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Resumen

Se estima que mas de doscientos millones de personas estan expuestas a niveles de arsénico
por encima de los estandares de seguridad establecidos por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). El agua contaminada es la principal via de exposicion. La exposicion cronica
al arsénico inorganico (iAs) estd asociada a padecimientos cardiovasculares, neurotoxicos,
diabetes y cancer. Se ha documentado que esta exposicion puede ocurrir por generaciones.
Estudios realizados en México y diferentes partes del mundo, han demostrado que la
exposicion al iAs esta relacionada con varios tipos de desordenes neurolégicos que pueden
causar deficiencias en las tareas cognitivas de memoria y aprendizaje en la infancia. Con la
finalidad de entender los mecanismos, fisiologicos, bioquimicos y moleculares que subyacen
a los desordenes cognitivos observados en la exposicion al iAs, desarrollamos un modelo
murino de exposicion gestacion durante el periodo de gestacion al iAs que representa una
exposicion al iAs similar a la que ocurre en poblaciones humanas.

El iAs entra a la célula a través de transportadores donde es metilado para su mas rapida
eliminacion, en un proceso que consume glutation (GSH), tiorredoxina y grupos metilos. El
estrés oxidante es el mecanismo mas aceptado para la neurotoxicidad causada por iAs. Se ha
demostrado que el iAs aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y en
consecuencia la eliminacién de GSH, que es la principal molécula antioxidante en el sistema
nervioso. El recurso limitante en la sintesis de GSH es la cisteina, que entra a la célula a
través de un sistema transportador antiporter Xc- en forma de cistina y es intercambiado por
una molécula de glutamato. Este transportador se conoce como sistema Xc- y funciona a
favor de gradiente de concentracion. Por lo tanto, el incremento de actividad en el sistema
Xc-, también se ha relacionado con el aumento en la concentracion de glutamato extracelular.
El aumento de glutamato extracelular puede conducir a excitotoxicidad, o a cambios en el
funcionamiento correcto de la sinapsis glutamatérgica, mismos que podrian impactar en el
aprendizaje y memoria.

En este trabajo usamos un modelo murino de exposicion al iAs, donde ratones de la cepa
CD1 fueron expuestos a 20 ppm de iAs disueltos en el agua de consumo diario, durante su
periodo de gestacion y hasta los 90 dias de vida. En este periodo se midieron las
concentraciones de glutamato extracelular, mediante microdiélisis en la region hipocampal.
Asimismo, en otro lote de animales se determinaron las concentraciones de GSH y glutation
oxidado (GSSQG) y se cuantifico por Western Blott, la expresion de las subunidades del
receptor de glutamato 4cido o-amino-3-hidroxil-5-metilo-4-isozazolpropionico AMPA
(GluA1, GluA2) en la corteza y el hipocampo. La funcionalidad de la sinapsis fue valorada
através de la induccion del fendmeno de potenciacion de largo plazo (LTP), en el hipocampo
de ratones anestesiados y se utilizo la prueba de laberinto acuético de Morris, para evaluar el
impacto del iAs en memoria y aprendizaje.

Nuestros resultados mostraron que los niveles de GSH y GSSG se incrementaron en el
hipocampo de los ratones que recibieron iAs, sugiriendo la activacion del sistema Xc-, como
indicaban hallazgos previos. Sin embargo, la relacion GSH/GSSG estaba reducida indicando
estrés oxidante. También se encontrd elevacion en la concentracion de glutamato extracelular
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en esta misma region, en los animales tratados con iAs. Al mismo tiempo, la expresion de
ambas subunidades del receptor AMPA se encontraron disminuidas, lo que se asoci6 con una
reduccion en la induccion del fendémeno de LTP y en la capacidad para resolver el laberinto
acuatico de Morris. En conclusion, estos hallazgos muestran que la exposicion a iAs produce
estrés oxidante, y un incremento de glutamato extracelular que ocasiona cambios en la
fisiologia sinaptica y glutamatérgica, asociados a efectos negativos en los procesos
cognitivos de memoria y aprendizaje analizados.

Abstract

Two hundred million people in the world are estimated to be exposed to arsenic levels above
the security standards established by the World Health Organization. Polluted water is the
major way of exposure. Several studies worldwide have shown that i1As exposure is related
with different types neurological disorders and can also cause memory and learning
impairment in exposed children. Our lab has developed a murine model of iAs gestational
exposure, in order to seek for the physiological, biochemical and molecular mechanism
underlying the cognitive disorders seen in i1As exposure.

The induction of oxidative stress is the most accepted neurotoxic mechanism. It has been
proved that iAs can induce ROS elevation, and consequently iAs exposure can deplete
glutathione (GSH) the main antioxidant in the nervous system. Cysteine is the limiting amino
acid for GSH synthesis which enters the cell via the Xc- antiporter which exchanges one
cystine (oxidized cysteine) molecule for one glutamate molecule. Nonetheless, Xc- system
higher activity is also related to elevated extracellular glutamate that can lead to exitotoxicity,
or changes in the physiology of glutamatergic synapses.

CD1 animals were exposed to 20 ppm of iAs in drinking water, during gestation and up to
the postnatal day 90 (PND90). Extracellular glutamate concentrations were measured by in-
vivo microdialysis in PND 90 male mice, as well GSH and GSSG concentrations in the
hippocampus. The expression of the subunits of AMPA (GluAl, GluA2) were determined
by Western Blott in cortex and hippocampus. Also, glutamatergic synapse physiology was
evaluated inducing LTP in hippocampal dentate gyrus in anesthetized animals. Learning and
memory were evaluated using the Morris water maze test.

Our results show that both GSH and GSSG levels were increased suggesting Xc- system
activation. Also, the GSH/GSSG ratio was reduced indicating oxidative stress. Extracellular
glutamate levels were higher in iAs treated mice and both AMPA subunits were down-
regulated. We observed an impairment in LTP induction in iAs exposed animals as well as
significant changes in learning and memory using the Morris water maze.

The main chronic iAs exposure effects were observed in the hippocampus where higher
glutamate levels are observed, a down-regulation of AMPA receptors a condition that was
associated with alterations in LTP and impaired learning and memory.
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1. Introduccién

1.1. Caracteristicas del arsénico y vias de exposicion.

El potencial téxico del arsénico se ha conocido por la humanidad durante milenios. Sin
embargo, su consumo inadvertido y cronico, por ejemplo, a través del agua para el consumo,
genera hoy en dia, problemas de salud publica a nivel mundial. El arsénico tiene un nimero
atomico de 33, su masa atémica es de 74.921 u y se le ha denominado como un metaloide
por sus propiedades quimicas intermedias entre metales y no metales. El arsénico es el
veinteavo elemento mas comun en la corteza terrestre, y su presencia es mas abundante en
rocas de origen volcanico. Debido a su alto potencial de oxidacion, en la naturaleza se
encuentra frecuentemente formando compuestos con fierro, cobre, plata, niquel, asi como
oxidos y sulfuros (Flora, 2015). La mayoria de los compuestos que forma el arsénico son
muy solubles en agua, y por ello el arsénico puede estar presente en cuerpos de agua dulce
como rios, lagos, estanques y escorrentias (Bhattacharya 2002). El arsénico inorganico (iAs)
en la naturaleza, se encuentra principalmente en dos estados de oxidacion: la trivalente (As®")
o arsenito que es frecuente en aguas anoxicas profundas y la pentavalente (As>") o arsenato
que es la forma mas comun en aguas superficiales. De €stas, el arsenito es la forma mas toxica
(Basu et al., 2001).

La principal via de exposicion al arsénico es precisamente la ingesta de agua contaminada,
que es producida de manera natural en los procesos de erosion y lixiviacion de las rocas. La
contaminacion de cuerpos de agua por el 1As se ha reportado en diferentes paises como India,
China, Tailandia, Ghana, Argentina, Hungria, Canadd, Estados Unidos, Reino Unido y
Meéxico (Kapaj et al., 2006). Sin embargo, debido a su origen geologico las concentraciones
mas altas se han reportado principalmente en Asia y América latina (Flora et al., 2011). Se
ha estimado que 4.5 millones de personas en América Latina estan expuestas al 1As en el
agua de consumo humano en concentraciones que superan los (10 pg/L), que es el valor
establecido por la OMS como limite seguro para evitar efectos en la salud (Farias et al., 2008;
Tyler, 2012; WHO, 2013). En el caso particular de nuestro pais, se han encontrado valores
de hasta 400 pg/l (Garcia-Vargas et al., 1991), que suponen un riesgo importante a la salud

de los habitantes de esas areas.



Aunque el arsénico se encuentra presente de manera natural en el ambiente, algunas
actividades antropogénicas contribuyen al incremento de arsénico en el ambiente. Por
ejemplo, el arsénico es liberado a la atmoésfera durante la combustion de carbon para
produccion de electricidad y en la industria metalurgica durante la extraccion y fundicion de

metales (Tabla 1).

Tabla 1. Principales fuentes naturales y antropogénicas de arsénico en el ambiente. Modificado de Flora 2015.

Fuentes de Arsénico en el ambiente

- Actividad hidrotermal y - Pesticidas.
geotérmica. - Produccion de carbdn
- Vulcanismo - Procesamiento de petroleo y
- Incendios forestales produccion de productos
- Disolucion de minerales derivados de petrdleo.

- Industria siderargica
- Preservacion de maderas
- Manufactura de vidrio

1.2. Toxicidad del arsénico

El arsénico no tiene funcion bioldgica conocida. De hecho, el consumo de concentraciones
de 6ug/L de arsénico, que son menores a las que la OMS recomienda para el agua de consumo
humano muestra efectos negativos sobre la salud de poblaciones expuestas cronicamente
(O’Bryant et al., 2011). Entre los efectos causados por la exposicion cronica al 1As se
encuentran: cambios en la pigmentacion de la piel, hipertension, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, anemia, efectos reproductivos, efectos sobre el desarrollo, efectos
sobre el sistema inmune, cancer y desérdenes neuroldgicos (Tolins et al., 2014). Ademas, el
consumo de agua con arsénico tiene efectos sobre los procesos cognitivos de memoria y
aprendizaje (Calderén et al., 2001; Ehrenstein et al., 2007; Rocha-Amador et al., 2007;
Rosado et al., 2007; O’Bryant et al., 2011).

El mecanismo de accion de los iones radicales de arsénico es complejo, porque depende de
S5+ o

multiples factores como: la valencia (As>* 6 As*") y el estado de metilacion a pH fisioldgico.



Estos determinan en parte la toxico-cinética como absorcion, distribucion, metabolismo

union a proteinas y excrecion. (Flora, 2015).

1.2.1. Absorcion y metabolismo del arsénico

Después de ser ingerido en el agua de consumo, hasta un 90% del arsénico es absorbido por
el tracto gastrointestinal. Se ha descrito que en el lumen intestinal las formas trivalentes son
absorbidas mas rapidamente que las pentavalentes, independientemente del grado de
metilacion que tengan. E1 As** ingresa a las células del epitelio intestinal a través de varios
sistemas que incluyen: el polipéptido B transportador de aniones orgénicos (OATPB), el
transportador de glucosa 5 y la aquaporina 10. El As®>* entra a través del transportador de
fosfatos dependiente de sodio (NAPIIIB); en el enterocito el As>" es metabolizado a As*" y
MMA, que son transportados por el torrente sanguineo hasta el higado (Calatayud y Laparra,
2015). En el higado ocurre el mayor metabolismo del iAs que involucra la sucesiva
metilacion oxidativa, a través de la enzima arsénico metil transferasa (AS3MT) que cataliza
la transferencia de un grupo metilo a partir de la S-adenosilmetionina (AdoMet). El proceso
ademas requiere de GSH como agente reductor ya que las especies metiladas pentavalentes
no son sustrato de la AS3MT vy la reduccion de éstas ocurre en presencia de GSH o
tiorredoxina (Figura 1) (Thomas, 2007). E1 MMA®", es reducido en presencia de GSH a
MMA?*, que a su vez es convertido a DMA>" por la As3MT, el DMA>* es reducido a DMA**

para una tercera metilacion.

5+

As
l r—\ GSH GSSG (\GSH GSSG
ASIMT ASIMT
GSSG mast N wm

omas™ S, omas™

AS3IMT , SAM
5+
TMAs

Figura 1: Esquema de la metabolizacion del iAs por la arsénico metil transferasa (As3MT), con la participacion

de GSH como agente reductor y la S-adenosil metionina como donador de metilos (modificado de Thomas et

al., 2007).



La metilacion oxidativa del 1As produce complejos moleculares entre las formas trivalentes
del iAs y el GSH, que son necesarios para la excrecion celular del arsénico a través de las
proteinas de resistencia a multidrogas (MRP1-2) (Liu et al., 2001). Sin embargo, la formacion
de estos complejos reduce la disponibilidad intracelular de GSH. Por el otro lado, la
reduccion de especies pentavalentes de 1As produce GSSG (glutation oxidado) que, en
condiciones normales, es reducido por la enzima glutation reductasa (GR) recuperando las
concentraciones de GSH disponibles. Sin embargo, se ha demostrado que As**, MMA*" y
DMA?*" y los complejos de las formas metiladas con el GSH, son inhibidores de la GR (Styblo
et al.,, 1997) dificultando que este proceso ocurra y por lo tanto afectando la relacion
intracelular de GSH/GSSG en presencia de iAs. En resumen, el metabolismo celular del iAs
y su excrecion, reducen la concentracion libre de GSH intracelular.

Los metabolitos del iAs son eliminados del organismo a través de la orina y las heces, aunque
una porcidon puede acumularse en tejidos ricos en grupos sulfidrilos (Escudero- Lourdes et
al., 2016), como el cabello, las ufias, el rifidon, el higado, la vejiga y el cerebro (Xi et al., 2010;

Jin et al., 2006).

1.2.2. Efectos de la intoxicacion crénica por iAs
El 1As ejerce sus efectos a través de mecanismos diversos, entre ellos se encuentran: elimina
grupos metilo afectando los perfiles epigenéticos, desacopla de la fosforilacién oxidativa,
incrementa la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), interfere con enzimas y
proteinas ricas en grupos tiol, elimina GSH, altera en la transduccion de senales, la
proliferacion celular y reduce la reparacion de DNA (Prakash et al., 2015). Sin embargo, el

mecanismo mas aceptado de toxicidad cronica por iAs es la induccion de estrés oxidante.

El estrés oxidante se define como el desbalance entre los prooxidantes y sistemas
antioxidantes presentes en los tejidos (Lewerenz et al., 2015). Entre las moléculas
prooxidantes se encuentran las especies reactivas, que son compuestos que pueden recibir o
proveer uno o mas electrones, lo que las hace ser inestables y ser altamente reactivas con los
componentes celulares (Lushchak, 2014), algunos ejemplos de especies reactivas son las
especies reactivas de oxigeno como, tales como, el radical hidroxilo (*OH), el radical anién
super 0xido (Oz°-) y el peroxido de hidrogeno (H203); y las especies reactivas de nitrogeno,

tales como, el 6xido nitrico(NOe¢), el radical diéxido de nitrégeno (NO2) y el peroxinitrito



(OONO") (Garza-Lombo et al., 2018). Las defensas antioxidantes tienen como funcion
especifica la neutralizacion de ROS. Algunos ejemplos de antioxidantes son moléculas como
las vitaminas C y E, el GSH, y la tioredoxina (TRX) y enzimas, como la superoxido
dismutasa (SOD), la catalasa y la GSH peroxidasa (GPx). El aumento de especies reactivas
de oxigeno durante el estrés oxidante facilita la posibilidad de interaccion entre estas y
elementos celulares como el DNA, proteinas y lipidos, que sufren modificaciones afectando

la fisiologia celular (Lobo et al., 2010).
1.2.3. Estrés oxidante mediado por iAs

Diversos experimentos han demostrado que el iAs produce aumento de ROS, tanto de manera
directa como indirecta. Las principales ROS producidas por el arsénico son: el anion
superoxido (O2"), el radical hidroxilo (*OH), el peroxido de hidrogeno (H20.), el oxigeno en
singulete (102) y los radicales peroxilo (Flora, 2011). Se ha establecido que en condiciones
normales, el 90% de las ROS en células eucariontes son producidas en la mitocondria
(Lushchak, 2014). En ratas adultas expuestas a 25 ppm de iAs durante 12 semanas, el 1As
favorece la produccion de ROS en la mitocondria al disminuir la actividad de los complejos
mitocondriales I, 1T y IV (Prakash et al., 2015). Ademds, como se menciond antes, el
metabolismo del iAs involucra la produccién de DMA®* que, en presencia de oxigeno, puede
formar anion superoxido y un radical dimetilarsinico, que en adicién de otra molécula de
oxigeno molecular se produce radical peroxil dimetilarsinico que puede ser dafiino para las
células (Flora, 2011). También se ha propuesto que las especies metiladas de As pueden

liberar el ion fierro redox activo (forma ferrosa) de la ferritina, el fierro libre puede generar
ROS al promover la conversion de 02" y H>O en radical *OH a través de la reaccion de

Haber-Weiss (Ahmad et al., 2000). E1 GSH también participa en las reacciones de reduccioén
durante la metilacion del iAs, lo que reduce su concentracion libre y de manera indirecta se
produce un desbalance entre las defensas antioxidantes y los prooxidantes que generan estrés

oxidante (Halliwell y Whiteman, 2004; Flora, 2011).

Es importante destacar que el GSH es la principal molécula antioxidante del sistema nervioso
central (SNC) (Sato et al., 2004) por lo que su disminucion lo hace vulnerable al estrés

oxidante. Se ha demostrado que la exposicion al iAs disminuye los niveles de GSH en el



cerebro de crias de rata (Xi et al., 2010), y de ratas adultas (Chaudhuri et al., 1999). Estos
cambios se ven acompanados de la inhibicién de enzimas antioxidantes en el cerebro como
la glutation peroxidasa (Xi et al., 2010) y glutation reductasa (Chaudhuri et al., 1999), esta
ultima es importante para mantener la relacion GSH/GSSG dentro de la célula. La
disminucion del GSH en presencia de 1As parece acompanarse del aumento en su sintesis y
exportacion (Dringen et al., 2016). De hecho, recientemente se demostrd que la exposicion a
al iAs, se incrementa la expresion del transportador XCT (Ramos-Chévez et al., 2015), que
es parte esencial de la maquinaria de sintesis de GSH. El transportador xCT es un sistema
antiporter que libera una molécula de glutamato al espacio extracelular y a cambio, introduce
una molécula de cistina, que en el interior celular, se reduce a cisteina, que es el aminoacido
limitante para la sintesis de GSH. Sin embargo, la actividad incrementada de este
transportador podria ser deletérea y conducir a excitotoxicidad (Lau y Tymianski, 2010). El
estado del GSH (relacion GSH/GSSG) dentro de la célula es dindmico y sirve como un
indicador de estrés celular o de bienestar y viabilidad celular (Kosower y Kosower, 1978).
Los cambios en el estado del GSH, afectan a la célula de diversas maneras, por ejemplo,
puede modular la actividad de proteinas que poseen residuos con cisteinas sensibles a los
cambios redox (Janssen-Heininber et al., 2008), como es el caso los transportadores de
aminoacidos excitatorios (Trotti et al., 1997) y receptores NMDA (Lipton et al., 2002)

ampliamente expresados en el SNC.

Los cambios en el estado redox celular inducidos por el iAs pueden disminuir la viabilidad
celular e inducir su muerte. El cerebro es un 6rgano especialmente susceptible a la formaciéon
de ROS debido a su alto consumo de oxigeno (20% del total corporal), a la gran cantidad de
lipidos no saturados, que son blanco de la lipoperoxidacion lipidica y la presencia de metales
de transicion como el cobre y el fierro (que pueden llevar a la formacion de ROS a través de
la reaccion de Fenton) (Limdn-Pacheco y Gonsebatt, 2009). Aunado a ello, posee una baja

expresion de enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GHS-Px).

Sin embargo, la acumulacion de 1As y la susceptibilidad a sus efectos varia en las diferentes
regiones cerebrales. Por ejemplo, el hipocampo es una estructura especialmente sensible al

metaloide en la que se han observado alteraciones funcionales y morfologicas que podrian
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ser las responsables de las alteraciones en el aprendizaje y la memoria que se han

documentado ampliamente en las poblaciones humanas expuestas (Tyller y Allan, 2014).
1.3. Efectos del arsénico sobre el SNC

La exposicion continua al iAs tiene efectos deletéreos sobre el sistema nervioso central ya
que es capaz de cruzar la barrera hematoencefalica (Tollins eta 1., 2014). Sus efectos se han
asociado a sintomas multiples como: dolor de cabeza (Morton y Caron, 1989), dificultad de
concentracion, confusion y ansiedad (Bolla-Wilson and Bleecker, 1987; Franzblau y Lilis,
1989), alteraciones de suefo, vértigo, irritabilidad, falta de concentracion, depresion
(Mukherjee et al., 2003), neuropatias periféricas (Aposhian et al., 2004), incremento en la
probabilidad de evento vascular cerebral (EVC) (Chiou et al., 1994; Meliker et al, 2007), y
efectos sobre la memoria y el aprendizaje (Tollins et al., 2014, Tyller y Allan, 2014). La
severidad de los efectos por exposicion al iAs depende de factores como la dosis, la duracion
de la exposicion y la etapa de vida en que la exposicion inicia (Mukherjee et al., 2006). De
hecho, algunos estudios sugieren que el SNC en desarrollo (gestacion e infancia temprana),
es mas susceptible a los efectos toxicos del 1As (Basha y Reddy, 2015; Luo y Shu, 2015; Piao
et al., 2015). La exposicion intrauterina conduce a cambios que se hacen aparentes mucho
tiempo después en la vida (Vahter, 2008). Existen estudios epidemioldgicos que indican que
la exposicion durante el desarrollo del SNC esté asociada al incremento en la morbilidad de
enfermedades en el sistema nervioso (Grandjean y Murata 2007). Por otro lado, varios
autores han demostrado que la exposicion al iAs en nifios de edad escolar, tiene efectos como
déficit de memoria y aprendizaje, reduccidon en el 1Q verbal, reduccion en el 1Q general,
déficit de atencion y resolucion de problemas, (Calderén et al, 2001; Rocha- Amador et al.

2007; Wang et al.2007; Rosado et al. 2007; Tabla 2).
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Tabla 2. Efectos cognitivos de la exposicion al As en nifios modificado de: Tollins et al., 2014.

Calderén
al. 2001

Rocha-
Amador et al.
2007

Rosado et al.
2007

Siripitaya-
Kunkit et al.
1999

Wasserman
etal. 2011

En modelos de roedores que reproducen los efectos cognitivos del iAs se demostraron que

procesos neurobiologicos multiples, que incluyen: neurogénesis, y vias de sefalizacion

glutamatérgicas, colinérgicas y monoaminérgicas,

subyacen a las alteraciones en el

aprendizaje y memoria de las tareas conductuales. Trabajos recientes han demostrado que la

exposicion al 1As genera alteraciones en la morfologia y funcién del hipocampo que son

responsables de las disfunciones cognitivas. En particular, las tareas como el laberinto

acuatico de Morris, el laberinto en Y, el laberinto radial de 8 brazos y el laberinto radial en

agua, que dependen directamente de la funcidon hipocampales (Luo et al. 2009, Jing et al.

2012, Martinez-Finley et al. y Cronican et al. 2013). Ademas del mal desempefio en las
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pruebas conductuales, los roedores presentaron cambios ultrastructurales en las neuronas
hipocampales, como el hinchamiento de las mitocondrias y la expansion del reticulo
endoplasmatico rugoso, asi como cambios en la funcion de la sinapsis glutamatérgica. Esta
ultima dada por la regulacion negativa en la expresion de la subunidad NR2A del receptor
NMDA (Luo et al., 2009). La fisiologia de la sinapsis glutamatérgica en el hipocampo esta
estrechamente ligada a la induccion del fendmeno de potenciacion a largo plazo (LTP), una
forma de plasticidad sinaptica que subyace a los cambios sinépticos que ocurren durante la

formacion de la memoria (Rivera-Olvera, 2015).
Sinapsis glutamatérgicas en el hipocampo

El hipocampo es una estructura bilateral del cerebro. La evidencia obtenida de pacientes
humanos, y en modelos animales sugieren que esta estructura juega un papel importante en
algunas formas de memoria (Andersen et al., 2007). Morfolégicamente estd compuesto por
dos regiones, el giro dentado (GD) y el Cornu Ammonis (CA). La region del CA se subdivide
en CAl, CA2 y CA3. Cada una de las regiones estd compuesta por una capa principal de
células nerviosas, en el giro dentado son las células granulares, mientras que en la region de
CA son las células piramidales (Figura 2). Tanto las células granulares como las piramidales
estan organizadas en una via trisinaptica Unica, que es glutamatérgica y excitatoria (Taupin,

2007).

Giro

. dentado

fornix
N

Corteza
entorrinal

Figura 2. Algunos microcircuitos del hipocampo. 1) La informacién arriba de la corteza entorrinal via el patron
perforante del giro dentado. 2) Las células granulares del giro dentado emiten sus axones (fibras musgosas) que
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hacen sinapsis con las células piramidales en CA3. 3) Los axones de las neuronas del area CA3 (colaterales de
Schaffer), hacen sinapsis con las neuronas piramidales en el area CAl. Tomado y redibujada de Bear et al.,
2007.

El glutamato es el principal neurotransmisor en el hipocampo y participa en procesos como:
la transmisidon sindptica excitatoria rapida, aprendizaje, memoria, plasticidad sinaptica,
sinaptogénesis y desarrollo neuronal (Agranoff et al., 1999; Gibbs y Hertz, 2005). Ademas
de sus funciones como neurotransmisor el glutamato tiene un papel importante en otros
procesos celulares como la regulacion de procesos bioenergéticos, forma parte de proteinas
y péptidos como el GSH, controla el balance osmotico, estd involucrado en la sintesis de
acidos grasos y en la detoxificacion del grupo amino de los aminoécidos. Sirve también como
precursor para la sintesis de GABA, principal neurotransmisor inhibitorio. Es por ello que
cualquier cambio en los niveles normales de glutamato tiene un efecto en la funcion del

cerebro que a veces pueden reflejarse como cambios conductuales (Farooqui et al., 2008).

El glutamato no puede atravesar la barrera hematoencefalica. La mayor parte de la sintesis
de novo de glutamato ocurre en los astrocitos (Hertz et al., 1999), a partir de glucosa y otros
metabolitos del ciclo del &cido citrico (alfa-cetoglutarato y oxaloacetato), la principal fuente
de carbon para la sintesis de glutamato proviene de la glucosa, mientras que el nitrogeno del
glutamato proviene de otros aminoacidos que pueden ser transportados al cerebro (Mc Geer
et al.,, 1987). Sin embargo, es importante aclarar que no todo el glutamato proviene de la
sintesis de novo. El ciclo glutamato-glutamina es importante para mantener las pozas de

glutamato (Squirre et al., 2008; Brady et al., 2007. Figura 3)
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Figura 3. Sintesis de glutamato en el ciclo neurona glia. La accion del glutamato liberado en la hendidura
sinaptica es terminada con su recaptura, a través de los transportadores de aminoacidos excitatorios (TAEs)
presentes en neuronas y glia. En las células gliales el glutamato es convertido en glutamina por accion de la
glutamina sintetasa. La glutamina es liberada al espacio extracelular y recapturada por las neuronas donde es
reconvertida a glutamato por la glutaminasa. El glutamato es almacenado en vesiculas, mediante los
transportadores vesiculares de glutamato (VGlu). Tomado y redibujado de Purves et al., 2004.

El glutamato como otros neurotransmisores, se acumula en vesiculas sinapticas, que son
compartimentos acidicos en las terminales nerviosas que liberan su contenido por exocitosis
(Borisova et al., 2011). El empaquetamiento y almacenaje del glutamato en las vesiculas
requiere de los transportadores vesiculares de glutamato (VGLUTSs), que son complejos
proteicos multiméricos, localizados en la membrana vesicular (Brady et al., 2007). Estos
transportadores utilizan el gradiente electroquimico de protones como fuerza impulsora
(Farooqui et al., 2008). Una vez liberado el glutamato puede alcanzar concentraciones muy
altas en la hendidura sinaptica (1-5 mM) (Clements, 1996). Esto permite la activacion de los
receptores postsindpticos a glutamato ionotrépicos y metabotropicos. Sin embargo, la

funcién del neurotransmisor termina rapidamente cuando difunde fuera de la hendidura y es
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recapturado a través de los transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATS). Si esto no
ocurre, los receptores se sobreactivan y el incremento de calcio intracelular, puede conducir
a excitototoxicidad (muerte neuronal causada por la activacion de los receptores de
aminoacidos excitatorios como los del glutamato (Olney, 1979). También se ha sugerido que
si el glutamato no es recapturado rapidamente y difunde en los alrededores de la terminal,
puede activar a receptores extrasinapticos (Segovia et al., 2001), que inducen cascadas de

sefializacion que también derivan en excitotoxicidad (Lai et al., 2014).
1.3.1. Receptores de glutamato

Los receptores de glutamato son proteinas transmembranales que se unen de manera
especifica a este neurotransmisor en el lado extracelular de la membrana. Estan presentes
tanto en la membrana presinaptica como postsindptica, y su activacion inicia procesos de
sefalizacion intracelular. Hay dos tipos de receptores a glutamato: los ionotropicos y los
metabotropicos. Los receptores ionotropicos estan directamente acoplados a un canal de
cationes y son responsables de mediar la respuesta sinaptica excitatoria rapida. Por otro lado,
los receptores metabotropicos ejercen su funcion a través de proteinas G y la activacion de
segundos mensajeros. Estos receptores estan involucrados en la generacion de la respuesta
sinaptica lenta y la modulacion de la excitabilidad neuronal (Monaghan et al., 1989; Schoepp

et al., 1990).
Receptores ionotropicos:

Los receptores ionotropicos se nombran de acuerdo a su agonista preferencial el N-methyl-
D-aspartato (NMDA), el 4cido a-amino-3-hidroxi-5Smetil-4-isoxazole propionato (AMPA) y
el kainato (KA).

Los receptores NMDA son canales id6nicos compuestos por tetrameros de diferentes
subunidades (Neal et al., 2012) que estan codificadas por 7 genes. Entre ellos NR1, NR2A-
NR2D y NR3A-NR3B. Se ensamblan funcionalmente con dos subunidades obligatorias NR1
(GluNT1; la subunidad con sitio de union a glicina) y dos subunidades que pueden ser del tipo
NR2 (GIuN2; la subunidad donde se une el glutamato) o NR3. La expresion o presencia de
las subunidades en los receptores varia dependiendo de la etapa de desarrollo y de la region

del cerebro. Las subunidades NR2A y NR2B son las subunidades accesorias predominantes
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en el hipocampo (Baranowska-Bosiacka et al., 2012), en esta estructura los complejos
NMDA extrasinapticos estan compuestos predominantemente por la subunidad NR2B
mientras que en los sindpticos predominan las subunidades NR2A (Toscano 2005). La
expresion de las distintas subunidades del receptor NMDA, puede ser regulada por el nivel
de actividad presente en la sinapsis. Por ejemplo, una disminucion en la actividad sinaptica
hace que en la densidad postsindptica disminuya la subunidad NR2A mientras que

incrementa a las subunidades NR2B (Toscano 2005).

Los receptores AMPA, median la transmision sindptica excitatoria rapida y son permeables
principalmente a Na” y K*. Estan conformados por tetrdmeros de las 4 subunidades (GluA1-
GluA4, antes GluR; — GluR»>) y las propiedades fisiologicas del receptor dependen de la
combinacion de subunidades (Brady et al., 2007). Por ejemplo, los receptores que no tiene la
subunidad GIuR> son muy permeables a Ca?". En el hipocampo los receptores AMPA son

principalmente tetrameros de las subunidades GluR - GluR; (Farooqui et al., 2007).

Los receptores AMPA son regulados a través de la fosforilacion en residuos de serina,
treonina, y tirosina, presentes en las subunidades GluAl, GluA2 y GluA4, por la acciéon de
la calcio calmodulina cinasa II (CaMKII) y la proteina cinasa C (PKC). La fosforilacion es
un mecanismo rapido, a corto plazo y dindmico que modula las propiedades
electrofisiologicas, morfoldgicas (trafico para la externalizacion o internalizacion y
formacion de agrupaciones de receptores), y bioquimicas (composicion de subunidades y
sintesis) de los receptores AMPA, asi como interacciones proteina-proteina entre los
receptores AMPA y las proteinas intracelulares con las que interactian (Wang et al., 2005).
El trafico de los receptores GluAl y GluA2 de las pozas intracelulares a su insercion en la
membrana en las porciones sindpticas, puede alterar la fuerza de la sinapsis y ha sido
reconocido como uno de los mecanismos centrales que ocurren durante la LTP (del inglés

long-term potentiation).
1.3.2. Potenciacion de largo plazo
La uniéon de glutamato con sus receptores postsindpticos causa cambios en la neurona

postsinaptica a través de la activacion de segundos mensajeros, que puede conducir a la
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regulacion del nimero y composicion de los receptores presentes en la membrana
postsinaptica. A la modulacién de la respuesta sindptica excitatoria ante estimulos con
diferente frecuencia o intensidad, se le conoce como plasticidad sinéptica (Bear et al., 2007).
Uno de los procesos de plasticidad sinaptica mas estudiados es la formaciéon del fendmeno
de la potenciacion a largo plazo (LTP). Que consiste en el incremento de larga duracion de
la eficiencia sinaptica después de breves periodos de estimulacion en sinapsis especificas,
Los incrementos en la eficiencia sinaptica pueden durar semanas, meses o incluso afios
(Brady et al., 2007). El proceso de formacion de la LTP dependiente de NMDA ocurre
cuando se activa este receptor y permite la entrada de calcio. El calcio también activa
cascadas de proteinas cinasas, entre ellas la CaMKII. Las moléculas blanco de las cinasas
incluyen a todos los elementos celulares que, al activarse, incrementan la sensibilidad a
glutamato en la célula postsinaptica. Entre ellas estd la proteina cinasa A (PKA) a través de
la cual se activa el factor de transcripcion CREB, que a su vez estimula la expresion de
proteinas que regulan la transcripcion de otras proteina cinasas y de los receptores AMPA.
El dafio en los receptores NMDA esta asociado con la pérdida de la LTP y deterioro de los

procesos de memoria y aprendizaje en el hipocampo (Toscano, 2005).

1.3.3. Recaptura de glutamato

El glutamato juega un papel central en la formacion de la LTP, por esta razén su
concentracion en el espacio sinaptico estd regulada de manera estricta. La actividad del
glutamato termina cuando es removido del espacio extracelular a través de los
transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATSs). La remocion del glutamato tiene dos
pasos, primero la unidon del glutamato con el transportador y segundo la translocacion del
glutamato al interior de la célula. Los transportadores estan localizados en regiones aledafias
a las terminales sinapticas (Seal y Amara 1999). Hasta el momento se han caracterizado 5
transportadores de glutamato: el transportador de glutamato y aspartato (GLAST/ EAAT1),
y el transportador 1 de glutamato (GLT-1/ EAAT2) se localizan principalmente en astrocitos;
el resto de los transportadores (EAACI /EAAT3, EAAT4 y EAATS) son especificos de
neuronas. EAAT4 esta presente en cerebelo mientras que EAATS se expresa en retina. La

recaptura de glutamato ocurre en contra del gradiente de concentracion y emplea como fuerza
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impulsora el gradiente electroquimico a través de la membrana. El glutamato transportado al
interior junto con tres iones Na" y un H', al mismo tiempo un ion de K* es transportado al
exterior celular. La bomba de sodio potasio dependiente de ATP, aporta energia para la
absorcion de glutamato de manera indirecta, ya que por cada molécula de glutamato que es
transportada se gasta una molécula de ATP para intercambiar los tres iones de Na+ a cambio

de dos iones potasio y de este modo mantener el potencial de membrana (Brady et al; 2012).

1.3.4. El transportador xCT

El glutamato presente en el espacio extracelular puede provenir también de fuentes no
sinapticas, el glutamato puede ser liberado por otros mecanismos de las neuronas y la glia,
el transportador de XCT es el principal responsable del glutamato liberado de esta forma
(Williams y Featherstone, 2014). De hecho, la delecion del gen xCT en ratones induce a la
disminucion masiva de glutamato extracelular a menos del 50% en el hipocampo (de

Bundel et al., 2011; Massie et al., 2011).

El sistema Xc- es un transportador “antiporter” de cistina/glutamato que funciona a favor
del gradiente de concentracion, con una estequiometria de 1:1 y que introduce una molécula
de cistina mientras saca una molécula de glutamato al espacio extracelular (Valdovinos-
Flores y Gonsebatt, 2013; Massie et al., 2015). Por ello, el sistema Xc- tiene un efecto a
ambos lados de la membrana (Seib et al., 2011). El sistema Xc- esta compuesto por dos
subunidades, la cadena pesada 4F2hc (codificada por el gen slc3a2) y la cadena ligera
denominada xCT, que le confiere especificidad (codificada por el gen slc7all). Ambas

subunidades estan unidas por un puente disulfuro (Lewerenz et al., 2012).

La cistina importada por el sistema Xc- en el medio intracelular se reduce a cisteina que es
empleada para la sintesis de la molécula antioxidante GSH (Valdovinos-Flores y Gonsebatt
2013; Massie et al., 2015). Mientras que el glutamato exportado por el trasportador puede
modular la fisiologia de la transmision sinaptica glutamatérgica a través de la activacion de
los receptores pre y postsinapticos, localizados en la vecindad de la hendidura sinaptica
(Baker et al., 2002). Por ejemplo, la activacion de receptores mGluR 2,3 que son capaces de
regular la liberacion presinaptica de glutamato y dopamina. En cuanto a los receptores

inotropicos de glutamato, recientemente se demostrd que los ratones sin la subunidad xCT
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funcional (xCT-/-), presentan un incremento en la expresion de receptores AMPA en las
sinapsis CA1-CA3 del hipocampo, que se acompana del aumento de la transmision
sinaptica glutamatérgica. El efecto es revertido al incubar el tejido en una solucion con
concentraciones similares de glutamato a la de los ratones silvestres. Los autores proponen
que esto sugiere que la accion de XCT modula la abundancia de los receptores AMPA como
parte de sus funciones normales en la célula (Williams y Featherstone, 2014). Otros autores
han demostrado que el glutamato liberado por xCT activa a los receptores extrasindpticos
NMDA (Pow, 2001; Baker et al., 2002; Moran et al., 2005; Kupchik et al., 2012). De este
modo, altas concentraciones de glutamato extracelular podrian inducir a excitotoxicidad
(Qin et al., 2006; Hardingham y Bading 2010; Bridges et al., 2012). De hecho, el aumento
en la actividad del sistema Xc- ha sido observada en diversas patologias, donde el
incremento en el eflujo de L-Glutamato a través de este sistema puede ser lo
suficientemente excesivo como para alcanzar niveles excitotoxicos y contribuir a la pérdida
neuronal (Piani y Fontana, 1994; Brager y Basile, 2001; Seib et al., 2011; Van Lifferinge et
al., 2016).

1.4. Efectos toxicos del iAs sobre la sinapsis glutamatérgica

Los efectos de este metal sobre la neurotransmision glutamatérgica son variados. A nivel
presinéptico se ha observado una disminucion en la presencia de vesiculas sinapticas (Luo et
al., 2009). Mientras que a nivel postsinaptico se han reportado cambios en la composicion de
los receptores de glutamato ionotropicos y metabotropicos.

Diversos articulos presentan evidencia de cambios a nivel de los receptores NMDA, sin
embargo, los cambios observados en la regulacion de las distintas subunidades no siempre
concuerdan. Las diferencias pueden deberse a que la forma y dosis en que el 1As es
administrado suelen ser diferentes, dificultando la comparacion. Los tres estudios que a
continuacion se mencionan fueron realizados en el hipocampo. Luo et al. (2009) reportan una
reduccion en los receptores NR2A sin cambios en el receptor NR1 ni NR2B en ratas tratadas
cronicamente con arsenito de sodio (2-68 ppm) durante 3 meses. Por otro lado, Huo et al.
(2014), trataron ratas con una dosis de 2.7g/kg (que equivale 2700 ppm) de sulfuro de

arsénico durante 6 semanas y observaron una disminuciéon de 26% en la expresion de la
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subunidad NR1 y un incremento en la subunidad NR2A. Finalmente, nuestro grupo de trabajo
ha documentado el efecto de la exposicion gestacional a As sobre la cantidad de las
subunidades NR2A y NR2B de los receptores ionotropicos NMDA en hipocampo y corteza
(Ramos-Chavez et al., 2015). Se observo en el hipocampo de ratones de 15 dias de edad, una
disminucién en las subunidades NR2B y NR2A. Este mismo efecto se vio a los 3 meses de
edad en los animales que solo se expusieron al iAs hasta el destete. En cambio, los ratones
expuestos cronicamente, no presentaron diferencias significativas en la expresion de las
subunidades a los tres meses de edad. Sin embargo, en ellos se vio una tendencia al alza en
la subunidad NR2A y a la baja en la subunidad NR2B. En la prueba de reconocimiento de
objeto y lugar, se observé una disminucion en el periodo de exploraciéon del objeto
reposicionado en los ratones que habian sido expuestos cronica y gestacionalmente al iAs.
Estos cambios conductuales observados podrian deberse a las alteraciones en la expresion de
las subunidades del receptor NMDA descritas arriba. En conjunto, estos resultados sugieren
que el iAs tiene efectos negativos sobre el hipocampo ya que ambas pruebas conductuales
dependen de la correcta funcion de esta estructura.

En el hipocampo, los receptores NMDA y AMPA tiene un papel importante en la formacion
de LTP, un mecanismo de plasticidad sinaptica que se cree que subyace a los procesos
cognitivos de memoria y aprendizaje.

En cuanto a los efectos del iAs sobre las subunidades del receptor AMPA (GluA1-Glua4)
solo existe un reporte realizado por Maewaka et al. (2013) donde reportan que la exposicion
a 0.01 pM de arsenito de sodio ocasiona la disminucion en la subunidad del receptor GluA1
en cultivos celulares de astrocitos, pero no en las subunidades GluA2 y GluA3 que fueron
analizadas en conjunto. Sin embargo, se desconoce el efecto del i1As sobre las subunidades
de este receptor en el hipocampo o los efectos en animales integros. Tampoco se ha estudiado
la correlacion entre los cambios en las subunidades del receptor AMPA y los procesos de
memoria y aprendizaje en presencia del 1As.

También se han encontrado evidencias del efecto del As sobre la LTP en rebanadas de
hipocampo de rata adulta expuestas a especies metiladas de arsénico particularmente DMA**
que genera una reduccion de entre 60-70% en la amplitud de la LTP en la via de las
colaterales de Schafer-CA1. El efecto sobre el fenomeno de la LTP parece ser mas fuerte en

las rebanadas de cerebros jovenes (17 dias) que en la de adultos (40 dias) (Kruger et al.,
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2005). Estos hallazgos son relevantes porque la especie DMA de arsénico es el metabolito
mas abundante en los tejidos después del consumo de iAs (Ramos-Chavez et al., 2015).

Finalmente, la exposicion al iAs puede alterar las concentraciones de glutamato extracelular
y de este modo dafiar la sinapsis glutamatérgica. En el 2014 Huo et al., demostraron que la
exposicion al iAs de la forma (As4S4) durante 6 semanas, genera el aumento de la especie de
DMA en el hipocampo, que estd acompafiada del aumento en la concentracion de glutamato
extracelular en esta estructura. Se desconoce si la fuente de glutamato extracelular es
vesicular o podria provenir de la actividad incrementada del transportador xCT. En sus
experimentos también observaron la inhibicion de la sintesis del RNAm y de la disminucion
en la expresion de la proteina GLT-1 (principal recapturador de glutamato), sugiriendo que

la disfuncion del recapturador podria incrementar el glutamato extracelular.
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2. Planteamiento del problema

En la actualidad existen pocos estudios que investiguen el efecto de la exposicion al iAs
durante el desarrollo in utero. (Vahter, 2009 en Ramos-Chavez et al., 2014). Sin embargo, se
han reportado efectos neurotdxicos en nifios e infantes, en poblaciones expuestas. Aunque el
mecanismo que hace mas vulnerable al cerebro en desarrollo no se entiende completamente,
los cambios que ocurren en el cerebro durante el desarrollo en presencia de 1As parecen ser
irreversibles (Tollins et al. 2014). El efecto neurotdxico de la exposicion a dosis bajas de iAs
provoca problemas de memoria y aprendizaje (Siripitayakunkit et al. 1991; Ehrenstein et al.,

2007; Rosado et al., 2007 y Dong et al., 2009).

En nuestro grupo de trabajo se demostrd recientemente que la exposicion gestacional y
crénica al iAs conduce al aumento de GSSG en el cerebro de las crias en el primer dia post
natal (PND1), sugiriendo un cambio en el estado oxidante del cerebro, que se acompafi6 del
aumento en la presencia de los transportadores L-cys (LAT1), el sistema trasportador Xc-,
(L-cys 2) y EAACI. Esto sugiere que en presencia de iAs se promueve la sintesis de GSH,
ya sea por el metabolismo asociado a la eliminacion del metaloide, porque hay cambios en
el estado redox celular, o por ambas cosas. Los ratones de 15 dias de edad también mostraron
un aumento en la presencia del transportador X¢- en la corteza cerebral y el hipocampo,
mientras que los animales de 3 meses, solo en el hipocampo (Ramos-Chavez et al., 2015).
Aunque el transportador participa en la homeostasis del estado redox, los cambios
provocados por el iAs en su funcidon podrian incrementar la concentracion extracelular de
glutamato, afectando su neurotransmision o promoviendo excitotoxicidad.

Existen pocos reportes del incremento de glutamato extracelular en presencia de 1As, en uno
de ellos Huo et al., (2014) probaron que el consumo de realgar (AssS4) incrementa los niveles
de glutamato extracelular en el hipocampo, contribuyendo a la generacion de excitotoxicidad
en estas condiciones. Estos autores ademads reportaron que la acumulacion de glutamato en
el espacio extracelular se acompafiaba de cambios en la composicion de las subunidades
NMDA, que a su vez afectaban la funcidon sinaptica glutamatérgica. En el modelo
experimental empleado en nuestro grupo de trabajo, se encontraron cambios en la presencia
de proteinas de las subunidad NR2A y NR2B del receptor NMDA en las fracciones

membranales (Ramos-Chavez et al., 2015) que en conjunto con la modulaciéon positiva
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observados en el transportador Xc- y una negativa en el recapturador de glutamato GLT-1 ,
permiten suponer un aumento en la concentracion extracelular de glutamato.

Es importante explorar si el incremento en la presencia del transportador Xc- ocurre como
consecuencia de los cambios en el estado oxidante de las células del hipocampo, y si a través
de este mecanismo, se producen cambios en la concentracion de glutamato extracelular en el
hipocampo. En este panorama, también es necesario evaluar si los cambios en la
concentracion extracelular de glutamato se relacionan con la modificacion en la abundancia
de las diversas subunidades de receptores AMPA y NMDA en la misma estructura. Explorar
estas relaciones y asociarlas con los posibles cambios en procesos cognitivos, permitird

entender mejor el papel del transportador Xc- en la neurotoxicidad por iAs.

3. Hipotesis

La exposicion cronica al iAs desde el desarrollo embrionario y en las etapas criticas del
desarrollo del cerebro, generara estrés oxidante, aumento del glutamato extracelular en el
hipocampo afectando negativamente la plasticidad sinaptica que se reflejard como una

reduccion en la LTP y en el desempefio de pruebas de memoria y aprendizaje.
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4. Objetivos:

1. Determinar la concentracion de GSH, GSSG en el SNC de ratones expuestos a
arsenito de sodio a los 3 meses de edad.

2. Cuantificar la concentraciéon de glutamato extra e intracelular en las condiciones
experimentales y controles por medio de microdialisis.

3. Medir los cambios en la expresion de las subunidades GluA1l y GluA2 del receptor
AMPA.

4. Caracterizar y comparar el fenémeno de induccion de LTP en animales control (sin
tratamiento del 1As) y tratados gestacional y crénicamente con iAs

5. Valorar el efecto del tratamiento con iAs en tareas de memoria espacial, a través de

la prueba de laberinto acuatico de Morris.
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5. Material y métodos

Protocolo experimental

Se obtuvieron ratones machos y hembras de 8 semanas de la Unidad de Modelos Biolédgicos
del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Los animales fueron mantenidos en cajas con 4
animales cada una, en condiciones de fotoperiodo de luz obscuridad 12:12, a 23°C y con
alimentacion ad libitum. Los animales fueron separados en dos grupos: As y control. El
grupo As (hembras y machos) recibio 20 mg/l o ppm de arsenito de sodio en el agua de
consumo, que fue remplazada diariamente por una solucion fresca. En el dia 30 de exposicion
los animales fueron separados en cajas con un macho y una hembra para la cruza. El grupo
As continu6 ingiriendo 20ppm de arsenito de sodio, el inicio de la gestacion se estimo a partir
de que se presentd el tapon vaginal, sin embargo, el macho solo fue separado de la caja
cuando el crecimiento del vientre de las hembras fue evidente. Los sacrificios se realizaron
en los dias postnatales 1, 15 y 90 para la obtencion de tejidos para las diferentes pruebas. En
el caso de los ratones sacrificados en el dia posnatal (PND1) debido a la pequena cantidad de
tejido en estos animales, se utilizé el cerebro completo para hacer las determinaciones. A los
ratones sacrificados en el PND15 y 90 el cerebro fue disectado en frio para la obtencion de
las regiones corteza e hipocampo, y los tejidos fueron congelados a -80° C hasta el momento

de las determinaciones.
Determinacién del sistema GSH

La concentracion de GSH y GSSG fue medida en el hipocampo y corteza de los ratones en
el PND 90, empleado el método fluorométrico de O-ftalaldehido (Senft et al., 2000),
adaptado para microplacas de 96 pozos. Las lecturas de fluorescencia fueron tomadas a
365nm de excitacion y 430 nm de emision con el lector de placas Beckman Coulter DTX

800/880 Multimode Detector.
Determinacion de glutamato extracelular
Experimentos de microdialisis

Estos experimentos fueron llevados a cabo en el laboratorio de la Dra. Lourdes Massieu bajo

la supervision y asistencia de la Biol. Teresa Montiel. Para estos experimentos se usaron
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ratones del PND 90, los animales fueron anestesiados con isofluorano y fijados en el aparato
estereotaxico. Se emplearon sondas de 1 mm de largo y 0.5 mm de didmetro (CMA 12
Harvard Apparatus), que fueron implantadas en la region del giro dentado en el hipocampo
en las coordenadas: AP -1.82 a partir de Bregma, ML -1.1 a partir de la linea media y DV -
2.0 desde la duramadre. La canula de microdialisis fue perfundida continuamente con Ringer
Krebs (NaCl 118mM, KCl 4.5mM, MgS0O4 2.5mM, NaH2PO4 4.0mM, CaCl2 2.5mM,
NaHCO3 25mM, y glucosa 10mM), a un flujo continuo de 2pul/min con una bomba de micro
inyeccion, las fracciones fueron colectadas y conservadas en frio en un colector automatico
de fracciones (BASi Bionaliytical System). Después de 45 minutos de estabilizacion post
operatoria, se inicid con la coleccion de las fracciones (50ul), 3 basales con Ringer Krebs.

Las muestras fueron almacenadas a -80° C hasta su determinacion.
Determinacion por HPLC

La concentracion de L-Glu fueron medidos mediante cromatografia de alta eficacia o high-
performance liquid chromatography (HPLC), por la Dra. Verdnica Rodriguez, siguiendo la
metodologia empleada por Mejia-Toiber et al (2010). Brevemente, las concentraciones de
glutamato fueron determinadas en un equipo HPLC 1100 Series Agilent Tecnologies
(Agilent Technologies), usando columnas de fase reversa C18 (ESA HR 80 column ESA,
Inc) y un sistema de deteccion electroquimica (Coulouchem III, ESA, Inc). Después de la
derivatizacion de la precolumna con O-ftalaldehido, la fase movil fue un buffer de 50 mM
de fosfato de sodio, con 25% metanol, y pH 6.75. La velocidad del flujo fue de 1.2 mL/min.
La curva de calibracion fue construida con una solucion estandar de L-glu, para estimar

correctamente el contenido de L-Glu en las muestras.
Western Blot

Se empled el método de Schindler et al. (2006) para obtener proteinas membranales a partir
de tejido congelado. Para ello el tejido fue homogenizado en 2 volumenes de buffer de
extraccion BCL (10 mM HEPES, 10 mM NaCl, ]| mM KH2PO4, 5 mM NaHCO3, 5 mM
EDTA, 1 mM CacCl2, 0.5 mM MgCl2, 1 mM PMSF, y 10 mg/ml aprotinina y leupeptina),
después de incubar en hielo por 10 min, se agregaron 0.1 volimenes de sacarosa 2.5M y se
centrifugd a 6300 x g a 4°C durante 10 min. El sobrenadante fue colectado y almacenado en

hielo, el pellet fue resuspendido en 2 volumenes de buffer CLB que contenia 0.1 volumenes
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de sacarosa 2.5 M y nuevamente centrifugado a 6300 x g a 4° C durante 10 min. Se
combinaron los sobrenadantes obtenidos en las dos centrifugaciones y se centrifugaron a
100,000 x g durante 30 min. El pellet fue recuperado y reconstituido en buffer (40 mM Tris-
HCI, pH 9.5, 8 M urea y 4% (w/v) Triton X-100). La concentracion de proteinas fue
determinada con el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific). Las proteinas (30 pg)
fueron separadas con voltaje constante de 100mV en geles de poliacrilamida-SDS al 8% y
posteriormente transferidas a membranas de nitrocelulosa en condiciones de amperaje
constante 200mA. Se verificdé que la electrotransferencia ocurriera de manera efectiva
tifiendo con rojo Ponceau, después las membranas fueron bloqueadas con leche en TBS-
Tween 20 durante 1h a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo
primario GluA1 (ab109450 Abcam), GluA2 (ab133477, Abcam), Sinaptofisina o B-tubulina
(T4026 Sigma-Aldrich). Las proteinas fueron evidenciadas mediante un anticuerpo
secundario ligado a peroxidasa de rabano (HRP) y usando el reactivo para deteccion ECL
Prime (GE Healthcare Bio-Sciences) fueron reveladas y digitalizadas en el escaner C-DiGit

de LI-COR. La densitometria fue analizada con el programa Image J (version 1.49v).

Registros electrofisioldgicos

Estos experimentos fueron llevados a cabo en el laboratorio de la Dra. Martha Escobar con

el apoyo del Dr. Luis Rodriguez Durén.

Los animales fueron anestesiados durante los procedimientos quirurgicos y
electrofisiologicos con pentobarbital (50 mg/Kg), la temperatura del animal fue mantenida
empleando una compresa de gel. Cada raton fue fijado en el aparato estereotaxico y el craneo
fue expuesto. Las respuestas fueron registradas unilateralmente usando un electrodo
monopolar de acero inoxidable, localizado en el giro dentado (GD) en las coordenadas: AP -
1.8 a partir de Bregma, ML -1.5 a partir de la linea media y DV -2 desde la superficie del
craneo, las respuestas fueron evocadas unilateral mente a través de un electrodo de
estimulacion bipolar trenzado de acero inoxidable de 100 um de diametro, que fue colocado
en el patron perforante (PP) en las coordenadas: AP -3.8 a partir de Bregma, ML -2.5 a partir
de la linea media y DV -1.5 desde la superficie del craneo. La estimulacion fue suministrada
por un estimulador Grass S48 y aplicada al electrodo de estimulacion a través de una unidad
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PSIUG6. Las respuestas evocadas fueron enviadas a un amplificador Grass P5. La sefial fue
digitalizada para su almacenamiento y analisis en una computadora provista del software

Datawave SciWorks (Longmont, CO).
Curvas entrada /salida o input/ output (1/0)

Las curvas I/O fueron generadas con el propoésito de determinar la eficiencia sinéptica basal
para un rango determinado de intensidades de estimulacidon, se midio la relacion entre la
entrada de corriente y la salida de voltaje (I/O) en la via del PP-GD, utilizando multiplos de
una intensidad basal (1x-10x). La intensidad basal fue determinada como la estimulacion

necesaria para evocar una respuesta de 0.2mV.
Facilitacion por pulsos pareados (PPF)

Los pulsos pareados fueron evaluados a través de la variacion sistematica del intervalo entre
los pulsos (10-240 ms). La intensidad de la corriente del estimulo aplicado correspondia con

el 50% de amplitud maxima del potencial post sinaptico excitatorio (EPSP)
Induccidn del fendmeno de potenciacion de largo plazo (LTP)

Se establecio una linea base de 20 minutos evocando respuestas cada 20ms. La intensidad de
la corriente del estimulo aplicado correspondia con el 50% de amplitud maxima del potencial
post sinaptico excitatorio (EPSP). El fenomeno de LTP fue inducido después de aplicar
estimulacion de alta frecuencia 5 trenes, cada uno de 10 rafagas con 20 pulsos a 400Hz. El

tiempo inter-tren fue de 15s.

Prueba conductual del laberinto acuatico de Morris.

Para la prueba de laberinto acuético de Morris se emplearon animales de 90 dias de edad, 8
del grupo control y 8 animales expuestos al 1As. Las pruebas fueron realizadas a las 19:00 h,
bajo luz roja, para evitar interferir con el ciclo circadiano de los animales.

El laberinto acudtico consistié de una tina blanca, circular de plastico con un didmetro de
1.54 cm y una profundidad de 0.60 m. El tanque se llen6 con agua de la llave a 22° C hasta

una profundidad de 35 cm, la temperatura del agua revisada diariamente y ajustada a 22° C
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+ 1° C. El laberinto estaba ubicado en un cuarto con pistas externas a la tina. Ademas, se
colocaron 4 pistas en el perimetro de la alberca en cuatro puntos distribuidos equitativamente,
dividiendo a la alberca en 4 cuadrantes. Las pistas permanecieron en la misma posicion
durante todos los dias del entrenamiento y en el dia de la prueba de memoria. Los animales
fueron alojados en el mismo cuarto en el que se encontraba el tanque.

Los animales fueron colocados en el tanque desde alguna de las 8 posiciones de inicio que
correspondian con las 4 pistas en el borde de la alberca (NE, SE, NW y SW) o el punto medio
entre ellas, que correspondian con las pistas en el cuarto (N, S, E y W), las posiciones de
inicio se eligieron azarosamente.

La plataforma de escape estaba hecha de acrilico transparente (10 x 10 cm) y 34 cm de alto;
de modo que se cubria totalmente cuando era colocada dentro del tanque. La posicion de la
plataforma fue constante durante los 6 dias del entrenamiento, al centro del cuadrante
denominado como SW.

El entrenamiento consistid en colocar a los ratones en la tina viendo hacia las paredes de ésta
y permitir durante 60 segundos que nadaran libremente, hasta encontrar la plataforma de
escape. Una vez que el raton encontraba la plataforma se le permitié6 permanecer en ella
durante 60 segundos el primer dia y 20 segundos los dias subsecuentes del entrenamiento. Si
el raton no conseguia encontrar la plataforma era guiado hasta ella, para el tiempo de
reconocimiento. Después del tiempo de reconocimiento el raton era retirado del tanque y se
le regresaba a su caja, hasta el inicio del siguiente ensayo. A lo largo de 6 dias cada animal
realiz6 4 ensayos.

Las sesiones fueron videograbadas y posteriormente analizadas. El tiempo que tardaban en
llegar a la plataforma se denomind como latencia de escape y se empled como medida de la
adquisicion. Esta variable se midi6 reproduciendo los videos y cronometrando el tiempo. El
séptimo dia se realizo la prueba de memoria y para ello se retird la plataforma del tanque.
Los ratones fueron introducidos en la alberca mirando a la pared, desde el punto mas lejano
al sitio donde estuvo la plataforma durante el entrenamiento (denominado NE). Se permitio
a los ratones exploraran en busca de la plataforma durante 60 segundos y después fueron
retirados de la alberca. El tiempo y la distancia que recorrieron en el cuadrante donde se habia

ubicado la plataforma, fue empleado como medida de memoria. Los videos del dia de prueba
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de memoria fueron analizados usando el software EthovisionXT (software

11.5.126,Wageningen, The Netherlands).

6. Resultados

Concentracién de GSH y GSSG

En la corteza de ratones machos expuestos gestacionalmente y hasta PND 90 al iAs, se
observd una disminucidon del 11% en la concentracion de GSH, también se observd un
incremento del 40% en la concentracion de GSSG, ambos cambios son estadisticamente
significativos (P< 0.05). En esta estructura no se observaron cambios en la concentracion de
glutation total (GT) (Figura 4A). Sin embargo, la relacion GSH/GSSG se redujo un 37% en
los ratones expuestos al iAs, este cambio es estadisticamente significativo (prueba de “t” de
Student, P< 0.05; Fig 4C). Por otro lado, en el hipocampo se observd un aumento en la
concentracion de GSH del 26% que es estadisticamente significativo (prueba de “t” de
Student, P< 0.05) con respecto al de los animales control. Ademas, se observd un aumento
del 157% en la concentracion de GSSG en los animales tratados El incremento en GSH y
GSSG se ve reflejado como un aumento del 29% en la concentracion de GT los cambios en
la concentracion de GSSG y GT también son estadisticamente significativos (T de Student,
P<0.05; Fig 4B). Sin embargo, en esta estructura la relacion GSH/GSSG es tres veces menor

en los ratones tratados con As (“t” de Student, P< 0.05; Fig 4D).
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Fig 4. Determinacion del sistema GSH en de machos de raton CD1 en el PND 90 controles y expuestos a 20ppm
de arsenito de sodio durante la gestacion y toda la vida. A la izquierda se presenta la concentracion de GSH,
GSSG y GT en la A) corteza y B) Hipocampo. En el panel derecho se muestra la relacion GSH/GSSG en C)

corteza y D) hipocampo. n=6. “t” de Student, el asterisco indica una P< 0.05, se grafica la media + EE.

Concentracion de glutamato extracelular en hipocampo.

Como en experimentos previos del laboratorio se habia observado la induccion del
transportador XCT en hipocampo de los animales expuestos, y se ha reportado que este
contribuye de manera importante con los niveles extracelulares de L-glu, se evalu6 en ratones
anestesiados la concentracion de éste, en el hipocampo de los ratones usando microdialisis.
Se observé un incremento del 46% en la concentracion basal de glutamato extracelular en los
ratones expuestos al iAs (477.8 = 81.9 ng/mL), con respecto a lo observado en los animales

control (326.8 + 43.2 ng/mL; Fig 5).

32



Glutamato extracelular

*

-

600 4

400

ng/ml

&
¥

Fig 5. Cuantificacion por microdialisis de la concentracion extracelular de glutamato. Los asteriscos representan

las diferencias estadisticas entre los animales control e iAS (prueba de t de Student, P<0.05; n=6).

Cambios en las subunidades del receptor AMPA

Se realizaron determinaciones de la expresion de las subunidades GluAl y GluA2 del
receptor AMPA en la fraccion membranal de homogenados de hipocampo y corteza de 6
ratones contrales y 6 tratados con 1As al PND90. Se us6 la expresion de B-tubulina como
control de carga. En la corteza no se observaron cambios significativos en presencia de iAs
en las subunidades GluAl y GIluA2 del receptor AMPA. Sin embargo, se observd una
tendencia a la disminucion de la subunidad GluAl. En contraste, en el hipocampo se observé
una disminucion en la presencia de ambas subunidades GluA1 57% y GluA2 53%, ambos

con diferencias estadisticamente significativa (prueba de “t” de Student, P< 0.05; Fig. 6).
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Fig 6. Cuantificacion relativa de expresion de proteina de la subunidad GluA1l y GluA2 del receptor AMPA en
la corteza e hipocampo de ratones macho en el PND90. A) En la parte superior se muestran las inmunotinciones
con suero anti GluAl y tubulina. En el panel inferior se muestra las inmunotinciones con suero anti GluA2 y
tubulina. Los datos fueron analizados usando la prueba de “t” de Student, con asteriscos se marcan las

diferencias significativas con respecto a los controles P<0.05. GluA1l control n=5, iAs n=6; GluA2 control n=6;

iAs n=6. Se grafica la media =+ ee.

LTP

Después de la estimulacion de alta frecuencia se registro durante 2h la respuesta postsindptica
(Fig. 7), y se observo que tanto en los animales control como en los que recibieron iAs en el
agua de consumo, fue posible inducir el fendmeno de la LTP. Después del estimulo de alta
frecuencia se observo un incremento en las pendientes del potencial postsinaptico excitatorio

(EPSP slope) de 75% en los animales control y de 38% en los animales tratados con iAs con
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respecto al valor de pendiente basal. La diferencia en el incremento de la pendiente EPSP
entre los grupos resultd significativa en una prueba de ANOVA de una via con medidas
repetidas (F de 2406.48, P<0.001), y en la prueba post hoc de LSD (P<0.001). Esto sugiriere
que la capacidad para inducir el fenomeno de la LTP en los animales tratados con iAs esta
disminuida. El fendmeno de la LTP también fue analizado a través de los cambios en la
pendiente de la espiga poblacional (fig. 8), en la que se observé un aumento del 179% en los
animales control y del 84% en los animales tratados, con respecto al valor de la pendiente
basal. El andlisis de la prueba de ANOVA de una via con medidas repetidas resulto

significativo (F de 5926.73, P<0.001), y en la prueba post hoc de LSD (P<0.001).

Pendiente del potencial postsinaptico exitatorio
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Fig 7. Efecto del iAs sobre la capacidad para inducir el fendmeno de LTP de la pendiente del potencial
postsinaptico excitatorio. Los trazos muestran ejemplos representativos de los EPSP previo a la estimulacion y
durante los ultimos 20 minutos de registro. Los niimeros al interior de cada grafica representan la media + ee,
del cambio en la pendiente de los EPSP. La flecha indica el momento de estimulacion de alta frecuencia.
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Fig 8. Efecto del iAs sobre la capacidad para inducir el fenomeno de LTP de la pendiente de la espiga
poblacional. Los trazos muestran ejemplos representativos de los EPSP previo a la estimulacion y durante los
ultimos 20 minutos de registro. Los numeros al interior de cada grafica representan la media + ee del cambio
en la pendiente de los EPSP. La flecha indica el momento de estimulacion de alta frecuencia.

Curvas 1/0
Para evaluar la excitabilidad basal se realizaron curvas de I/O, en la figura 9A se muestra que
antes de la estimulacion de alta frecuencia hay una disminucion significativa en la

excitabilidad basal de los animales expuestos al 1As.

Facilitacion por pulsos pareados

Para evaluar si el iAs tuvo efectos sobre la presinapsis se realizé la prueba de facilitacion por
pulsos pareados que refleja el incremento en la probabilidad de liberacion de glutamato
presindptico. Para ello se hizo una variacion sistematica del tiempo inter pulso (10-240ms).

Como se muestra en la figura 9B Los animales control presentaron facilitaciéon cuando el
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intervalo interpulsos fue igual o mayor a 100 ms. En contraste, un menor niimero de los
animales expuestos al iAs presentaron la facilitacion en los mismos intervalos interpulsos

que los animales control.
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Fig. 9. A) Curvas de I/O de la amplitud del EPSP (media + ee.), para los animales control y expuestos al iAs.
B) Prueba de facilitacion por pulsos pareados variando el intervalo interpulso de 10 a 240 ms. Se grafica la
relacion de la pendiente del segundo pulso con respecto al primero. Arriba del valor de uno se considera que
hubo facilitacion. Cada punto representa la media + ee.

Pruebas conductuales

Entrenamiento

Para evaluar el impacto de la exposicion al 1As sobre la conducta de los animales, se empled
la prueba de laberinto acuético de Morris. Como se observa en la figura 10, los animales de
ambos grupos, control e iAs redujeron significativamente el tiempo de busqueda de la
plataforma. Sin embargo, esta disminucion fue observable mas temprano en los animales

control (dia 4) que en los animales 1As (dia 6).
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Fig. 10. Tiempo de latencia media a la plataforma de los grupos control y experimental durante las sesiones de
entrenamiento. Las diferencias significativas estan marcadas con diferentes letras. En maytsculas el grupo
control y en minusculas el grupo iAs. Los datos fueron analizados con una ANOVA de dos vias para medidas

repetidas, F=1.196, la prueba pots hoc fue Sidak, P < 0.05; n= 8.

Prueba de memoria.

Para esta prueba se analiz6 un solo intento por animal y se retir6 la plataforma, con ayuda
del software Ethovison se analizé la distancia y el tiempo acumulado en los cuadrantes del
tanque el dia de la prueba de memoria. Los animales control mostraron una preferencia por
el cuadrante SW (Anova de una via p<0.05), donde se encontraba la plataforma, la distancia
en este cuadrante resulto estadisticamente diferente de los cuadrantes NE y SE (prueba post
hoc de comparacion multiple Tukey p< 0.05) (Fig 11 A). En cambio, no se observod
preferencia por ninglin cuadrante en los animales expuestos al i1As (Fig 11 B). El analisis de
ANOVA de 2 vias (p< 0.05), mostré diferencias significativas dependiendo del tratamiento,
la prueba post hoc Fisher LSD (p< 0.05) mostr6 diferencias significativas en la distancia
recorrida en el cuadrante de la plataforma (SW) y en el cuadrante NE por ambos grupos (Fig

11 C).
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Fig 11. A) Distancia recorrida en cada cuadrante por los animales control. Los asteriscos indican diferencias

significativas (ANOVA de una via F=4.163, p< 0.012) en la prueba post hoc de Tukey. B) Distancia recorrida

en cada cuadrante por los animales iAS. C) comparacioén de la distancia recorrida por los grupos control y

experimental en cada cuadrante. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos en la

prueba post hoc Fisher LSD p< 0.05.

La distancia que nadaron los animales control sobre la plataforma también fue mayor, que la

de los animales tratados (t de Student p<0.05) (Figura 12).
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Figura 12. A) Distancia nadada por los ratones sobre el sitio en el que se encontraba la plataforma. B) Distancia

total recorrida.
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El analisis del tiempo que pasaron los ratones en los diferentes cuadrantes demostré que los
animales control presentan una predileccion por el cuadrante en el que se encuentra la
plataforma (ANOVA de una via F= 4.78, p< 0.05. Fig 13A). Mientras que los animales
tratados no mostraron predileccion por ningin cuadrante (Fig. 13 B). Finalmente, el analisis
de ANOVA de 2 vias (p< 0.05) mostr6 diferencias significativas en el tiempo que los
animales de los dos grupos pasaron en el cuadrante SW con la prueba post hoc Fisher LSD

(p< 0.05, Fig 13 C).
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Figura 13. A) Tiempo que nadaron en cada cuadrante los animales control. Los asteriscos indican diferencias
significativas (ANOVA de una via F=4.78, p< 0.05) en la prueba post hoc de Tukey. B) Tiempo que nadaron
en cada cuadrante los animales iAS. C) comparacion del tiempo que nadaron los grupos control y experimental
en cada cuadrante. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos en la prueba post hoc
Fisher LSD p< 0.05.

El mapeo de las trayectorias seguidas por los animales durante 60s, muestran diferencias
dependiendo del tratamiento al que fueron sometidos, en la figura 14, se muestran dos

trayectorias representativas de un animal control y un animal arsénico.

Control iAs
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Figura 14. Trayectoria de nado en la prueba de memoria (60 segundos). A) Trayectoria de un ratéon control, B)
Trayectoria de un raton iAs, los diferentes colores, marcan los cuadrantes (NE, NW, SE y SW). El circulo
morado indica la zona en la que la plataforma fue ubicada durante el entrenamiento. C) Mapa de calor de un
animal control, D) Mapa de calor de un animal iAs, los colores rojos representan las zonas donde el animal paso

mas tiempo.

7. Discusion

Se estima que en México aproximadamente mas de 450,000 personas estdn expuestas a
niveles de iAs en el agua para consumo humano que exceden los 50 pg/L, incluyendo a los
residentes de la comarca Lagunera y Durango (Laine et al., 2015). Sin embargo, tomando en
consideracion la historia geologica del pais, que ha originado grandes areas de rocas
volcanicas, es posible que sean mas las poblaciones expuestas inadvertidamente al iAs. La
gente expuesta al iAs proveniente de fuentes naturales, frecuentemente se expone por
periodos largos de tiempo y ocasionalmente por generaciones (Schelbush et al., 2015), de
modo que la exposicion puede ocurrir desde etapas tempranas de la vida, por ejemplo,
durante el desarrollo embrionario. La exposicion prenatal se ha asociado con nacimientos
pretérmino y bajo peso al nacer (Vahter 2009), sin embargo, los efectos sobre la memoria y
el aprendizaje so0lo son observables en etapas posteriores de la vida, de modo que es dificil
calcular el impacto negativo que tiene sobre la calidad de vida de las personas expuestas, o

el impacto que tiene sobre los recursos econdmicos de un pais.

Los estudios epidemioldgicos y toxicologicos muestran claramente que el 1As en un
neurotoxico que afecta la funcion intelectual y los estudios realizados in vitro e in vivo
corroboran ampliamente los efectos neurotoxicos del iAs (Tollins et al., 2014). Otros estudios

sugieren que el principal mecanismo de la neurotoxicidad es el estrés oxidante (Flora, 2015).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que existe un desbalance en el sistema
antioxidante del GSH/GSSG ya que los ratones de 90 dias expuestos al iAs mostraron un
incremento de GSSG en la corteza (fig. 4A.) y el hipocampo (fig. 4B) siendo esta ltima
estructura donde hubo el mayor cambio. Aunque en ambas estructuras hubo una disminucion
significativa en la relacion GSH/GSSG, el cambio de nuevo fue mayor en el hipocampo.

Estos resultados indican la existencia de un estado prooxidante en el tejido nervioso
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muestreado, y que estas dos regiones presentan susceptibilidad distinta frente a la exposicion
al iAs, las variaciones observadas en las dos regiones pueden ser explicadas ya que en el
hipocampo se ha observado que hay una mayor concentracion de AS3MT que conlleva a una
mayor acumulacion de DMA (Sanchez-Pena et al., 2010) que podria generar un mayor
cambio en el estado redox al reducir la concentracion intracelular de GSH como se explico
antes, ademas el hipocampo es una region de gran plasticidad sinaptica ya que recibe todo el
tiempo informacién multisensorial. Durante la exposicion crdnica al iAs, en el hipocampo el
GSH y el GT estan aumentados lo que sugiere un incremento en la maquinaria de sintesis.
Considerando el papel del sistema Xc- y su mayor abundancia en esta region cerebral en
comparacion con la corteza (datos no publicados de nuestro laboratorio) es posible suponer
que en el hipocampo hay ademas un incremento en la exportacion de glutamato hacia el
espacio extracelular.

El incremento en la concentraciéon de GSH total en el hipocampo (Fig 4B), es consistente con
el reporte previo de aumento en la expresion del transportador XCT en el hipocampo, de
animales de 90 dias en este modelo experimental, como la estequiometria del transportador
antiporter XCT es 1:1 Glu/Cys se decidi6 evaluar la concentracion extracelular de glutamato,
como indicador indirecto del incremento en la actividad del trasportador, lo que quedd
demostrado con la cuantificacion de glutamato extracelular en los experimentos de
microdialisis (Fig 5). Otros autores han encontrado el mismo fenémeno de incremento de
glutamato en el hipocampo como resultado de la exposicion a arsénico (Nagaraja y Desiraju,
1993; Huo et al., 2014).

Una consecuencia del incremento del glutamato extracelular puede relacionarse con el
hallazgo sobre los cambios de expresion de las subunidades de los receptores ionotropicos
de glutamato en la exposicion crdnica al iAs (Luo et al., 2009), por lo que era importante
establecer si en el modelo de exposicion gestacional estos cambios también ocurrian. Ramos-
Chéavez et al., (2015), demostraron que en los animales expuestos gestacionalmente al iAs
presentaban cambios en la expresion de las subunidades de los receptores NMDA.

Por otro lado, los receptores AMPA y NMDA estan relacionados con los procesos
moleculares que subyacen al fendmeno de LTP. En la exposicion gestacional al iAs las
subunidades GluA1 y GluA2 del receptor AMPA presentan una disminucion significativa en

los animales tratados con iAs (fig. 6). Mas recientemente, Williams et al. (2014) demostraron
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que en rebanadas de cerebro de hipocampo de animales carentes de xCT (xCT™") se observo
menor cantidad de glutamato extracelular y un incremento en el contenido de receptores
AMPA.. El efecto se revertia cuando las rebanadas se incubaban por varias horas en presencia
de glutamato. De la misma manera, encontraron que cuando la presencia de los receptores
AMPA en la terminal sinaptica se regulaba de manera negativa, se reducian los potenciales
miniatura postsindpticos que dependen de este receptor. Los autores proponen que el
glutamato exportado a través del transportador xCT puede modular la respuesta en la sinapsis
glutamatérgica a través de modificar los receptores AMPA post sindpticos. Posiblemente este
sea el mecanismo que explica lo observado en los animales expuestos al iAs en este trabajo.
Ya que observamos un incremento en la concentracion de glutamato extracelular asociada
a la disminucion en las subunidades del receptor AMPA. Este fenémeno podria ser un
mecanismo homeostatico para evitar la sobreactivacion sindptica en presencia de altas
concentraciones de glutamato extracelular. Otra posible explicacion a la reduccion a la
concentracion de receptores es que la poblacion de neuronas este disminuida por muerte,
pero esta posibilidad no ha sido explorada atn.

La exposicion al iAs afecta diferencialmente las estructuras del cerebro, siendo el hipocampo
una de las mas vulnerables. Aqui, la induccion del fenomeno de la LTP se considera uno de
los mecanismos que subyacen a la memoria. Por lo que es importante analizar los efectos del
1As sobre este proceso. Los resultados de este trabajo sugieren que el iAs produce
disfunciones en las sinapsis glutamatérgica del hipocampo, ya que los animales expuestos al
1As presentan una menor capacidad para inducir el fendmeno de LTP (Fig. 7 y 8). De hecho,
la respuesta sinaptica basal también esta disminuida como se observa en la fig. 9A. Los
efectos deletéreos del 1As son evidentes también en la fisiologia presinaptica, donde los
animales expuestos este metal tienen una menor facilitacién por pulsos pareados (Fig 9B).
Los cambios en la fisiologia de la sinapsis glutamatérgica encontrados mencionados arriba,
pueden deberse en parte a la reduccion de las subunidades del receptor AMPA (Fig. 6) y a
los previamente reportados en receptores NMDA (Ramos-Chavez et al., 2015).

La sensibilidad particular del hipocampo a los efectos neurotdxicos del iAs, puede jugar un
papel importante en los cambios electrofisioldgicos encontrados en los ratones expuestos
hasta el dia 90, ya que en esta estructura se acumula una mayor concentracion de DMA que

en otras estructuras del cerebro (Sanchez-Pena et al., 2010). Esta especie metilada de iAs se
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ha relacionado con una diminucion en la capacidad de inducir el fenomeno de LTP en
hipocampo de rata, estudiado en preparaciones de rebanadas de cerebro (Kruger et al., 2009).
Una forma de evaluar los efectos cognitivos de memoria y aprendizaje en este modelo es a
través de la prueba conductual del laberinto acudtico de Morris. Como se observa en la figura
12B, los animales control y expuestos al iAs no mostraron cambios en la velocidad de nado
entre ellos, lo que implica que el iAs en las concentraciones empleadas en este estudio no
afectan la capacidad motriz de los animales. Sin embargo, la capacidad de aprender la
posicion de la plataforma durante los dias de entrenamiento fue mas lenta en los animales
expuestos (Fig 10). En el dia de la prueba sin plataforma los animales expuestos a arsénico
mostraron un patrén de nado practicamente homogéneo en todo el estanque a diferencia de
los controles que pasaron mas tiempo nadando en el cuadrante que correspondia a la
plataforma durante el entrenamiento. Estos resultados sugieren que posiblemente los
problemas cognitivos que se han reportados en nifios expuestos cronicamente al iAs, pudieran
tener como fundamento el cambio en la regulacion de la sinapsis glutamatérgica en el

hipocampo.

8. Conclusiones:

La exposicion gestacional y cronica al 1As alter6 la relacion GSH/GSSG en la corteza y el
hipocampo. Indicando que el estado redox de las células en estos dos tejidos puede estar
alterado. Ademas, en el hipocampo se observé un incremento en la concentracion de GT. La
sintesis de GSH requiere de cistina, que es proporcionada por el transportador xCT, esto
podria explicar el incremento en la concentracion de la proteina reportada previamente en los
animales expuestos al 1As. El hecho de que en hipocampo de los ratones tratados con 1As

hubo un incremento en la concentracion de glutamato extracelular apoya esta hipotesis.

La expresion de las subunidades GluAl y Glua2 se encontré disminuida en los animales
expuestos al 1As. Sugiriendo que la elevacion de los niveles de glutamato puede afectar su
homeostasis. En concordancia con los cambios observados en la expresion de las subunidades
del receptor AMPA, la capacidad para inducir el fenémeno de LTP se encontrd disminuida
en los animales expuestos al 1As. Los resultados obtenidos en este trabajo senalan que la

disfuncion esta tanto en la presinapsis como en la postsinapsis.
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Finalmente, los animales tratados con iAs mostraron un peor desempefio en la resolucion de
la prueba del laberinto acudtico de Morris, en conjunto los resultados permiten inferir que los
cambios provocados por el iAs sobre la disposicion glutamato y sobre otros elementos de la
sinapsis glutamatérgica como los receptores inotropicos de glutamato, pueden ser
responsables de los efectos negativos en los procesos cognitivos de memoria y aprendizaje,
observados en las poblaciones expuestas al iAs. La figura 15 resume los efectos del arsénico

sobre la sinapsis glutamatérgica.

45



Meurcna
presinaptica

Astrocito

@ Astrocito
m]
L
@ |
As T @ A
Cambios en la L ]
liberacion de Glu ™ -
o
u]
- L
o) ® .
L Recaptura
de Glu

o [ ]
Tmu o ?
n:tracalulnr.
- L
-
MNeurona
postsinaptica
¥ As o ca* ® Glu &= MNat+ E Calcineurina
-1 ]
[ — e ”GU"ST [l -AMPA receptor Em MNMDA receptor

Figura 15. Efectos el iAs sobre la sinapsis glutamatergica del hipocampo. 1) Desbalance en
sistema GSH. 2) Incremento en la expresion y posiblemente en la activdad del trasportador
xCT. 3) Elevacion de la concentracion extracelular de glutamato. 4) Disminucion en la
expresion de las subunidades GluA1 y GluA2 del receptor de glutamato AMPA. 5)
Desregulacion en la recaptura de glutamato. 6) cambios presinapticos en la liberacion de

glutamato. 7) Disminucion en la capacidad para inducir el fenomeno de la LTP.
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9. Perspectivas

Aunque los resultados de este trabajo sugieren un estado pro oxidante dado el cambio en el
sistema GSH como resultado a la exposicion al iAs, es necesario en futuro analizar si es
suficiente para generar efectos negativos en las células como lipoperoxidacion o dafios en el
DNA. Ademas, se puede evaluar si la exposicion al iAs en este modelo es suficiente para
causar cambios morfologicos en organelos celulares susceptibles al dafio oxidante como la

mitocondria o el reticulo endoplasmico.

Los periodos de desensibilizacion son diferentes entre las subunidades NR2A y NR2B del
receptor NMDA, como consecuencia podrian ocurrir cambios en el flujo de calcio
intracelular que estos producen como resultado de la actividad basal de las neuronas, que
podria ser evaluado a través de técnicas como registros de calcio intracelular. Por otro lado,
las diferencias en la expresion de las subunidades podrian conducir a cambios en las cascadas
de sefializacion que dependen de la activacion de estos, por lo que seria interesante evaluar

el estado de los elementos rio a bajo de los receptores.

Finalmente, aunque en este trabajo se observd que en presencia de iAs en el hipocampo
ocurre la regulacion a la baja de las subunidades GluA1l y Glua2 del receptor AMPA, es

necesario estudiar cudles son los procesos moleculares que subyacen a esta modulacion.
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Abstract

Eerly lifie ex posure to environmental pollutznis and toxic chemicals has been Llinked to bkearning and behavioral alterations in
children. iAs exposume is associated with different bypes neurological disorders such 2= memaory and learning impairmeant.
1As is methylated in the brain by the arsenic Ill-methy lransferase in a proce ss that requines glotathions (GSH). The xCT-
antiporier cell membrane transporter participates i the influx of cystine for (GSH synthesis in exchanges for glutamate in a
1:1 ratio. In "1 mice gestationally exposed to X) ppm of sodium arsenite in drinking water, we have previously observed
up-regulation of xCT in the male mouse hippocampus which caused glutamatergic synapse alierations affecting leaming
and memory processes. Here, we nsad the same pestational 1A s ex posure mode] io imvestigate whether the up-me gulation of
xCT and down-regulation of GLT-1 transporters wene associzied with higher levels of extracellular glutamate and changas
in the expression of the a-amino-3-hydrox y-5-methy |-&-isoxezolepropionic acid (AMPA) glutamate recepior, responsible
for excitatory fast synaptic ransmission. The induction of LTP in the perforant-dentzie gyrus pathway (PP-DG) of the hip-
pocampus was 2lso smdied, &5 well 25 learning and memory formation using the water maze test. Changes in GSH levels
wizre also tested in the hippocampus of animals exposed to iAs. Besulis showed increased GSH synibesis (p < 0005), associ-
sied with significanthy higher extrace llular glutamate levels in iAs exposed mice. Exposure was also significantly associated
with AMPA subumits down-regulation, deficient LTP mduction, and lower excitability of the PP-1{G pathway. In addition,
animals showed dzficient learning and memory in the Morris Water Mare st
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Introduction

Early lile exposume to environmental pollutants and toxic
chemicals has been linked to learning and behavioral alers-
tioms in children and adolescents (Lanphear 201 5; Banmett
et al. A 1a). The nervous sysiem not only coordinates and
mpulzies the homeostasis of the different organ systems but
is also responsible for higher cognitive functions such as
mizmary and kearning. Several sudies have demonstraied the
physiological and peychelogical impacts of toxic apents on
the developing nervous system affecting the quality of lite
aof individuals (Lanphear 2015).

In the case of inorganic arsenic (1As), the World Health
Organization (WHO ) e stimates that mone than 200 million
people around the world are ex posed to high levels of 1A= in
drinking water. This condition has baen eported in conn-
tries such as Indiz, China, Thailand, Ghana, Argenting, Hun-
gary, Canada, United States, United Kingdom, and Méaxico
(Kapaj et al. 206). Particularly, in Mexico, levels higher
than &) pph have boen reported dFarcia-Yarpas of al. 1991
D2l Razoat al. 1997), which ae well above the 10-ppb level
mcommended by WHO.

Adults in an ex posed population show higher incidences
of different types of cancers, cardiovascular diseases, and
dighetes. In children, cardiovascular, immunoelogical, res-
piratary, and neurological effects have heen shown (Tolins
et al. 20 14; Osoric-Yamer et al. 20015; Ahmed at al. 2017).
Impaired memory and learning have been reported in ids-
exposed children (Calderon et al. 2001; Von Ehrenstein
et al. 2T; Rocha-Amador et al. 2007; Rosado et al. 20ET;
(" Bryant et al. 200 1).

iAs and its methy lated metabolies have bazan reporied to
be present in the urine of pregnant women and in umbiliczl
cord blood (Conchaet al. 1995; Parajuli et al. 200 3; Ahmed
at al. 2017, suppesting that iAs and its metabolites cross
the placenta amd reach the developing feius. Indeed, Davesa
at al. (A&} and Jin et al. (30107 have shown transplacental
ransier of 1As and its methysed meizbolies from pregnant
mice o the fiems.

Using a murine model, we have shown that iAs crosses
the blood-brain barrier (BBB } and is methylaed in sew
eral regions of the brain, such a5 the cortex and hippocam-
pus where the arsenic [I-methy liransferase (As3MT) is
expmressad (Rodriguez et al. 2005; Sanchez-Pefla et al.
A1), This enzyme catalyzes the methy | proup transfer
from S-adenosylmethionine (A dobdet) in an cxidative meth-
ylation process. Cellular reductants such as thioredoxin or
glutathione (35H ) activate the formation of methylzied iAs
metabalites (Thomas JIT).

£ speinger

It has been reporied that hippocampal morphology and
function is affected by iAs exposore, altering meurogen-
asis in glutamaergic synapses (Tyler and Allan 2014). We
have observed that gestational exposume to iAs leads to
alterad cysteina/glotamate transport, which was associated
with down-reguolation of the MR 2ZA and NR 2B subunits of
the N-methyl-n-aspartate (MMDA ) glutamate ionotropic
meceplor in the hippocampus (R amos-Chives et al. 20015

Glutamate {L-gla) i5 the main excitatory amino acid
nenrotransmitter in the brain (Bridgzes et al. 2002). In the
hippocampus, 90 of the synapsis are glotamatergic: thus,
the extracellular L-glu concentration is tighily regulated by
quick reuptake mechanisms and specific membrane trans-
porters. Extracellular - glu is removed by GLAST, and
GLT] transporters in glia and EA ATVEAAC] (SLCIAL),
in neurons. EAAC] is also importznt for the uptake of 1-
c¥s in neurons (Yaldoyinos-Flores and Gonsebatt 2013).
At the same time, xCT (SLCTALIWAF2he(S1LC3A2) is
an antiporter membrane transporter which participaies in
the influx of cysting for G5H synthesis in exchange for
L-gle im & 1:1 ratio. Therefore, increased activity of the
xCT/AFIhe transporier coold elevate extracellular L-glo
to excitotoxic kvels (Valdovinos-Flomres and Gonsabatt
2013). Momover, xCT knock-out mice show & 50% neduc-
tion in ex race llolar glutamate concenirations, underlining
the importance of this ransporter in L-glu home cstasis (De
Bundel et al. 201 1; Massie et al. 20011

Earlier, we imvestigated the impact of pestational iAs
expasume in the hippocampues of male mice. At post-natal
days (PNDs) | and 15, up-regolation of xCT and EACC]
was ohsarved, while xCT op-regulation and GLT1 down-
megulation occurred at PND 9. These changes in cystina/
glutamate transport wene associzsted with & down-regulation
of WE2E and ME2A NMDA meoeptor subunits. We atirib-
uted this effect to 3 modulatory effect of elevated extracel-
lular L-glu over NMDA receptor expression (Ramos- Chiver
et al. X15).

Other important glutamatergic mceptors in the hip-
pocampus are the @-aminoe-3-hy droxy-5-methyl-42-
isoxarolepropionic acid (A MPA) receptors, responsible
for excitatory fast synaptic transmission. These ionotropic
meceplors are mainly Ma*/K *-permeable channels (Mayer
and Westhrook 1987). They amre composed of tetramers of
four subunits (GluAl to Glosd). AMPA receptors” physi-
olozical propertes ae diectly elated to the subunit combi-
nations in the repepior. In the hippocampus, AMPA recep-
tors are mainky etramers of 2 GleAl and 2 Glus 2 subunits
{Farooqui et al. 208 ). Receptor trafficking of the GluA | znd
(3luh 2 subunits from the intracellular pools to the membran:
in synaptic areas might alter the synapsis sienzth, one of the
central mechanisms of the induction of long-term potentia-
tion (LTF}, which is considerzd to be the me chanism through
which memory is formed (Brady et al. 2012
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The molzcular events keading to LTP are initiated by
the activation of the Mg™*-blocked MMDA receplors in
a voliage-dependent manner. First, AMPA recepiors are
activaied by L-glu relesse, allowing an imward sodium cur-
ment that depolarizes the cell membrane leading to MMDw
mEoepior activation, starting an imward calcium curment. This
mzkzcular event induces & probein kinase-signaling cascade
that activates the CREB transcription tactor, which can pro-
me the synthesis and migration of AMPA recepiors to the
membranz. The increased presence of AMPA receptors in
the posi-synaptic membrane potentizies the cell response (o
extracellular gletamate, making the cell more esponsive for
an axtended period of time. inducing the LTP phenomenon
(Baareat al. J007 ).

Here, wi used a pestational ifs exposure model in TN
male mice to imiestipate whether the up-regulation of xCT
and down-regulation of GLT-1 transporiers ai PN 90 pre-
viously observed (RamosChiver at al. 3015), corme lated
with the elevation of extrape [lular glutamate concentration
and changes in AMPA receptor expression. The induction
of LTP in the perforant—dentate gyrus pathway (PP-[M5) of
the hippocampus was also studied. a5 well a5 learning smd
memory formation using the water maze test. Changes in
G5H levels weme also iesied in the hippocampus of exposed
animals.

Our results showed incressed GSH synthesis in the hip-
pocampus of i sexposed animals associated with higher
exirace [lular t-glo levels. AMPA subunits were down-
e gulzied inexposed animals, which in tum exhibited defi-
cient LTP induction and a bower excitahility of the PP-D{G
patirway. In addition, animals showed deficient leaming and
memary in the water mame best

Materials and methods
Chemilcals

Al chemicals weme obizined from Sigma-A ldrich (5t Louis,
BAC, USA) unless otherwise indicated.

Animal treatments

Eight-waek-odd female and male CI mice were obtzined
from the Unit of Animal Models at the Institoto de Imes-
tigaciones Biomédicas {Universidad Macional Autdnoma
de Mexico, UMAML All efforis were made (o optimize the
number of animals znd #yoid their suffering. Four animals
were mainiained in each cage, with 2 12:12-h light: dark
cycle, constant emperaiare of 23 “C and ad libium feed-
img. The arsemic proup was exposad to 20 mafL of sodiem
arsenite in the drinking water. Arsenical solutions wanz
prepanzd daily to svoid oxidation. Control animals received

drinking water without amsenic. Exposure started | month
before mating in both malke and emale mice and contineed
during the whole experiment. To allow mating, one female
and ome male werne located in the same cape. The presence
of a vaginal plug was checked daily to establish the begin-
ning of the pregnancy; at this point, the males wem mmoved
ifrom the cage, leaving only one female per box during the
gestational and lactation periods. At weaning, the litiers
continued drinking water with arsenic until the expariment
was over. Male mice wene used for all experiments. Animals
wene sacrificed at PND S0

Brains wene rapidly exiracted. and the m gions of the cor-
tex amd hippocampus were dissected on ice. The tissue was
stored at — 80 °C until determinations wee made (Ramos-
Chaver et al. 2015).

GSH and G556 determination

Hippocampus and cortex GSH and G556 levels were
determined using the fluoromeiric ophthalaldelprde (OPA)
meathod (Sandt et al. M), modified fior its use in 2 96-wall
(GGreiner microplate. Floorescence measures were takan
at 365-nm excitation and 433 nm emission in 2 Beckman
Coulter DTX BEWVERD Multimode Detector (Indiznapolis,
I, USA).

Extracellular glutamate determination

Animals wem anesthetzed with isoflurane and then fixed
on A siemotaxic frame . Microdiaby sis probes (CMA 12 Har
vard Apparatus, Holliston, Ma. USA), 1 mm in kength and
(.5 mm in diameter, were implanted in the dentate gyruos
megion of the hippocampus using the following coordinaies:
AP —1.82 from Bregma ML — 1.1 from the midline and
D% — 2.0 from the dura. Animals wene maintained under
izpflurane anesthesia during the experiment. Microdialysis
probes wene perfusad with Finger Krebs (Nall 1138 mbd,
ECl1 4.5 mM, M50, 2.5 mM. MaH PO, 4.0 mM, CaCl,
25 mM, NaHOD; 25 mM, and glucose 10 md) with a
microinjection pomp (BAS MD 1001, West Lafayetta, IM,
USA) at & constant flow of 2 plimin. The sutosampler sys-
tem collected 50 pl. fractions that were kept at 4 °C in an
automatic collector. A fler & post-implantation stabilization
of 45 min, three samples were taken at 20-min inervals.
The samples were stored at — B0 “C until its delermination
by HPLC.

HPLL determination

L-glu levels wene measured by high-performance liguid
chromatography (HPLC) as described by Mejiz-Toiber
at al. (2010). Briefly, 1-glo concentrations were deter-
mined in an 1100 Serses Agilent Technologies HPLC
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aquipment (A zilent Technologies, Waldbronn, Germamny),
using a reverse-phase, C18 column (E54 HE 80 colomn,
ESA Inc., Chelmsford, MA, USA) and an elecirochemical
detection system (Coulochem I, ESA, Inc, Che Imsford,
MA, USA ) A fer precolumn derivatization with (- phitha-
laldehydz, the mobile phase was a 50-mM sodium phos-
phate butfer containing 25% methanol, pH 6.75, at a flow
rate of 1.2 mlSmin. A calibration curve was constructad
with & 1-glu standard solution, for comect estimation of the
L-glu comtent in the samples.

Wastarn blots

Proteins from membrane-enriched fractions wen usad
(Schindler at al. 2¥6; Ramos-Chavez et al. 2015). Briefly,
the tissue was homogenized in two volumes of exirac-
tion butfer BLC {10 mM HEPES. 10 mM NaCl, 1 mM
B H; Py 5 mM NaHO0, 5 mM EDTA, 1| mM Call;,
0.5 mM MgCl,, 1 mM PMS5F, and 10 mg/ml. aprotinin
and leupeptin). After 3 10-min incubation on ice, 0.1 vol-
umes of buffer BCL with 2.5 M of sucrose wene addad
to the sample, which was then centrifuged at 6300w &t
4 7C for 10 min. The supernatant was separated and main-
tained on ice, while the pellaet was resuspended on two
volumes of BLC buffer with 0.1 volumes of 2.5 M sucrose
and newly centrifuged at 630xe at 4 °C for 10 min. Then,
both supernatants were mixed and centrifuged for 30 min
at 100 (kg The momvemed pellet was reconstituted in
bufter (40 mM Tris=HCI, pH 9.5, 8 M urea and 4% {(wiv)
Triton X-1{}). The final protein conce ntration was deter-
minad using the Pierce BCA Prodein Assay kit (Thermss
Sceentific, Chelmsford, MA, USA). Electrophonesis with
an &% 5D5—polyacrylamide el was used 1o separate 30-pp
protein samples with a constant voltage of 100 mY and
then electrotransferred to & nitrocellulose membrane with
a constant amperage of XK mA. Effective electrotrans-
ference was verified by staining with Poncean red, and
then, the membranes were blocked with TES containing
0_1% Tween 20 (TBST) and 5% B lodto overnight at 4 °C.
After the membranes wemre washed, they wem incubated
with primary antibodies against GluA | (abl 02450 Abcam)
(Cambridge. MA, USA) and GloA 2 (ab 133407, Abcam).
Beta tubulin expression was used as the loading control,
using rabhit anti mouse-f tobulin (T & 26) antibaedie s from
Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany). Secondary poat
anti-rabhit antibodies wene obtained from Cell Signaling
Technolopy (Damvers, MA, USA ). Protein e xpression was
visualized nsing the ECL system (GE Healthcare Bio-5ci-
ence, Pittsburgh, PA, USA) and captured with a CDiGit
scanmer (LI-COR, Lincoln, NBE, USA); densitometry was

analyrad using Imagel (vs. 1.49).

& springer

Electrophysiologlcal recordings

Malz animals were anesthetized with pentobarbital
(50 mg/kgz). The animal i mperatune was maintained with
gel thermal pads. Mice wene fixed on 2 stemotaxic frame,
and the skull was exposed. Unilateral responses wene meg-
istered with a stainless sieel monopolar electrode located
in the dentate gyrus (Id3) in the coordinates: AP — 1.82
from Bregma, ML — 1.5 from the midline and DY — 2.0
from the dura (Huang at al. 200 2). Fesponses wene unilat-
erally evoked by a hipolar concentric stainless stae| stimu-
lation electrode (100-pm diameter) located in the perforant
pathway (PP at the following coordinates: AP — 3.8 from
Bregma, ML — 2.5 from the midline and IV — 1.5 from the
dura. Constant 0.2-mY current stimulation was provided
by & Grass S48 stimulator and deliverzd to the stimulating
electrode through a Grass Stimulus Iselation Unit (PSULG).
Evoked responses were sant to an amplifier Grass P5. The
aleciric signal was digitalized, stored. and analyzed using
the software Datawave S5ciWorks (Broomfield, OO0, USA).

Input/output curves

To determine the basal synaptic efficiency, M) curves were
genarated by systematic variation of the stimulus curment
{13—10m). The relation between the entrance current and
the output voltzge was measurad in the PP-IMG. The hasal
intensity was determined as the minimom stimulation
mequired to evoke a 0L2-mY msponsa.

Paired-pulse facilitation (PPF)

Paired pulses wene evaluated by the systematic variation of
the interval length betwaen pulses {10-240 mx). The stim-
ulus curment intensity corresponded to 50% of the excita-
tory post-synaptic potential (EPSP) maximom amplitude.

Long-term potentiation induction

Bascline was e stablished after 20 min of evoked responses,
The appliad stimulus intensity correspondad to 50% of the
EPSP maximom amplitede. LTP was induced by deliver-
ing 5 high-frequency conditioning stimulus trains, each
consisting of 10 bursts of X) pulses each (40 Hz) with 155
of intertrain time.

Bahavioral analysis

To evaluate the learning and memory effects of the iAs
treatment, using the water maze test, 2 batches of 8 PND
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) mice were bested (control and iAs-exposed mice). All
tests were performed at 19260 h undar red light.

The pool was a circular plastic tub (1.54 m diameter,
.60 m depth). The tub was filled with warm water at
2241 °C to a depth of 0.35 m. Viseal cloes wem located
at 4 aguidistant points inside the pool at the border level
(marked a= NE, NW, 5E, and 5W). Animals wene kept in
the same room of the pool for the 7 days of the experiment.
Animals were intreduced into the pool in one of the ran-
domly assigned places: N, 5, E, W, NE, MW, 5E, and 5W. A
square {10 10 cm) transpanent actylic escape platiorm was
provided and located in the guadrant marked as 5'W, hidden
at approximately 1.5 cm below the waber surface.

In the training phase, animals were placed in the pool
facing the pool wall and allwed to explore for &) s, If the
animal located the platform in the first day. it was allowed
to stay there for 60 5. From days 2 to &, the animal was
allowed to stay on the platform for only XD =; if the animal
wis unzble to locate the platform, it was direcied manually
to it and then allowed to stzy them for 6l 5 (first day) or
Al s (day 2 to ). Each enimal was trained 4 times each day,
msting in its cage between trizls. The memory test was par
formed on day 7. For the st the plationm was removed, and
the animal was placed in the pool at the farthest point from
the platform location, alkmsed toexplore for &0 &, and then
rmoved from the water. All sessions wene video recordad
and then anatyzed using Ethovision XT software (11.5.126,
‘Wageningen, The Metherlands).

Statistical analysis of the data

[hata are expressed as average + 5E. Student’s r test or two-
way ANOYA tests weme used follewed by a post hoc Fisher
L&D or Sidak tests. A P <005 was considered statistically
significant in all cases.

Ethics

The experiments mported in this articke were carmied out
following the guidelines stated in “Principles for the Came
and Use of Lehoratory Animal™ (NIH publication th edi-
tion) and the Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de
Apricultura, (Ganaderia, Desammollo Rural, Pescay Alimen-
tacitm (SAGARPA) titled “Especificaciones t@cnicas para
la produccion, cuidado y uso de los animals de Ishoratorio™
i Lave MOMHDE2-Z00- 1999 (published in Augnst 2000,

Results
Parental exposure to 30 mg/L of iAs beginning 30 days

premating was w2ll tolerated and did not alter body waight,
water consumption, of mating behavior (Ramos-Chives

et al. 201 5). No difference s between control and expaesed
pregnant femalkes wene observed (data mot shown). There
ware no differences in the litter size, weight, or gender
proportion (data not shown). The exposed litiers did not
show signs of overt toxicity throughout the duration of the
experiment. Animal weight was registered once a week,
whils water consumption was determinad daily.

G5H and G55G levels

According to our previous resulis, increased levels of
%CT transporter weme expressed in the hippocampus of
iAsex posad mice at PHNDA0. xCT mediates cystine uptake
tor G5H synthesis in exchange for 1-glo. Thus, we imes-
tigated GSH and GS5G levels in mice cerebral corex and
hippocampus at PND %, Cortex GSH levels were sig-
nificantly redoced (11%), while GS5G levels wera 405
increzsed (Student’s r test, P < 0005) in iAs-exposed ani-
mals. However, no changes wemre observed in the total G5H
concentration (TG} in this structure (Fig. 1a). As a con-
saquence, the GEHMGS5(G ratio was diminished by 37%
in the iAsexposed animals (Student’s 1 test, P QU001 )
(Fig. 1b). In comtrast, in the hippocampus, GSH and
G550 levels ware increzsed in exposed animals by 26
and 157%, respectively. Thus, a 29% TG increase was
obsarved (Student’s ¢ st P <0.05; Fig. 1c); nonethaless,
the GSHAGSSG ratio was still significantly diminished in
the meated animals, due to the increass in G550 (Stwdant’s
1 best, P < 0000; Fig. 1d). These results show that GSH
content is differentially affected by iAs in the cortex and
the hippocampus, sugpesting an active (35H synthesis in
hippocampus, as have baen observed in celtured nervous
cells (Simgh et al. 2016).

Extracellular glutamate quantification
in the hippocampus

In previous experiments, up-re gulation of xCT and down-
megulation of GLT 1 transporters were observed in the hip-
pocampus of mice exposed o iAs. Since both transporiers
participate in the regulation of extracellular glutamate
concentration, we investigated whether the basal exira-
cellular concentration of glutamate was elevated in the
hippocampus of WAs exposed mice at PNDA0 using micro-
dialysis. The average + 500 basal extrace llular glutamate
concentration determimed in the hippocampus of control
mice was 326 8 + 43 3 ngfml., while in iAs-treated mice,
we observed 477 8 + B1 94 ng/ml. which represants a 46%
increase (Student’s r test, P<005; n==6), suggesting either
altered remaoval or basal relesse of this newrstransmitter.

&) Springer
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Fig. 1 Effect of iAs exposume in FNID 90 mice oo the GSH sysem.
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AMPA receptor subunit expression

The expression of glotamate receptors at post- synaptic
sites can be influenced by variations in extrace llolar gluts-
make levels; therefore, we next examined whether changes
m GloA ] and Glua2 AMPA recepior subunits, could be
observed in the cortex znd hippocampus at PRNDS0. West-
erm blot analysis from the cortex of treated and non-treated
mice showed no significant changes in AMPA GluA 1 and
(GluA 2 subunit expression (Fig. 2a). In contrast, a 57 and
53% down-me gulation in GluAl and GluA 2, respectively,
was ohserved in the hippocampus. sugpgesting a lower

ﬂ Springer

mmalyred using Stodent’s ¢ test. * Significantly different from controls,
*Fe005, * 4P 0], =

expression of AMPA receptors in the hippocampuos of 1As-
treated animals (P« 0.05; Fig. Zh).

LTP induction

Diee to the significant down-regulation of AMPA receptor
subunits in the hippocampus of exposed animals, we imvest-
gated whether these changes could affect TP induction. The
induction conditions for LTP were studied in vivo in con-
trol and iAs-treated mice at PNI0. Afer high-fregquency
stimaulztion, bath groups displayed LTP in the PP—[M path-
way; however, while the slope of the EPSPs showed a T5%
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incre ase in control animals, treated animals showed a mone
discrete increase of only 38% (Fig. 3a). The difference in
the slope between the proups was statistically significant
(repeated-measures ANOWYA differences F= 2406 48
P <001 and post hoc LD P< 00001 ). We also analyzad
the population spike slope change and similar results
wemne found (Fig. 3b). Although both groups presentad an
increase in the population spike slope, the iAs-treated ani-
mals showed a significantly lower capacity to induce LTP
than control animals, with a 179 vs. 84% slope increass,
respectively (Fig. 3b, repeated-mezsumes ANOYA differ
encas F=5926.73, P <0001 and post hoc LSD P < QU1
In the two groups, the changes in the EPSP slope and the
population spike slope during LTPwere maintzined without
significant changes for at beast |40 min (Fig. 3o, b). These
msults could be explained by the down-regulation of AMPA
rcepiors and of NR 2B MMDA subunit previoasly observwed
(Ramos-Chavez at al. AD15) iniAs exposad mice.

170 functions

Considering the results obtained in the LTP experiment,
we evaluaied the changes in the basal excitatory synapiic

strength by analyzing the input/output curves. The non-lin-
aar regression analysis of the baseline O curves mwealed
significant differences between the control group and the
i As-exposad animals in which 2 redoction in the basal excit-
ability was obsarved, suppesting that exposure can affect the
synaptic strength (Fig. 3ch.

Palred-pulse facilitation (PPF)

Exposure to iAs could also affect LTP presynaptically. To
address this problem, we evaloated the PPF process which
mflects the increment in the probability in the presynaptic
glutamaie release. Sysiematic varation of the interpulss
imterval betweaan (10-240 ms) was employed to evaluate the
PPF. The changes in the relative mfractory periods (RRPs)
wer accentusied as the imterpulse period grw larger. Con-
trol animals exhibited facilitation when the interval pulse
wis between 100 and 240 ms. In contrast, LA s-exposad
animals did not shown facilitation with either of the pulss
intervals probed in this report. These resulis sugeest that iAs
changes the presynaptic propearties in the PP-DNG pathw ay
(Fig. 3d).
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Behavioral test

The abowe-described results sugpest altered synaptic
changes in the PP-IMG pathway due to iAs exposure that
could impact in keaming 2 memory. We used the Morris
Water Mare test a hippocampal keaming and memory assay
to imvestizate the impact of exposure in our mouse model.
[Draring the raining trizls, animzals from both groups showed
a significant reduction in the time neadad (o locaie the plat-
form. Control animals showed a significant difference in the
time neaded to locaie the platform after 4 days of fraining,
while iAs-exposed animals showed significant difference s
on the last training day (Fig. 4).

Om the memory trial day. no significant differ-
ences were obsarved in the swimming speed batween
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control and exposed mice, showing that motor skills
wire not affected (contrals 23,46+ 1.04 cmf's vs. exposad
2542+ 016 cmis; Stedent’s ¢ e st, P=0005). Control ani-
mals showed a significantly longer swim time and dis-
tamce in the 5W quadrant where the platform was located
on the training days. Figure 5a, b shows representative
track maps of two control and iAs-exposad (Fig. 5c, d)
animals. Control animals spent mome time swimming in
the 5W guadrant than the iAs-exposed ones (two-way
ANOVA, P« 001, Fisher L5D post hoc test P« 0U05). In
addition, the time spent by controls in the 5W guadrant
was greater than the time spent in the rest of the quadrants
and was significantly different from whene the exposed
animals swam (two-way ANOVA, P < 0.01; post hoc
Fisher LED test P 0uD5; Fig. S, f). Finally, the distance
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swam in the platform area was higher in control animals
than in the iAs-treated mice (Student’s r test, P < 0L03,

Fig. 5zl

Discussion

Im Latin America. several rgions have historical records
of high concenirations of iAs in the so0il and pround waier
(MoClintock et al. X1 7). mosthy dee to the geological origin
of badrock, which has high quantities of volcanic rock and
from which iAs can be easily dissobved (Vahier 2008). In this
ared approximately 4.5 million people are exposad o iAs
through drinking water at levels that exceed 10 ppb (Tyler
and A llan 200 4).

People exposed to iAs by natural means are in contact
with this element for long periods and occasionally throogh
generations (Arriaza et al. 2010; Schlebusch et al. 2015
Thus. contact with IAs can aoour at very early stapes of L,
while its neurotoxic effects may only be observable later in
lite, a5 lzarming and memory impaimments.

Developmentzl exposure toiAs has been assocized with
an inceeased risk for critical disesses including neurnlogical
dafects in children (Tolins et al. A 14; Osorio-Yafer at al.
2015; Ahmedet al. 2017), severely affecting their guality of
lile and public health msources.

In the case of iAsexposune by drinking water, the lewels
of A5 in cord blood are imversely associated with neurode vel-
opmenizl indicators (Parajoli et 1. 2013). Momeover, neuro-
tomic effects keading to diminished keaming skills in children
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Fig. 5 Effects of iAs axposure on the behavioral perameers assesoed
in the Morris Water Mee experiments. 8-d Trecks of the mice in
the memaory btest trial. o, b Comtrol mice; ¢, d iAs expoed mice. e
Grphic mpesentation of the distance swam by the animals in esch
wone. Dets were anahyred oeing 2 woowsy ANOVA and = post hac
Fisher LEI) test *Significantly different from contrals <005, r=E.
T Time swam by the animals in esch sone. Data were anaby e wsing

5 rowry AMNOVA and = post hoc Fisher LSD est. *Sipgnificantly
diffierent from controls P 0035, A= 8. g Mean distsnoe swam by the
mmimals on the platform mes. [Deiz were =mbyeed using Student's
st *Significantly difierent from controls P< 001, p=E. Bars rep
rexent mean+ SEM velues. AF northeastern quadrent in the water
mare, SE scutheadern quadrmnt, §SW nortteesiern qudmnt, 3W
southwesiern quadmnt
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have been reported in different countries (Calderdn et al.
A0 ; Txai et al. W03; Rosado et al. 7007 ; Yon Ehrenstein
et al. 2T, Asadullah and Chaodhory 200E; Wasserman
at al. A4

Mchanistic studies in adolt rodents exposed semi chroni-
cally or chronically to iAs show zlhtamatergic hippocampal
synaptic dismaption imvobring increased extracellular gluts-
mate kevels (Huo et al. 3014}, aliered NMDA and AMPA
moeptors ex pression (Loo et al. H0E; Maskawa et al. 2013;
Huo et al. 2015), as well as diminish performance in hip-
pocampal lzarning paradigms such as the Morris Water
Mlaze (Luo et al. 20, Tyler and A llan X0 14).

In a previous work, we explored iAs pestational exposune
in mice brain obsarving higher levels of xCT in the hip-
pocampus and disrupted cystine—cysteine and 1-gle trans-
port associated with an aliered expression of the NMIDA&
receptor and diminished spatial memory (Ramos-Chaves
at al. X150 In the present report, using the same modeal,
wie obsarved increased levels of GSH in the hippocam-
pus (Fig. 1} in PN animals that are consisient with the
mceased expression of cystina’-glo antiporier transporter
®CT, previously reported (R amos-Chaver et al. 200 5) and
with higher levels of extracellular - glo.

At the same time, a reduction of AMPA receptor
subunits was observed in the hippocampus of exposed
amimals, sugpesting that the excess of exiracellular o-
glu could be mesponsible for the negative modolation of
this receptor. A paracrine modulation by -zl released
from xCT that suppresses glutamatergic synaps:e strength
by the down-regulation of AMPA was proposed by Wil
liams and Fetherstone (2014), due to the fact that the plial
cells of xCT knock-out mice show increased ax pression
of AMPA meoeptors and enhaneed glotamatergic synaptic
strength. In addition, the chronic administration of lithium
(Li} to rats diminished synaptic AMPA expre ssion in hip-
pocampal neurons by reducing Proein Kinase & (PEA)
phosphorylation of the sobunit GluA ]l at serine 5845,
These obsarvations wemre confirmed by whole-cell patch-
clamp recordings in CAl neorons (Do et &l 239, how-
averextrace [lalar L-glu kevals wene not determined here.
Moreover, synaptic plasticity stedies that have explomred
AMPA meoeptors rafficking suggest that PEA might play
a modulating role (Groc and Choguet 200&). In the rat
striatum, sodivm arsenite (30 mgfke of body weight during
28 days) diminished the expression of dopamine recepiors
and of PEA (Srivastava et al. 2016). These results sug-
gast that arsenite could down-regulate PEA, impairing the
phosphorylation of hippocampal AMPA GluAl sobunit
and its traffic to the membrane. Lower levels of PEA doe
to gestational exposure to iAs might explain the impaired
synaptic plasticity such as the lower capacity to induce
LTF and the reduction in the basal excitahility (Fig. 4a-c).
It is also possible that the reduction in GluA 1-2 AMPA

&) springer

meceplor subunits might be linked to decreasing levels of
{Ca"*/calmodulin-dape ndent protein kinase 11 (CaME I1) as
szen in rat hippocampus of animals exposad chronically
b EAS (Lo et al. A0 12) as well a5 lower kevels of GlaA 1,
GloAZ, and CaMEIT mRMA together with 2 decreased
post-synaptic density (P5D) as shown in rat cerebellom
after iAs exposure (Zhang et al. 2014y CaMEI is consid-
ered a key component of LTP induction; PSD and synaptic
stmength (Herring and Micoll 2016).

Im addition, the lack of facilitation observed in the PPF
test (Fig. 4d) sugpests presynaphic alierations that could also
be melated to the alterad -glo disposition, events that need
further investigation.

The presence of arsenic spacies in rat hippocampus slices
hias been nelzted o a diminished capacity for LTP induction
(Kriger et al. 2A609). Then, iAs early in lile might impair
the synaptic plasticity critical for cognitive functions. Thesa
ohszrvations are also consistent with the results ohained
in the waler mare st whene pestationally ex posad animals
showed impaired learning and memory (Fig. 5). Several
proce sses such a5 oxidative stress disrupted mitochomdrial
function and energy production could be imrobed (Prakash
at al. 2015) in the impaired ex tracellalar L-glu removal
(Ramos-Chaver et al. 2015). Increased 1-glu could exart
synaptic excitabion that mizht result in a mduction of syn-
aptic strength doe to the down-regulation in the numbar and
function of AMPA receptors (Baiguee et al. 2011; Orlandi
et al. 2001 Williams and Fetherstone X0 140, In addition,
perinatal i As exposune diminished nearogenasis and cell dif-
ferentiztion in mouse hippocampas (Tyler and Allan 2013),
conditions that could impair synaptic formation leading
ter the lower kevels of GluAl and GloA 2 obsarved in this
megion (Fig. 2). It is important to mention that increaseas in
L-ghe affect merve cell strocture and survival (Lewerem and
Maher 2015), which coold lead to aging or neumdegenara-
tion. Monetheless. we peed to understand the mechzanism
behind the negative modulation of ionoetropic L-glu recep-
tors and increased extracellular L-glo in iAs exposed mice
hippocampus.

Conclusions

Male mice gestationally and chromically exposed to iAs
showed impaired leaming and memory consistent with a
diminish synaptic plasticity demonstrated by a decreased
capacity for LTP induction and altered presynaptic msponse.
Altered 1-glu disposition and ionobropic glutamate eoepior
axpression probably due to iAs metabolism in brain cells
could explain mechanistically the learning and memory
impairments described in epidemiological studies in 1As
impacted populations.
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