunits is differentially regulated during development and in
response to synaptic activity. NRI/NR2ZA containing NMDAR
receplors predominate al synaptic sites in the adull nervous
systemn  whereas NRI/NR2ZB receptors predominate during
development and tend to be concentrated at extrasynaptic
sites (Paoletti et al, 2012). NR2ZB subunits modulate the
pharmacological and functional properties of the NMDA receplor
{(Mony et al, 2009). Consequently, NR2B has been implicated in
modulating the synaptic function in activities such as learning,
memory processing, and feeding behaviors, as well as being
involved in a number of human disorders (Melita el al., 2013).
Additionally, the results of some experimental models suggest that
exposure to xenobiotics might interfere with the expression of
NMDAR subunits NR2A and NR2B during brain development
(Olney et al., 2000; Liet al,, 2012),

Studies using C3I1 and CI21 mice show that iAs crosses the
placenta moditying gene expression that could lead to aberrant
gene expression later in life (Shen et al., 2007; Waalkes et al,
2007). We hypothesized that the gestational exposure to 1As would
up-regulate GSI1 de novo synthesis and L-cys; influx via xCT
and EAAC] in brain cells. This condition could lead to increased
levels of extracellular L-glu and to the modulation of NMDAR
expression in brain regions such as cortex and hippocampus,
where Lhis receptor participales in learning and memory. Adult
CD- 1 male and female mice received 20 mg/L of iAs in drinking
water for 1 month before maling. Pregnant females received
continued exposure during gestation and lactation. Al weaning,
50% of the pups continued drinking water with iAs while the
rest drank deionized water similar to control animals. Results
suggest that arsenic exposure disrupts L-cys and L-glu transport
in rhe hippocampus by the up-regulation of xCT and EAACT and
down-regulation of GLT1. This altered .-cys and 1.-glu transport
was associated to the negative regulation of NR2B subunits and
to impaired spatial memory.

MATERIALS AND METHODS

CHEMICALS

All chemicals were purchased from Sigma Aldrich (St Louis,
MO, USA) unless otherwise indicated. For western blots, primary
rabbit antibodies against xCT, EAACL, GLAST or GLT'1 (ab37185,
abh124802, ab416 or ab41621 respectively) were obtained from
Abcam, Cambridge, MA, USA. Anti-LAT1 (sc-34554) from
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA. Rabbit anti
NRZA, anti-NR2B or mouse anti-GAPDH (AB1555FP or AB1557P,
MARB374 respectively) from Millipore, Bedford, MA, USA. Rabbit
anti mouse-p-tubulin (T4026) from Sigma-Aldrich. Secondary
goat anti-rabbit antibodies were obtained from Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, USA). For immunofluorescence
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staining chicken anti-MAP2 (ab5392) from Abcam. Anti-rabbit
Alexa Fluor 594 (A11039) and anti-chicken Alexa 488 (A21207)
secondary antibodies were obtained from Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA.

ANIMALS AND TREATMENT

Seven- o eight- week-old CD-1 mice were obtamned from
the Animal Care Facility at the Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM, and were maintained at 23-25°C under a
12 h light/dark cycle and a relative humidity of 50-60%. Animals
had free access to food (Harlan 20188 Diet; Harlan, Indianapolis,
IN, USA) and water. Mice were housed in groups of 4 animals
per plastic cage and separated by sex. One group of randomly
selected mice (12 male and 12 female) received 20 mg/L of (iAs)
daily as sodium arsenite via their drinking water for 30 days
(exposed group). The same number of animals were assigned to
the control group and received drinking water without iAs. The
dose of treatment was chosen taking into consideration reports
on 1As reproductive toxicity (Golub et al., 1998). Sodium arsenite
solutions were prepared freshly daily in deionized water. Afier
30 days of treatment, each male was mated with one (single)
female. Initiation of gestation was estimated by vaginal plug
formation. Then, the males were removed, and the female mice
were housed individually. Throughout the experiment, water
consumption was recorded daily. Body weight was recorded every
6 days during the 30 days prior to mating in both sexes, and
on days 0, 7, 14 and I8 of gestation in females. The exposed
females continued to receive water with 20 mg/L. of iAs during
the gestation and lactation period. On postnatal days (PNDs)
1 and 15 randomly selected iAs exposed and control pups
from each litter were sacrificed. On PND 1 whole brains were
removed. On PND 15 the brain regions could be identified and
were dissected on ice to isolate cortex and hippocampus. Tissue
samples were immediately frozen by immersion in liquid nitrogen
and maintained at —70°C until processed. Sex differentiation in
the offspring was performed based on anogenital length (Suckow
et al, 2000). On PND 15 the exposed litter was divided: 50%
continued to receive drinking water with iAs while the rest
received deionized water similar to control animals until PND 90.
These 3 groups, including controls (Control), the group exposed
to iAs only during gestation and lactation (iAs-PND 15) and the
group exposed to iAs during gestation, lactation and for the first
90 days (iAs-PND 90) were used for the behavioral tests. Control
litters continued to drink water without iAs. At weaning, on PND
21, mice in each litter were separated from the mothers.

The experiments were performed following the guidelines
stated in the “Princples of Laboratory Ammal Care” (NIH
publication #85-23, revised 1985) and “Especiﬁcac.icme:i técnicas
para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio
{Clave NOM-062-ZO(O-1999)" of the “Norma Oficial Mexicana
de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca
y Alimentacién (SAGARPA)” (published August, 2001).

WESTERN BLOTS

Membrane enriched fractions were obtained from frozen tissue
samples as described previously (Schindler et al, 2006) for
western blot determination of xCT, EAAC1, LATL, GLAST, GLT1

and the NMDA receptor subunits NR2A and NR2B. Briefly,
frozen tissues were homogenized in 10 volumes of extraction
buffer containing 10 mM HEPES, 10 mM NaCl, | mM KH; POy, 5
mM NaHCO3, 5 mM EDTA, 1 mM CaCly, 0.5 mM MgCl,, 1 mM
PMSE and 10 mg/ml aprotinin and leupeptin. The homogenates
were centrifuged ar 6,300 g for 10 min at 4°C. Supernatants
were recovered and centrifuged at 100,000 g for 30 min at 4°C.
The pellets were finally suspended in 40 mM Tris-HCI, pH 9.5,
8 M urea and 49 (w/v) Triton X-100. Protein concentrations
were determined using a Pierce BCA Protein Assay kit (Thermo
Scientific, Meridian Rd, Rockford, USA). The samples (5-40 g
protein per well) were subjected to SDS-PAGE and transferred
into nitrocellulose membranes (Bio-Rad Laboratories, Germany).
The membranes were blocked with TBS containing 5% Blotto
and 0.1% Tween-20 and incubated with the respective primary
antibodies. The blots were probed with mouse anti-f-tubulin or
anti-GAPDH after stripping, which were used as loading controls.
The protein bands were visualized with appropriated HRP-linked
secondary antibodies using the ECL Prime western blotting
detection reagent (GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA);
images were captured and densitometric analysis was performed
with Image | software version 1.46r software (U. S. National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

IMMUNOFLUORESCENCE

On PND 15, mice were transcardially perfused with ice-cold
0.9% saline followed by ice-cold 4% paraformaldehyde in
phosphate bulfer (PB), pH 7.4. Brains were removed, postfixed
at 4°C and successively immersed in 20% and 30% sucrose
cryoprotection solutions. Sections (22 pm) were collected in 24-
well culture plates filled with 0.9% phosphate buffered saline
(PBS), pH 7.4. After 3 washes with PBS + 0.3% Triton X-
100 (PBST), the sections were incubated overnight at 4°C
in rabbit anti-xCT (1:100) or rabbit anti-EAAC1 (1:300) and
chicken anti-MAP2 (1:800) primary antibodies with a 29 normal
horse serum in PBST solution. After 3 washes in PB solution
sections were incubated with anti-rabbit Alexa Fluor 594 and
anti-chicken Alexa 488 secondary antibodies (1:300) diluted
in PB solution for 2 h. Finally, sections were mounted with
Vectashield mounting medium with DAPI (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) and analyzed under the microscope.
Photomicrographs were acquired with an Olympus BX51WI
DSU confocal microscope (Olympus, Center Valley, PA, USA)
coupled to a Hamamatsu EM-CCD C9100 camera (Hamamatsu,
Hamamatsu, Japan).

GSHAND GSSG LEVEL DETERMINATION

Tissue GSH and GSSG levels were measured in whole brain,
the cortex and hippocampus using a microplate-adapted
fluorometric o-phthalaldehyde (OPA) method (Senft et al., 2000).
Fluorescence was determined with 365 nm excitation and 430 nm
emission filters in a DTX 800/880 Multimode Detector (Beckman
Coulter, Fullerton, CA, USA).

METHYLATED ARSENIC SPECIES DETERMINATION
Concentrations of arsenic species were determined in urine,
whole brain, the cortex and hippocampus by hydride-generation
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alomic absorplion spectromelry using cryolrapping (HG-CT
AAS) as described previously (Hernindez Zavala et al,, 2008).
The quantification was performed using independent calibration
curves of the arsenic species. Arsenic acid disedium salt (99%
pure), and dimethyl arsinic acid (DMAV; 98% pure) were
obtained from Sigma-Aldrich. Methylarsonic acid (MMAV)
disodium salt (99% pure) was obtained from Ventron (Danvers,
MA, USA). Sodinm borohydride was obtained from EM Science
(Gibbstown, NJ, USA). Prior to analysis, lissue samples were
digested with 2 X ultrapure grade phosphoric acid (). 1. Baker) as
described by Hughes et al. (2003).

BEHAVIORAL TEST “PLACE RECOGNITION TASK”

The object location task was conducted using the methodology
described by Mumby et al. (2002), which was adapted to mice.
Behavioral testing was performed in a 30 cm 11 x 60 cm W
60 cm L acrylic open field box with whire walls. Two objects of
identical shape, size and color (white, black or red) were used
in each trial. The objects and box were cleaned with a mixture
of 10% ecthanol, 10% dextran in destilled water, prior to cach
trial to eliminate any odor cues. Throughout the experimental
period, the distal environmental cues were kept constant, and
dark conditions were maintained in the experimental room. For
three consecutive days, mice were habituated individually to the
context and experimenter, by performing one session per day
for 10 min. On day 4, the test was conducted in two phases:
the exploration phase for recognition of object location, and
the test phase, for discrimination of the location change. In
the exploration phase, the two objects were placed in identical
orientations with respect to two opposite corners of the box
(10 cm from the corners) and the animals were allowed to
explore the objects for 5 min. The animals were then returned
to their homecage for 15 min and in the meantime the cage was
cleaned and one of the objects was moved to a new location
(opposite corner, at half the initial distance from the corner
bul maintaining an identical orientation with respect to the
corner ol the box). The animal was returned 1o the arena and
let explore the objects for 5 min. The sessions were recorded
with a video camera and analyzed by a trained observer. The
behavior measurements included the frequency and cumulated
time in seconds in which an animal approached (touch with
body or vibrissae) and contacted each object with the paws
during exploration. The discrimination index (1) was calculated
based on the formula DI = time spent exploring the re-placed
object/time spent exploring both objects. Animals that explored
the unmoved objects for less than 10 s during the test phase
were not included in the study. DI was also determined in
the exploration phase for each object, to verity object or place
preference.

STATISTICAL ANALYSIS

The data are expressed as the means + SE. The number of
animals tested is indicated in each case. Student’s ¢-test or one
way analysis of vartance (ANOVA) were used to assess statistical
significance followed by Dunnett’s multiple comparison test or
Tukey's post froc test. A p value =0.05 was considered statistically
significant in all cases.
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RESULTS

ARSENIC EXPOSURE

Parental exposure to 20 mg/L of iAs during 30 days was well
tolerated and did not alter body weight, water consumption
or mating behavior (data not shown). No differences in body
weight between control and exposed females were observed
during gestation. A significant decrease in water consumption
was observed in exposed female mice during lactation and until
weaning (Figure 1A). The litter size between exposed and un-
exposed groups was also similar (data not shown). The exposed
litter did not show signs of overl toxicity, i.e., ataxia, redness,
swelling, fetal malformations or death at birth and throughout
the experiment. (Figure 1A ). The estimated average intake of iAs
for males was 2.69 + 0.69 mg/kg per day during the 30 days prior
to mating, while females ingested 2.72 + (.88 mg/kg/day. During
gestation, the amoumnt of iAs ingested was 2.92 + 1.17 mg/kg/day
20-21 days), and during lactation the amount increased to
10.73 £ 1.9 mg/kg/day. A significant decrease in water intake was
observed in the exposed group.

ARSENIC SPECIES IN THE URINE OF THE MOTHER AND IN THE WHOLE
BRAIN AND REGIONS OF THE OFFSPRING WITH GESTATIONAL
EXPOSURE ON PND 1 AND PND 15

As species levels were determined in the urine ol pregnani
females between days 1518 of gestation. The main As species
in exposed female urine was DMA followed by MMA and iAs.
Total As levels among exposed females was 1500 times higher
than that in controls (Figure 1B). On PND 1, the whole brain
of the exposed litter showed DMA (58.9%) and 1As (41%)
as the main As species. The levels of As species in control
litters were 6.7 times lower than those of the exposed offspring
(Figure 1C). During lactation (PN 15), the levels of As species
in the male and female cortex and hippocampal regions were not
different between controls and exposed mice (Figures 1D,E). As
species accumulation was observed in the livers of exposed mice
(TFigures 1D,E).

EFFECTS OF GESTATIONAL EXPOSURE ON GSH LEVELS IN WHOLE
BRAIN ON PND 1, AND IN THE CORTEX AND HIPPOCAMPUS ON PND 15
MICE

We hypothesized that the gestational exposure to iAs would
modulate GGSH levels in brain cells. On PNID 1, the gestationally
exposed litter showed significantly increased levels of oxidized
GSH (GSSG) in the whole brain (Figure 2A). At this stage, sex
or brain regions could not be dearly differentiated. On PND
15, no changes in GSH or GSSG levels were observed between
the cortex and hippocampal regions from exposed and control
male mice (Figure 2B). However, female mouse hippocampal
regions showed a significant increase in GSII levels contents
(Figure 2C).

CHANGES IN GSH LEVELS INDUCED BY iAS EXPOSURE ARE
ASSOCIATED WITH CHANGES IN THE EXPRESSION OF xCT, EAAC1 AND
LAT1 TRANSPORTERS AND MODULATION OF NMDAR SUBUNITS IN
DIFFERENT BRAIN REGIONS

Changes in GSH could be due to the modulation of cysteine and
glutamate transporters. Western blot analysis was performed to
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FIGURE 1| Water intake and As species in urines and brain tissue
(A) Water intake of pregnant females and their litters. Daily water
intake in was estimated by daily weighing the water bottles, Significant
differences were observed only duning lactation. (B} As species in
pregnant famale urine were determined in control and exposed females
(n = 6) on days 15-18 of gestation. 24 h urine collection was performed
using & metaholic cage. (C) iAs and As species in whole brain on PND 1

explore the expression of xCT, EAAC1 and LAT'1 transporters in
the whole brain on PND 1 and in the cortex and hippocampus
on PND 15 and 90. The expression of xCT, EAACI and LAT1
transporters (Figures 3A—C respectively) was significantly
increased in the brains of pups at PND 1. This up-regulation
continued at PND 15 for xCT and LEAAC1 (Figures 4C,D)
but not for LAT1 (data not shown) in gestationally exposed
male and female mice. The expression of xCT' and EAACI
was observed mainly in hippocampal neurons (Figures 4A,B).
Increased extracellular levels of glutamate have been associated
with modulation of NMDAR subunits. At the same time, iAs
exposure down-regulated the NR2A NMDA receptor subunits in
the male hippocampus in PND 15 pups (Figure 4E), while the
NR2B subunit was down-regulated in both the male and female
cortex and hippocampus (Figure 4F).

On PND 15, gestationally exposed offspring were divided,
and one half received drinking water with 20 mg/L of sodium
arsenite while the other half received water without arsenic
until PND 90. The place recognition task was performed at
this time-point. The animals were then sacrificed and the
hippocampal regions were examined for transporter expression.
Exposed male showed increased xCT expression, although
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and PND 15 in male {D) and female {E} pups, when sex and brain
regions could be identified. Accumulation of As was observed only in
the liver during lactation, n = 6. One pup was randomly chosen from
each litter. The values are expressed as mean + SE; *P < 0.05,

**P < 001, ***FP < 0.001 vs. control group. iAs; inorganic arsenic,
MMA: monormethylarsenic, DMA: dimethylarsenic, TAs (iAs + MMA +
DMA): total arsenic.

continued exposure (iAs-PND 90) seemed to significantly
diminish the levels of xCT as compared with the animals
that were only exposed during gestation and until PND 15
(iAs-PND 15; Figure 5A). No change in EAACI expression
was observed in any of the groups (Figure 5B). However,
the expression of GLTL was down-regulated in the animals
cxposed during gestation and until PND 15 (iAs-PND 15),
and no changes were observed in GLAST (Figures 5C,D).
With respect to the NMDA receptor subunits, the expression
of both NR2A and NR2B was significantly down-regulated in
those animals exposed only during the gestation period and
until PND 15 (iAs-PND 15; Figures 5C,D). Female mouse
hippocampal regions showed marginal up-regulation of xCT
expression in both conditions (iAs-PND 15 and -PND 90;
p < 0.08) and non-statistically significant changes in the
expression of GLAST, GLT1 or NMDAR subunits (data not
shown).

ARSENIC GESTATIONAL EXPOSURE DISRUPTS THE PLACE
RECOGNITION TASK PERFORMANCE "SPATIAL MEMORY"
The place recognition task was used in 90 day old animals to
determine if iAs exposure had an impact on the spatial memory,
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FIGURE 3 | Cystine/cysteine and glutamate transporter expression in
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removed and processed for western blotting as described in Materials and
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svaluation of the blot images was performed using p-tubulin as loading
control. Bars represent mean £ SE relative to control values, in = 6 per group.
Data were analyzed using Student's +-test. (*) Significantly different from
controls, P < 0.05. Representative blot images are shown.

a function in which the hippocampal formation is strongly
involved. The cognitive discrimination ability when an object
changes location was evaluated in the different experimental
groups of male and female mice including the control group,
the iAs-PND 15 and iAs-PND 90 groups. During the recognition
phase, no preference was observed for the location of the object
or the object itself, which was measured as the time devoted
to exploring each object (Figure 6A). In the test phase, iAs-
PND 15 and iAs-PND 90 males showed significantly decreased
recognition of the object location (Figure 6B). In contrast, this
effect was marginally significant in iAs-PND 15 females and
not significant in those with longer exposure (iAs-PND 90;
Figure 6B).

DISCUSSION

iAs is an ubiquitous metalloid, present in man-made products
as well as in food and water. The presence of iAs in drinking
water causes health detrimental effects worldwide. Chronic
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exposure usually occurs through generations, however, few
studies have investigated in wutero developmental effects of
iAs exposure (Vahier, 2008) while the impact at a molecular
levels remains less understood. In exposed populations, As
species can be present in cord blood (Concha et al., 1998;
Hall et al, 2007) indicating that arsenic is transferred to
the fetus. Morcover, the presence of As in cord blood has
been inversely associated with neurodevelopmental indicators
(Parajuli et al, 2013) and correlate with cognitive deficits
that include alterations in pattern memory, functional
memory, full scale 1Q and wverbal 1Q (Tyler and Allan,
2014).

NMDA glutamate receptors participate in learning and
memory. Overstimulation of these receptors by excess of
glutamate can cause cell death during glucose and oxygen
deprivation (Jung et al, 2012) and memory deficits due to
xenobiotic exposure (Olney el al, 2000; Li et al, 2012). L-
cysy; L-glu, L-cys and L-glu transporters participate in GSH
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images are shown,

synthesis in the CNS and are modulated by oxidative stress.
The hypothesis of this work was that exposure to iAs during
gestation would increase oxidative stress up-regulating xCT. This

condition might increase the efflux of L-glu that could lead to the
activation of transporters to remove the extracellular glutamate.
At the same time, oxidative stress and excess of glutamate might
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FIGURE 6 | The effect of As exposure on the spatial working
memory in the recognition place task in male and female mice on
PND 90. Discrimination index (DI} = (novel place exploration time/total
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the mean £ SE (n = 8). Data were analyzed using an ANOVA

(*) Significantly different from controls after Dunnett’s post hoe test,

P <005 ¥ P=00625

modulate NMDAR subunit expression (Scimemi et al., 2009) in
the developing brain which might be reflected later as memory
impairment.

Mice metabolize 1As and clear iAs metabolites from tissues
more efficiently than humans (ATSDR, 2007). Results of the
present study show that whole brain and liver tissues of mice
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exposed to 20 mg/L contained on average concentrations of total
As species of 28 and 260 ngAs/g, respectively (Figures 1D,E).
Similar concentrations have been found in liver samples from
residents of an arsenic endemic area who drink water containing
between 0.22-2 mg/L of iAs. In this case, human liver samples
showed concentrations of 100-1,200 ngAsfg of liver tissue,
respectively (Mazumder, 2005).

The levels of iAs in drinking water (20 mg/L) did not cause any
visible signs of toxicity to mice before mating or during gestation
in CD1 mouse. Control and exposed litters were similar in size
(number of individuals), weight and sex composition. In contrast,
in a similar study using the FVB/N]J mouse strain reduced fertility
was observed (He et al, 2007) most likely due to different strain
sensitivity. iAs exposed lactating females, significantly diminished
water consumption (Figure 1A). To verify the iAs toxicokinetics,
As species were determined in pregnant female urine and in
the brain and liver tissues from the offspring. DMA was the
main As species observed in exposed female urine during late
gestation (Figure 1B) similar to results documented in human
studies (Concha et al,, 1998), In the newborn brains, iAs and
DMA were the predominant species (Figure 1C). On PND 15,
brain regions could be identified and the cortex and hippocampus
were isolated. At this time, the levels of As species in exposed
nursing males or females were not different from control males or
females (Figures 1D,E). This was not the case for the liver where
the main species was DMA. The As species accumulation after
gestational exposure observed in this study was similar to that
reported by Jin et al. (2010) for albino mice. It has been shown
that As accumulation in milk is very low in humans (Conchaetal,
1998). Thus, these results indicate that the presence of As in the
newborn brains resulted from absorption through the placenta
and was eliminated from the brain but not from the liver during
lactation. This could reflect differences in the kinetics at the organ
level that affect the disposition of As metabolites (Devesa et al.,
2006).

The presence of iAs and DMA in the brain of newborn
exposed litters suggests that the placenta does not limit the
passage of As species and could be associated with the higher
levels of oxidized GSH {GSSG; Figure 2A). At the same time, the
transporter systems X.- (xCT), x-AG (EAACI1) and LAT1 were
up-regulated (Figures 3A-C respectively) suggesting an increased
in L-cys transport for GSH synthesis due to the elevation of
GSSG. In lactating litters, (PND 15) the levels of GSH or
GS5G in the cortex and hippocampus were not different from
those determined in control animals {Figures 2B,C) most likely
due to the lower levels of As species {(Figures 1D,E). However,
the up-regulation of xCT and EAACI transporters continued
{(Figures 4A,B) and was also observed in CA1 hippocampal cells
by immunofluorescence (Figures 4A,B). Increased expression of
both xCT and EAACI could protect against glutamate toxicity
(Lewerenz et al., 2006) reducing NMDAR activation (Scimemi
et al, 2009). At the same time, a significant down-regulation
of the NR2B subunit in both sexes and NR2A subunit in the
hippocampus of exposed PN 15 males but not females, was
observed. This observation suggests that the alteration of L-
cys and glutamate transport may modify NR2B expression in
the hippecampus due to gestational exposure. Prenatal stress

(Zhao et al, 2013), ethanol (Brady et al, 2013), high fat
diets (Page et al., 2014) and nicotine (Wang et al., 2011)
have been associated with down-regulation of NR2B or the
NR2B/NR2A ratio. The reduced expression of NR2B in the
NMDAR has been observed in connection with cognitive
impairments and neuropathologies (Paoletti et al., 2013). On
PND 90, exposed litters showed significantly impaired place
recognition performance compared to controls. Males were more
affected than females (Figure 6B), suggesting that hippocampal
neurons were affected by As exposure. Animals were sacrificed
to investigate transporters and NMDAR subunit expression on
PND 90 hippocampus. xCT expression remained to be up-
regulated (Figure 5A) especially in those animals exposed to
iAs during gestation and until PND 15. However, on PND
90, EAAC] expression was not different between control and
exposed litters. GLT'1, another transporter that participates in the
removal of glutamate, was also down regulated in animals exposed
during gestation. These results suggest that glutamate levels
might be increased in the hippocampus of these mice, leading
to NR2A and NR2B down-regulation (Figures 5C,D,F) and
memory deficits (Figure 6B). These observations are consistent
with findings where extracellular glutamate increase initiates
adaptive responses that involve a gradual down-regulation of
the expression of NMDA receptors in response to environmental
toxics or a glutamate transport blocker in neuronal models
(Cebers et al.,, 2001; Win-Shwe et al., 2009). PND 90 males
exposed during gestation and that continued to drink water with
arsenic also showed memory deficits, increased expression of
xCT and marginal down regulation of NR2B but not NR2A,
suggesting that synaptic efficiency could be affected. Further
research is needed to clarify these observations. Taken together,
our data may support the idea of GSH as an important neuronal
reservoir to prevent excitotoxicity (Koga et al,, 2011),

Our results indicate that gestational exposure to iAs impairs
NMDAR subunits expression in the hippocampus affecting
spatial memory. This impairment is associated with increased
oxidative damage at birth and altered L-cys,/ glutamate and L-cys
transport, which might in turn down-regulate NR2B expression
(Paoletti et al,, 2013). NMDAR subunit expression changes
during brain development. NR2B is more abundant during the
second week of postnatal development as neurons mature and
become enriched at extrasynaptic sites (Roullet et al, 2010;
Qiu et al,, 2011). Gestational and postnatal exposure disrupts
this pattern down-regulating NR2B especially on PND215 when
this subunit is more predominant. Mouse hippocampus EAACI,
does not alter the activation of receptors at the synaptic cleft
but reduces the recruitment of NR2B-containing NMDAR in
perisynaptic/extrasynaptic sites (Scimemi et al., 2009). Then, the
increased expression of EAACL observed in iAs exposed mice,
could further alter the glutamate lifetime in the extracellular space
impairing NMDAR activation and the induction of long term
potentiation.

Cognitive impairment was observed in the rat after realgar
(a mineral drug containing arsenic) exposure. Excess of
extracellular glutamate was observed in hippocampus. Glutamate
accumulation in the synaptic cleft was related to decreased
expression of NR1 and up-regulation of NR2A subunit leading to
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calcium overload, down-regulation of GLT1 and ultrastructural
changes in hippocampal neurons (Tao-guang et al, 2014).
Interestingly, increased activity of xCT transport is accompanied
with an increase in glutamate levels and neuronal death
via overstimulation NMDAR (Jackman et al, 2012). Also,
xCT™/~ mice show significantly lower extracellular hippocampal
glutamate concentrations and optimal spatial working memory
(e Bundel er al, 2011) snggesting that xCT constitutes a
source for non-vesicular glutamate release. Additionally, down-
regulation of NR2B can occur through ubiquitination if NMDAR
agonists are increased (Ehlers, 2003). Then, disrupted glutamate
transport by increased xCT activity might be responsible for
the down-regulation of NR2B. In vitro cultures of hippocampal
neurons have shown that both NR2B and NR2A show endocytosis
trafficking through endosomes (Scott et al., 2004). This event
could be disrupted by prenatal As exposure. Also, adult rats
exposed to different concentrations of sodium arsenite during
3 months after weaning, showed cognitive impairments and a
dose-dependent down-regulation of NR2A in both mRNA and
protein levels in hippocampus (Luo et al., 2009, 2012). Similarly,
NR2A up-regulation was observed on PND 90 in male mouse
hippocampus (Figure 5E). The NMDAR NR2A subunit in adult
rat is sensitive to arsenic induced neurotoxicity (Luo et al., 2009,
2012).

Additionally, the persistent lower expression of NR2B subunit
in males might be due to epigenetic changes. iAs methylation
consumes GSH and SAM which affects DNA methylation
{Reichard and Puga, 2010; Tyler and Allan, 2014). According to
Reichard and Puga (2010) the epigenetic modifications observed
during mouse gestational exposure to iAs suggest target gene-
specific methylation changes, some of which are hypomethylated
while others suffer hypermethylation. Thus, hypermethylation
of NR2B promoter and/or hypomethylation of NR2B repressors
conld lead to the down-regulation of NR2B. Tn this respect,
rats exposed during gestation to 3 and 36 ppm of sodium
arsenite in drinking water showed changes in the methylation
status of genes involved in neuronal plasticity in cortex and
hipocampus (Martinez et al., 2011). Histone modifications have
been also observed in mice prenatally exposed to 100 pg/L of
sodium arsenite which could be associated with altered learning
in adults (Cronican et al., 2013). Also, there are evidences that
the changes in the activity-dependent NR2B expression (Lee
et al, 2008) or NR2B expression during chronic intermitent
ethanol treatment (Qiang et al, 2010) are due to epigenetic
modifications.

The altered activity/expression of the NR2B subunit due
to post-transcriptional meodifications (Qiu et al, 20L1),
ubiquitinization (Ehlers, 2003) or epigenetic modifications
(Lee et al,, 2008; Qiang et al.,, 2010; Tyler and Allan, 2014) have
been implicated in the modulation of learning and memory
processing, pain perception, feeding behavior as well as being
involved in neurological disorders. Our results show that NMDAR
subunit expression by prenatal exposure to iAs is affected, which
may in turn alter memory early in life, which is in line with what
has been reported in some human populations (Tyler and Allan,
2014). Learning and memory are complex processes involving
several brain regions and neuronal networks. This work shows

how As species might disrupt the expression of key components
that could lead to behavioral alterations and the development of
neuropathologies later in life. It remains important to identify
the environmental agents that might impair neural development,
maturation and physiology by interfering with the biochemistry
of crucial neurotransmiters and aminoacids such as glutamate
and cysteine.
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