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1. RESUMEN

Introduccién: La exposicion a elementos toxicos en el agua potable, como el
arsénico (As) y el fluoruro (F), comienza en la gestacién y se ha asociado con déficits
de memoria y aprendizaje en los nifios. Los estudios mecanisticos en los que los
roedores se han sometido a una exposicion a As o F muestran que los efectos
neurotoxicos estan asociados con su capacidad para alterar el equilibrio redox,
principalmente al disminuir los niveles de glutation (GSH), alterar la biodisponibilidad
de glutamato y alterar la expresion del receptor de glutamato, lo que interrumpe la
transmision sinaptica. Niveles elevados de As y F son comunes en las aguas
subterraneas de todo el mundo. Objetivo: Evaluar el efecto neurotéxico de la
exposicion crénica y combinada a As y F en el balance redox y la transmisién
glutamatérgica. Métodos: Para explorar la neurotoxicidad de la exposicion crénica
a As y F en el agua potable, ratones hembras CD-1 gestantes fueron expuestos a 2
mg/L de As (arsenito de sodio) y 25 mg/L de F (fluoruro de sodio). La camada de
machos continud la exposicién hasta 30 o 90 dias después del nacimiento. En ellos,
se evaluaron los efectos de la exposicion crénica de As y F sobre los niveles de
GSH, la expresion y actividad enzimatica de la via de transulfuracion, la expresion
de transportadores de cisteina/cistina, transportadores de glutamato y subunidades
del receptor de glutamato ionotrépico en la corteza y el hipocampo, asi como el
desempeiio conductual en la tarea de memoria de reconocimiento de objetos.
Resultados: La exposicion a As+F resulté en una reduccion significativa en los
niveles de GSH en la corteza a los P30; y en el hipocampo a los P30 y P90, una
disminucién de la actividad enzimética de la via de transulfuracion en ambas
regiones, asi como una disminucion de la expresién de la proteina xCT en el
hipocampo. Adicionalmente, se observaron alteraciones en la expresion de
subunidades de los receptores de glutamato, y una disminucion de la actividad de
la enzima ALT en la corteza y el hipocampo. Estas alteraciones moleculares se
asociaron con deterioro de la memoria en las tareas de reconocimiento de objetos,

gue involucra a estas regiones del cerebro. Conclusion: La exposicion combinacion



de As+F, a estas dosis, resultd en el deterioro cognitivo, asociado a alteraciones

redox y a nivel de sinapsis glutamatérgica en la corteza y el hipocampo.

ABSTRACT

Introduction: Exposure to toxic elements in drinking water, such as arsenic (AS)
and fluoride (F), starts at gestation and has been associated with memory and
learning deficits in children. Studies in which rodents underwent mechanistic single
exposure to As or F showed that the neurotoxic effects are associated with their
capacity to disrupt redox balance, mainly by diminishing glutathione (GSH) levels,
altering glutamate availability, and altering glutamate receptor expression, which
disrupts synaptic transmission. Elevated levels of As and F are common in
groundwater worldwide. Objective: To evaluate the neurotoxic effect of the
combined chronic exposure to As and F, on redox balance and glutamatergic
transmission. Methods: Pregnant CD-1 mice were exposed to 2 mg/L As (sodium
arsenite) and 25 mg/L F (sodium fluoride). The male litter continued to receive
exposure up to 30 or 90 days after birth. The effects of chronic exposure to As and
F on GSH levels, transsulfuration pathway enzymatic activities, expression of
cysteine/cystine transporters, glutamate transporters, and ionotropic glutamate
receptor subunits as well as behavioral performance in the object recognition
memory task were assessed. Results: As+F exposure resulted in a significant
reduction in GSH levels in the cortex at P30; and in the hippocampus at both times,
P30 and P90, decreased transsulfuration pathway enzyme activity in both regions,
as well as diminished xCT protein expression in the hippocampus. In addition,
altered glutamate receptor expression and decreased ALT enzyme activity were
observed in the cortex and hippocampus. These molecular alterations were
associated with memory impairment in the object recognition tasks, which relies on
these brain regions. Conclusion: Combined exposure to low doses of As+F
impaired memory, associated with redox disturbance and alteration in glutamatergic

synapsis in the cortex and hippocampus.



Abreviaturas Frecuentes:

As: arsénico

MMA: monometilarsénico

DMA: dimetilarsénico

AS3MT: arsénico-3-metiltransferasa

F: fldor

GSH: glutation

H2S: sulfuro de hidrégeno

SAM: S-adenosil-metionina

CBS: cistationina f sintasa

CSE: cistationinasa o cistationina y liasa

SLC1A1, EAACL, EAATS: del inglés, solute carrier family 1 member 1 o excitatory amino acid
carrier 1, excitatory amino acid transporter 1 (transportador de cisteina y glutamato en neuronas)

SLC1A2, EAAT2, GLT1: del inglés, solute carrier family 1 member 2 o excitatory amino acid
transporter 2, Glutamate transporter 1 (recapturador de glutamato)

SLC1AS, EAAT1, GLAST: del inglés, solute carrier family 1 member 3 o excitatory amino acid
transporter 1 or glutamate — aspartate transporter (recapturador de glutamato)

SLC1A4 o ASCT1: del inglés, solute carrier family 1 member 4 o alanine-serine-cysteine transporter
1 (transportador de cisteina, serina, alanina)

SLC1A5 o ASCT2: del inglés, solute carrier family 1 member 5 o alanine-serine-cysteine transporter
2 (transportador de cisteina, serina, alanina, también transporta glutamina)

SCL7A5 o LAT1: del inglés, solute carrier family 7 member 5 o L type aminoacid transporter 1
(transportador antiporte de aminoacidos grandes neutros, incluyendo metionina)

SCL7A8 o LAT2: del inglés, solute carrier family 7 member 8 o L type amino acid transporter 2
(transportador antiporte de aminoacidos grandes neutros, incluyendo metionina)

SLC7A11 (xCT): del inglés, solute carrier family 7 member 11 (transportador antiporte de cistina y
glutamato)

NMDAR: del inglés, N -methyl-D-aspartate (NMDA)- type glutamate receptor (receptor ionotropico
de glutamato tipo NMDA)

NR2A: del inglés, NMDA-receptor subunit 2A
NR2B: del inglés, NMDA-receptor subunit 2B

AMPAR: del inglés, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionic acid (AMPA)- type glutamate
receptor (receptor ionotrépico de glutamato tipo AMPA)

GIluAl: del inglés, glutamate receptor AMPA type subunit 1
GluA2: del inglés, glutamate receptor AMPA type subunit 2
NOR: del inglés, novel object recognition

LOR: del inglés, location of object recognition






2. INTRODUCCION

2.1 El Arsénicoy el Flaor, unaproblematica de salud a nivel nacional y mundial

El arsénico (As) y el fluor (F) son elementos ubicuos en la superficie terrestre que
se consideran contaminantes naturales importantes en numerosos paises como
Argentina, Chile, China, India, México, Taiwan y Estados Unidos. Se encuentran
presente en el suelo, aire y agua, producto de procesos naturales como erupciones
volcanicas y la lixiviacién del suelo. La co-exposicion a ambos elementos ocurre
porque poseen una geogenia similar (Howard y cols., 2006). En adicidn, procesos
antropogénicos como la actividad minera, actividad industrial y el uso de pesticidas
gue contienen As o F conllevan al aumento de estos elementos en la superficie
terrestre (McClintock y cols., 2012; Ranjan y Ranjan, 2015). La exposicibn a Asy F
puede ocurrir a través de inhalacién, sobre todo en regiones con alta actividad
volcanica; y a través de la ingesta de alimentos y aguas contaminadas. La
exposicion a traves de agua de beber contaminada es considerada como la principal
via de exposicién a ambos elementos (McClintock y cols., 2012). Debido a que
inicialmente al F se le asociaron efectos benéficos, sobre todo en el cuidado bucal,
por sus propiedades anticariogénicas y en la formacién de los dientes, los
programas de salud comenzaron a incorporar F en productos como la sal, bebidas
fluoradas y productos dentales; constituyendo esta, una via importante de
exposicién crénica a F (Limén-Pacheco y cols., 2018; Jimenez Cordova y cols.,
2018a).

El As puede encontrarse principalmente como arsenito (As®*) o arsenato (As®). El
As®* es la forma mas téxica y abundante en condiciones poco oxigenadas, por lo
cual la distribucion de As en las pozas de agua varia con la profundidad y
oxigenacion de estas. Para el caso del F, éste se encuentra principalmente en el
agua, en forma idénica en condiciones de pH relativamente bajo, dureza de agua y
presencia de minerales intercambiadores de iones. Adicionalmente, las
concentraciones de F disuelto en las aguas subterraneas pueden variar
naturalmente segun las caracteristicas geologicas, quimicas y fisicas de los suelos,
ademas de la complejidad de otros elementos presentes en las aguas; por ejemplo,
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altas concentraciones de calcio en el agua disminuyen la concentracion efectiva de
F (Barbier y cols., 2010; Ranjan y Ranjan, 2015). En México, se han reportado
niveles altos de As y F, especialmente en estados rodeados por la Sierra Madre
Occidental y Oriental, como Chihuahua, Durango, Zacatecas y Guanajuato,
resaltando la similar geogenia de ambos elementos y la alta participacion de fuentes
naturales en la deposicion de estos elementos en aguas subterraneas. En algunas
regiones se pueden alcanzar niveles tan altos como: 0.65 mg/L de As y 13.3 mg/L
de F en Durango; 0.45 mg/L de As y 11.8 mg/L de F en Chihuahua; 0.4 mg/L de As
y 21.45 mg/L de F en Zacatecas; y 0.17 mg/L de As 'y 23.4 mg/L de F en Guanajuato
(Alfaro de la Torre y cols., 2018). Generalmente, la proporcion en la que se
encuentran estos elementos varia entre 1:20 — 1:50. En la Figura 1 se muestra la
distribucion de pozas de aguas en Meéxico con niveles superiores a los
recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
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Figura 1. Distribucion de sitios en México con concentracion de As disuelto mayor a 10 ug/L o ppby
F disuelto mayor a 1.5 mg/L o ppm. Tomado de Limdn-Pacheco y cols, 2018.

La OMS recomienda que el agua de bebida no contenga mas 10 ug/L (10 ppb) de

Asy 1.5 mg/L (1.5 ppm) de F. Sin embargo, la nhormativa mexicana, en el caso del




As, aun mantiene el limite de 25 pg/L para el agua de bebida y de 10 pg/L para el
agua embotellada (SSA, 2021).

Un estudio realizado en México reveld que aproximadamente entre 500,000 y
6,000,000 nifios de hasta 14 afos, estan expuestos a niveles superiores a los 10
Mg/L de As y/o 1.5 mg/L de F respectivamente en agua de beber; y
aproximadamente el 40% de las localidades presentaban niveles superiores a los

recomendados tanto para As como para F (Limén-Pacheco y cols., 2018).

Numerosos efectos toxicos han sido asociados a la exposicidon tanto aguda como
cronica a As y F. Siendo mucho mas preocupantes las exposiciones crénicas, ya
gue muchos de los sintomas que presentan los individuos expuestos se manifiestan
(dependiendo de la dosis) después de muchos afios de exposicidn y se relacionan
con sintomatologias de enfermedades comunes, lo cual retrasa o dificulta el
diagnéstico de exposicion. La exposicion cronica a As se ha relacionado con
diversos desordenes en diferentes sistemas de oOrganos como afectaciones
enddcrinas, cardiovasculares, respiratorias, renales, de la piel y nerviosas.
Adicionalmente, el As es considerado un carcin6geno en humanos. La exposicion
cronica a As se vincula a una mayor incidencia de numerosos tipos de cancer, entre

ellos, vejiga, pulmédn, rifion y piel (Hughes, 2002; Flora, 2011; Hong y cols., 2014).

Entre los efectos adversos de la exposicion cronica a F destacan la fluorosis dental
y esquelética, alteraciones endocrinas, disfuncion cognitiva, dafio renal,
alteraciones cardiovasculares y afectaciones del sistema inmune. Estas
afectaciones han sido descritas tanto en adultos como en nifios, siendo estos
ultimos quienes presentan una mayor susceptibilidad (Barbier y cols., 2010; Ranjan

y Ranjan, 2015; Jimenez-Cordova y cols., 2018; Jimenez Cordova y cols., 2018a).

2.2 Transporte celular y biotransformacion del Asy F

El As se absorbe principalmente en el intestino. El As trivalente (As®*) entra a las
células mediante difusién facilitada a través de las acuagliceroporinas,
transportadores de glucosa y transportadores de aniones organicos, mientras que

en estado pentavalente (As®*) a través del transporte de fosfatos dependiente de



sodio. El As® es rapidamente reducido dentro de la célula a As®*, proceso que
consume glutation (GSH) y/o tiorredoxina (Trx) (Jomovay cols., 2011). El higado es
el principal 6rgano encargado de la biotransformacion de As para su posterior
eliminacién. Sin embargo, en mamiferos la mayoria de los tejidos poseen dicha
capacidad de metilar el As, incluyendo el cerebro, dada la posibilidad del As de
cruzar barrera hematoencefélica y acumularse en el cerebro. El As sufre un proceso
de metilacion oxidativa (Figura 2), mediado por la enzima Arsénico-3-
metiltransferasa (AS3MT). Este proceso utiliza como cofactor donador de metilos a
la S-adenosilmetionina (SAM). Este ciclo de metilacion se repite formandose
especies metiladas de As, con distintos niveles de metilacion, como las especies
mono, dimetiladas y hasta trimetiladas (esta ultima principalmente en el higado)
(MMA, DMA 'y TMA, respectivamente). La AS3MT tiene como sustrato las especies
trivalentes del As, y da como producto una especie metilada pentavalente del As, lo
gue implica un paso intermedio de reduccién que consume GSH. Ademas, el As y
sus especies pueden encontrarse conjugadas con GSH, para su exportacion de la
célula a través de transportadores de resistencia a farmacos, y otros trasportadores
relacionados con la desintoxicacion de xenobidticos. La principal via de eliminacion
de As y sus especies biotransformadas del cuerpo es la orina (Thomas, 2007;
McClintock y cols., 2012). A pesar de que el proceso de biotransformacion acelera
su eliminacién, es importante resaltar que las especies metiladas trivalentes
generadas, presentan mayor toxicidad que las especies inorganicas (Jomova y
cols., 2011).

El F ingerido se absorbe principalmente en el estbmago, a través de difusion simple
en forma de HF, el cual es dependiente de las altas concentraciones de H*
presentes en el estbmago. Algunos factores como la naturaleza quimica y la
solubilidad de los compuestos de fluoruros regulan la magnitud y velocidad de la
absorcién de F dependiente de pH; por ejemplo, las formas inorgénicas del F son
mas solubles y son absorbidas rapidamente y las sales de F con cationes divalentes

como Ca?* y Mg?* presentan pobre biodisponibilidad. De igual manera, la presencia
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de grasa, proteinas o fibras en el tracto gastro-intestinal pueden regular el dicho

proceso de absorcion (Barbier y cols., 2010; Ranjan y Ranjan, 2015).

El F también puede ser absorbido en el intestino por transporte independiente de

pH, posiblemente a través de trasportadores de aniones como I, CI (He y cols,

1998) debido a las similares caracteristicas quimicas de estos elementos.

Adicionalmente, He y cols., (1998) sugieren la posibilidad de un cotransporte

dependiente de H* o intercambiador dependiente de OH". A pesar de estas

evidencias, algunos estudios termodinamicos sugieren la no participacion de

transportadores de aniones ubicuos de CI o I, en el trasporte de F. Esto se debe a

gue el F requiere mayor energia de de-solvatacion que estos otros halégenos, y es

una base mas fuerte, especialmente en bajos ambientes dieléctricos como el interior

de proteinas, lo que podria reducir la probabilidad compartir el mismo tipo de

transporte (Mcllwain y cols, 2021). En bacterias, plantas, levaduras y algunos

animales poco complejos como las esponjas de mar, se han descrito la induccién
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de transportadores encargados de la exportacion de F, como mecanismo de
defensa a sus efectos téxicos. Estos transportadores presentan caracteristicas
especificas que le permiten romper a estas barreras bioenergéticas y permitir el
transporte preferencial de F sobre otros halégenos (Berbasova y cols, 2017). No
obstante, hasta el momento no se ha identificado ningin gen que tenga cierto grado
de similitud estructural en mamiferos, al cual se le pudiese adjudicar dicha
funcionalidad.

Una vez absorbido, el F llega rdpidamente a varios érganos como higado, rifién,
corazédn, tiroides y cerebro donde puede ejercer sus efectos toxicos. Hasta un 80%
del fluoruro ingerido se acumula preferentemente en los dientes y huesos
ocasionando fluorosis dental y fluorosis esquelética. Finalmente, el fluoruro es
removido de la sangre por el rifién y eliminado a través de la orina (Barbier y cols.,
2010; Ranjan y Ranjan, 2015). Hasta el momento, no se ha descrito algun proceso
de biotransformacion del F dentro de la célula. El F es capaz de cruzar la placenta

y afectar al feto en desarrollo.
2.3 Mecanismos moleculares de toxicidad del Asy F
2.3.1 As

Uno de los principales efectos celulares del As es la generacion de estrés oxidante,
El As afecta la actividad y expresion de los complejos mitocondriales de la cadena
de transporte de electrones, lo que favorece la generacion de ROS. Ademas, las
especies metiladas también pueden favorecer la generacion de ROS, dado que
pueden desplazar al hierro (Fe) de las proteinas con que se asocia y el Fe libre
favorecer la generacién de radical hidroxilo a través de la reaccion de Haber-Weiss.
Adicionalmente, DMA3* en presencia de oxigeno, favorece la generacion de
superoéxido y radicales de As (Thomas, 2007; Flora, 2011). Por otro lado, durante la
biotransformacion de As, el GSH es utilizado para reducir y conjugar el As y sus
especies metiladas, lo cual disminuye las pozas de GSH. También, las especies
metiladas de As son capaces de inhibir enzimas relacionadas con las defensas

antioxidantes como glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR),
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superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) (Shila y cols., 2005; Rodriguez y
cols., 2005; Thomas, 2007; Flora, 2011; Prakash y cols., 2015).

El As®* es capaz de afectar la funcionalidad de diversas proteinas a través de la
unién a los grupos tioles de los aminoacidos. Por esta razon, afecta numerosos
procesos celulares, entre los que se encuentra la reparacion del DNA, sefializacion
celular, el metabolismo celular, entre otros (Hughes, 2002; Muenyi y cols., 2015).
En contraste, el As® puede interferir en reacciones dependiente de fosfato, debido
a su similitud con este, afectando asi la generacién de ATP, la fosforilacion de
proteinas y sintesis de neurotransmisores (Hughes, 2002; Jomova y cols., 2011).

Los efectos genotoxicos de As, pueden estar asociados a su capacidad de generar
estrés oxidante, inhibir enzimas de reparacion y generar entrecruzamientos de DNA
con proteinas (Ramirez y cols., 2000), asi como a su actividad aneugénica (Vega y
cols., 1995). El As también puede alterar la expresiébn génica a través de
modificaciones epigenéticas, principalmente cambios en la metilacion de DNA, lo
cual podria estar asociado a la deplecién de las pozas de SAM durante el

metabolismo del As (Reichard y Puga, 2010).

Un aspecto importante por sefialar es la capacidad del As y sus metabolitos de
cruzar la placenta, y afectar el desarrollo fetal. Diversos estudios en humanos han
demostrado que el As puede ser detectado en sangre de cordon umbilical, asi como
en las ufias de los recién nacidos cuyas madres estuvieron expuestas durante la
gestacion (Parajuli y cols., 2013; Punshon y cols., 2015; Davis y cols., 2017).
Estudios de exposicion gestacional en modelos animales han demostrado la
presencia de As en cerebro de las crias (Jin y cols.,, 2006). Evidencias
epidemioldgicas vinculan la exposicion gestacional y/o temprana en la vida, con el
desarrollo de enfermedades que podrian comenzar en la infancia, y expresarse en
la vida adulta como enfermedades pulmonares, neurolégicas y cardiovasculares,
pérdida fetal, defectos de nacimiento y desarrollo de cancer. Varios autores asocian
estas consecuencias de la exposicion gestacional, a cambios en el proceso de
reprogramacion epigenética que ocurre durante estas etapas de desarrollo
(Waalkes y cols., 2004; Carvalho y cols., 2008; Reichard y Puga, 2010).
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23.2F

El principal mecanismo molecular de toxicidad del F esta asociado también a la
generacion de un desbalance redox celular. El F potencia la generacion de ROS y
la inhibicién de sistemas antioxidantes celulares, principalmente deplecion de GSH
e inhibicibn de enzimas antioxidantes, entre ellas SOD, GPx, CAT, etc.
(Shanthakumari y cols., 2004; Chouhan y Flora, 2008; Gao y cols., 2008; Bharti y
Srivastava, 2009; Flora y cols., 2009; Basha y Madhusudhan, 2010; Chouhan y
cols., 2010; Basha y cols., 2011). El F puede actuar como desacoplante de la
cadena de transporte de electrones, afectando el proceso de respiracion celular y
favoreciendo la generacion de ROS. Debido a su alta electronegatividad, este
elemento es capaz de interferir con la formacion de puentes de hidrégenos y
uniones electrostaticas dentro y entre proteinas, por lo que interfiere en diferentes
procesos celulares. Entre ellos, puede alterar los procesos de sintesis proteica y de
trafico vesicular, lo cual estd asociado con una menor secrecion de
neurotransmisores y defectos en la formacién de la dentina y enamel (Barbier y
cols., 2010; Everett, 2011). Adicionalmente, la exposicion a F esta relacionada con
un desbalance iénico, alterando la disposicién de iones esenciales como Ca?*, PO43,
Mg?*, K*y I, lo que esta relacionado con alteraciones tiroideas, cardiacas y renales.
El F también puede llevar a un déficit energético, vinculado a la inhibicién de
enzimas de la via glicolitica y ciclo de Krebs, la inhibicién de la ATPasa Na+/K+y

pérdida del potencial de membrana (Barbier y cols., 2010).

En cuanto a la genotoxicidad, algunos autores sugieren que la exposicion a F puede
inducir dafios a nivel de ADN, principalmente a través de la generacion de estrés
oxidante, la alta afinidad del F por los grupos aminos de las bases nitrogenadas, y
la inhibicion de las ADN polimerasas, afectando la replicacion y reparacion del ADN.
No obstante, las evidencias son muy contradictorias y se necesita mas investigacion
(Barbier y cols., 2010; Chouhan y Flora, 2010).
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2.4 Sistema de glutatién, su sintesis y funcién bioldgica.

El GSH es un péptido formado por L-glutamato (Glu), L-cisteina (Cys) y L-glicina
(Gly). La sintesis de GSH ocurre en el citosol, y de alli se distribuye al resto de los
compartimentos celulares como el nucleo y las mitocondrias (Ribas y cols., 2014).
Las mitocondrias expresan varios transportadores de GSH, sin embargo, los niveles
de GSH intramitocondrial parece depender principalmente del transportador del
transportador SLC25A39/40 (del inglés, solute carrier family 25 member 39/40),
cuya traduccion esta regulada directamente por niveles de GSH (Wang y cols.,
2021), a diferencia de los otros transportadores de GSH presentes en las

mitocondrias.

La sintesis de GSH involucra dos pasos enzimaticos dependientes de ATP. El
primer paso es llevado a cabo por la y-glutamilcisteina ligasa e involucra la
formacion de un enlace y-peptidico entre la Cys y el Glu. Este es considerado el
paso limitante de la sintesis de GSH. La segunda reaccidén enzimética se encarga
de la unién de Gly al dipéptido y-glutamilcisteina a través de la GSH sintetasa (Lu,
2013). El enlace y-péptido presente entre la Cys y el Glu, le provee de resistencia a
degradacion por la mayoria de las peptidasas celulares, mientras que el grupo tiol
de la Cys participa en la mayoria de las reacciones asociadas a sus funciones
celulares. En el sistema nervioso central (SNC), la sintesis de GSH, involucra la
estrecha cooperacion entre astrocitos y neuronas. La sintesis de GSH esta
favorecida en astrocitos debido a la presencia exclusiva del transportador xCT que
captura cistina (Cys2), la forma oxidada de cisteina y mas abundante en el espacio
extracelular. Posterior a su sintesis, los astrocitos exportan el GSH, el cual es
degradado por peptidasa especificas expresadas en la cara extracelular de la
membrana plasmatica, y favorecen la captura de su producto (aminoacidos como
cisteina) por neuronas, y la posterior sintesis de GSH dentro de las neuronas (Lu,
2013; Aoyama, 2021). La sintesis de GSH esta regulada por los niveles energéticos,
debido a su dependencia por el ATP para llevar a cabo la reaccion, asi como las
condiciones redox celulares. En situaciones oxidantes, se induce la expresion de

las enzimas involucradas en la sintesis de GSH y la expresion de los
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transportadores de aminoacidos que lo componen, a través de la acciéon de los
factores de transcripcion: NRF2 (del inglés, Nuclear factor erythroid 2-related factor
2) y NF-kB (del inglés, Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells) (Lu, 2009).

El GSH esta involucrado en diferentes procesos celulares como son la regulacion
metabdlica, expresion génica, transduccion de sefiales, respuesta antioxidante,
desintoxicacidon metabodlica y de xenobidticos, entre otros. Entre las funciones
celulares mas reconocidas del GSH, esta su participacion en la defensa
antioxidante. EI GSH constituye la principal molécula de bajo peso molecular con
propiedades antioxidantes. Es la molécula antioxidante mas abundante en
diferentes tejidos y tipos celulares. Dicha funcién esta asociada con la capacidad
del GSH de oxidarse formando un enlace disulfuro entre dos moléculas de GSH,
tras reducir moléculas oxidantes y radicales libres, como son el radical hidroxilo,
superoxido y el peréxido de hidrégeno. Este proceso puede ocurrir directamente o
ser catalizado enziméaticamente por las GSH peroxidasas. El GSH oxidado es
reducido nuevamente a través de la GSH reductasa. Este ciclo redox del GSH, es

conocido como sistema del GSH (Ribas y cols., 2014; Aoyama, 2021).

El GSH también participa en los procesos de desintoxicacion de xenobioticos y/o
eliminacion de metabolitos de desecho. EI GSH es utilizado como cofactor de
enzimas de metabolismo de fase Il, como las GSH-S-transferasas, los cuales
conjugan moléculas de GSH a dichos metabolitos para aumentar su polaridad y
solubilidad y favorecer su eliminacion (Li, 2009). Ademas, el GSH participa en
reacciones redox, como agente reductor, como ocurre durante el metabolismo de

As, mencionado anteriormente, tras la accion de la As3MT (Jomova y cols., 2011).

En las mitocondrias, ademas de actuar como agente reductor participa también en
la formacion de los complejos de hierro y azufre (Fe-S) mitocondriales. La pérdida
de los transportadores de GSH mitocondrial SLC25A39/40, resulta en una
disminucion en los niveles de GSH mitocondrial, sin alterar los niveles de GSH
citosolico; y a su vez, en defectos en la expresion y estabilidad de proteinas que
contiene complejos Fe-S (Wang y cols., 2021). Algunas de estas proteinas incluyen
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enzimas del ciclo Krebs como la aconitasa, y de la cadena de transporte electronico.
Ademas, defectos en la formacion de Fe-S, altera la homeostasis celular de Fe,
conllevando a una sobrecarga de Fe libre en la mitocondria y favoreciendo la

formacion de ROS a través de reaccion de Fenton (Ye y Rouault, 2010).

Debido a su composicion aminoacidica, el GSH es considerado un reservorio tanto
de Glu como de Cys, siendo un blanco importante y regulador de las pozas de estos
aminoécidos, sobre todo en cerebro. En el cerebro los niveles de GSH tienen un
papel importante en la regulacién de las pozas de Glu, el aminoacido excitatorio
mas abundante en el SNC (Sedlak y cols., 2019; Aoyama, 2021).

2.5 Homeostasis de la cisteina y su metabolismo.

La L-Cys es un aminoacido semi-esencial y constituye el sustrato limitante en la
sintesis de GSH. La L-Cys se puede encontrar en dos formas en el espacio
extracelular: reducida u oxidada. Existen diferentes sistemas de transportes
involucrados en la captura de L-Cys y estos presentan diferentes afinidades para la
forma reducida y oxidada de la L-Cys. Estos sistemas de transporte se dividen en
dos grandes familias: SLC1 (del inglés, solute carrier family 1), transportadores
dependientes de sodio; y SLC7 (del inglés, solute carrier family 7), transportadores
heterodimeros independiente de sodio (Valdovinos-Flores y Gonsebatt, 2012;
Kandasamy y cols., 2018). Dentro de la familia SLC1 se encuentran los sistemas
Xacy ASC, y dentro de la familia de los SLC7, el sistema Xc", L y b®*. Los sistemas
Xac Y ASC transportan principalmente L-Cys, mientras que Xc'y b%* son antiporters
Cys2: L-Glu. Dentro de estos dultimos, los miembros mas relevantes son
SLC7A5/SLC7A8 (L system), SLC7Al11(Xc- system), SLC7A9 (b0O,+ system),
SLC1A1 (X-AG system) y SLC1A4/SLC1A5 (ASC system) (Kandasamy y cols.,
2018). La expresion de los miembros de cada sistema es diferente entre tejidos. Los
miembros SLC7A8 y SLC1A5, se expresan principalmente en 6rganos periféricos
como higado, mientras SLC7A5y SLC1A4 en cerebro (Fotiadis y cols., 2013; Kanai
y cols., 2013; Nakagawa y Kaneko, 2013). La expresion de SLC1A1ly SLC7A11 es
muy importante en cerebro, debido a su distribucion diferencial entre neuronas y
astrocitos y su relacion con la homeostasis de Glu (Paul y cols., 2018). SLC1A1 se
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expresa también en rifion, y SLC7A11l en células inmunes de origen mieloide
(Kandasamy y cols., 2018). SCL7A11 puede expresarse en higado por la activacion
de respuesta antioxidante (Kurahashi y cols., 2016; Kandasamy y cols., 2018).
SLC7A9 esta expresado principalmente en rifion y tiene un papel similar a
SLC7A11.

Otra fuente importante de L-Cys proviene de la biosintesis a partir de la metionina
(L-Met) (Figura 3). La L-Cys que proviene de esta ruta contribuye aproximadamente
en un 50% a la cisteina incorporada al GSH en el higado y un tercio en astrocitos
(McBean, 2017; Sbodio y cols., 2019). En este proceso, existen 3 etapas
importantes, la captura de L-Met, su conversion a homocisteina (Hcy) y su posterior
conversién a L-Cys. En la captura de L-Met los transportadores del sistema L juegan
un papel primordial. El proceso de conversion de L-Met a Hcy se denomina trans-
metilacion; L-Hcys puede volver a convertirse a L-Met, a través de un proceso
llamado re-metilacion. La etapa final es la conversion de Hcy a L-Cys a través de la
transulfuracién. La Hcy constituye un metabolito de encrucijada y uno de los
principales mecanismos de control de la via de la transulfuracion es la regulacion
del particionamiento de la Hcy entre la re-metilacion y la transulfuracion (Stipanuk,
2020). El proceso de conversion L-Met a Hcy involucra 3 reacciones, la conversion
de L-Met a S-adenosilmetionina (SAM), por la metionina adenosil-transferasa
(MAT); la conversion de SAM a S-adenosil-homocisteina (SAH), a través de
diferentes metiltransferasas (MTs); y por ultimo la hidrolisis del grupo adenosil de
SAH, por SAH hidrolasa, obteniéndose Hcy. El proceso inverso (Hcy a L-Met),
puede ocurrir a través de dos enzimas: metionina sintasa (MS), utiliza como donador
de grupos metilos a tetrahidrofolato y la betaina-homocisteina metiltransferasa
(BHMT), que utiliza a la betaina (Stipanuk, 2020) (Figura 3).

La via de la transulfuracion consta de dos reacciones: la condensacion de Hcy con
serina para formar cistationina, por la cistationina beta sintasa (CBS); y la posterior
hidrdlisis de cistationina para dar L-Cys y a-cetobutirato, por la cistationina gamma
liasa (CSE). Adicionalmente, estas enzimas también juegan un papel importante en

la sintesis de sulfuro de hidrogeno (H2S) a partir de Hcy y/o L-Cys. El H2S, es un
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gasotransmisor que juega un papel importante en la regulacion de los niveles de
GSH (Kimura, 2020).
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Figura 3. Interconexion metabdlica del ciclo del folato, ciclo de metionina y ruta de transulfuracion involucrado
en la biosintesis de cisteina. La pérdida del grupo metilo desde la metionina hasta la homocisteina ocurre a
través de la formacion del metabolito intermediario S-adenosil-metionina, que constituye el cofactor de grupos
metilos de diversas enzimas metiltransferasas. La homocisteina producida puede ser remetilada a Metionina,
utilizando como cofactor tetrahidrofolato o betaina; o puede ser usado como sustrato para la sintesis de cisteina
a través de la transulfuracion En Verde: ruta transmetilacién, Azul: ruta transulfuracién. Metabolitos: THF:
tetrahidrofolato, ATP: trifosfato de adenosina; B6: pyridoxal 5'-phosphate; B12: cobalamina. Enzimas (en rojo):
MTHFR: metil-tetrahidrofolato reductasa, MS: metionina sintasa, BHMT: betaina-homocisteina metiltransferasa,
MAT: metionina adenosiltransferasa, SAHH; S-adenosil-homocisteina hidrolasa, CBS: cistationina B sintasa,
CSE: cystationina vy liasa.

La actividad y expresion de las enzimas de la transulfuracion varia entre tejidos y
células. El higado presenta los mayores niveles de actividad de la via, y es mayor
la abundancia de CSE respecto a la CBS. Mientras que, en el cerebro la actividad
de la via es mucho menor que en el higado y la abundancia de CBS, respecto a
CSE, es mayor (Stipanuk, 2004). De igual manera, los niveles de expresion de las
enzimas varian entre regiones del cerebro, observandose la mayor expresion de
CBS en hipocampo y cerebelo (Robert y cols., 2003). Debido a la diferencia en
cantidad proteica de las enzimas, la acumulacion de cistationina en el cerebro es

mayor respecto a otros 6rganos y se considera que la CSE es la enzima limitante y
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por tanto el principal regulador de la ruta en el cerebro. Mientras que, la CBS cumple
principalmente el rol regulatorio de la via en tejidos y organos periféricos (McBean,
2017).

El metabolismo de los aminoacidos azufrados es regulado a nivel de expresion
génica, asi como por mecanismos postraduccionales. El estado redox celular
constituye uno de los principales reguladores de la via, ya sea a nivel
transcripcional, mediante la accion de NRF2, o a nivel postraduccional. SAM
constituye un modulador alostérico enddégeno de la ruta, y controla el
particionamiento de Hcy entre la re-metilacién y la transulfuraciéon. El aumento en
los niveles de SAM activa la CBS y a su vez inhibe la MS (Sbodio y cols., 2019).
Ademéas, SAM también estabiliza a CBS, disminuyendo su degradacion

proteosomal (Prudovay cols., 2006).

2.5.1 Alteraciones en la ruta metabdlica de conversiéon de L-Met a L-Cys por

exposicibn aAsy F.

Las alteraciones en el metabolismo de L-Met y L-Cys pueden causar importantes
efectos adversos en el organismo. Las principales alteraciones descritas involucran:
la alteracién de los niveles de Hcy, los niveles de H2S y los niveles de GSH. La
disminucién de la actividad de esta ruta metabdlica esté asociada con el incremento
de Hcy, que es un metabolito altamente toxico y su acumulacién esta asociada con
generacion de un estado proinflamatorio y neurotoxicidad (Ansari y cols., 2014;
Skovierova y cols., 2016). La disminucion en los niveles de H>S también tiene
efectos deletéreos debido a la amplia gama de funciones a las que ha sido asociado.
De igual manera, la disminucidon de la produccién de L-Cys y GSH, tiene alta
importancia en el balance redox celular (Moore y Whiteman, 2015; Xiao y cols.,
2018).

Alteraciones en esta ruta metabdlica han sido principalmente descritas en
enfermedades neurodegenerativas, en dafio hepéatico inducido por acetaminofén, y
en dafio renal y hepatico en modelos de isquemia-reperfusion (Kurahashi y cols.,

2016; Shang y cols., 2016; Sbodio y cols., 2019). Sin embargo, ha sido poco
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explorada en exposicién a xenobioticos. Para la exposicion a As y F, existen pocos

estudios que evaluen el efecto en el metabolismo de la L-Met/L-Cys.

Estudios en poblaciones humanas han asociado la exposicion a As con un
incremento en los niveles plasméaticos de Hcy (Brucker y cols., 2015; Laine y cols.,
2018). La enzima AS3MT utiliza SAM como donador de grupos metilos en la
biotransformacion de As, generando SAH, que es rapidamente convertido a Hcy.
Por lo cual, las reacciones de detoxificacion de As pueden contribuir al incremento
en los niveles de Hcy en el organismo (Howe y cols., 2014). Adicionalmente, el As
disminuye los niveles plasmaticos de vitamina B9/B12 (Sun y cols., 2017; Perveen
y cols., 2019), las cuales juegan un papel importante en el metabolismo de un
carbono y remetilacion de Hcy (Hall y cols., 2009; Mukherjee y cols., 2016).
También, el As disminuye la expresion de MAT2A e inhibe de la actividad enzimatica
de MS en cultivos celulares (Waly y cols., 2004; Waly y cols., 2016). La exposicion
a As en modelos animales disminuye la expresion de enzimas del metabolismo de
Met, como MAT1A, BHMT y MS, mientras aumenta la expresién de MAT2B y SAHH
(Liuy cols., 2007; Xie y cols., 2007; Garcia-Sevillano y cols., 2014; Liy cols., 2016).
En contraste, la exposicion a As induce un incremento en la via de transulfuracion,
como mecanismo de respuesta a estrés oxidante, a través de un incremento en la
expresion de CBS (Coppin y cols., 2008) y un aumento en la actividad de las

enzimas tanto en higado como cerebro (Silva-Adaya y cols., 2020).

De manera similar, la exposicién F ha sido asociada con niveles elevados de Hcy
(Liy cols., 2016) y bajos niveles séricos de vitamina B9/B12 (Janay cols., 2018). El
NaF actia como inhibidor de MAT, por lo que puede alterar el metabolismo de L-
Met (al-Khafaji y cols., 1998). No obstante, los estudios del efecto del F en la

biosintesis de cisteina son escasos.

19



2.6 Efectos neurotéxicos del Asy F
2.6.1 As

Estudios en poblaciones humanas han mostrado que la exposicién cronica a As se
asocia a déficits en las funciones cognitivas, tales como disminucién de la
inteligencia, los coeficientes verbales, impedimentos en el aprendizaje y la memoria
(Tolins y cols., 2014; Tyler y Allan, 2014). En poblaciones expuestas de manera
cronica a As se ha reportado también una disminucion de la conductividad nerviosa,
neuropatia periférica desmielinizante en extremidades inferiores y depresion
(Mukherjee y cols., 2003; Aposhian y cols., 2004; Chang y cols., 2015) (Tabla 1). La
severidad de estos efectos depende de la dosis, la duracidén de la exposicion y la
etapa de vida en que la exposicidén inicia. Los modelos experimentales han
demostrado que los efectos de la exposicion parecen ser mads marcados cuando
ocurren durante la gestacion y en etapas tempranas de la vida, dado que durante
este periodo se forman las estructuras cerebrales, ademas no esta presente aun la
barrera hematoencefalica lo que favorece la llegada de As a este sitio (Basha y
Reddy, 2015; Luo y Shu, 2015). La neurotoxicidad del As esta principalmente
asociada a la generacion de estrés oxidante. Las células nerviosas son
particularmente sensibles al desbalance redox, dado que posee mecanismos
antioxidantes menos eficientes comparado con otros 6rganos como el higado. El
cerebro posee baja expresion de enzimas antioxidantes como SOD, CAT y GPx,
por lo cual el GSH, constituye la defensa antioxidante mas importante (Limon-
Pacheco y Gonsebatt, 2009). Dado que este metaloide es capaz de cruzar la barrera
hematoencefélica (BBB; del inglés blood brain barrier) y ser metilado en cerebro
(Sanchez-Pefiay cols., 2010), numerosos estudios han investigado los mecanismos
neurotoxicos del As (Rodriguez y cols., 2005; Flora, 2011; Tolins y cols., 2014). Los
niveles de ROS en el cerebro de animales tratados con As aumentan proporcional
a la acumulacién de As en cada una de las regiones. El incremento en los niveles
de ROS, en cerebro de animales tratados crénicamente con As, induce un aumento
en marcadores de dafio oxidante como lipoperoxidacion y con un aumento en la
muerte celular (Shila y cols., 2005; Mishra y Flora, 2008). Como se menciond

anteriormente, las distintas regiones del cerebro acumulan cantidades diferentes de
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As y por ello, las regiones podrian presentar diferentes susceptibilidades. Entre las
regiones que acumulan mayor cantidad de As se encuentra la hipofisis, el
hipocampo, el cerebelo y la corteza (Shila y cols., 2005; Mishra y Flora, 2008;
Sanchez-Pefia y cols., 2010; Li y cols., 2017). La alta acumulacién de As en el
hipocampo y corteza, regiones del cerebro asociada a los procesos de aprendizaje
y memoria, y a patologias como el Alzheimer, podria explicar como la exposicion
gestacional y cronica a As promueve las manifestaciones tempranas de déficit

cognitivo y demencia observadas en humanos (Tyler y Allan, 2014).

Los estudios en modelos de roedores han podido reproducir defectos cognitivos
similares a los observados en humanos expuestos cronicamente a As. A nivel
molecular se han demostrado afectaciones en multiples procesos neurobiolégicos,
como neurogénesis y vias de sefalizacion glutamatérgicas, colinérgicas y
monoaminérgicas (Tyler y Allan, 2014); y cambios ultraestructurales en las fibras de
musgosas, caracterizados por una disminucion en el numero de terminales
nerviosas y en la mielinizacién (Jing y cols., 2012), asi como como hinchamiento de
las mitocondrias y expansion del reticulo endoplasmatico rugoso (Luo y cols., 2009).
El As induce defectos en la homeostasis y actividad mitocondrial (Liu y cols., 2012),
y disminuye los niveles de neurotrofinas como BDNF y de proteinas de su cascada
sefalizacion (Qu y cols., 2016; Pandey y cols., 2017). Esta neurotrofina, ademas de
participar en el desarrollo cerebral juega un papel importante en la plasticidad
sinaptica, por lo cual afectaciones en esta via también permiten explicar déficit en

el aprendizaje y la memoria (Carvalho y cols., 2008).

En la siguiente tabla (Tabla 1) se recogen varios estudios que demuestran las
afectaciones neuroldgicas inducidas por la exposicidbn a As tanto en estudios

epidemiolégicos como en modelos experimentales.
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Tabla 1. Efecto neurotoxico del arsénico

Epidemiolégicos

Modelo de exposicién

Principales hallazgos

Patologias del Sistema Nervioso

Referencias

Nifios 6-11 afos (Bangladesh)
Nifios 6-8 afios (México)
Nifios 5-15 afios (India)

Nifios 6-10 afios (México)

Nifios 6-7 afios (México)

Nifios 6 afos (EE.UU.)

Recién nacidos (Nepal)

Nifios con autismo (China)

Adultos (EE.UU., China, India)

Adultos (Mongolia y China)
Adultos expuestos durante
infancia (Japén)

Adultos (Paises Europeos)

Pacientes con Alzheimer (China)

| total 1Q, memoria de trabajo, comprension verbal

| desempefo en razonamiento visual-espacial,
lenguaje y vocabulario, memoria, 1Q y habilidades
matematicas, atencion

| total 1Q, verbal 1Q

| desempeno en pruebas de lenguaje y vocabulario,
y asociacion positiva entre niveles de As y
comportamientos hiperactivos

1 proporcién con diagndéstico de discapacidad
intelectuales

Asociacion negativa entre niveles de As en cordén
umbilical y desempefio en indicadores de
neurodesarrollo

1 niveles de As comparados con nifios controles

1 incidencia de conductas depresivas y desordenes
psiquiatricos

1 insomnio, pérdida auditiva, visual y del gusto,

Entumecimiento extremidades

1 mortalidad de individuos asociadas a
enfermedades neurodegenerativas

1 incidencia de Alzheimer y otras demencias en
paises con niveles de As elevado

Deficiencias cognitivas

Deficiencias cognitivas

Deficiencias cognitivas

ADHD

Discapacidades intelectuales

Retraso en neurodesarrollo

Desorden del espectro autista

Depresién y Ansiedad

Perdida de sentidos
Neuropatia periférica

Enfermedades neurodegenerativas

Demencia

Asociacion negativa entre As en sangre y habilidades Alzheimer

cognitivas en pacientes con Alzheimer

Wasserman y cols., 2004, 2007,
2011

Rosado y cols., 2007

von Ehrenstein y cols., 2007

Rocha-Amador y cols., 2007

Roy y cols., 2011

McDermott y cols., 2012

Parajuli y cols., 2013

Liy cols., 2018

Zierold y cols., 2004
Dang y cols., 2008
Sen y Sarathi Biswas, 2012

Guo y cols., 2007

Takana y cols., 2010

Dani 2010

Baum y cols., 2010
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Adultos (EE.UU.)

| desempefo en pruebas de lenguaje, habilidades Alzheimer
espaciales y visuales, funciones ejecutivas, velocidad
de procesamiento y memoria

O Bryant y cols. 2011
Gong y O Bryant, 2010
Gong y cols., 2011

In vitro | Animales

Mecanismo de
toxicidad

Modelo experimental

Principales evidencias

Alteraciones
neuroconductuales y/o
patologias

Referencias

Estrés y dafo
oxidante

Ratas expuestas a 100
mg/L de As por 2 meses

Ratas expuestas a 50 mg/L
de As por 10 meses

Ratas expuestas 10-100
mg/L a As desde la
gestacion

Ratas expuestas a 2 mg/kg
de As por 2.5 mes

Ratas expuestas a 57.3
mg/L por 2 meses

Ratas expuestas a 20
mg/kg de As por 1 mes

1 niveles de ROS y lipoperoxidacion
| actividad de SOD, CAT, GPx en corteza, hipocampo,
cerebelo, estriado e hipotalamo

1 niveles de ROS
| niveles de GSH/GSSG, principalmente en corteza e
hipocampo

1 niveles de ROS vy lipoperoxidacion en corteza

| niveles de GSH vy actividad de GPx en corteza e
hipocampo

1 lipoperoxidacion
| actividad de SOD, CAT, GPx, GST y GR en mitocondrias
de corteza, cerebelo e hipocampo

| niveles de GSH, tlipoperoxidacién, anién superdxido

1 ROS en mitocondria del hipocampo y corteza frontal

Deficiencia aprendizaje
y memoria

Deficiencia aprendizaje
y memoria

Deficiencia aprendizaje
y memoria

Shila y cols., 2005

Mishra y Flora; 2008

Xiy cols., 2010

Ram Kumary cols.,
2013

Sharma y Sharma,
2013

Srivastava y cols.,
2014

Dafio y disfuncion
mitocondrial

In vitro
Neuronas corticales

Ratas jovenes expuestas a
2y 4 mg/kg de As por 1.5
meses

Ratas expuestas a 20
mg/kg por 1 mes

Induce mitofagia, | niveles de citocromo C oxidasa, y
PGC1-a

| potencial de membrana mitocondrial, actividad de
complejos mitocondriales en estriado

| potencial de membrana, actividad complejos
mitocondriales I, II, 1V,

Teng y cols., 2015

Chandravanshi y
cols., 2014

Srivastava y cols.,
2014
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Ratas expuestas a 25 mg/L | actividad complejos mitocondriales |, Il, IV, expresién de

por 3 meses

Ratas expuestas a 20
mg/kg de As por 1 mes

Ratones expuestos a 10-40

mg/L de As por 3 mese

Ratas expuestas a 2-50
mg/L de As por 3 meses

UCP-2
1 niveles de ROS

| expresion de proteinas asociadas a biogénesis: PGC1-q,

NRF1, NRF2 y TFAM

Liberacién de citocromo C y activacion de apoptosis
Alteraciones morfoldgicas en mitocondrias

| actividad de complejos mitocondriales, expresién de blc2
1 niveles de ROS y muerte apoptotica en estriado

1 alteraciones morfoldgicas en mitocondrial, expresion de

PGAMS, p-DRP1

| expresion de OPA1, MFN1, niveles de ATP, potencial de
membrana mitocondrial en hipocampo
Induce fisidn mitocondrial y autofagia

| niveles de Bcl2, PGC1 a, ATP
1 liberacion citocromo C e induce apoptosis en cerebro

Deficiencia aprendizaje
y memoria

Deficiencias motoras
Parkinson

Deficiencia aprendizaje
y memoria

Prakash y cols., 2015
Prakash y Kumar,
2016

Srivastava y cols.,
2018

Cheny cols., 2023

Ding y cols., 2023

Alteraciones
ultraestructurales y
morfologicas

In Vitro Neuronas primarias
hipocampales expuestas a

105uM

Ratones expuestos a 2.72-
68 mg/L As por 3 meses

Ratas expuestas a 15
mg/kg As por 3 meses

Ratones expuestos a 100
Mg/L de As por 2 semanas

Ratas expuestas a 57.3

mg/L por 2 meses

Ratas expuestas a 20
mg/kg por 1 mes

| supervivencia de neuronas, niumero de ramificaciones
dendriticas y longitud de las dendritas

| en tamano y condensacién de nucleos en neuronas
hipocampales, irregularidades morfolégicas del endotelio

vascular

Mielinizacion anormal de fibras nerviosas en hipocampo y

estriado

| en nimero de terminales nerviosas de fibras musgosas

| marcaje con GFAP, indicativo de menos progenitores en

hipocampo

Disfuncién del endotelial vascular

| vaina de mielina y distorsion de las crestas mitocondriales
en hipocampo y corteza frontal

Deficiencia aprendizaje
y memoria

Demencia

Pandey y cols., 2017

Luo y cols., 2009

Jing y cols., 2012

Cronican y cols.,
2013

Sharmay cols., 2013

Srivastava y cols.,
2014
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Ratas expuestas a 15-45  Cambios morfolégicos en las capas de la corteza frontal en  Autismo (habilidades Zhou y cols., 2018

Mg/L de As por 6 dias etapas iniciales, retraso en la maduracion y migracion de sociales), Deficiencia

durante la lactancia (sonda) células DCX+ en la corteza cognitiva y Ansiedad

Ratas expuestas a 3 mg/L 1 densidad de espinas y arborizacion dendriticas anormal en Nifio y cols.,

de As desde la gestacion  corteza 2020,2021,2022

| mielinizacién en corteza e hipocampo y numero de
neuronas en CA1

Disfuncion en la In vitro | EPSP en CA1, inhibicion de LTP Kruger y cols. 2009
transmisién y Rebanadas de hipocampo
plasticidad sinaptica de ratas adultas expuestas
a 100 uyM
Ratas expuestas a 5 mg/ | niveles de GABA y actividad de GAD en cerebelo, Nagaraja y Desiraju
kg desde el nacimiento hipotalamo, hipocampo, estriado 1993, 1994
hasta 2 meses | actividad de AChE en cerebelo, hipotalamo
Ratones expuestos a 50 | niveles de CRFR1, 5HT1A en hipocampo dorsal Depresion; Deficiencia  Martinez y cols.,
Mg/L de As durante la | niveles de receptor de glucocorticoide en el nucleo, y aprendizaje y memoria 2008, Martinez-Finley
gestacion expresion de proteinas de cascada de sefializaciéon de y cols., 2011
MAPK
Ratas expuestas a 50 mg/L 1 niveles de DA en el estriado, niveles alterados de Rodriguez y cols.,
de As por 4 meses receptores de NE y DA en dependencia la regién del cerebro 2010
Ratas expuestas a 20 | niveles de AChR muscarinico, ChAT, actividad de AchE en Deficiencia aprendizaje Yadav y cols., 2011
mg/kg As por 1 mes hipocampo y corteza frontal y memoria
Deficiencias motoras
Alzheimer
Ratas expuestas a 2.72- | niveles de expresién de NR2A, PSD95, p-CAMKII, p- Deficiencia aprendizaje Luo y cols. 2009,
68mg/L de As por 3 meses ERK1/2 y memoria 2012
Ratones adultos expuestos ftniveles de NR1, sintaxina 6, sinapsina 2 Deficiencia aprendizaje Cronican y cols.,
a 100 pg/L por 3 semanas y memoria 2013
Ratones expuestos a 1-4 | niveles de monoaminas (NE, DAy 5HT) en cerebro y Liu y cols., 2013
mg/L As por 2 meses cerebelo, ARNm de enzimas de metabolismo de

monoaminas (dopamina hidroxilasa, tirosina hidroxilasa y
triptéfano hidroxilasa)
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Ratones expuestos a 20
mg/L de As desde la
gestacion

Ratas expuestas a 20
mg/kg de As por 1 mes

Ratones expuestos a 15
mg/L de As por 3 meses

1 niveles de glutamato extracelular
| niveles de NR2B, GluA1, GIuA2, GLT1
| LTP y estimulacién por pulsos pareados

| niveles de receptor DA-D2, tirosina hidroxilasa y VMAT2 y

BDNF en estriado

| niveles de GAD1, receptor B2 de GABA en corteza

prefrontal

Deficiencia aprendizaje
y memoria

Deficiencias motoras

Ansiedad

Ramos-Chéavez y
cols., 2015; Nelson-
Mora y cols., 2018

Srivastava y cols.,
2018

Hu y cols., 2023

Neuroinflamacion

In vitro

Astrocitos corticales
expuestos a 0.05-1 yM de
MMA

In vitro

Linea celular HAPI + SH-
SY5Y

In vitro

Linea celular BV-2
expuesta a 0.6 uM
Ratones expuestos a 50
mg/L de As por 6 meses

Ratas expuestas a 20
mg/kg de As por 21 dias

Ratas expuestas a 10
mg/kg de As por 8 dias

Ratones expuestos a 0.38
mg/kg de As desde la
gestacion

Ratas expuestas a 3 mg/L
de As desde la gestacion

1 niveles de IL-1B, IL-6 TNF-a, COX2, MIF1
induce reprogramacion metabdlica y proliferacion de

astrocitos

1 secrecion de IL-1B por la microglia a través de la
senalizaciéon p38/JNK e induce la apoptosis en neuronas, a
través de la senalizacion STAT3.

Activacion de microglia

1 fenotipo proinflamatorio por MMA

Activacion de microglia en corteza cerebral y giro dentado

1 niveles de células NF-kB+ Mac3+ (microglia activada) en

CA1y CA3

1 niveles de citocinas inflamatorias (IL-1p, TNF-a, IFN-y) en

hipocampo

1 niveles de marcadores de microglia: CD68 y TREM2 en

cerebro

1 produccion de citocinas y capacidad fagocitica de la

microglia

Alteraciones en morfolégicas de astrocitos (activados) en

hipocampo

Deficiencia aprendizaje
y memoria

Ansiedad

Deficiencia aprendizaje
y memoria

Escudero-Lourdes y
cols., 2016

Mao y cols., 2016

Zhang y cols. 2021

Keshavarz-
Bahaghighat 2018

Firdaus y cols., 2018

Ansari y cols., 2022

Nifio y cols., 2022

Alteraciones en la
neurogénesis

In vitro
linea celular P19 expuesta
a 7.5-75 ug/L de As

Inhibicién de la diferenciaciéon hacia neuronas
| niveles de neurogenina 1y 2, NeuroD

Hong y cols., 2012
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Ratones expuestos a 4 | proliferacién y diferenciacidon de progenitores neurales Liu y cols. 2012
mg/L de As por 4 meses

Ratones expuestos a 50 | diferenciacién de precursores en el hipocampo. Tyler y Allan 2013
Mg/L de As durante periodo Expresion alterada de genes relacionados con
gestacion neurogénesis, axogénesis y sefalizacion Notch
Ratas expuestas a 3.8 | niveles de BDNF Pandey y cols.2017
mg/L de As desde la
gestacion
-amiloide n vitro 1 niveles de , formacion de 3 amiloide, p-tau, activida zheimer iasson y cols.,
-amiloid In vit iveles de APP, f ion de 3 amiloid t tividad  Alzhei Gi Is., 2002
alterada de AchE y ChAT Zarazua y cols., 2011

Ratones expuestos a 50 Expresion alterada de mRNA de Appb1, ApoE 'y Ache en Alzheimer Tyler y Allan, 2013
Mg/L de As durante periodo giro dentado
gestacion
Ratas expuestas a 3 mg/L 1 niveles de 3 amiloide, y expresion RAGE y actividad de Alzheimer Nifio 2018
de As desde la gestacion BACE1
por 4 meses

Abreviaturas. 1Q: coeficiente de inteligencia, ADHD: desorden de déficit de atencion e hiperactividad, ROS: especies reactivas del oxigeno, GSH: glutation reducido, GSSG: glutation
oxidado, GPx: glutation peroxidasa, GR: glutation reductasa, SOD: superoxido dismutasa, CAT: catalasa, GST: Glutation S transferasa, CcO: citocromo C oxidasa, PGC1a: coactivador
1a del receptor activado por proliferador de peroxisomas, UCP-2: proteina desaclopadora 2, NRF1: factor nuclear respiratorio 1, NRF2: factor nuclear respiratorio 2, TFAM: Factor de
transcripcion mitocondria A, Blc2: proteina mitocondrial anti apoptética, PGAMS: fosfoglicerato mutasa 5, p-DRP1: proteina relacionada a dinamina (fosforilada), OPA1: proteina
fusiéon mitocondrial, MFN1: mitofusina, ATP: trifosfato de adenosina, GFAP: proteina acida fibrilar glial, DCX: doblecortina, CA1 o CA3: cornu ammonis 1 0 3 (region del hipocampo),
EPSP: Potencial postsinaptico excitatorio, LTP: potenciacién a largo plazo, NR1: receptor tipo NMDA subunidad 1, NR2A o 2B: receptor de glutamato tipo NMDA subunidad 2A o 2B,
GluA1 o 2: receptor tipo AMPA subunidad 1 o 2, GLT1: Transportador glutamato 1, PSD95: proteina de densidad postsinaptica 95, p-CAMKII: cinasa activada por calmodulina Il
(fosforilada), CRFR1: Receptor de factor liberador de corticotrofina, GABA: acido gamma aminobutirico, GAD: glutamato decarboxilasa, GABA-B2: receptor de GABA B2, DA:
dopamina, NE: norepinefrina, 5HT: serotonina, 5SHT1A: receptor de serotonina tipo 1A, DA-D2: receptor de dopamina D2, VMAT2: trasportador vesicular de monoaminas 2, mAChR:
receptor de Acetilcolina muscarinico, nAchR: receptor de Acetilcolina nicotinamidico, AchE: acetilcolinesterasa, ChAT: Colina acetiltransferasa, MAPK: proteina cinasa activada por
mitégenos, MMA: monometil arsénico, IL-1B: interleucina 1B, IL-6: interleucina 6, TNFa: factor de necrosis tumoral a, IFNy: interferon y, COX2: ciclooxigenasa 2, MIF1: factor
inhibitorio de macréfagos 1, MAC3 (LAMP2, proteina membrana asociada a lisosomal): antigeno de diferenciacion de macrofagos, NF-kB : factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas, TREM2: receptor desencadenante expresado en las células mieloides 2; BDNF: factor neurotrofico derivado de cerebro, APP: péptido
precursor amiloide, , ApoE: apolipoproteina E, Appb1: Proteina de uniéon a APP familia B miembro 1, RAGE: receptor de productos finales de glicosilaciéon avanzada, BACE1: 8
secretasa.

27



26.2F

De manera similar al As, estudios en poblaciones humanas han mostrado que la
exposicion crénica a F conlleva a disfunciones cognitivas, tales como disminucién
del coeficiente de inteligencia, impedimentos en el aprendizaje y la memoria (Xiang
Q, 2003; Wang y cols., 2007; Pain, 2017; Razdan y cols., 2017; Valdez Jiménez y
cols., 2017; Green y cols., 2019), observandose principal vulnerabilidad en las

etapas de desarrollo del cerebro (Tabla 2).

Los principales efectos neurotoxicos del F estdn altamente relacionados con el
desbalance redox. Se ha observado aumento en los niveles de ROS, y de
marcadores de estrés oxidante como peroxidacion lipidica en el cerebro de animales
tratados con F, un incremento en la muerte celular y neurodegeneracion (Zhang y
cols., 2007). Al igual que para el As, ocurre una acumulacion diferencial entre
regiones del cerebro, encontrandose el hipocampo, la corteza y el cerebelo entre
las regiones con mayores niveles de F reportadas (Whitford y cols., 2009). La alta
acumulacion de F en el hipocampo y la corteza puede explicar las afectaciones

cognitivas asociadas a la exposicion a F.

Los estudios de exposicién a F en modelos experimentales han demostrado un
aumento en la permeabilidad de la BBB, cambios ultraestructurales a nivel celular y
sinptico, desbalance en homeostasis redox y mitocondrial y alteraciones en la
trasmision sinaptica. En la siguiente tabla (Tabla 2) se recogen varios estudios que
demuestran las afectaciones neuroldgicas inducidas por la exposicion a F tanto en

estudios epidemioldgicos como en modelos experimentales.
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Tabla 2. Efecto neurotéxico del fltior

Epidemiolégicos

Modelo de exposicion

Principales hallazgos

Patologias del Sistema
Nervioso

Referencias

Nifios 8-12 afios (China)

Nifios (Asia) Metaanalisis
Nifios 6-11 afios (Iran)

Nifios 8-14 afos (India)

Nifios 4-17 anos (EE.UU., Canada)

Nifios 3 meses - 5 anos
(México)

Nifios 4 afos y 6-12 afios
(México)

Adolescente 16-19 afios
(EE.UU., Canada)

Nifios 3 - 5 afios (Canada)

Adultos 30-50 anos con fluorosis

dental (China)

Adultos mayores > 60 afios (China)

1 1Q, estatura y peso

11Q
11Q
11Q

1 prevalencia de nifios con ADHD

| MDI y PDI

(@]

Alteraciones en parametros del suefio, insomnio

11Q, y flexibilidad cognitiva.

| fluidez del lenguaje, reconocimiento, similitud,
aprendizaje asociativo y memoria de trabajo

| funciones cognitivas, actividad de SOD en plasma

Deficiencia Cognitiva y retraso
en desarrollo

Deficiencia Cognitiva
Deficiencia Cognitiva

Deficiencia Cognitiva

ADHD

Retraso en neurodesarrollo

Deficiencia Cognitiva

Desordenes de suefio

Deficiencia Cognitiva

Deficiencia Cognitiva

Deficiencia Cognitiva

Xiang y cols., 2003; Wang y
cols., 2007; Ding y cols.,
2011

Choiy cols., 2012

Seraj y cols., 2012
Saxena y cols., 2012;
Nagarajappa y cols., 2013;
Razdan y cols., 2017
Malin y Till 2015

Riddell y cols., 2019
Valdez Jiménez y cols., 2017

Bashah y cols., 2017

Malin y cols., 2019
Cunningham y cols., 2021

Dewey y cols., 2023
Shao y cols., 2003

Reny cols., 2021
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In vitro | Animales

Mecanismo de
toxicidad

Modelo experimental

Principales evidencias

Alteraciones
neuroconductuales
ylo patologias

Referencias

Estrés y dafio
oxidante

In vitro
Neuronas hipocampales
expuestas a 1- 4.2 mM de F

Ratas expuestas a 50 mg/L de
F por 2.5 meses

Ratas expuestas 10-100 mg/L
de F por 2.5-3 meses

Ratones expuestos a 270
mg/L de F por 1 mes

Ratas expuestas a 50 mg/L de
F por 10 meses

Ratas expuestas a 20 mg/L de
F desde la gestacion hasta
P30

Ratas expuestas a 15 mg/L de
F por 1 mes

Ratas expuestas a 5y 10 mg/L
de F desde la gestaciéon hasta
P45

1 niveles de ROS, lipoperoxidacion
Iniveles de GSH, actividad de GPx, y SOD

1 niveles de ROS, lipoperoxidacion, actividad
de GST, GPx,

| actividad de SOD, CAT, cociente GSH/GSSG
en el cerebro

1 niveles de ROS en cerebro
lcociente GSH/GSSG en cerebro

| niveles de GSH
1 niveles malonaldehido, actividad de SOD y
CAT en hipocampo, corteza y cerebelo

1 niveles de anion superoxido y malonaldehido
en hipocampo y corteza frontal

1 lipoperoxidacion
| actividad de SOD, CAT, GSH en corteza

| actividad de SOD, CAT, GPx
1 lipoperoxidacion en estriado y cerebelo

1 lipoperoxidacion
| actividad de CAT en hipocampo

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Deficiencias motoras y
hipoactividad

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Zhang y cols., 2007

Flora y cols., 2009

Chouhan y Flora 2008
Chouhan y cols., 2010

Mahaboob Basha y Saumya
2013

Dong y cols., 2017

Mesram y cols., 2017

Nkpaa y cols., 2018

Bartos y cols., 2018, 2019

Dafio y disfuncion
mitocondrial

In vitro

Linea celular SH-SY5Y
expuesta a40y 60 mg/Lde F
por 24h

tliberacion de citocromo C | potencial de
membrana, expresion de Bcl-2, actividad de
SIRT1

Induce apoptosis dependiente de p53

Tuy cols., 2018
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In vitro

Linea celular SH-SY5Y
expuesta a 50 mg/L de F por
24h

In vitro:
Linea celular SH-SY5Y.

Ratas expuestas a 4.52, 22.6
and 45.2 mg/L de F desde la
gestacion - 2 meses

Ratones expuestos a 270
mg/L de F por 1 mes

Ratas expuestas a 10 y 50
mg/L de F por 6 meses

Ratones expuestos a 25-100
mg/L de F por 3 meses

Ratones expuestos a 25 y 50
mg/L de F por 3 mes

1 apoptosis mediada por mitocondria, niveles
de DRP1

tniveles de ROS en mitocondria, expresion de
MFN1, MFN2

| potencial de membrana, DRP1, FIS1,
ADNmMt/ADNnN, expresién de subunidades
mitocondriales de citocromo C oxidasa y ATP
sintasa, niveles de PGC-1a, NRF1 and TFAM,
actividad de SIRTH1, in vitro y en hipocampo

| actividad de complejos mitocondriales y
enzimas del ciclo de Krebs en hipocampo,
corteza y cerebelo

| expresién de MFN1,
1 expresion de FIS1 y DRP1, y fragmentacion
de neuronas en hipocampo y corteza

| actividad de enzimas antioxidante
mitocondriales, expresion de SIRT3,
transcripcion de ADNmt

1 acetilacion de FOXO3A

| potencial de membrana, contenido de ATP,
ADNmt, expresion de mtCO1 y mtNDBG,
actividad de complejos mitocondriales,
expresion de via senalizacion PGC1a/ TFAM
em hipocampo

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Tang y cols., 2021

Zhao y cols., 2019, 2020

Mahaboob Basha y Saumya
2013

Luo y cols., 2013

Wang y cols., 2021

Xin y cols., 2023

Alteraciones
ultraestructurales
y morfolégicas

In vitro

Linea celular Neuro-2A
expuestas a 1-6mM de F por
4h

Cambios en la morfologia de neuronas,
perdida de prolongaciones y sinapsis,
aglutinacion de mitocondrias

| expresién de MAP2 y SYP

Cheny cols., 2017a
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Ratones expuestos a 25-100
mg/L de F por 2 meses

Ratas expuestas a 22.6-45.2
mg/L de F desde la gestacion
hasta 6 meses

Ratones expuestos a 50 y 100
mg/L de F desde la gestacién

Ratas expuestas a 20-100
mg/L de F por 3 meses

Ratones expuestos a 10 y 50
mg/L de F desde el destete por
2 meses

| expresion de subunidades de tubulina
desarreglo y despolimerizacion de
microtubulos en axones de neuronas, ancho
de la hendidura sinaptica, expresion de la
proteina proteolipidica de mielina

1 niveles de glicoproteina asociada a mielina
(dafio en la mielina) en el hipocampo

| densidad de espinas dendriticas, expresion
de SYP, PSD95, TrKB en hipocampo, asociado
afectacion de la sefalizacién de BDNF -TrKB

alteraciones morfolégicas en células
piramidales de la corteza cerebral
| expresion de MAP2, SYP

Deterioro axonal, degeneracién de vaina de
mielina en medula espinal y nervio ciatico.
Hinchamiento de mitocondrias en corteza,
hipocampo y cerebelo

Andlisis protedmico muestra cambios en la
expresion de proteinas involucradas en
axogeénesis y regulacién, en morfologia de
espinas dendriticas, arreglo del citoesqueleto
en hipocampo

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Niu y cols., 2015, 2018

Cheny cols., 2018

Geycols., 2018

Reddy y cols., 2021

Bittencourt y cols., 2023

Transmision
sinaptica y
plasticidad

In vitro
Linea celular Neuro-2A
expuestas a 1-6mM de F

Ratas expuestas a 100 m/L de
F por 7 meses

Ratas expuestas a 150 mg/L
de F desde la gestacién

Ratas expuestas a 20 - 100
m/L de F por 3 meses

Ratas expuestas a 50 mg/L F
por 10 meses

| liberacién de glutamato, expresion de
NMDAR

| expresion de a4 AChRs, a7 AChRs
1 actividad de GAD
lactividad de ALT y AST en hipocampo

1 niveles de histamina, 5-HT y glutamato
| niveles de NE y DA dependiente de la dosis

| expresion de AChR -M1 y AchR-M3 en
hipocampo y corteza frontal

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Cheny cols., 2017a

Long y cols., 2002

Niu y cols., 2009

Reddy y cols., 2013

Dong y cols., 2017
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Ratas expuestas a 20 mg/L de
F desde la gestacion - P30

Ratas expuestas a 5y 10 mg/L
de F desde la gestacion - P45

Ratones expuestos a 25-100
mg/L de F desde la gestacion

Ratas expuestas a 60 y 120
mg/L de F por 1 mes

Ratones expuestos a 68 mg/L
de F por 3 -5 meses

Ratas expuestas a 5, 20, 50
mg/L de F por 12 meses

Ratas expuestas a 5y 10 mg/L
de F desde la gestacion - P90

Ratones expuestos a 24 mg/kg
de F por 2 meses

Ratones expuestos a 25y 50
mg/L de F por 56 semanas

| niveles de Ach y NE en corteza

| a7 nAChR, actividad de transaminasas de
glutamato en hipocampo

| niveles de ARNm de NR2A, NR2B y mGIluR2
en hipocampo dependiente de la dosis

| LTP, expresion de PSD95, GIuA3, NR2B en
hipocampo

1 niveles de ARNm de 5-HT1A
| niveles de ARNm de BDNF 4, GADG67 y
VGAT en hipocampo

1 actividad de calpaina 1 y via de sefalizacion
en hipocampo

| niveles de BNDF y CREB
Sobreestimulacion de la sefializacion durante
la LTP temprana y disrupcién de la LTP tardia

| actividad de transaminasas de glutamato en
estriado, corteza prefrontal e hipocampo
Alteracion en la actividad de AChE en
dependencia de region y dosis

| niveles de GABA, 5-HT, expresion de
GADG65, GAD67 y VGAT
1 5-HT1A en corteza

Alteraciones electrofisioldgicas en el
hipocampo,

| frecuencia de disparo de neuronas
hipocampales, densidad del poder del
espectro de potenciales de campo,
especialmente oscilaciones gamma y theta,
plasticidad sinaptica

Deficiencia
aprendizaje y memoria
Hipoactividad
Deficiencia
aprendizaje y memoria

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Ansiedad y depresion

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Deficiencia
aprendizaje y memoria
Depresion

Ansiedad y depresion

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Mesram y cols., 2017

Bartos y cols., 2018, 2019

Suny cols., 2018

Yang y cols., 2018

Liy cols., 2019

Nadei y cols., 2020

Bartos y cols., 2022

Caoy cols., 2022

Xin y cols., 2023
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Neuroinflamacion

In vitro
Linea celular BV2 expuesta a
0.250 - 2 mM de F x 24h

Ratas expuestas a 60 y 120
mg/L de F por 2.5 mes

Ratas expuestas a 15 mg/L de
F por 1 mes

Ratas expuestas a 60 y 120
mg/L de F por 1 mes

Ratas expuestas a 20-100
mg/L de F por 3 meses

1 produccién de 11-6 y TNFa, activacion de NF-
kB
Inhibicion de la sefalizacién por WNT/ 3

1 nimero de células OX-42+ (microglia
activada), expresion de IL-1pB, IL-6, TNFa en
hipocampo y corteza

1 niveles de IL-1B, IL-6, TNFa en estriado y
cerebelo

activacion de microglia,

1 expresion de DAP12 y TREM2, secrecion de
citocinas proinflamatorias, a través de la via de
senalizacion MAPK en hipocampo

1 expresion iNOS, TNFa, VEGF, COX2

Deficiencias motoras e
hipoactividad

Deficiencia
aprendizaje y memoria

Cheny cols., 2017b

Yan y cols., 2016

Nkpaa y cols., 2018

Yang y cols., 2018

Reddy y cols., 2021

Neurogénesis

Ratones expuestos a 22.6 y
45.2 mg/L de F por 2.5 meses

| neurogénesis y supervivencia de neuronas
en giro dentado

Jiang y cols., 2019

Alteraciones en la via de sefializacion GSK-
3B/B-catenina

Deficiencia
aprendizaje y memoria

B amiloide Ratones expuestos a 10 mg/L Caoy cols., 2019

de F por 3meses

1 expresion de Iba1, C3, BACE1
| expresion de SNAP-25, SYP en hipocampo

Abreviaturas. |Q: coeficiente de inteligencia, MDI: indice de desarrollo mental, PDI: indice de desarrollo psicomotor. ADHD: desorden de déficit de atencion e hiperactividad, SOD: superéxido dismutasa,
ROS: especies reactivas del oxigeno, GSH: glutatidon reducido, GSSG: glutatiéon oxidado, GPx: glutation peroxidasa, GR: glutatién reductasa, MDA: malondialdehido , CAT: catalasa, GST: Glutation S
transferasa, SIRT1 o 3: sirtuina 1 o 3, PGC1a: coactivador 1a del receptor activado por proliferador de peroxisomas, CcO: citocromo C oxidasa, NRF1: factor nuclear respiratorio 1, TFAM: Factor de
transcripcion mitocondria A, ATP: trifosfato de adenosina, Blc2: proteina mitocondrial anti apoptética, DRP1: proteina relacionada a dinamina, MFN1 o 2: mitofusina 1 o 2, FIS1: proteina de fision
mitocondrial 1, ADNmt: acido desoxirribonucleico mitocondrial, ADNn: acido desoxirribonucleico nuclear, ARNm: acido ribonucleico mensajero, FOXO3A: Forkhead box O-3A, mtCO1: citocromo C oxidasa
subunidad 1 (mitocondrial), mtND6: NADH deshidrogenasa subunidad 6 (mitocondria), MAP2: proteina aociada a microtubulo 2, SYP: sinaptofisina, PSD95: proteina de densidad postsinaptica 95, BDNF:
factor neurotréfico derivado de cerebro, TrkB: receptor de BDNF tipo B, DA: dopamina, NE: norepinefrina, 5HT: serotonina, ACh,: acetilcolina, nAchR: receptor de Acetilcolina nicotinamidico, AchE:
acetilcolinesterasa, GABA: acido gamma aminobutirico, GAD: glutamato decarboxilasa (subunidad 67 o subunidad 65), ALT: alanina aminotransferasa, AST: aspartato aminotransferasa, AChR-M1 o M3:
receptor de Acetilcolina muscarinico subunidad 1 o 3, NR2A o 2B: receptor de glutamato tipo NMDA subunidad 2A o 2B, GluA1 o 2 o 3: receptor de glutamato tipo AMPA subunidad 1 o 2 o 3, mGIuR2:
receptor de glutamato metabotropico subunidad 2, 5-HT1A: receptor de serotonina tipo 1A, VGAT: transportador vesicular de GABA, CREB: proteina de union a DNA a elementos de respuesta a AMP
ciclico , LTP: potenciacién a largo plazo, , IL-1B: interleucina 1B, IL-6: interleucina 6, TNFa: factor de necrosis tumoral a, IFNy: interferon y, COX2: ciclooxigenasa 2, TREM2: receptor desencadenante
expresado en las células mieloides 2, INOS: 6xido nitrico sintasa inducible, NF-kB : factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, VEGF: factor de crecimiento endotelio
vascular, CD11b: integrina aM, DAP12: proteina adaptadora 12; iba 1:proteina de unién a calcio especifica de macrofago/microglia, C3: proteina 3 del complemento, BACE1: 3 secretasa, GSK3: glucégeno
sintasa cinasa 3. SNAP-25: proteina asociada a sinaptosoma 25.
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2.7 La sinapsis glutamatérgica.

La sinapsis glutamatérgica es una sinapsis quimica excitatoria y constituye entre el
80-90% de las sinapsis en el cerebro. El Glu constituye el principal neurotransmisor
en este tipo de sinapsis. Entre las caracteristicas que lo ubican como
neurotransmisor se encuentran su almacenamiento en vesiculas en la terminal
presinaptica, su liberacion en cuantos, inducidos por la despolarizacion en la
membrana presinaptica, la activacion de receptores en la terminal postsinaptica y
su eliminacion de la hendidura sinaptica. El Glu tiene también otras funciones en el
cerebro: forma parte de proteinas, y de péptidos como el GSH; es precursor del
neurotransmisor inhibitorio GABA y esta involucrado en el reciclaje de los grupos
aminos de los aminoacidos. Por estas razones, los niveles de Glu estan altamente
regulados y cualquier desbalance puede reflejarse en afectaciones neuroldgicas. La
homeostasis del Glu depende de la coordinada regulacion del metabolismo del Glu
y su reciclaje entre neuronas y astroglia. EI Glu no puede cruzar la BBB, por lo cual

su sintesis ocurre en el cerebro (Hassel y Dingledine, 2012).

La sintesis de novo de Glu en el cerebro involucra una estrecha relacion entre el
metabolismo de la glucosa y del metabolismo del nitrogeno. El esqueleto de carbono
del Glu proviene de la degradacion de la glucosa en neuronas y astrocitos,
especialmente en los ultimos. De hecho, la captura de glucosa y su metabolismo es
regulado por la actividad sinaptica. La degradacién de la glucosa resulta en la
produccion de piruvato, el cual puede ser incorporado al Ciclo de Krebs para la
produccion de a-cetoglutarato (a-KG, el cetoécido del Glu), a través de la formacion
de acetil-CoA y su posterior condensacion con oxalacetato (OAA) para formar
citrato, o a través de la sintesis de OAA directamente (carboxilacion del piruvato)
por la enzima piruvato carboxilasa. Esta Udltima reaccion, es una reaccion
anaplerotica, ocurren predominantemente en astrocitos y contribuyen a mantener

las pozas de intermediarios del ciclo de Krebs (Figura 4A).

El grupo amino proviene de la transaminacién del a-KG con otros aminoacidos. En
este sentido juegan un papel importante las transaminasas de aminoécidos

ramificados como la leucina, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
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aminotransferasa (AST). Las transaminasas catalizan reacciones enzimaticas
dependientes de PLP en ambos sentidos, y estan expresadas ubicuamente en el
cerebro. La direccion del sentido de reaccién que se favorece parece depender del
tipo celular y ubicacién subcelular, como resultado de los diferentes niveles de
concentracion de sustratos que participan en la reaccién. Adicionalmente, se
considera que la actividad de la AST es mas importante que la ALT para la sintesis

de Glu en neuronas (Figura 4A)

Por otro lado, los niveles de Glu también son mantenidos por su reciclaje, una vez
liberado a la hendidura sinaptica es rapidamente capturado por los recapturadores
de Glu en astrocitos. Dentro de los astrocitos, es convertido a glutamina (GIn), por
la glutamina sintetasa, y esta es exportada al medio extracelular para su captura por
las terminales nerviosas. La posterior desaminacion de la GIn por la glutaminasa
activada por fosfato rinde Glu y ocurre en neuronas. Este ciclo es conocido como el
ciclo de Glu-GIn (Figura 4A). Dentro de los astrocitos, el Glu también puede ser
utilizado como sustrato energético y para la sintesis de GSH. Se considera que el
ciclo Glu-GIn contribuye principalmente a la sintesis de Glu vesicular, sin embargo,
la sintesis de novo también juega un papel importante para compensar la pérdida

de Glu por su utilizacién dentro de los astrocitos (Andersen y cols., 2021)

En el proceso de empaquetamiento del Glu, los transportadores antiporte Glu/H*
ubicados en las membranas vesiculares denominados vGLUTSs (del inglés, vesicular
glutamate transporter) se encargan del empaquetamiento del Glu en vesiculas y

usan como fuerza impulsora el gradiente electroquimico del H*.

Una vez liberado el Glu vesicular en la hendidura sinaptica, este es capaz activar a
los receptores de Glu inotropicos y metabotrdpicos, sin embargo, la difusién fuera
de la hendidura y su recaptura por los astrocitos y neuronas limitan la activacion
sostenida de los receptores y aseguran la correcta trasmisién del impulso nervioso.
Los recapturadores pertenecen a una familia de transportadores dependientes de
sodio, SLC1, expresados principalmente en astrocitos. Entre ellos destacan los
transportadores SCL1A2 (también conocidos como GLT1 o EAAT2, del inglés
Glutamate Transporter 1 or excitatory amino acid transporter 1, respectivamente) y
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SLC1A3 (también conocidos como GLAST o EAAT1, del inglés Glutamate Aspartate
Transporter or excitatory amino acid transporter 1, respectivamente) (Hassel y
Dingledine, 2012) (Figura 4B).

Los receptores ionotropicos (tipo canal) de Glu se subdividen en tres tipos segun el
agonista al que responden preferencialmente: &cido a- mino-3-hidroxi-5metil-4-
isozazolpropiénico (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA), y kainato (KA) (Figura
4B). Los receptores AMPA estan conformados por tetrameros de las 4 subunidades
(GluA1-GluA4, antes denominadas GluR1-GluR4) y las propiedades fisioldgicas de
los receptores dependen de la combinacién de subunidades (Martinez-Lozada y
Ortega, 2015). Por ejemplo, los receptores que tienen la subunidad GIuA2 son
impermeables a Ca?*. En el hipocampo, los receptores AMPA son principalmente
tetrameros de las subunidades GluAl/ GluA2. Durante la induccion de LTP se ha
observado un aumento en la expresion de receptores AMPA permeables a Ca?*
(Hassel y Dingledine, 2012).

Los receptores NMDA son canales idnicos permeables a Na* y Ca?* compuestos
por tetrameros de diferentes subunidades que estan codificadas por 7 genes: NR1,
NR2A-NR2D y NR3A-NR3B. Se ensamblan funcionalmente con dos subunidades
obligatorias NR1 (también denominada GluN1; la subunidad con sitio de union a
glicina) y dos subunidades que pueden ser del tipo NR2 (o GIuNZ2; la subunidad
donde se une el Glu) o NR3 (Hassel y Dingledine, 2012; Martinez-Lozada y Ortega,
2015). La expresion de las subunidades de los receptores tipo NMDA varia
dependiendo de la etapa de desarrollo y de la region del cerebro. Las subunidades
NR2A y NR2B son las subunidades predominantes en el hipocampo. En etapas
tempranas predominan las subunidades NR2B, mientras que las subunidades
NR2A aumenta al progresar el desarrollo. Los complejos NMDA extrasinapticos
estan compuestos predominantemente por la subunidad NR2B mientras que en los
sinapticos predominan las subunidades NR2A (Hardingham y Bading, 2010; Hassel
y Dingledine, 2012). Los NMDAR que expresan NR2A tienen una cinética de
activacion y desactivacion mas rapida que los que expresan NR2B, por lo que el

nivel de Ca?* que pasan a través de estos Ultimos es hasta cuatro veces mayor que
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los que expresan la subunidad NR2A (Hardingham y Bading, 2010; Hassel y
Dingledine, 2012). Por ello, la activacion de NR2B ocurre predominantemente por
altos niveles Glu extrasinapticos y se asocia a procesos de muerte por
excitotoxicidad. Los receptores tipo NMDA se encuentran mas representados en la
terminal sinaptica con respecto a los receptores tipo AMPA y presentan mayor
afinidad por el Glu, pero presentan bloqueo por Mg?* que impide su activacién hasta
gue haya ocurrido una previa despolarizaciéon de la membrana, mediada por
activacion de otros receptores como los de tipo AMPA (Featherstone y Shippy,
2008).

Los receptores KA son los menos estudiados. Existen 5 posibles subunidades
(GluK1-5) divididas en dos familias, subunidades de la familia GluK1-GIluK3 se unen
con subunidades GluK4 o GIuK5 para formar receptores KA funcionales (Hassel y
Dingledine, 2012).

Los receptores metabotrépicos constituyen receptores acoplados a proteinas G y
estan formados por 8 miembros (MGIuR1-8, del inglés metabotropic glutamate
receptor subunit 1-8). Se encuentran divididos en 3 grupos de acuerdo con la
homologia de secuencias, agonistas y proteina G con la que interactian. El grupo
1 esta conformado por mGIuR1 y mGIuR5 y sus variantes de corte y empalme del
ARNmM que estan acoplados a la via de sefializacion dependiente de inositol fosfato/
Ca?* intracelular. En su mayoria se encuentran en la membrana postsinaptica y
estan involucrados en la modulacion de la permeabilidad de los canales de Na*y
K*. En el grupo Il estan los receptores mGIuR2 y mGIuR3, y en el grupo Ill los
receptores mGIuR4, mGIluR6, mGIuR7 y mGIuR8. Los grupos Il y Il inhiben la
formacion de cAMP (del inglés, ciclic adenine monophosphate) al activar una
proteina G que inhibe a la enzima adenilato ciclasa. Estan presentes en la
membrana presinaptica y post sinaptica. Aunque su efecto parece ser mayor sobre

la membrana presinaptica que en la postsinaptica (Vaidyay cols., 2013) (Figura 4B).
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Figura 4. Transmision glutamatérgica: metabolismo del Glu y componentes estructurales de la sinapsis.
A) Metabolismo del Glutamato (Glu) en el cerebro. La sintesis de Glu depende de la sintesis de novo y del
ciclo de glutamato-glutamina (recuadro rojo). Interconexiébn metabdlica entre glicélisis, ciclo de Krebs y
metabolismo de Glu. Las flechas negras indican el sentido del flujo de los aminoécidos Glu y GIn entre
neuronas y astrocitos. Editado de Tani y cols., 2010. B) Elementos involucrados en la trasmision sinaptica
glutamatérgica. Elementos celulares: astrocitos, capilar, terminal presinaptica y terminal postsinaptica; y los
elementos moleculares: transportadores de glutamato (miembros de familia "EAAT", transportadores de
aminodcidos excitatorios) y receptores de glutamato ionotropicos: NMDA-R (receptor tipo N-metil-D-
aspartato) y AMPA-R (receptor tipo acido-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico) y metabotrobicos:
mGIlu-R. Las flechas negras indican el sentido del flujo de los aminoacidos entre neuronas y astrocitos.
Tomado de Hassel y Dingledine, 2012. Glu: glutamato, GIn: glutamina, aKG: a-cetoglutarato, AcCoA: acetil-
CoA, PAG: glutaminasa activada por fosfato, AT: aminotransferasas, GS: Glutamina sintetasa, PC: piruvato
carboxilasa, OA: oxalacetato. N o SN: familia de transportadores de aminoacidos neutros, A o SA:
transportadores de aminoacidos acidos, E 0 EAAT: transportadores de aminoacidos excitatorios (E).

Un aspecto importante en la regulacion de la expresién de los receptores es la
asociacion con proteinas accesorias, principalmente las de la familia de las
proteinas de la densidad postsinaptica (PSD) y estargazinas (TARP). La asociacion
con determinadas proteinas contribuye a la regulacion del tréfico vesicular, la
actividad de estos y su anclaje en la membrana plasmaética. (Hoeffer, 2008; Waites
y cols., 2009; Jackson y Nicoll, 2011; Greger y cols., 2017; Watson y cols., 2017).
Las modificaciones por fosforilacion/desfosforilacion también contribuyen a la
regulacion del trafico intracelular, y la cinética del canal. Tanto las subunidades de
los receptores tipo NMDA como AMPA, presentan sitios de fosforilacion por cinasas
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como proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC) y calcio-calmodulina cinasa
[l (CAMKII).

2.7.1 Efectos de As sobre la sinapsis glutamatérgica

Se han descrito diversos efectos de este metaloide en la sinapsis glutamatérgica
tanto a nivel presindptico como postsinaptico. Entre los cambios mas importantes a
nivel de presinapsis se encuentra la disminucion de vesiculas sinapticas. A nivel
postsinapticos se han reportado cambios en la composicion de los receptores de
Glu inotrépicos y metabotropicos, disminucion en las proteinas de la densidad
sinaptica y de diversas rutas de sefializacion celular (Luo y cols., 2009; Luo y cols.,
2012; Zhao y cols., 2017).

En cuanto a los receptores metabotrépicos, Jiang y cols., (2014) reportaron que la
exposicion a As en ratas disminuye la expresion de mGIuR1 y mGIuR5 en el
hipocampo (Jiang y cols., 2014). Huo et al, 2015 observé un aumento en los niveles
de NR2A en ratas tratadas con Realgar (mineral que contiene As, usado en la
medicina tradicional china), pero no encontraron cambios en NR2B. Adicionalmente,
Kruger y cols., (2009), observaron que el tratamiento rebanadas de hipocampo con
MMA?Z*, a altas dosis inhibia la actividad de los receptores tipo NMDA, pero a dosis
inferiores observaban un aumento en la actividad de los receptores (Krtiger y cols.,
2009). Por el contrario, Luo y cols., (2009) reportan una reduccién en los receptores
NR2A sin cambios en el receptor NR1 ni NR2B en ratas tratadas cronicamente con
arsenito de sodio (2-68 mg/L) durante 3 meses. De manera similar, Srivastava y
cols., (2018), encontraron una disminucién en los niveles de NR2A, sin observar
cambios en los niveles de NR2B en ratas tratadas con As (Srivastava y cols., 2018).
Ramos-Chéavez y cols., (2015) observaron una disminucion en la expresion de
NR2A y NR2B en un modelo de exposicion gestacional a 20 mg/L de As. Como se
comenta arriba, los cambios observados en los niveles de las subunidades de los
receptores NMDA difieren entre los reportes, lo cual puede estar asociado a distintas
dosis y composiciéon de As utilizado, distintos tiempos de exposicion, y el modelo
animal utilizado (Luo y cols., 2009; Huo y cols., 2015; Ramos-Chavez y cols., 2015).

Por otro lado, Luo y cols., (2012) proponen que las modificaciones observadas a
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nivel de los receptores NMDA esta asociada con la disminucion en las proteinas de
anclaje. La exposicion cronica a As puede conllevar a la disminucion en la expresion
de proteinas en la membrana postsinaptica, o que se puede ver reflejado en la
disminucién del grosor de la sinapsis en estudios de microscopia electrénicay en la
expresion de PSD95 (Luo y cols., 2012; Zhao y cols., 2017).

El efecto del As sobre los receptores AMPA ha sido muy poco estudiado. Maewaka
y cols., (2013), encontraron que al incrementar la concentracién de As de 0.5 hasta
2 UM, la intensidad relativa de GIuAl se reducia significativamente en cultivo de
neuronas corticales (Maekawa y cols., 2013). Nelson-Mora y cols, (2018), también
observaron una disminucion en la expresion de GIuAl y GIuA2 en hipocampo de
ratones expuestos gestacional y cronicamente a As (Nelson-Mora y cols., 2018).
Por otro lado, Huo y cols., (2015), observaron un aumento en los niveles Glu
extracelular, una disminucion en la expresion del recapturador GLT1, afectaciones
en la homeostasis de Ca?* intracelular, asi como cambios ultraestructurales en las
neuronas hipocampales (Huo y cols., 2015). Otros estudios han demostrado
también el efecto del As en la modulacién negativa de transportadores GLAST y
GLT1 (Castro-Coronel y cols., 2011; Zhao y cols., 2012).

2.7.2 Efectos de F sobre la sinapsis glutamatérgica

Muy similar a lo descrito para el As, la exposicién crénica a F ha sido asociada con
alteraciones moleculares en la sinapsis glutamatérgica, principalmente en el
hipocampo. La exposicion gestacional a NaF disminuy6 los niveles de Glu en el
hipocampo de ratas expuestas, asociado a la inhibicién de las enzimas AST y ALT,
involucradas en la sintesis de novo de Glu, incluso en modelos de exposicion
gestacional a dosis tan bajas como 5y 10 mg/L de F (Niu y cols., 2009; Bartos y
cols., 2019).

La disminucion en la expresién de receptores de Glu ionotrépicos y metabotrépicos
constituye otro aspecto en comun en la toxicidad de ambos elementos. El
tratamiento de ratas adultas por 12 semanas a concentraciones de 60 y 120 mg/L

de F, disminuyd la expresion de las subunidades GIuA2 y NR2B de los receptores
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de Glu en el hipocampo de los animales expuestos, lo que se asocié con un
decremento en los niveles de PSD95 y una LTP disminuida (Yang y cols., 2018). La
exposicion gestacional en raton a concentraciones entre 25y 100 mg/L de F, resultd
en la disminucion de los niveles de ARNm de GIuA2, NR2A, NR2B y mGIuR2, sin
cambios en mGIuR1 y mGIuR5 (Suny cols., 2018).

Con respecto a la expresién y actividad de los transportadores de Glu, se considera
gue la exposicidon a F podria inhibir la actividad de los trasportadores de Glu por dos
vias principales. La primera, asociada a la capacidad de generar estrés oxidante,
pues su conjugacion con 4-hidroxinonenal (producto peroxidacién lipidica), lo que
disminuye la actividad del transportador. La segunda, observada en exposicién a
AlsF, involucra la formacién de un complejo Al-F, muy estable y bioactivo que
mimetiza un grupo POa, y que inhibe distintas proteinas, entre ellas transportadores
de Glu (Blaylock, 2004). No obstante, el efecto a niveles de transportadores de Glu

requiere estudios adicionales.
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La co-exposicién a arsénico y flior ocurre en la mayoria de los casos, de manera
simultanea en México. Los residentes de localidades como Guanajuato, Durango,
Zacatecas, entre otros se exponen por generaciones a elevadas concentraciones
(por encima de la normatividad) a estos elementos en el agua de bebida. Aunado a
esto, en México, el F esta presente en las pastas dentales y la sal de cocina. Esta
exposicion se asocia con efectos toxicos a nivel sistémico y nervioso. El cerebro
constituye un 6rgano que resulta seriamente afectado por exposiciones a As 'y F,
especialmente durante la exposicion gestacional, dado que durante este periodo se
forman las estructuras cerebrales; ademas, no esta presente aun la barrera
hematoencefalica lo que favorece la llegada de As y F a este 6rgano en desarrollo.
Sin embargo, existen pocos estudios que investiguen los efectos de la exposicion a
estos elementos de manera simultanea. Por lo cual, nos interesa estudiar cuales
son los efectos neurotdxicos de la exposicion conjunta a As y F, y las alteraciones
moleculares que subyacen la neurotoxicidad. Para ello, utilizaremos un modelo
animal que simula las condiciones de la exposicion humana, es decir, que inicia

durante la gestacion.

3.1 Importanciadel modelo experimental para el estudio de exposiciones a As-
F

Aunque existen diversos estudios epidemiolégicos que asocian la exposicion a As
y F con diversas afectaciones, el uso de modelos animales es necesario para
entender mecanisticamente el efecto de la exposicion y poder evaluar los efectos
en el tejido en estudio. Sin embargo, es necesario que nuestro modelo experimental
simule en mayor medida posible lo que ocurre en la poblacién humana. Dentro de
los modelos de roedores, el raton constituye el modelo mas apropiado para el
estudio de la exposicion a As, dado que el metabolismo del As es mas parecido al
humano, asi como la vida media en sangre del As (Vahter, 1999). Ademas, es
importante tener en cuenta el rango de concentraciones de los elementos en la

naturaleza, la proporcion en la que se encuentran y la resistencia de los modelos
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animales respecto a los humanos en el disefio experimental. Por ello, en este trabajo
se empleé un modelo de exposicion combinada en ratones CD1 (cepa no
endocriada), expuestos desde inicios de la gestacién a dosis con relevancia para

exposiciones humanas.

4. HIPOTESIS

La co-exposicion cronica (iniciando en la gestacion) a As y F produce una mayor
neurotoxicidad que las exposiciones a los elementos individuales, en cuanto a la
generacion de desbalance redox, homeostasis del glutamato y expresion de
receptores glutamatérgicos en el hipocampo y la corteza, afectando procesos de

aprendizaje y memoria.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la exposicion combinada a As y F en el estado redox celular y
en la transmision glutamatérgica en el hipocampo y la corteza de los ratones, y en

el desempefio en pruebas de memoria dependiente de estas regiones cerebrales.

5.1 Objetivos especificos:

Evaluar en la corteza y el hipocampo de ratones macho expuestos desde la

gestacion hasta a los 30 (P30) y/o 90 (P90) dias posterior al nacimiento:

1. Los niveles de Asy Falos P30y P90.

2. Los niveles de GSH a los P30y P90.

3. Los niveles proteicos y actividad de enzimas de la via de la transulfuracion a los
P30y P90.

4. Los niveles de ARNm y de proteina de transportadores de Cys y Glu a los P90.

5. Los niveles proteicos de receptores de Glu, y la actividad de enzimas ALT y AST
involucradas en la sintesis de novo de Glu a los P90.

6. Evaluar el desempefio conductual en pruebas de memoria de objeto

dependiente de la corteza y el hipocampo en los ratones a los P90.

44



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales y protocolo experimental.

Se emplearon ratones de la cepa CD1 de 8 u 9 semanas de edad, que fueron
obtenidos y mantenidos en la Unidad de Modelos Biologicos del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM. Después de la cruza las hembras se
mantuvieron bajo condiciones controladas de 12 h de luz-oscuridad, 23-25 °C y
humedad relativa del 50-60%. Los animales tuvieron acceso ilimitado a comida y
agua (con sus respectivos tratamientos). Los animales fueron separados
arbitrariamente en 4 grupos experimentales para su exposicion a 2 mg/L (2 ppm) de
As (arsenito de sodio) y/o 25 mg/L (25 ppm) de F (fluoruro de sodio) y grupo control.
La exposicion fue desde la gestacion y hasta 1 mes o0 3 meses posnatales. El agua
de bebida se cambiaba diariamente para determinar su consumo y fueron pesados
peribdicamente. Se determind el tamafio de las camadas y después de su
nacimiento a los 21 dias posnatales, se realiz6 el destete y separacion de las crias
por sexo. Evidencias previas han demostrado que las hembras presentan mayor
resistencia a la toxicidad de As y F que los ratones macho (Ramos-Chéavez y cols,
2015, Bera y cols, 2007), por lo que solo las crias macho continuaron el protocolo
de exposicion. Los experimentos y tratamientos de los animales fueron realizados
con base en las guias establecidas en los “Principles of Laboratory Animal Care”
(NIH publication #85- 23, revised 1985) y las “Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio (Clave NOM-062- ZOO-
1999)” de la “Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentaciéon (SAGARPA)” (publicada en agosto, 2001).
El protocolo experimental No. 6305 fue aprobado por el CICUAL del Instituto de

Investigaciones Biomédicas.
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Figura 5. Esquema del disefio experimental de exposicién crénica a As y F. Ratones de la cepa CD1
fueron empleados como modelo experimental, dividido en 4 grupos experimentales (N= 10 madres
gestantes / grupo). Protocolo de exposicion inicia el dia O de la gestacién (GDO0) y continua hasta los
30 o0 90 dias posnatales (P30 o P90). A los 21 dias posnatales (P21) ocurre el destete y separacién

de la progenie por sexo. [ : sexo femenino, [€3 : sexo masculino, solo los machos continuaron la
exposicion. Fo: progenitores, F1: primera generacion filial de la descendencia.

6.2 Determinacién de Asy F

Las determinaciones de As y F se realizaron en el Laboratorio de la Dra del Razo
en el Departamento de Toxicologia de Cinvestav (Unidad Zacatenco). Los niveles
de especies As se determinaron en la corteza y el hipocampo mediante
espectrometria de absorcion atdmica de generacion de hidruro mediante criotrampa
(HG-CT-AAS) descrito previamente por Hernandez-Zavala y cols., 2008. Primero,
se prepararon homogeneizados de muestras de tejido en hielo con agua
desionizada (Currier y cols., 2011). Para la cuantificacion se utilizaron graficos de
calibracion independientes de las especies de arsénico inorganico y metilado. La
sal disddica de acido arsénico (99% pura) y el acido dimetilarsinico (DMAV; 100%
puro) se obtuvieron de Sigma-Aldrich. La sal disédica de acido metilarsénico
(MMAV) (99% de pureza) se obtuvo de Chem Service (West Chester, PA, EUA). El
borohidruro de sodio se obtuvo de EM Science (Gibbstown, NJ, EUA).
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Los niveles de F se determinaron en muestras agrupadas de 4 cortezas de raton
por grupo, combinando la técnica de destilacion isotérmica (Rigalli y Puche, 2007)
con un método potenciométrico utilizando un electrodo selectivo de iones (Orion
9609BNWP, Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Se realizé una mezcla 1:1 de la
muestra y un tampon de ajuste de fuerza idnica total (TISAB). La concentracion de
F se determind interpolando los resultados en una grafica de calibracion. Se
utilizaron materiales de referencia de fluoruro en orina PC-U-F2102 (0,413 pg/mL),
PC-U-F2103 (7,31 yg/ml) y PC-U-F2104 (4,25 ug/ml) del Centre de Toxicologie du
Québec (Institut national de Santé Publique du Québec [INSPQ]).

6.3 Determinacion de los niveles de GSH

Para la determinacion de los niveles de GSH, se homogeniz6 una porcion de corteza
o hipocampo (tejido fresco) en 10 volimenes de solucién A (KCI 154 mM, DTPA 5
mM y K2PO 0.1 M) con respecto al peso del tejido, y posteriormente se agrego el
mismo volumen de solucién B (HCI 40 mM, DTPA 10 mM, Acido ascérbico 20 mM
y TCA 10%). Las muestras se centrifugaron a 14000 x g por 30 minutos y
posteriormente se filtraron usando filtros de 40 um. Las muestras fueron congeladas
a -70°C. Dentro de las 4 semanas posteriores a la extraccion, se realiz6é la
cuantificacion por el método fluorométrico del o-ftalaldehido (OPA), siguiendo la
metodologia descrita por Senft y cols, 2000. EI GSH reacciona con el OPA,
formando un derivado fluorescente, isoindol, que se excita a 365nm y emite a 410nm
Los niveles de GSH se interpolaron de una curva estandar de GSH (Sigma- Aldrich)

y se expresaron en nmol/g tejido (Senft y cols., 2000).

6.4 Actividad de las enzimas de la via de transulfuracién

Las enzimas involucradas en la via de la transulfuracion (CBS y CSE) segun los
sustratos que se utilicen pueden producir los intermediarios de la ruta o H2S. Basada
en esta capacidad, la metodologia de determinacién de la actividad de las enzimas
se basa en la deteccién de la formacion de H2S (Hine y Mitchell, 2017). Brevemente,
aproximadamente 50 mg de hipocampo o corteza fueron homogenizadas en
solucion de lisis: Tris-HCI 25 mM pH 7.8, glicerol 10%, DTT 2mM, Triton X100 1%,
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PMSF 1 mM y 10 mg/mL de aprotinina y leupeptina. Inmediatamente fueron
congeladas en N2 liquido y se sometieron a 3 ciclos de congelacion/descongelacion
(N2 liquido por 2 min/ 37°C por 5 min). El homogenado se centrifugé a 5000 g por
15 min a 4°C. La determinacion de la concentracién de proteinas empled la técnica
de micro-placa de Bradford (Bio-Rad, CA, USA). Aproximadamente 300 pg de
proteinas fueron incubados en solucién de reaccion con concentracion final: L-
Cys10 mM, piridoxal fosfato 1mM en PBS1X a 37°C por 16 h para muestras de
cerebro. La produccion de H2S es medida a través de la formacion de manchas de
sulfuro de plomo en un papel de filtro previamente embebido acetato de plomo 100

mM colocado en la superficie de la placa.
6.5 Andlisis de expresion de ARNm por RT-qPCR.
6.5.1 Extraccion de ARN.

La extraccion de ARN se llevd a cabo siguiendo el protocolo general de TRIzol®
Reagent de Invitrogen (CA, USA; No Cat. 15596026). Las muestras fueron
almacenadas a -80°C, hasta su posterior utilizacién. La pureza del ARN se
determind por espectrometria (cociente A260/A280: 1,8-2) en espectrofotémetro
ND-1000 de Nanodrop y la integridad del ARN a través de un gel de agarosa al 1,5%
en TAE1X (Tris 2 M pH 8.0, acetato 1 M, EDTA 100 nM) para confirmar la presencia
de las bandas correspondiente a ARN ribosomal 18S y 28S (Wieczorek, et al.,
2012).

6.5.2 Sintesis de cDNA (Retrotranscripcion)

La sintesis de DNA complementario (cDNA) se realiz6 utilizando el kit de M-MLV
RT de Promega® (WI, USA; No Cat. 9PIM170) siguiendo las instrucciones de

fabricante.

6.5.3 PCR Tiempo Real (QPCR)

Para determinar los niveles de ARNm de los transportadores se utilizé la técnica de
PCR tiempo real. Los experimentos se llevaron a cabo en un termociclador Rotor-
Gene Q de QIAGEN® (Hilden, Alemania) y se us6 la mezcla de reaccion SYBR®
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Transportador

FAST Universal 2X gPCR Master Mix (KAPA Biosystems, MA, USA; No Cat.
KK4600). Los cebadores utilizados y las temperaturas de alineamiento se muestran
en la Tabla 3. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1. Hold. 94°C
por 3 min, 2. Cycling (40 ciclos): 94°C por 3 seg; temperatura de alineamiento
especifico para cada primer por 10 seg, 72°C por 12 seg; 3. Melt. 55-95°C. Los
cambios en la expresion se determinaron por el método de 2-AACt (Livak &
Shmittgen, 2001). Tasa de expresion normalizada = 2-22¢t. donde AACT= (CT (gen
problema, tratado) — CT (gen constitutivo, tratado)) — (CT (gen problema, control) —
CT (gen constitutivo, control)). Los datos del 2-AACt fueron representados en una

grafica de mapas de calor, utilizando el programa Graphpad Prism 8.

Tabla 3. Cebadores empleados para la cuantificacion de ARNm de transportadores de cisteina y glutamato

Nombre de Gen Secuencia Cebadores Cdédigo GeneBanK Amplicon Temperatura
(Proteina) Sitio Unidén (pb) alineamiento
(# nucleotido) (°C)
Slclal (EACC1 F CCAGTTACATTCCGCTGTGC NM_009199.3 191 66
0 EAAT3) R GCTGTAATGCTGATGGTGACG 1116-1306
Sicla2 (GLAST F ATATGCCCAAGCAGGTAGAAGT NM_011393.2 143 63
0 EAAT2) R GCTCCCAGGATGACACCA 55-202
Slcla3 (GLAST F CAGTCTCGTCACAGGAATGGC NM_148938.3 108 66
0 EAAT1) R CCAATCACCACAGCAATGATGG 873 -979
Sicla4 (ASCT1) F GAACGTGACCAAAGAGAAGATCC NM_018861.3 191 66
R CATACCACATGATCCATGACACC 856-1046
Slcla5 (ASCT2) F CTGCCTTCCGCTCTTTTGC NM_009201.2 169 66
R GCCACACCAAAGACGATAGC 1160-1328
Slc7a5 (LAT1) F  AGCTTCTTCAACTGGCTGTGT NM_011404.3 133 66
R AGAGGCAGGCCAGGATAAA 1296-1428
Sic7a8 (LAT2) F CAGGGCTCCTTTGCCTATGG NM_016972.2 212 66
R AGTTTCTCTCCAAAAGTCACAGC 1274-1485
Slc7all (xCT) F ATACTCCAGAACACGGGCAGCG NM_011990.2 206 68
R CCAGGGCGTATTACGAGCAG 557-762
Sdha F CAAATGCTGGAGAAGAATCGGT NM_02328.1 102 66
R CATCGACTTCTGCATGTTTAGGC 1489-1589
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6.6 Obtencion de la fraccion proteica y Western Blots

Para la determinacion de los niveles totales de proteina de interés, CBS, CSE, xCT,
LAT1, SLC1A4, EAATL, EAAT2, EAATS, GIuAl, GluA2, NR2A, NR2B, PSD95 y
sinaptofisina se extrajeron proteinas totales de corteza e hipocampo. Brevemente,
se homogenizo el tejido en Buffer Ripa (Tris-HCI 50 mM, pH 7.55, NaCl 150 mM,
EDTA 2 mM, EGTA 1 mM, DTT 1mM, pirofosfato de sodio 5 mM, Triton X-100 1%,
deoxicolato de sodio 0.1%, Glicerol 2-fosfato 1mM, Na2VO4 1 mM, PMSF 1 mM y
10 mg/mL de aprotinina y leupeptina). EI homogenado se incubd en hielo durante
10 min y se centrifugd a 14000 x g por 15 min a 4°C. Se colect6 el sobrenadante y
las muestras fueron almacenadas a -80°C. Para la determinacion de la
concentracion de proteinas en las muestras obtenidas, se empled la técnica de
micro-placa de Bradford (Bio-Rad, CA, USA) usando una curva patron de albumina

de suero bovino con R? >0.98.

Para determinar los cambios en los niveles de las proteinas de interés, se emple6
la técnica de Western Blot. Las muestras se corrieron en una electroforesis vertical
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se cargaron 30 ug de proteina
totales en geles de acrilamida a una concentracién de 10 % para CSE, CBS, xCT,
LAT1, SLC1A4, EAATL, EAAT2, EAAT3y Sinaptofisina; y 50 ug de proteinas totales
en geles de 8% para la determinacion de la expresion de GluAl, GIuA2, NR2A,
NR2B y PSD95. Para la determinaciéon de xCT, el buffer de corrida incluyo bisulfito
de sodio para mantener las condiciones de corrida altamente reductoras. Una vez
concluida la electroforesis, las proteinas fueron electro-transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad®, CA, USA; No Cat. 162-0115).
Posteriormente, las membranas se bloquearon con BSA (Sigma, No Cat. A9647) o
leche descremada (Santa Cruz Biotechnology, No Cat. sc-2324) a una
concentracion al 5% preparada en TBS-T 1X (Tris pH 7.6, NaCl y Tween 20 [0.1
%]). Después se llevé a cabo la incubacion con los anticuerpos primarios por una
noche a 4°C (Tabla 4). Seguidamente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con

TBS-T. Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario
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correspondiente por 2 horas a temperatura ambiente. Al terminar la incubacion, las

membranas se sometieron a 3 lavados de 15 min con TBS-T y 1 lavado de 15 min

con TBS (Tris pH 7.6, NaCl). Las proteinas fueron detectadas a través de una

reacciéon quimioluminiscente en la que se emple6 el kit Amersham TM ECL T™M
Advance Western Blotting Detection Kit (GE Life Sciences, RPN2232), usando el

scanner C-DiGit® Blot Scanner (LI-COR). Como control de carga se utilizo la tincion

de Ponceau para visualizar el total de bandas proteicas en cada ensayo.

El andlisis de densitometria de las placas se realiz6é con el software Image J 1.49

(W. Rasband, NIH, USA). La sefial de la proteina problema se corrigi6é respecto al

control de carga (80% bandeo del Ponceau) para cada membrana, y los niveles de

proteina se representaron respecto al valor promedio del grupo control.

Tabla 4. Anticuerpos empleados para cuantificacion de proteina por Western Blot

Anticuerpo Marca MW Dilucion
Rabbit polyclonal anti-CBS Abcam Cat No: ab135626 61kDa  1:500
Rabbit polyclonal anti-CTH Abcam Cat No: ab151769 45kDa  1:2000
Rabbit Polyclonal Anti NMDAR2B Abcam Cat No: ab 65783 180kDa 1:2000
Rabbit Anti NMDAR2A Antibody Millipore Cat No: ab1555p 180kDa 1:2000*
Rabbit Anti-GluA1 Antibody Millipore Cat No: ab1504 100kDa 1:1000*
Rabbit monoclonal Anti GIuA 2 [EPR5032] Abcam Cat No: ab ab133477 ~ 100kDa 1:2000
Rabbit polyclonal Anti xCT Abcam Cat No: ab 37185 40kDa  1:1000
Rabbit Monoclonal Anti LAT1 (H-75) Santa Cruz B. Cat No: sc-134994 #0kDa  1:1000
Rabbit Anti SLC1A4 Cell Signaling Cat No: 8442s 75kDa  1:1000"
Rabbit Anti EAAT3 (EPR6774B) Abcam Cat No: ab124802 60kDa  1:1000
Mouse anti Synaptophysin (SY38) Abcam Cat No: ab8049 40kDa  1:3000
Mouse anti PSD95 (7E3) Santa Cruz B. Cat No: sc-32290  100kDa 1:1000
Rat_Jbit anti-Mouse 1gG (H+L) Secondary . 14000
Antibody, HRP Invitrogen Cat No: 31450
Anti Mouse IgM HRP Abcam Cat No: ab97230 1:1000
1:2000

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody

Cell Signaling Cat No: 7074S
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Marcador de Peso Molecular Marca

Biotinylated Protein Ladder Detection Pack Cell Signaling Cat No: 7727S
Precision Plus Protein Dual Color Standards Bio-Rad Cat No: 1610374

Las membranas se bloquearon en leche descremada 5%, e incubaron con anticuerpos primario y secundarios
disueltos en leche descremada 5%, con excepcién de las marcadas con *, en las cuales el bloqueo e incubacién
con anticuerpos se realiz6 en solucion de BSA 5%.

6.7 Determinaciéon de la actividad enziméatica de transaminasas

La actividad de las transaminasas en la corteza y el hipocampo se determind por
medio de una modificacion del protocolo descrito por Reitman y Frankel, 1957,
basado en la capacidad de los cetoacidos de reaccionar con la dinitrofenilhidrazina
(DNPH) formando un compuesto con absorcion en el espectro visible. Brevemente,
100 pg de homogenado (ver protocolo de actividad de enzimas de la via
transulfuracién) de proteinas fueron incubados con 100 uL de Sustrato AST (a
cetoglutarato 2 mM + Aspartato 0.2 M en tampon de fosfatos pH 7.4) o ALT sustrato
(a cetoglutarato 2 mM + Alanina 0.2 M en tampén de fosfatos pH 7.4) e incubados
a 37°C por 60 o 30 min respectivamente. Posteriormente, se les afiadié 100 yL de
DNPH 1 mM en HCL 1 N e incub6 por 20 min a temperatura ambiente (TA).
Finalmente, se les afiadio 1 mL de NaOH 1 M e incub6 10 min a TA. Se determino
la absorbancia a 505 nm. La curva estandar se prepar6 a partir de una solucién de
piruvato de sodio 2 mM. La actividad enzimatica (AE) fue calculada a partir de la

siguiente ecuacion y expresada como (U/L)

umol(60min) — umol(Omin)
60min * 0.00001L ’

AE (AST) =

umol(30min) — umol(0Omin)

AE (ALT) =
(ALT) 30min = 0.00001L
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6.8 Pruebas conductuales

Los estudios de comportamiento se realizaron en P83-P90 siguiendo protocolos
previamente descritos por Moreno-Castilla y cols., 2017. Para la prueba de campo
abierto, asi como para las pruebas de reconocimiento de objetos y lugar, utilizamos
una arena cuadrada cerrada de acrilico blanco (40 x 40 x 25 cm) en la que el piso
estaba cubierto con aserrin. La arena se coloc6 en una sala iluminada con poca luz
y tenia una pista visual interna que consistia en un carton plastificado rectangular
con rayas blancas y negras (38 x 5 cm) pegado a una de las paredes (Figura 6A).
Los objetos utilizados en las tareas de reconocimiento fueron dos piramides
idénticas de bloques de Lego llamadas "Al" y "A2" (4,8 cm de largo x 3,0 cm de
ancho x 4,0 cm de alto, construidas en rojo, azul, gris y amarillo) y un objeto
diferente, una torre de blogues de Lego denominada "objeto novedoso” (NO, 3,2 cm
de largo x 1,6 cm de ancho x 4,5 cm de alto, construido en verde, rojo, amarillo y
blanco) (Figura 6D). Los objetos se limpiaron cuidadosamente con etanol al 70%, y
el aserrin se cambio después de cada prueba para evitar sefales olfativas. Los
animales fueron transportados a la sala experimental 30 minutos antes del comienzo
de cada sesion. Todas las sesiones de comportamiento fueron grabadas en video
para su posterior analisis. Uno de los dos investigadores permanecio ciego al
tratamiento de cada animal durante el experimento. Para las pruebas de
reconocimiento de objeto, el investigador a ciego realiz6 los célculos de tiempo de
exploracion a cada objeto para determinar el indice de exploracion (IE) en las fases
de adquisicién y prueba de las tareas de reconocimiento.

El IE que se calcul6 como el tiempo dedicado a explorar (en segundos) un objeto
especifico durante el tiempo total de exploracion (ambos objetos), IE = [objeto
1/(objeto 1 + objeto 2)]. Un IE igual a 0.5 indica que no hay preferencia por ningun
objeto o ubicacion, mientras que un IE superior a 0.5 se considera una preferencia
por un objeto o ubicacion. La exploracion se consideré como apuntar la nariz a un
objeto a 2 cm 0 menos y tocarlo con la nariz. Darse la vuelta, sentarse, trepar o roer

los objetos no se consideraba un comportamiento exploratorio.
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6.8.1 Habituacién a la arena y prueba de campo abierto

Durante 10 minutos por 3 dias consecutivos, el investigador interactué con los
animales para habituarlos al experimentador. Luego, los animales se habituaron a
la arena cuadrada sin ningun objeto durante 10 minutos al dia durante 3 dias (Figura
6B). El primer dia de habituacion se utilizé para evaluar el rendimiento motor general
y los comportamientos relacionados con la ansiedad a través de un analisis de
campo abierto. Esto consistio en la medicion de la distancia total recorrida, el
porcentaje de tiempo pasado en las zonas centrales o periféricas de la arena y la
frecuencia de levantamiento (rearing, segin denominacion en inglés). La conducta
de levantamiento hace referencia al comportamiento donde los sujetos se paran en
Sus patas traseras (con o sin apoyo en paredes laterales) para explorar el ambiente
en el que se encuentran. El andlisis del comportamiento general se realiz6 utilizando
el software EthoVision XT (11.5.126, Wageningen, Paises Bajos). Este software se
basa en el reconocimiento del sujeto experimental (en este caso ratdn) y realiza un
seguimiento de su movimiento alrededor de la arena, lo que permite el célculo de
distancias recorridas, velocidades, tiempo en regiones especificas de la arena, entre

otros analisis.
6.8.2 Tarea de reconocimiento de objetos novedosos (NOR)

El dia 4 (después de 3 dias de habituacion), cada raton fue introducido en la arena
y se le permitié explorar dos objetos idénticos (Al y A2) durante 10 minutos para la
fase de adquisicion. Los objetos se fijaron en el suelo cerca de una de las esquinas
de la arena (a 8 cm de distancia de cada una de las 2 paredes adyacentes, véase
la Figura 6C) con cinta adhesiva de doble cara para evitar su desplazamiento, como
resultado de la exploraciébn de estos por el animal. El dia 5, cada ratén fue
introducido en la arena donde se colocaron un objeto familiar (FO, Al) y un objeto
novedoso (NO). Los objetos se colocaron en la misma posicion que en la fase de
adquisicion (Figura 6C), y los sujetos pudieron explorar libremente los objetos
durante 10 minutos. Se determiné el indice de exploracion para el objeto novedoso,
que refleja la memoria del objeto.
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6.8.3 Tarea de reconocimiento de la ubicacién de objetos (LOR)

El dia 6, cada raton se coloc6 en la arena y pudo explorar libremente los mismos
objetos utilizados en el dia 5 durante 10 minutos para la fase de adquisicion (Figura
6C). Los objetos se colocaron en la misma posicion que el dia 5y se conocen como
ubicacién 1 (L1) y ubicacion 2 (L2). El dia 7, el objeto ubicado en L1 se colocé en la
misma posicion que en la fase de adquisicion ("ubicacién familiar”, FL), y el objeto
ubicado en L2 se coloc6 en una "ubicacién novedosa" (NL). Los ratones podian

explorar liboremente los objetos durante 10 minutos (Figura 6C). Se determiné un
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Figura 6. Esquema de las pruebas de comportamiento para reconocimiento de objeto novedosos (NOR) y
reconocimiento de la localizacién de objeto (LOR). A) Representacion de la arena cuadrada utilizada durante las
tareas de campo abierto y reconocimiento (NOR y LOR). B) La habituacion a la arena se realiz6 durante 10 min
durante tres dias consecutivos sin exposicién a objetos. C) Diagrama y ubicacién de objetos para NOR y LOR.
Para la tarea NOR, se utilizaron dos objetos idénticos (Al y A2, piramides de Lego) durante la adquisicion (dia 4).
El objeto de la izquierda era el mismo durante la fase de prueba (dia 5) que en la adquisicion (piramides de Lego)
y se denomina el “objeto familiar” (FO). El objeto de la derecha, el dia 5, era una figura nueva (torre de Lego)
llamada "objeto novedoso” (NO). Para la tarea LOR, el dia 6, se empled la configuracion del objeto utilizada el dia
anterior como una segunda prueba de adquisicion para reducir la novedad (L1, piramide y L2, torre). Durante la
fase de prueba (dia 7), el objeto denominado "L2" (torre) durante la adquisicién se desplaz6 a una nueva ubicacion
(NL). Por el contrario, el objeto L1 (piramide) utilizado durante la adquisicion se mantuvo en el mismo lugar en la
fase de prueba, un lugar familiar (FL). D) Fotografias de los objetos empleados durante las tareas de
reconocimiento.
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indice de exploracién para el objeto en la nueva ubicacion, que refleja la memoria

del lugar.

6.9 Analisis estadistico

Los datos son expresados en promedios * error estadndar de la media (SEM).
Prueba de ANOVA paramétrico o no paramétrico fue usada para evaluar diferencias
estadisticas entre los grupos (segun se indica en cada pie de figura). Se establecio
el valor de P<0.05 como estadisticamente significativo en todos los casos. Se utilizd

el programa estadistico GraphPad Prism 8, para el analisis.
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7. RESULTADOS

7.1 La exposicion a As y/o F no modificé el consumo de agua, caracteristicas

de la camada, ni el crecimiento en peso de la progenie.

El modelo experimental intenta reproducir la exposicion humana a estos elementos.
Por ello, consistié en utilizar 2 mg/L de As3+ y/o 25 mg/L de F iniciando en la
gestacion. Los animales fueron examinados un mes y tres meses después de su
nacimiento. Las cruzas se realizaron con hembras y machos de 8-9 semanas. Una
vez que se detect6 la presencia del tapon vaginal, las hembras se separaron en 4
grupos experimentales: C (control, agua libre de As y F), As (tratados con 2 mg/L
de As®'), F (tratados con 25 mg/L de F) y As+F (tratados con 2 mg/L de As®*y 25
mg/L de F). Una vez alcanzados los 21 dias posnatales (fin de lactancia) se realiz6
el destete y el sexado de las crias. Las crias machos continuaron la exposicion hasta
completar 1 mes o 3 meses posnatales. Las dosis de As y F utilizada en este estudio
estan en relacion con los valores de concentracién de As (0.2 mg/L) y F (2.5 mg/L)
presentes frecuentemente en pozas de agua en México (Jiménez-Cordova y cols.,
2018a), y una resistencia de alrededor de 10 veces a estos contaminantes en los

roedores respecto a los humanos.

De manera general los tratamientos fueron bien tolerados, no mostraron signos
fisicos evidentes de alta toxicidad. El periodo de gestacion en todos los grupos fue
de alrededor de 21 dias. Todas las crias nacieron con aproximadamente una
semana de diferencia entre ellas. El consumo diario de agua y de alimentos no fue
diferente entre los grupos, obteniéndose un consumo individual promedio entre 5-6
mL de agua de manera general durante la gestacion y posterior al destete, y con un
incremento proporcional durante el periodo de lactancia, por parte de las madres
(Figura 7A). Tampoco se observaron alteraciones en el tamafo de la camada, las
cuales variaron entre 11-15 crias independiente del grupo de exposicién, ni en la
relacion de crias de sexo masculino/ femenino. El crecimiento de la progenie siguio

un comportamiento normal, sin mostrar afectaciones por el tratamiento (Figura 7B).
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Figura 7. Efecto de la exposicion cronica a As y F en la ingesta de agua (A) y en el peso de la progenie (B).
Los datos muestran media = SEM. Two-Way ANOVA, prueba post-hoc: Tukey. Madres gestantes:

(N=10/grupo), Progenie de sexo masculino hasta P30 (N=40/grupo), Progenie de sexo masculino hasta P90
(N=25/grupo)

7.2 La acumulacién de As y sus especies metiladas disminuye a los P90,

independientemente de la combinacién con F, especialmente en hipocampo

Tanto roedores como humanos pueden bio-transformar el As inorganico a través de
reacciones de metilacion oxidativa, a través de la AS3MT, obteniéndose especies
mono y muti-metiladas de As®* o As®*. Entre los roedores, los ratones constituyen
el modelo animal ideal para el estudio de los efectos de As, debido a que el
contenido de Cys en la albumina de raton es similar a la humana, en contraste con
el alto contenido de Cys presente en la albumina de ratas. Por lo que la cinética y
distribucion del As es mas parecido a humanos. Ademas, el metabolismo del As es
similar al que ocurre en humanos (Hughes y cols., 2003). Los niveles de las especies
metiladas fueron determinadas en la corteza y el hipocampo de los ratones macho
a los 30 y 90 dias posnatales, para determinar si la exposicion combinada podria
tener un efecto en la capacidad de metilacion y acumulacion de As en los animales.
Los niveles totales de As en la corteza fueron mas altos que los del hipocampo. Los
niveles de especies de As metiladas en la corteza de animales expuestos a As
fueron significativamente mas altos que los expuestos a As+F a los P30 pero no a

los P90. Los niveles de especies de As metiladas en el hipocampo entre la
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exposicion individual y la combinacion no fueron significativamente diferentes en
P30 o P90 (Tabla 5). Durante la lactancia, los animales no estan expuestos a As
debido a la incapacidad de As para acumularse en la leche materna. Por lo que, el
reinicio de la exposicién después de terminar el periodo de lactancia puede
potenciar su rapida acumulacion en los tejidos en tiempos cercanos al reinicio de la
exposicion (Hughes y cols., 2003). Este efecto puede parcialmente explicar los
mayores niveles de As observados en ambos tejidos a los P30 en comparacion con
los P90.

Los niveles de F fueron determinados solamente en la corteza a partir de combinar

el tejido proveniente de 4 animales para cada grupo, debido a limitaciones
experimentales de la técnica. Los niveles de F fueron similares entre los grupos
experimentales (C: 0.019, As: 0.023, F: 0.019, As+F: 0.023 pg/g de tejido).

Tabla 5. Niveles de As y especies metiladas en la corteza y el hipocampo de ratones
expuestos a Asy F.

iIAs MMA+DMA
P30 P90 P30 P90
Corteza

C 24.06 + 6.98 10.32 £ 4.19 <LD <LD
As 21.32 +12.43 18.53 + 8.87 8.639 +1.54 * 4.37 £ 0.67 *

F 22.58 £ 8.93 13.01 £ 5.47 <LD <LD
As+F 16.25 £ 5.01 11.82 +4.24 3.76 £ 2.21 # 547 £1.69*

Hipocampo

C 16.03£12.11 1049+ 7.21 <LD <LD
As 19.59 £ 13.54 14.87 £4.91 3.81+£0.39* 1.65+1.27*

F 13.79 £ 3.76 13.06 + 3.30 <LD <LD
As+F 21.86 + 7.97 13.69 + 2.53 3.35+1.95* 1.92 £1.05*

Los ratones recibieron agua de beber purificada (controles, C), As (2 mg/L de As), F (25 mg/L de F) y As+F
(2:25 mg/L de As y F) desde la gestacién hasta los P30 (30 dias poshatales) o P90 (90 dias posnatales).
Los datos estan expresados en medias + desviacion estandar (N=5). Analisis estadistico Kruskal Wallis,
prueba post hoc: Dunn. p< 0.05. * significativo respecto a C y F; # significativo respecto a C, As y F.
Abreviaturas: iAs: arsénico inorganico, MMA: monometil-arsénico, DMA: dimetil-arsénico. LD: limite de
deteccion.
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7.3 La exposiciéon combinada disminuye los niveles de GSH a los P30 en la

cortezay el hipocampo, pero solo en el hipocampo alos P90.

El GSH constituye la principal defensa antioxidante en el cerebro, por ello se
determind el impacto de la exposicion gestacional en los niveles de GSH en la
corteza y el hipocampo (regiones asociadas al aprendizaje y memoria) en los

animales expuestos hasta P30 y P9O.

En la corteza, se observé una disminucion en los niveles de GSH en los grupos
expuestos a As y F de manera individual y combinada en los animales expuestos
hasta P30 (Figura 8A). Evidencias similares se han observado previamente en
nuestro grupo de trabajo (Ramos-Chavez, 2015; Nelson-Mora, 2018), mostrando
gue la corteza parece sufrir alteraciones en tiempos mas tempranos de exposicion

(P30), mientras que para mayores tiempos (P90) se restablecen los niveles de GSH.

Corteza Hipocampo
- C
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¥ . F ’ N . . " = As
 AstF T == F
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Figura 8. Desbalance redox celular en el cerebro de ratones expuestos desde la gestacion a As y F. Niveles
de GSH en cerebro de los animales a los P30 y P90 en corteza (A) e hipocampo (B). Media +SEM. Método
del OPA Analisis estadistico: One Way ANOVA, prueba post-hoc: Tukey. P30 (N=7) y P90 (N=6). * p<0.05,
# p<0.01, & p<0.001

En el hipocampo (Figura 8B), se observé una disminucion en los niveles de GSH en

los animales expuestos individualmente a As y en la combinacion a los P30,
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respecto al grupo control. Para etapas mas tardias de exposiciéon (P90), en el
hipocampo se observé una recuperacion en los niveles de GSH a niveles similares
al grupo control en el grupo expuesto a As de manera individual. Los grupos
expuesto a F y a As+F mostraron una disminucion significativa en los niveles de
GSH, en el hipocampo, respecto al grupo control y al grupo expuesto a As
individualmente a los P90. Interesantemente, se observd que los efectos de la
combinacion en el hipocampo son dependientes del efecto del As para P30 y

dependientes del efecto del F para los P90.

Los cambios temporales en los niveles de GSH muestran que la exposicion a F
requiere de mayores tiempos de exposicion para afectar los niveles de GSH en el
hipocampo; y sugieren que, a tiempos mayores el As, induce a una respuesta
adaptativa para restablecer los niveles de GSH en el hipocampo y la corteza, a estas

dosis y en este modelo de exposicion gestacional.

7.4 La actividad de laviade latransulfuracion aumenta en la corteza a los P90
en respuesta a la exposicion combinada de As y F, pero disminuye en el
hipocampo.

L-Cys es considerado el aminoé&cido limitante en la sintesis de GSH, el cual ingresa
a la célula a través de transportadores o es generado a través de la transulfuracion
a partir de la homocisteina. Los niveles de Cys, metabolitos derivados y H2S son
extremadamente importantes debido a sus funciones neuro-protectoras y neuro-

reguladoras.

Los niveles de las enzimas involucradas en la via de transulfuracion fueron
determinados por Western Blot. Tanto en hipocampo como en corteza no
observamos cambios en los niveles proteicos de estas enzimas a los P30 y P90
(Figura 9A-B). La produccion de H2S en cerebro estuvo determinada principalmente
por la actividad de la CBS, dado que la inhibicion de CSE no alter6 la capacidad de
produccion de HzS en estas muestras (Figura 9C). En la corteza se observé una

disminucion de alrededor de un 8% en la actividad de la ruta en los animales
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expuestos a As, F y As+F respecto al control a los P30. Mientras que, a los P90 en
la corteza, la producciéon de H2S incrementé en un 5% en el grupo expuesto
individualmente a As y F respecto a controles, y en un 15% en el grupo expuesto a

la combinacion respecto al control (Figura 9D).

En el hipocampo se observé una disminucién de un 12-15% en la actividad de la
ruta en animales expuestos a As, F y As+F a los P30 (Figura 9E). A los P90, en el
grupo expuesto a As se observd una recuperacidon en la actividad de la via de
transulfuracién en el hipocampo. En contraste, a los P90 en el hipocampo, el grupo
expuesto a F mostr6 una reduccion en un 10% respecto al control, y el grupo
expuesto a As+F, una reduccién de un 20% en la actividad respecto a controles
(Figura 9E).

Dado que los niveles proteicos de las enzimas no se alteraron, los datos sugieren
gue los mecanismos regulatorios involucrados en la modulacion de la actividad de

la via de transulfuracion son principalmente post-traduccionales.

Una limitante de este ensayo es su baja sensibilidad, dado que la cuantificacion del
complejo (PbS) se realiza por densitometria, y su formacién depende de la difusion
del producto (H2S) de la reaccion enzimatica. Sin embargo, teniendo en cuenta esta
limitante, cambios significativos de un 8-15% pueden representar un cambio

biol6gicamente significativo.
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Figura 9. Niveles proteicos y actividad de las enzimas de la via de la transulfuracién en la corteza y el
hipocmpo de animales expuestos a As y F desde inicios de la gestacion. Niveles proteicos de CBS y
CSE de los animales tratados hasta P30 y P90 en corteza (A) e hipocampo (B). Media +SEM. Western
Blot. (N=6) C) Imagen representativa de la participacion de la actividad de CSE en la produccion de HzS
en diferentes tejidos. Propargilglicina (PAG), inhibidor de CSE. Capacidad de produccion de H2S de los
animales a los P30 y P90 en corteza (D) e hipocampo (E). Media +SEM. Andlisis estadistico: One Way
ANOVA, prueba post-hoc: Tukey. P30 (N=6) y P90 (N=5). * p<0.05, # p<0.01, & p<0.001.
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7.5 La exposicion combinada a As y F aumenta los niveles de ARNm de
transportadores de cisteinay metionina en la corteza, mientras disminuye los

niveles proteicos de GLT1 en cortezay de xCT en hipocampo a los P90.

Un adecuado balance en el transporte de aminoacidos es esencial para diferentes
funciones del cerebro. El transporte de Cys y de aminoacidos con actividad
neurotransmisora como Ser, Gln y Glu comparten los algunos transportadores, por
lo cual la modulacién de algunos de ellos en respuestas a afectaciones redox puede

tener efectos adversos en el funcionamiento sinaptico.

Respecto a los transportadores de Cys, en la corteza, se observé un aumento de
50-70% en la transcripcion de del transportador Slclal en los grupos expuestos a
As, F, As+F respecto al grupo control a los P90. Ademas, en la corteza,
incrementaron los niveles de Slicla4, en un 72-74% en grupos expuesto a As y
As+F, y de un 150% en el grupo expuesto a F, respecto a los niveles observados
en el grupo control (Figura 10A). Por el contrario, la expresion de Slcla5 en la
corteza, disminuyd en el grupo expuesto a la combinacion de As+F en un 25%
respecto a los controles. A los P90 en la corteza, los niveles de ARNm del
transportador de Met Slc7a5 incrementaron en un 83% en el grupo expuesto a As,
y en un 200% en el grupo expuesto a F y As+F respecto a los controles. Los niveles
del ARNm de Slc7a8 no se modularon por la exposicion (Figura 10A). Respecto a
los transportadores de Glu, en la corteza a los P90, los niveles de ARNm de Sicla2
disminuyeron en el grupo expuesto a As+F en un 12%, mientras que los niveles de
ARNmM de Slcla3 aumentaron en un 70-90% en los grupos expuestos a As, F y
As+F respecto al control. Los niveles de ARNm de Slic7all se encontraron
disminuidos en un 22% en los animales expuesto a F en la corteza a los P90 (Figura
10A). La magnitud de los cambios en los niveles del ARNm de los transportadores
en la combinacion de As y F parecen depender principalmente del efecto de uno u

otro téxico y varia para cada transportador.

A nivel proteico, los transportadores mencionados anteriormente no se modularon

por la exposicion a los P90 en la corteza, excepto los niveles proteicos de EAAT2
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gue se encontraron disminuida en un 21% en la corteza a los P90 en los animales

expuestos a As+F respecto a los controles (Figura 10B).

La diferencia entre los cambios a niveles de ARNm y proteina podrian resultar de la
diferencia en sensibilidad en las técnicas experimentales entre qPCR y Western
Blot. A su vez, el incremento en los niveles de ARN y no en los de proteina, podrian
estar relacionados con una mayor degradacion proteica de estos transportadores, y
un incremento en la expresidn génica en respuesta para mantener los niveles
basales de estos. No obstante, el hecho de encontrar un aumento en los transcriptos
de algunos de estos genes nos sugiere la induccién de un mecanismo de respuesta

molecular para hacer frente al desbalance redox resultantes de la exposicion a estos
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Figura 10. Niveles de ARNm y proteina de transportadores de aminoacidos en cerebro de los animales
alos P90. Niveles de ARNm en corteza (A) e hipocampo (C). Niveles proteicos en corteza (B) e hipocampo
(D). Media +SEM. Analisis estadistico: One Way ANOVA, prueba post-hoc: Tukey. N=6. *p<0.05.

En el hipocampo a los P90, se modularon pocos transportadores a nivel ARNm
comparados con las alteraciones observadas en corteza. Respecto a los
transportadores de Cys, los niveles de ARNm de Slclal disminuyeron en un 28%
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en el grupo expuesto a la combinacién (As+F) respecto a controles en el hipocampo.
Los niveles de Slcla5 se encontraron aumentados significativamente en los grupos
expuestos a As (27%), F (51%) y As+F (75%) respecto a los controles, en el
hipocampo a los P90 (Figura 10C). Los transportadores de Met no se modularon

por la exposicion en el hipocampo a los P90.

Respecto a los transportadores de Glu, observamos un aumento en el hipocampo
a los P90, en los niveles de ARNm de Sicla2 en los grupos expuestos a As (43%),
F (69%) y As+F (42%) respecto a los controles (Figura 10C). Sin embargo, a nivel
proteico observamos una disminucién en los niveles de EAAT2 en el grupo expuesto
a F en un 16% respecto al control (Figura 10D). Los niveles de ARNm de Sic7all,
aumentaron en un 50% en el grupo expuesto a As respecto a controles en el
hipocampo a los P90; mientras que, los niveles de ARNm de Sic7all disminuyeron
en un 29-31% en los grupos expuesto a F y As+F respecto a los controles (Figura
10C). Los niveles proteicos de XxCT mostraron un decremento de un 12-15% en los
niveles de XCT en los grupos expuestos a As, F y As+F en el hipocampo a los P90,

respecto al grupo control.

7.6 La exposicion combinada a As y F altera la proporciéon de subunidades de
receptores de glutamato y disminuye la actividad de la ALT en la corteza y el

hipocampo alos P90.

La sinapsis glutamatérgica constituye el tipo de sinapsis quimica mas abundante en
la corteza y el hipocampo, que son las regiones mas sensibles a los efectos de As
y F, y estan asociadas a las afectaciones neurolégicas observadas en las
poblaciones humanas expuestas a estos xenobioticos. La medicion de los niveles
de los receptores de Glu constituye un acercamiento para evaluar afectaciones en
la transmision glutamatérgica. Por ello, evaluamos los niveles de diferentes
subunidades de los receptores ionotropicos de glutamato tipo NMDA y AMPA en los

animales adultos expuestos desde la gestacional.

Como se puede observar en la Figura 11A, en la corteza a los P90, los niveles de

las subunidades de los receptores tipo AMPA, GIuAl y GIuA2 se encontraron
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disminuidos en el grupo expuesto a As en un 17% y 15% respectivamente respecto
al control. En contraste, la exposicion combinada (As+F) resulté en una disminucion
en un 14% de la subunidad GIluAl respecto al grupo control. Con respecto a las
subunidades de los receptores tipo NMDA, en la corteza a los P90, los niveles de la
subunidad NR2A aumentaron en un 40% en el grupo expuesto a F y en un 22% en
la combinacién, mientras los niveles de NR2B no se modularon. Tampoco
observamos cambios en los niveles de sinaptofisina y PSD95, dos proteinas

importantes en la funcionalidad y ensamblaje proteico en las terminales sinapticas.

En el hipocampo (Figura 11B) no se encontraron alteraciones en los niveles de las
subunidades de los receptores tipo AMPA. En cambio, a los P90 en el hipocampo
los niveles de NR2A incrementaron en el grupo expuesto a As (24%), F (37%) y
As+F (30%) respecto a los controles, mientras que los niveles de NR2B
disminuyeron entre un 15-20% el grupo expuesto a F y As+F. Similar a corteza, en

el hipocampo no observamos cambios en los niveles de sinaptofisina y PSD95.

Adicionalmente evaluamos la actividad de las aminotransferasas involucradas en la
sintesis de novo de Glu en el cerebro. Observamos una disminucién significativa en
el grupo expuesto a la combinacion (As+F) en la actividad enzimatica de la ALT en

la corteza y el hipocampo a los P90 (Figura 11C-D).
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7.7 La memoria de objeto dependiente de corteza e hipocampo esta afectada

tras la co-exposicion aAsy F.

Con el objetivo de evaluar el impacto que tienen las alteraciones moleculares antes
observadas en el funcionamiento del cerebro se evalu6 la capacidad de memoria
de los animales a través de las pruebas conductuales de reconocimiento de objeto
novedoso (por sus siglas en inglés, NOR) y reconocimiento de la localizacion del
objeto (por sus siglas en inglés, LOR). Estas pruebas dependen de la actividad
sinaptica de la corteza y el hipocampo, respectivamente (Vogel-Ciernia y Wood,
2014), lo que nos permiten evaluar la funcionalidad de estas dos regiones
previamente afectadas por As y F. Como parte del protocolo de analisis de
comportamiento se realizé una prueba de campo abierto para evaluar capacidad
motora, exploracion y ansiedad de los animales experimentales para descartar su
impacto en el desempeiio en las pruebas de memoria. En la Figura 12A se muestra
los resultados del analisis de diferentes parametros en la prueba de campo abierto.
Los datos muestran que no existen diferencias en la capacidad exploratoria de los
animales segun el tratamiento (frecuencia de levantamiento, distancia recorrida), ni
ansiedad evidente (% tiempo en centro de la arena); lo que sugiere que estas
variables no influyen en los resultados posteriores. Ademas, observamos una
disminucion en la distancia recorrida en todos los grupos en el dia 2 con respecto al
dia 1, lo que muestra que todos los grupos de animales se habituaron de manera

similar a la arena.

Los analisis de las pruebas NOR y LOR se realizaron de forma doble ciega en los
gue se determinaron los tiempos de exploracién a cada objeto durante la prueba
conductual y se calcul6 el indice de exploracion. Como se puedo observar (Figura
12B - izquierda), durante la fase de adquisicion de la prueba NOR, los animales
exploraron los dos objetos idénticos (Al y A2) durante un periodo de tiempo similar.
Durante la fase de prueba (Figura 12B - derecha), los animales controles y
expuestos a F son capaces de discriminar entre el objeto novedoso (NO) vs familiar
(FO) dado que el indice de exploracién (IE) es significativamente mayor para el
objeto novedosos (NO). Mientras que, los animales expuestos a As y As+F, no

mostraron un IE significativo para objeto novedoso (NO).
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Durante la fase de adquisicién de la prueba LOR (Figura 12C - izquierda), los
animales exploraron los dos objetos conocidos en ambos lugares denominadas L1
y L2 por periodos similares. En la fase de prueba (Figura 12C - derecha), solo los
animales expuestos As+F no mostraron un IE significativo por la localizacion

novedosa (NL).
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8. DISCUSION

8.1 La exposicion a Asy F como problema de salud en México.

Diferentes elementos presentes en la superficie terrestre se encuentran acumulados
en aguas subterraneas resultado del lixiviado de los suelos. El As y F constituyen
los elementos con mas presencia en el agua subterranea a nivel mundial. Dado
gue aproximadamente un tercio de la poblacién mundial depende del suministro de
agua proveniente de pozas subterraneas (Howard y cols., 2006), el nimero de
personas que beben agua con elevados niveles de As y F sobrepasa los 200
millones. Debido a sus origenes geologicos, México presenta a lo largo de su
territorio numerosas pozas de agua con niveles superiores a los recomendados por
la OMS, para As y F, con alrededor de un 40% de las pozas con contaminacién
combinada por ambos elementos (Limén-Pacheco y cols., 2018). Como resultado,
la poblacibn mexicana se ha encontrado expuesta a estos elementos por
generaciones. La exposicion crénica a As y F ha sido asociada con afectaciones
severas a diferentes 6rganos. En especial, la exposicion durante etapas tempranas
de la vida como la gestacion y etapas tempranas posnatales tiene alta relevancia
en el desarrollo de cancer y alteraciones neuroldgicas, en especial retraso cognitivo.
Se ha estimado que aproximadamente 0.5 millones y 6 millones de nifios mexicanos
se encuentran expuestos a As y F, respectivamente (Limon-Pacheco y cols., 2018),
resaltando el alto riesgo que presenta la poblacibn mexicana a desarrollar
enfermedades asociadas a la exposicion a As y/o F. Debido a las repercusiones
sociales y de salud en general que conlleva la exposicién a estos elementos, es
necesario estudiar los efectos moleculares que generan. Sin embargo, la mayoria
de los estudios han abordado exposiciones individuales, sin tener en cuenta la
posible interaccion entre ambos elementos, como ocurre en la naturaleza. El estudio
de estos efectos contribuye a la generacién de evidencias necesarias que soportan
las normativas de control de niveles de calidad del agua de beber y en el desarrollo
de tecnologias para la eliminacion de estos elementos del agua de bebida, en zonas

de menor desarrollo social y econémico.
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8.2 La exposicion a As y F genera un desbalance redox en la corteza y el
hipocampo en diferentes tiempos, asociado a la inhibicion de la via de

transulfuracion y transporte de cistina.

Los efectos nocivos de estos elementos han sido principalmente asociados con
alteraciones en el balance redox. La exposicion a As y F disminuye los niveles de

GSH e interfieren en metabolismo de este (Chouhan y cols., 2010).

En este trabajo, la exposicion a As y F induce desde tiempos tempranos
afectaciones en el estado redox en el cerebro en los animales expuestos desde la
gestacion. Los bajos niveles de GSH observados en la corteza a los P30 parecen
estar asociados con la disminucion en la via de la transulfuracion a ese tiempo.
Mientras que, a los P90, observamos un incremento en los niveles de ARNm de
transportadores de Cys y Met, un incremento en la actividad de la via de la
transulfuracion, y una recuperacion en los niveles de GSH, lo que sugiere la
activacibon de mecanismos de respuesta antioxidante en este tejido.
Interesantemente la magnitud del efecto y mecanismos involucrados en la
recuperacion de los niveles de GSH a los P90 en la corteza, difirio entre las

exposiciones individuales y combinadas a estos elementos (Figura 8).

En el hipocampo, la disminucién sostenida en los niveles de GSH a los P30 y P90
en el grupo As+F podria estar asociada a la inhibicion sostenida de la via de
transulfuracién y a la disminucién de la expresion de xCT a los P90. En el grupo
expuesto a As observamos una recuperacion en los niveles de GSH que podria
asociarse con la recuperacion en la actividad de la via de la transulfuracién a los
P90 en el hipocampo. En estudios previos de exposicion a As a 20 mg/L, en un
modelo de exposicion similar, el incremento en los niveles de GSH se asoci6 con
un incremento en XCT (Ramos-Chévez y cols, 2015). Sin embargo, a la dosis de
exposicion empleada en este trabajo, 2 mg/L de As, se observé una disminucion en
los niveles de xCT a los P90, y un incremento transcripcional de Sicla5, sugiriendo
la induccién de diferentes mecanismos de respuesta dependientes de dosis, tejido
y tiempo estudiado.
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Los bajos niveles de GSH, la reduccién en la expresion de xCT y la reduccién en la
actividad de la via de la transulfuracion observados en el hipocampo en el grupo
expuesto a la combinacién, podrian llevar a ferroptosis, un tipo de muerte celular
dependente de hierro y caracterizada por dafio oxidante (Chen y cols., 2021). En
algunos modelos de estrés oxidante en el cerebro, como los de hipoxia—reperfusion,
se ha observado que la induccion de ferroptosis estd mediado por disminucion en
los niveles de GPX4 y xCT, y un incremento en los niveles de p53. P53 modula
negativamente la expresion de XCT, y puede inducir o reprimir la ferroptosis
dependiente de la magnitud del dafo celular (Jiang y cols., 2015; Chen y cols.,
2021). Sin embargo, a pesar de encontrar disminuidos significativamente los niveles
de GSH y XCT en el grupo expuesto a As+F en el hipocampo a los P90 (Figura 8A
y 10D), no observamos cambios en los niveles de p53 ni GPX4 (dato no mostrado),
lo que parece sugerir que estas dosis no inducen muerte por ferroptosis dependiente
de p53 vy, que la disminucion de xCT es a través de un mecanismo independiente
de p53.

Por otro lado, la disminucion en la actividad de la ruta de transulfuracion podria estar
asociada a mecanismos de regulacion alostérica. SAM es un activador alostérico de
la CBS (Prudovay cols., 2006). La disminucion en los niveles de SAM podria ocurrir
por su consumo durante el metabolismo de As (Hughes, 2002) y por la inhibicién de
la MAT por F (al-Khafaji y cols., 1998). Adicionalmente, la reduccion en la metilacion
de As a los P90 en ambos tejidos podria estar asociado con menores niveles de
dicho cofactor. Sin embargo, la determinacion de los niveles de SAM seria necesaria

para confirmar esta relacion.

8.3 La co-exposicion a As y F induce un desbalance en la disponibilidad de
Glu, a través de la disminucion de los niveles de GLT1, xCT y la actividad de
ALT.

Como ha sido mencionado previamente, cambios en los niveles de GSH, podrian
alterar la homeostasis del Glu. La exposicion a As y F resultd en la alteracion de la
expresion de transportadores de Glu y en la actividad de enzimas que regulan el
metabolismo del Glu. La reduccion en los niveles de xCT observada en hipocampo,

puede modificar los niveles extracelulares de Glu y subsecuentemente la
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transmision sinptica (De Bundel y cols., 2011). EAAT2 es el recapturador mas
abundante de Glu presente en corteza e hipocampo, por lo que la reduccién de este
en la corteza en el grupo expuesto a As+F tiene un importante impacto en la
recaptura y reciclamiento del Glu. Alteraciones en los niveles de EAAT2, han sido
reportadas previamente en exposiciones a As, como las revisadas en este trabajo
(véase Tabla 1y seccién 2.7.1). Sin embargo, evidencias directas de la modulacién
de los recapturadores de Glu por exposicion a F no habian sido descritas
previamente, por lo que la disminucion significativa en los niveles de EAAT2 en el
hipocampo a los P90 en el grupo expuesto a F, es un hallazgo novedoso.
Adicionalmente, observamos una disminucion en la actividad de ALT (sintesis de
novo de Glu) en el grupo As+F en corteza e hipocampo. La reduccion de la actividad
de las transaminasas por exposiciones a F ha sido previamente asociada con
reduccion en el contenido total de Glu en el cerebro (Niu y cols., 2009; Bartos y
cols., 2022). Sin embargo, la contribucion de las transaminasas, en especial ALT, al
mantenimiento de los niveles de Glu es menor que la del ciclo de Glu-GIn (Andersen
y cols.,, 2021). A pesar de esto, varios estudios sugieren una importante
participacion de ALT en la metabolizacion de Glu dentro de los astrocitos luego de
su recaptura durante la trasmision sinaptica y en el reciclamiento del nitrégeno
durante el ciclo de Glu-GIn (Westergaard y cols., 1993; Erecinska y cols., 1994;
Schousboe y cols., 2003). Por lo cual, menor actividad de esta enzima es mas
probable que resulte en una pobre metabolizacion de Glu en astrocitos y menor
capacidad de tamponamiento de los niveles Glu extracelular.

Estas modificaciones antes discutidas, sugieren que la combinacion induce
alteraciones en los niveles del Glu en la corteza y el hipocampo que puede tener un

impacto negativo en la transmision sinaptica y en la conducta de los animales.

8.4 La proporcion de subunidades de receptores ionotrépicos de glutamato
tipo AMPA y NDMA se modifica por la co-exposicion a As y F, lo que resulta

en una menor capacidad de memoria en pruebas de reconocimiento de objeto.

Las pruebas de comportamiento muestran un pobre desempefio en el grupo
expuesto a la combinacion (As+F) en las pruebas dependiente de corteza e

hipocampo comparado con las exposiciones individuales. La exposicion aAs o F, a
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dosis mayores a las empleadas en este trabajo, induce alteraciones conductuales
principalmente dependiente de hipocampo, como son menor capacidad de
aprendizaje y memoria espacial, y mayor ansiedad (Han y cols, 2014, Liu y cols.,
2014; Tyler y Allan 2014; Ramos-Chavez y cols., 2015; Gopnar y cols., 2023).
Similar a nuestras observaciones, otros estudios han mostrado que el F, a dosis
similares a las de este trabajo, por si solo no tiene efecto en la memoria y
aprendizaje en las pruebas de NOR y laberinto acuatico de Morris (Han y cols, 2014;
McPhersony cols, 2018). Mientras que, exposiciones a As durante gestacion incluso
a dosis mas bajas como 0.05y 0.1 mg/L de As interfieren en la memoria en la prueba
de NOR (Martinez-Finley y cols, 2009; Fitz y cols., 2022). Los defectos en la
memoria observados en este trabajo pueden estar asociadas con las modificaciones

en los niveles de los receptores glutamatérgicos en la corteza y el hipocampo.

La exposicidbn combinada alteré la proporcion de las subunidades de receptores
ionotrépicos tipo NMDA y AMPA en la corteza e hipocampo a los P90. Respecto a
las alteraciones encontradas en los niveles de receptores de Glu, los reportes
previos no son consistentes respecto al tipo de modulacion (alza o baja) y tipo de
subunidades, lo cual parece estar relacionado principalmente con las dosis y
modelos de exposicion empleados. A pesar de que la mayoria de los trabajos
describen una disminucion en la expresion de estos receptores a dosis mucho
mayores que la nuestra, algunos trabajos concuerdan con nuestros hallazgos
(Krtger y cols., 2009, Huo y cols., 2015, Sun y cols, 2018). En varios estudios
previos, la modulacién de estas subunidades ha sido asociada con la disminucion
de los niveles de PSD95. Sin embargo, en este trabajo no observamos cambios en
PSD95, ni sinaptofisina, lo que sugiere que a estas dosis ocurre una modulacion
mas discreta de la transmision sindptica glutamatérgica, que no implica importantes
modificaciones ultraestructurales como ocurre a altas dosis (Luo y cols., 2009; Huo
y cols., 2015).

Un aspecto importante que podria repercutir en la diferencia de subunidades
moduladas entre las regiones es la distribucion diferencial de As metilado entre

regiones en los grupos expuestos a As y As+F. En este trabajo observamos una
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mayor acumulacion de As metilado en la corteza respecto al hipocampo, lo cual
puede estar asociado con una mayor irrigacion sanguinea de la region. Esta
diferencia podria contribuir a que los animales del grupo As mostraran afectaciones

conductuales en las pruebas dependientes de corteza, pero no del hipocampo.

Para comprender mejor como los cambios en los niveles de los receptores de Glu
impactan en el comportamiento tenemos que partir por las diferentes caracteristicas
fisicoguimicas, la distribucion de los receptores tipo AMPA y tipo NMDA en el

cerebro, y sus roles durante la transmision sinéptica.

Los receptores tipo NMDA son mas abundantes en la post-sinapsis que los
receptores tipo AMPA y son permeables a Ca?*, por lo que su activacién es esencial
para la transmision de la sefial eléctrica y para la activacion de cascadas de
sefalizacion que regulan la plasticidad sinéptica (Hassel y Dingledine, 2012). No
obstante, para la activacion de los receptores tipo NMDA es importante la previa
activacion de receptores tipo AMPA para la liberacién del bloqueo por Mg?* de los
receptores NMDA. Ademas, la subunidad GluAl es menos abundante en la corteza
respecto a la subunidad GIuA2, y los receptores tipo AMPA, conformados con
subunidades GIuA2 son impermeables a Ca?* (Schwenk y cols., 2014). Por ello, el
reclutamiento de receptores AMPA, especialmente los homotetrameros de GIuAl,
a la sinapsis resulta en la maduracion y activacién funcional de esta, asi como en la
potenciacion sinaptica (Kessels y Malinow, 2009). Teniendo en cuenta lo anterior,
cambios en la proporcion de subunidades, y disminucion en los niveles de las
subunidades en especial la unidad GIuAl, como se observa en corteza por
exposicion a As y As+F (Figura 11A), podria resultar en una deficiente activacion y

maduracién sinaptica, y en defectos cognitivos.

Para los receptores tipo NMDA, los receptores formados por las subunidades NR2A
o0 NR2B presentan diferentes cinéticas de activacion y desactivacion, por lo que la
relacion entre los niveles de NR2A/NR2B es importante en la adecuada transmision
sinaptica y en los procesos de plasticidad sinaptica (Hassel y Dingledine, 2012). Un
incremento en este cociente, por sobreexpresion de NR2A resulta en peor
desempefio conductuales (Cui y cols., 2013). La disminucién en los niveles de

76



NR2B, también resulta en una LTP disminuida y peor desempefio en diversas
pruebas conductuales asociadas al hipocampo y corteza (Clayton y cols., 2002;
Gardoni y cols., 2009). Los cambios en el cociente NR2A/NR2B, modifican la
excitabilidad de la sinapsis, disminuyendo el umbral para la plasticidad sinéptica
bidireccional (LTP o LTD) e influencia el aprendizaje espacial (Bach y cols., 1995;
Zeng y cols., 2001).

Por ello, las alteraciones en la proporcién de subunidades tipo AMPAR y NMDAR
en la corteza y en el hipocampo sugieren afectaciones en la correcta transmision

sinaptica y resultan en un peor desempefio en pruebas de memoria (NOR y LOR).

8.5 Predisposicion a enfermedades neurolégica por toxicidad a As+F,

contribucion de este trabajo

La exposicion a As o F en poblaciones humanas han mostrado principalmente
afectaciones neuroldgicas en nifios, caracterizadas por una disminucion en las
capacidades intelectuales y predisposicidon a enfermedades del neurodesarrollo
como desorden del espectro autista. En contraste, en adultos ha sido asociado con
demencia y afectaciones emocionales (Tabla 1 y 2). Estas evidencias estan en
relacion con las regiones del cerebro que acumulan mayores niveles de As o F
segun han mostrado los estudios en roedores (Sanchez-Pefia y cols., 2010;
Whitford y cols., 2009).

A pesar de la discrepancia entre etapa de vida y dosis de exposicion entre los
estudios epidemiolégicos y modelos experimentales, varios estudios en animales
han demostrado diferentes mecanismos moleculares de neurotoxicidad de estos
elementos y como contribuyen en las alteraciones conductuales. En adicion, varios
de estas afectaciones descritas constituyen caracteristicas distintivas de
enfermedades neurodegenerativa, como son estrés oxidante, disfuncion
mitocondrial y disfuncion en transmision sinaptica (Tabla 1,2 Anexos). En
concordancia con estas evidencias, algunos investigadores han sugerido que la

exposicién crénica y desde etapas tempranas de la vida, constituye un factor
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importante en el desarrollo de enfermedades degenerativas en la etapa adulta (Rice

y Barone, 2000; Grandjean y Landrigan, 2014).

En este trabajo, pudimos observar diferentes alteraciones en animales adultos que
fueron expuestos desde la gestacidén a As+F que podrian contribuir al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas dentro de la clasificacién demencia a mas largo
plazo. La disminucidon mantenida en los niveles de GSH en el hipocampo, es un
marcador importante en el desbalance redox y el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas (Paul y cols., 2018). Ademas, la actividad de la via de la
transulfuracién disminuy6 por la exposicion combinada en el hipocampo a los P90.
Varios metabolitos de esta via y subproductos tienen un papel importante en el
funcionamiento y proteccién del cerebro (Hensley y Denton, 2015). La cetimina de
lantonina, un derivado de un subproducto de estas enzimas tiene funciones
neuroprotectoras. El H2S producido por las enzimas CBS y CSE, como resultado de
la promiscuidad de sustrato, ejerce diferentes funciones celulares a través de
sulfhidratacion de residuos de Cys de proteinas. Entre ellas, el H2S contribuye a
regular el balance redox, la proteostasis celular, y la transmision sinaptica (Paul y
cols., 2018). Alteraciones en la expresion y actividad de la enzima CBS y en los
niveles de H2S han sido observada en enfermedades neurodegenerativas
incluyendo el Alzheimer (Paul y Snyder, 2018). El H2S también contribuye a regular
la contraccion/relajacion vascular, y otras funciones del endotelio vascular, por lo
gue alteracion en el H2S resultan en la disfuncion endotelial (Citi y cols., 2021).
Adicionalmente, la ruta de la transulfuracion esta interconectada con la ruta del ciclo
de la metionina y es regulada por los niveles de SAM. Dado que la actividad de la
via se encontraba disminuida, asi como la cantidad de As metilado, es posible que
hubiera alteraciones en los niveles de SAM. SAM es un metabolito que participa en
la donacion de grupos metilos en diferentes rutas metabdlicas, incluyendo la sintesis
de fosfolipidos de membrana (Benjamins y cols., 2012) y la sintesis de colina, a
pesar de no ser suficiente para los requerimientos de esta ultima. Sin embargo, en
condiciones de altos niveles de homocisteina, bajos niveles de SAM y estrés
oxidante, se favorece la conversion de colina en betaina, para alimentar el ciclo de

la Met (Jadaviji y cols., 2017) (Figura 3). Este proceso, aunque es mas comun en
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higado en determinadas condiciones puede ocurrir en el cerebro, debido a la
presencia de la BHMT (Prieur y cols, 2017), conllevando a una disminucion en las
pozas de colina, que pueden ser destinadas para la sintesis de acetilcolina.
Disminucion en los niveles de SAM y alteraciones en los niveles de acetilcolina y
transmision colinérgica, se ha observado en paciente y modelos experimentales de
Alzheimer (Schaeffer y Gattaz, 2008; Linnebank y cols, 2010) y por exposicion a As
y F (Tabla 1 y 2). Por lo cual, afectacion de la actividad de la via de transulfuracion
en el grupo expuesto a As+F podria contribuir al desarrollo de enfermedades

relacionadas a la demencia.

Por otro lado, observamos deficiencias de memoria en pruebas conductuales
asociadas a la corteza y al hipocampo, y alteraciones en la expresiéon de receptores
ionotropicos de glutamato. Entre ellas, la disminucion de las subunidades GIuAl y
NR2B ha sido observada en pacientes con Alzheimer (Schaeffer y Gattaz, 2008).
En contraste, el aumento de NR2A ha sido asociado con alteraciones emocionales
(Ganguly y cols., 2015; Lee y cols., 2021), conducta que es frecuente en
enfermedades asociadas a la demencia (Zhao y cols., 2016; Asmer y cols., 2018).
Ademas, el incremento de NR2A ha sido asociada con pérdida de interneuronas
parvalbumin+ en corteza en modelos animales de ansiedad (Ganguly y cols., 2015).
Estas interneuronas presentes tanto en corteza como hipocampo tienen funciones
regulatorias en el balance excitatorio/inhibitorio y su disfuncién ha sido asociada con

diferentes enfermedades neurologicas (Nahar y cols., 2021)

Por ultimo, observamos una disminucion en los niveles de EAAT2 en la corteza, y
de la actividad de ALT en corteza e hipocampo a los P90. Ambos elementos, tienen
un rol importante en el control de los niveles extracelulares de Glu a través de la
recaptura y metabolismo de este en astrocitos, como ha sido mencionado
previamente. Estas alteraciones a largo plazo podrian resultar en la acumulacion
extracelular de Glu y muerte neuronal por excitotoxicidad, caracteristico de las

enfermedades neurodegenerativas (Schaeffer y Gattaz, 2008).

A pesar, que los datos obtenidos hasta el momento de exposicién evaluado sugieren

que las afectaciones en la memoria estéan relacionadas con un desbalance redox y
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alteraciones en la proporcion de receptores glutamatérgicos y disposicion de
glutamato. Dichas afectaciones a largo plazo podrian resultar en los cambios
previamente expuestos, y en neurodegeneracion. Por lo cual seria importante
explorar el impacto de estos elementos previamente discutido en un mayor tiempo

de exposicion.
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10. CONCLUSIONES

e La co-exposicion gestacional a As 'y F no altera la acumulacion de Asy F en
la corteza y el hipocampo; sin embargo, la corteza acumula mayores niveles

de As que el hipocampo.

e La co-exposicion gestacional a As y F, resulta en una disminucién sostenida
en los niveles de GSH en el hipocampo a diferencia de las exposiciones

individuales, pero no en la corteza.

e La exposicién combinada a As y F induce un aumento mayor de la actividad
de la via de la transulfuracion en la corteza comparado con las exposiciones
individuales, mientras que la presencia de As incrementa el efecto inhibitorio

del F en la actividad de la via de la transulfuracién en el hipocampo.

e La exposicion combinada a As y F disminuye de los niveles proteicos de
EAAT2 en la corteza y en la actividad de ALT en la corteza y el hipocampo a
diferencia de las exposiciones individuales. Sin embargo, la disminucion en

niveles de xCT en el hipocampo es independiente de la combinacion.

e La exposicion combinada a As y F altera la proporcién de los receptores
glutamatérgicos en la corteza y el hipocampo, que resulta en un efecto
negativo en la memoria de objeto tanto en ambas pruebas reconocimiento de

objeto (novedoso y localizacion) a diferencia de exposiciones individuales.
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11. PERSPECTIVAS

En este trabajo pudimos observar que la combinacién de As y F resulta en una
disminucién sostenida en los niveles de GSH en el hipocampo. Consideramos que
seria interesante evaluar el efecto a nivel mitocondrial en los niveles de GSH, y su
impacto en diferentes procesos celulares, teniendo en cuenta la importancia del
GSH en la mitocondria y el importante papel de esta en el cerebro.

Adicionalmente, observamos alteraciones en el metabolismo de la cisteina, y en el
metabolismo de As, por lo que seria interesante evaluar los niveles de SAM/SAH,
un metabolito en comun entre ambos procesos y que podria contribuir a explicar las
alteraciones observadas con la exposicion combinada a As 'y F.

A nivel de sinapsis glutamatérgica, observamos una disminucién en la actividad de
una enzima de sintesis de novo de Glu y en el transporte de Glu en los animales
expuestos a As y F, sin embargo, consideramos que seria necesario evaluar el
efecto a nivel del ciclo de Glu - GIn, la capacidad de liberacién de Glu vesicular y los
niveles extracelulares de Glu, para un mejor entendimiento del impacto en la
homeostasis del neurotransmisor.

Adicionalmente, observamos que la exposicion combinada modulé diferencialmente
la expresion de subunidades de receptores tipo NMDA y AMPA en el cerebro. Las
subunidades de los receptores de Glu presentan diferentes conductividades y
cinéticas de apertura, por lo que consideramos que seria importante realizar
estudios electrofisiolégicos para evaluar impacto de estos cambios moleculares en
la excitabilidad de las neuronas y respuesta a estimulacion eléctrica. También seria
interesante evaluar si estos cambios en la expresion del receptor de glutamato
también podrian resultar en una maduracion deficiente de las espinas dendritica y
una interconexion cerebral alterada.
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Abstract

Exposure to toxic elements in drinking water, such as arsenic (As) and fluoride (F), starts at gestation and has been associ-
ated with memory and learning deficits in children. Studies in which rodents underwent mechanistic single exposure to As
or F showed that the neurotoxic effects are associated with their capacity to disrupt redox balance, mainly by diminishing
glutathione (GSH) levels, altering glutamate disposal, and altering glutamate receptor expression, which disrupts synaptic
transmission. Elevated levels of As and F are common in groundwater worldwide. To explore the neurotoxicity of chronic
exposure to As and F in drinking water, pregnant CD-1 mice were exposed to 2 mg/L As (sodium arsenite) and 25 mg/L
F (sodium fluoride) alone or in combination. The male litter continued to receive exposure up to 30 or 90 days after birth.
The effects of chronic exposure on GSH levels, transsulfuration pathway enzymatic activity, expression of cysteine/cystine
transporters, glutamate transporters, and ionotropic glutamate receptor subunits as well as behavioral performance in the
object recognition memory task were assessed. Combined exposure resulted in a significant reduction in GSH levels in the
cortex and hippocampus at different times, decreased transsulfuration pathway enzyme activity, as well as diminished xCT
protein expression. Altered glutamate receptor expression in the cortex and hippocampus and decreased transaminase enzyme
activity were observed. These molecular alterations were associated with memory impairment in the object recognition task,
which relies on these brain regions.

Keywords Arsenic - Fluoride - XCT - Transsulfuration pathway - Hydrogen sulfide - Glutamate receptor - Glutamate
disposal

Introduction

Fluoride (F) and arsenic (As) are the most serious contami-
nants in drinking water worldwide and are of health concern,
since approximately over one-third of the world s population
depends on the ground water supply (Schmoll et al. 2006).
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Chronic exposure to As and F by drinking water has been
linked to toxic effects in several organs and to neurodevel-
opmental alterations in children (Tyler and Allan 2014, Aga-
lokova and Nadei 2020). As and F can cross the placenta
and blood-brain barrier and can incorporate into the central
nervous system (CNS). As is a metalloid element with high
affinity for the SH- group, while F has strong electroneg-
ativity with high affinity for OH- and NH-, which results
in the alteration of protein assembly and other molecular
interactions. Alteration in glutathione (GSH) levels is the
main redox perturbation associated with As or F exposure
(Chouhan and Flora 2010). However, although As+F are
frequently present in groundwater worldwide (Schmoll et al.
2006), the effects of the combination of these elements in
drinking water have been poorly explored (Mondal and
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Chattopadhyay 2020). L-y-Glutamyl-L-cysteinyl-glycine
(GSH) constitutes the major antioxidant defense in the brain,
and its synthesis is limited by cysteine availability. Brain
cells take up cystine or cysteine through facilitated transport
and synthesize cysteine from methionine through the trans-
sulfuration pathway (Lu 2013). The transsulfuration pathway
involves the participation of enzymatic steps carried out by
cystathionine B-synthase (CBS) and cystathionine y-lyase
(CSE) (Paul et al. 2018). Cysteine in the extracellular space
is mostly oxidized as cystine, and its uptake by glial cells
is mediated mainly by the antiporter xCT in exchange for
glutamate. Neuron cysteine uptake is mediated by EAAT3
(EACC1), which is part of the excitatory amino acid trans-
porter (EAAT) family (Valdovinos-Flores and Gonsebatt
2012). GSH homeostasis in the brain is tightly linked to
glutamatergic synaptic transmission, since GSH can also
serve as a reservoir of neuronal glutamate. Additionally,
xCT and EAAT3 participate in the uptake of Cys and may
also modulate extracellular glutamate levels.

During glutamatergic transmission, vesicular glutamate
release activates ionotropic glutamate receptors in the post-
synaptic terminal. The most abundant receptors include
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
(AMPA) and N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors,
which depolarize the postsynaptic terminal upon activation
to propagate the nervous impulse. The signal ends when glu-
tamate is removed from the synaptic cleft (Hassel and Din-
gledine 2012). Glutamate homeostasis is essential for proper
signal transmission and depends on coordinated glutamate
recycling and metabolism between neurons and astrocytes.
Vesicular glutamate originates from the glutamate—glu-
tamine shuttle and from de novo synthesis mainly by aspar-
tate aminotransferase (AST) and alanine amine transferase
(ALT). Moreover, glutamate recapture is mediated by EAAT
transporter family members that are expressed in high levels
on astrocytes but also in the synaptic terminals (Andersen
et al. 2021).

We have previously explored the neurotoxic impact of
chronic As exposure starting at gestation and observed dis-
rupted glutamate disposition in the cortex and hippocampus.
Increased expression of the cystine/glutamate xCT trans-
porter was linked to increased levels of extracellular gluta-
mate in the hippocampus and altered expression of NMDA
and AMPA receptors (Ramos-Chavez et al. 2015; Nelson-
Mora et al. 2018). In the case of F exposure during gestation
and lactation, different groups have reported reduced activity
and expression of antioxidant components in the cortex and
hippocampus of rat and mouse offspring. Additionally, they
observed reduced activity of brain transaminase involved
in glutamate synthesis and altered expression of glutamate
receptors, associated with memory impairment (Sun et al.
2018; Bartos et al. 2022). In Mexico, levels as high as
0.650 mg/L and 23.4 mg/L for As and F, respectively, have
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been observed in some locations. As and F are present in a
ratio of approximately 1:20-1:50 (Alfaro de la Torre et al.
2018). Rodent models show a resistance to As or F toxic-
ity of five-to-tenfold compared to that of humans (Vahter
1999; Council 2006). In this work, we explored the effects
of exposure to low and relevant doses of these toxic elements
considering the mouse model resistance, the As:F ratio, and
average levels in nature. To explore the impact of As+F
in drinking water on the cortex and hippocampus, CD1
male mice were chronically exposed at gestation to 2 mg/L
sodium arsenite and 25 mg/L sodium fluoride in drinking
water. Glutathione levels, transsulfuration pathway enzyme
activities, and the expression of cystine/glutamate and
cysteine transporters as well as NMDA and AMPA receptor
proteins were explored in the cortex and hippocampus at
postnatal days 30 and 90 (P30 and P90, respectively). Addi-
tionally, the expressions of PSD95 and synaptophysin were
determined to investigate the general postsynaptic protein
distribution and arrangement and vesicular density, respec-
tively. Behavioral tests to evaluate learning and memory
were performed at P90.

Materials and methods
Chemicals and antibodies

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St
Louis, MO, USA) unless otherwise indicated. Methylar-
sonic acid (MMAYV) disodium salt (99% pure) was obtained
from Chem Service (West Chester, PA, USA). Sodium boro-
hydride was obtained from EM Science (Gibbstown, NIJ,
USA). For Western blots, primary rabbit antibodies against
xCT (ab37185), EAAT3 (ab124802), GLAST (ab416),
GLT1 (ab41621), NR2B (ab65783), GluA2 (ab133477),
Synaptophysin (SY38, ab8049), CBS (ab135626), and CSE
(ab151769) were obtained from Abcam (Cambridge, MA,
USA). Anti-LAT1 (sc-134994) and PSD95 (7E3, sc-32290)
were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA). Rabbit anti-NR2A (AB1555P) and anti-
GluA1l (AB1504) antibodies were purchased from Millipore
(Bedford, MA, USA). Primary antibody against SLC1A4
(8442 s) and secondary goat anti-rabbit antibodies were
obtained from Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA). Secondary anti-mouse IgG antibody was purchased
from Invitrogen (Waltham, MA, USA).

Animals and treatment

Eight- to ten-week-old CD-1 mice were obtained from the
Animal Care Facility at the Instituto de Investigaciones Bio-
médicas, UNAM and were maintained at 23—25 °C under a
12 h light/dark cycle and a relative humidity of 50-60%.
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Animals were given free access to food (Harlan 2018S Diet;
Harlan, Indianapolis, IN, USA) and water. The experimen-
tal protocol was approved by the Institutional Animal Care
and Use Committee of the Instituto de Investigaciones
Biomedicas, UNAM. Virgin female mice were paired with
proven breeder males, and the next day, each female was
explored for the presence of a mating plug. Pregnant mice
(n=40) were randomly divided into four groups. The first
group (control group) received iAs/F-free drinking water,
the second group (As group) received 2 mg/L As daily as
sodium arsenite in drinking water, the third group (F group)
received 25 mg/L F daily as sodium fluoride in drinking
water, and the fourth group (combination As+F group)
received both elements in the above-mentioned concentra-
tions in drinking water. Solutions were prepared freshly
daily in deionized water to avoid oxidation of As. Animal
weight was determined weekly. At the end of the lactation
period (postnatal day 21), mice were separated by sex. Male
litters continued with the exposure protocols until P30 or
P90. At these times, mice were euthanized, and the cortex
as well as the hippocampus were dissected, immediately fro-
zen, and stored at — 70 “C until processed or used freshly for
some experiments.

Animals were handled following the ‘‘Principles of Labo-
ratory Animal Care’’ guidelines (NIH publication #85-23,
revised 1985) and ‘‘Especificaciones técnicas para la pro-
duccidn, cuidado y uso de los animales de laboratorio (Clave
NOM-062-Z00-1999)" of the ‘‘Norma Oficial Mexicana
de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacién (SAGARPA)’’ (published in August
2001).

Arsenic level determination

The levels of As species were determined in the cortex and
hippocampus by hydride-generation atomic absorption spec-
trometry using cryotrapping (HG-CT-AAS) as previously
described by Hernandez-Zavala et al. (2008). First, tissue
sample homogenates were prepared on ice with deionized
water as described by Currier et al. (2011). Independent
calibration graphs of the inorganic and methylated arsenic
species were used for quantification.

Fluoride level determination

The levels of F were determined in pooled samples of four
mouse cortex per group, combining the isothermal distil-
lation technique (Rigalli and Puche 2007) with a poten-
tiometric method using an ion-selective electrode (Orion
9609BNWP, Thermo Fisher Scientific Inc., USA). A 1:1
mixture of the sample and a total ionic strength adjustment
buffer (TISAB) were made. The concentration of F was
determined by interpolating the results on a calibration plot.

Urine fluoride reference materials PC-U-F2102 (0.413 pg/
mL), PC-U-F2103 (7.31 pg/mL), and PC-U-F2104 (4.25 pg/
mL) from the Centre de Toxicologie du Québec (Institut
National de Santé Publique du Québec [INSPQ]) were used
as quality control.

GSH level determination

Reduced GSH levels were measured in fresh tissue prepara-
tions of the cortex and hippocampus using a microplate-
adapted fluorometric o-phthalaldehyde (OPA) method
(Silva-Adaya et al. 2020). The method is based on the con-
jugation of reduced GSH with o-phthalaldehyde (OPA),
forming a stable and fluorescent isoindole derivate (Senft
et al. 2000). GSH levels were determined by fluorescence
with 365 nm/430 nm (excitation/emission) filters in a DTX
800/880 Multimode Detector (Beckman Coulter, Fullerton,
CA, USA).

Transsulfuration pathway activity

CBS and CSE activity was determined by their ability to
produce H,S (Silva-Adaya et al. 2020). H,S production was
measured through the formation of PbS spots (brown dot
spots), which resulted from the reaction of diffused H,S
with PbAc embedded in the filter paper placed over the
plate surface. The assay was run in a 96-well plate with at
a final volume of 150 pl containing 300 pg of protein from
homogenated cortex or hippocampus and reaction solution
(final concentration of 10 mM L-Cys, 1 mM PLP in PBS1X)
per well. Liver samples from untreated animals were used
as positive controls. Dot spots were quantified using ImageJ
software version 1.46r software (US National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA).

Western blotting

Total protein preparations from the cortex and the hippocam-
pus were used as the source of protein for the Western blot
studies. Briefly, 20 mg of tissue was homogenized in RIPA
buffer (Tris HC1 50 mM, pH 7.55, NaCl 150 mM, EDTA
2 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM, NaPPi 2.5 mM, Triton
X-100 1%, sodium deoxycholate 0.1%, glycerol 2-P 1 mM,
Na,VO, 1 mM, PMSF 1 mM, and 10 mg/mL aprotinin/leu-
peptin) and centrifuged at 14,000xg for 15 min at 4 °C. The
supernatant was collected and stored at— 80 °C for further
analysis. The total protein concentration was determined by
the microtiter Bradford technique (Bio-Rad, CA, USA) using
a standard graph of albumin. R?>0.98. For transporter and
enzyme expression analysis, 30 pg of protein was loaded in a
10% SDS-acrylamide gel and transferred into nitrocellulose
(Bio-Rad Laboratories, Germany). For receptor expression
analysis, 50 pg of protein was loaded in 8% SDS-acrylamide
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gel and transferred into PVDF membranes (Bio-Rad Labo-
ratories, Germany). The membranes were blocked with TBS
containing 5% Blotto and 0.1% Tween-20 and incubated
with the respective primary antibodies at 4 °C overnight.
As a loading control, total protein Ponceau staining was
used. Protein bands were visualized after incubation with
the appropriate HRP-linked secondary antibodies using
the Amersham TM ECL TM Advance Western blotting
Detection Kit (GE Life Sciences, RPN2232). Images were
captured using Li-Cor and analyzed using ImageJ software
version 1.46r software (U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA). Protein expression levels were
analyzed using ImageJ (vs. 1.49) and normalizing each band
with respect to the loading control (Ponceau Staining). Pro-
tein contents were finally compared and represented with
respect to the experimental control.

Brain transaminase activities

Transaminase activity was determined as a marker of de novo
synthesis of glutamate by a modified procedure (Reitman
and Frankel 1957) using dinitrophenyl-hydrazine (DNPH).
Briefly, 40 pg of protein was incubated with 100 pL of ALT
substrate (2 mM a keto-glutarate +0.2 M alanine in phos-
phate buffer pH 7.4) or AST substrate (2 mM o keto-gluta-
rate+0.2 M aspartate in phosphate buffer pH 7.4) at 37 °C
for 30 min or 60 min, respectively. Subsequently, 100 pL of
1 mM DNPH in 1 N HCI was added to the mixture and incu-
bated at RT for 20 min. Finally, 1 mL of NaOH1M was added
and incubated for 10 min at RT. The absorbance at 505 nm
was measured. Sodium pyruvate (2 mM) was used as a
standard, and enzymatic activity was expressed as U/L using

. . . __ umol(60min)—umol(0min)
the following equations: EA (AST) = Somin X 0.00001L

EA (ALT) = ”m‘ggﬁxii);'grggé(l(imin), respectively.

Behavioral tasks

Behavioral studies were performed on P83-P90 follow-
ing previously described protocols (Moreno-Castilla et al.
2017). For the open-field test, as well as for the object and
place recognition tests, we used a white acrylic closed square
arena (40 x40 %25 cm) in which the floor was covered with
sawdust. The arena was placed in a dim-light illuminated
room and had an internal visual clue consisting of a rec-
tangular black and white striped plasticized cardboard
(385 cm) glued to one of the walls (see Supplementary
Fig. 1). The objects used in the recognition tasks were two
identical pyramids of Lego blocks named “A1” and “A2”
(4.8 cm length X 3.0 cm widthxX 4.0 cm height, built in
red, blue, gray, and yellow) and a different object, a tower
of Lego blocks referred to as “novel object” (NO, 3.2 cm
length X 1.6 cm width X 4.5 cm height, built in green, red,
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yellow, and white) (see Supplementary Fig. 1). The objects
were thoroughly cleaned with 70% ethanol, and sawdust was
stirred after each trial to prevent olfactory cues. The animals
were transported to the experimental room 30 min before
the beginning of each session. All behavioral sessions were
video-recorded for further analysis. One of the two experi-
menters remained blinded to the treatment of each animal.
The blind experimenter performed the calculations to deter-
mine the exploration index in the acquisition and test phases
of the recognition tasks (see below).

Habituation to the arena and open-field test

Each mouse was handled for 10 min on 3 consecutive days
and was then habituated to the squared arena without any
objects for 10 min a day for 3 days before the onset of the
memory tasks. The first day of habituation was used to
evaluate the general motor performance and anxiety-related
behaviors through an open-field analysis. This consisted of
the measurement of the total traveled distance, the percent-
age of time spent in the center or peripheral zones of the
arena (see Supplementary Fig. 1), and the rearing frequency.
General behavior recording and further observational analy-
sis were performed using EthoVision XT software (11.5.126,
Wageningen, The Netherlands).

Novel object recognition task (NOR)

On day 4 (after 3 days of habituation), each mouse was
introduced to the arena and allowed to explore two identical
objects (Al and A2) for 10 min for the acquisition phase.
Objects were fixed on the floor close to one of the corners
of the arena (8 cm away from each of the two adjacent walls,
see Supplementary Fig. 1) with double-sided tape to pre-
vent displacement by the animals. On day 5, each mouse
was introduced to the arena where one familiar object (FO,
A1) and one novel object (NO) were placed. The objects
were placed in the same positions as in the acquisition phase
(Supplementary Fig. 1), and subjects could freely explore
the objects for 10 min. An exploration index for the novel
object, reflecting object memory, was further obtained.

Location of object recognition task (LOR)

On day 6, each mouse was placed in the arena and could
freely explore the same objects used on day 5 for 10 min
for the acquisition phase (see Supplementary Fig. 1). The
objects were placed in the same position as on day 5 and are
referred to as location 1 (L1) and location 2 (L2) in Fig. 5B.
On day 7, the object located in L1 was placed in the same
position as in the acquisition phase (“familiar location”, FL),
and the object located in L2 was placed in a “novel location”
(NL). Mice could freely explore the objects for 10 min (see
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Supplementary Fig. 1). An exploration index for the object
in the novel location, reflecting place memory, was further
obtained.

The results were expressed as an exploration index (EI)
that was calculated as the time spent exploring (in seconds) a
specific object over the total exploration time (both objects)
IE=[object 1/(object 1 +object 2)]. An EI equal to 0.5 indi-
cates no preference for any object or location, while an EI
higher than 0.5 is considered a preference for an object or
a location. Exploration was considered as pointing the nose
to an object at 2 cm or less and touching it with the nose.
Turning around, sitting on, climbing, or gnawing the objects
was not considered exploratory behavior.

Data analysis

The data are expressed as the mean + standard error of the
mean. The number of animals tested is indicated in each case.
One-way analysis of variance (ANOVA) tests were used to
assess statistical significance followed by post hoc tests, as
indicated in the corresponding figures. A p <0.05 was con-
sidered statistically significant in all cases.

Results

Exposed pregnant females did not show significant differ-
ences from the controls with respect to weight gain, food or
water consumption, or litter size or weight at birth (data not
shown). Pup weight gain was also similar during and after
lactation. To investigate the effects of exposure in the off-
spring, we determined the content of arsenical species (inor-
ganic and methylated forms) in the cortex and hippocam-
pus in mice at P30 and P90. In most mammals, including
humans, inorganic As is reduced and methylated into mono-
methylated and di-methylated trivalent and pentavalent

A CORTEX
. . C
159 [ ] = As
F
3 As+F

#
1
1.0
0.5+ =
0.0~

T T
P30 P90

GSH (nmol/g tissue) normalized to control

Fig.1 Effect of As and F exposure on GSH. GSH levels in the
mouse cortex (A) and hippocampus (B) at P30 and P90. Bars show
means + SEMs, normalized against controls. Data were analyzed by

forms and conjugated with GSH in most tissues, including
the brain (Sanchez-Peiia et al. 2010). Total As levels in the
cortex were higher than those in the hippocampus. The lev-
els of methylated As species in the mouse cortex of animals
exposed to As were significantly higher than those exposed
to As+F at P30 (As: 8.64+1.54 vs. As+F: 3.76+2.21 ng/g
tissue), while this difference was not observed at P90 (As:
4.37+0.67 vs. As+F: 5.47+1.69 ng/g tissue). The lev-
els of methylated As species in the hippocampus were not
significantly different at P30 or P90 (As: 3.81+0.39 vs.
As+F: 3.35+1.95 ng/g tissue; As: 1.65+1.27 vs. As+F:
1.92 +1.05 ng/g tissue, respectively). During lactation, ani-
mals are not exposed to As due to the inability of As to
accumulate in maternal milk. The higher levels observed at
P30 compared with P90 could be a boost in accumulation
after the restart of exposure after ending the lactation period
(Hughes et al. 2003). In contrast, we observed similar levels
of F in the cortex among groups. The F concentrations deter-
mined in the P90 pooled cortex samples were 0.019 ug/g
in control, 0.023 pg/g in As exposed group, 0.019 pg/g in
F-exposed group, and 0.023 pg/g in the combined AS +F
group. F concentration in soft tissues such as the brain is
usually low and also dose- and time-dependent (Inkiele-
wicz and Krechniak, 2003). A few studies have reported its
accumulation in brain using higher doses and longer periods
of exposure than those used here (Inkielewicz and Krech-
niak, 2003; Sharma et al. 2022).

GSH levels in the cortex and hippocampus are
affected by combined exposure to As and F

At P30, the levels of reduced GSH were significantly
decreased in the cortex of animals exposed to As, F, or
As+F (Fig. 1A), while at P90, the level of GSH in all groups
was similar to that of controls, suggesting that GSH synthe-
sis increased in the exposed groups after P30. In contrast,
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two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc analysis. *P <0.05,
#P<0.01,n="7
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in the hippocampus, GSH levels were significantly lower at
P30 in the As and As+F groups, while mice exposed to F
showed levels similar to control. At P90, only mice receiv-
ing F or As+F showed significantly lower levels of GSH
(Fig. 1B). These results suggest that the hippocampus shows
evidence of continued oxidative stress by As+F due to the
significantly lower levels of reduced GSH. Additionally, the
combination As+F showed different impacts on the GSH
system depending on age and brain region.

CBS and CSE activity inhibition is associated
with lower GSH levels in As- and F-exposed mice

Cysteine bioavailability is a limiting factor for GSH syn-
thesis and the maintenance of adequate levels of GSH in
cells. We investigated the expression and activity of CBS
and CSE. CBS and CSE protein levels in the cortex or in
the hippocampus were not altered at P30 or P90 (Supple-
mentary Fig. 2A, B). However, inhibition of the enzymatic
activity measured as H,S production was observed in groups
exposed to As and F. In the cortex, activity at P30 was ini-
tially reduced, and then, the activity of the enzymes at P90
increased, especially in the As+F group; this observation
could be linked to the decrease (P30) and later (P90) increase
in GSH levels, respectively (Fig. 1A). In contrast, H,S pro-
duction in the hippocampus was reduced in all exposed
groups compared to the control at P30 and continued to be
inhibited or reduced in the F- and As + F-exposed groups at
P90 (Fig. 2A, B, Supplementary 2C), which coincides with
the lower levels of GSH observed at P90.

Expression of cystine/glutamate, cysteine,
and glutamate transporters

A significant reduction in EAAT?2 protein levels (gluta-
mate importer) was observed in the cortex at P90 in the

>
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[ As+F

.

100

a
o
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o
L

% H2S production normalized to control (AU)

T
P30

Fig.2 H,S production in the mouse cortex (A) and hippocampus (B)
at P30 and P90. Bars show means + SEMs of the densitometric meas-
urement of PbS spots formed, normalized against controls. Data were
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As + F-exposed group (Fig. 3A). Simultaneously, in the
hippocampus, we observed an important reduction in the
level of xCT at the mRNA and protein levels at P90 in
the group exposed to As and/or F compared to the control
group and of EAAT?2 in the mice exposed to F (Fig. 3B).

Modulation of ionotropic glutamate receptor
expression and glutamate synthesis

Alterations in glutamatergic transmission have been asso-
ciated with neurological impairment after As or F expo-
sure (Tyler and Allan 2014; Agalakova and Nadei 2020).
Here, we observed crucial differences between glutamate
receptor subunit expressions in exposed animals at P90,
the time when the behavioral tasks were performed. In
the cortex, As exposure reduced the expression levels of
GluA1 and GluA2, but no changes were observed in NR2A
or NR2B subunits. F exposure increased the protein levels
of NR2A without altering AMPAR expression. In contrast,
As +F exposure reduced the protein levels of GluA1 and
increased the levels of NR2A (Fig. 4A).

In the hippocampus, no changes were observed in
AMPAR at P90, but an increase in NR2A and a decrease
in NR2B in the F and As+F groups were observed at
this same time point (Fig. 4B). In addition, we tested the
expression of PSD95 and synaptophysin in the cortex and
hippocampus as biomarkers of general postsynaptic pro-
tein distribution and arrangement and vesicular density,
respectively. We did not observe significant alterations
in any of the protein contents, suggesting that glutamate
synaptic transmission is more discretely modulated at the
doses tested compared to the ultrastructural modification
of the synapse observed in other models exposed to higher
doses (Luo et al. 2009; Huo et al. 2015).

B HIPPOCAMPUS

150 = - C

= As
ez F

1 As+F
100

50 =

% H2S production normalized to control (AU)

analyzed by two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc analysis.
*P<0.05, #P<0.01, & P<0.0001, n=5 (a) n=7 (b)
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Fig.3 Cystine/glutamate and glutamate transporter

expression
in the mouse cortex (A) and hippocampus (B) at P90. Bars show
means + SEMs of the densitometric determination of Western blot

De novo glutamate synthesis

ALT and AST are responsible for de novo glutamate syn-
thesis in the brain. A significant reduction in ALT activity
was observed in the cortex and hippocampus at P90 in the
As+F group. These results suggest an important alteration
in glutamate availability in the brain (Fig. 4C, D).

Memory impairment after combined exposure to As
and F

Memory performance was assessed using the following
recognition tasks: the novel object recognition (NOR) and
the location object recognition (LOR) tests to establish a
possible association between the observed molecular altera-
tions and behavioral impairments. NOR has a meaningful

images normalized against total protein stain as loading control
and expressed respect to controls. Data were analyzed by two-way
ANOVA followed by Tukey’s post hoc analysis. *P <0.05, n=6

cortex participation, while the LOR has a critical spatial
memory component that involves the hippocampus (Vogel-
Ciernia and Wood 2014). The analysis of the open-field test
performed prior to the NOR task did not show significant
motility, alteration in exploration behavior, or anxiety-like
behavior induced by As or F treatment (Supplementary
Fig. 3), which was important for the further interpretation
of memory performance (Vogel-Ciernia and Wood 2014).
During the acquisition phase in both tasks, NOR and LOR,
no preference was observed for the two identical objects, as
expected (Fig. SA and B). In the test phase of NOR, mice
exposed to As and to As+F could not discriminate the novel
object (NO) in contrast to the control group, suggesting a
memory impairment related to the cortex region (Fig. SA).
In the LOR test phase, we also observed an impairment in
the ability to discriminate the novel location (NL) in the
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by two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc analysis (n=6).
Brain tissue transaminase activity at P90 in the cortex and hip-
pocampus (C-D). Bars represent means + SEMs. Data were analyzed
by two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc analysis (n=7).
*P<0.05, #P<0.01, & P < 0.0001
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Fig.5 Memory impairment in the novel object recognition (NOR)
and location of object recognition (LOR) tasks at P90 in animals
exposed to As and As+F. A) Exploration index (EI) during object
acquisition (left graph) and the test phase of NOR (right graph).
During acquisition, animals explored the two identical objects for a
similar amount of time, showing no difference in the EI. During the
test phase (right panel), animals exposed to As and As+F did not
display a significant EI for the novel object (NO). B) EI during the
acquisition (left graph) and test phases (right graph) of LOR. Dur-
ing acquisition, animals explored the objects in the known locations

group exposed to As+F (Fig. 5B, p <0.05), which suggests
an impairment in spatial memory.

Discussion

Groundwater contamination with As and F is common
in arid and semiarid regions from Latin America, Asia,
and Africa, affecting over 300 million people worldwide.
Unfortunately, overexploitation of groundwater increases
the concentration of toxic elements (Schmoll et al. 2006;
Falkenmark 2009). In many of these regions, as in México,
populations have been exposed for generations to groundwa-
ter with elevated levels of As and F (Limén-Pacheco 2018).

for a similar amount of time, showing no difference in the EI. During
the test phase (right panel), all groups spent more time exploring the
novel location except for the As+F group. EI equal to 0.5 indicates
no preference for any particular object/location, while a value higher
than 0.5 indicates a preference for an object/location. Al and A2 are
identical objects; NO is a novel object; FL indicates familiar location;
NL indicates novel location. Mean+SEM. n=6 (control, As+F),
n=28 (As), n=7 (F) two-way ANOVA, post hoc test: Tukey’s test.
#P <0.01, & P<0.0001

This condition has caused detrimental effects on their quality
of life due to the higher prevalence of cardiovascular, renal,
hepatic, reproductive, and neurological diseases (Mondal
and Chattopadhyay 2020). Learning and memory impair-
ments have been documented in children exposed to As or
F worldwide (Tyler and Allan 2014; Agalakova and Nadei
2020). Using a mouse model, we have previously reported
that exposure to inorganic As in drinking water starting at
gestation alters the homeostasis of GSH and disrupts the
availability of glutamate in the hippocampus, which was
associated with altered ionotropic glutamate receptor expres-
sion, and to impaired memory (Ramos-Chavez et al. 2015;
Nelson-Mora et al. 2018). On the other hand, F also induces
an imbalance in redox homeostasis in the brain and affects
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glutamatergic transmission, as reviewed by Agalakova and
Nadei (2020).

In this work, we further show that As+F exposure com-
bined in drinking water led to an important reduction in
GSH levels at P30 and P90 in the cortex and hippocampus
(Fig. 1). The decrease in GSH levels was shown to occur
along a reduction in CBS and CSE activities and xCT protein
expression in the hippocampus at P90. In the cortex at P90,
GSH levels were recovered in association with an induc-
tion in CBS and CSE activity (Figs. 2 and 3). Significantly
lower levels of GSH, xCT downregulation, and transsulfura-
tion inhibition could lead to ferroptosis in the hippocampus
(Stockwell et al. 2020), although additional experiments are
needed to further strengthen these suggestions.

On the other hand, the modulation in the transsulfuration
pathway could be due to allosteric regulation. S-adenosyl-
methionine (SAM) is an allosteric activator of CBS (Pru-
dova et al. 2006). However, SAM levels could be diminished
due to As methylation (Sanchez-Pefia et al. 2010) and by
F-induced inhibition of methionine adenosyl-transferase
(al-Khafaji et al. 1998). Determining the SAM levels in this
model would clarify whether the transsulfuration pathway
inhibition observed in the hippocampus and cortex (P30) is
mediated by SAM bioavailability alteration.

On the contrary, the activity of the pathway could be
induced under toxic conditions. The increase in transsul-
furation observed in the cortex at P90 (Fig. 2A), especially
in the group exposed to the combination of As+F, could
be associated with a higher accumulation of both elements
combined in that and, therefore, a synergistic induction of
adaptive response to overcome redox imbalance.

As mentioned before, changes in GSH levels could lead to
altered glutamate homeostasis. The As+F exposure group
showed greater effects on transporters and enzymes that reg-
ulate glutamate levels, including the inhibition of transami-
nase activity and the decreased expression of EAAT2 and
xCT (Fig. 4C and Fig. 3, respectively). EAAT?2 is the major
member of the EAAT family present in the forebrain and is
found primarily in astrocytes and neurons. EAAT? is respon-
sible for the most glutamate uptake; therefore, downregula-
tion in its expression could alter glutamate homeostasis. In
addition, a reduction in XCT levels in the hippocampus can
also contribute to altered extracellular glutamate levels (De
Bundel et al. 2011).

In this work, we observed that chronic exposure to As+F
resulted in lower ALT activity (Fig. 4C). Previous work
has shown that inhibition of glutamate transaminases by F
exposure is associated with a reduction in total glutamate
contents in the brain (Niu et al. 2009; Bartos et al. 2022).
However, according to Andersen et al. (2021), ALT contri-
bution to glutamate synthesis is less important than that of
the glutamine—glutamate shuttle. Nonetheless, ALT activ-
ity could be important for glutamate buffering in astrocytes
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and ammonium recycling during the glutamine—glutamate
shuttle. Erecinska et al. (1994) and Westergaard et al. (1993)
showed that ALT activity is higher in astrocytes during glu-
tamate degradation and alanine synthesis, favoring alanine
release from astrocytes and its uptake by neurons. Moreover,
the opposite cycling direction has been proposed to con-
tribute to ammonium recycling (Schousboe et al. 2003).
Although we cannot attribute the decreased ALT activity
to a specific cell type or cellular location, alterations in its
activity can clearly result in important alterations in gluta-
mate metabolism and homeostasis.

The results obtained thus far suggest that As+F expo-
sure alters glutamate homeostasis. Most likely associated
with this, we observed that As or F exposure altered the
proportion of AMPAR and NMDAR subunit expression in
the cortex and hippocampus (Fig. 4A, B). Similar alterations
in receptor expression have been observed previously for
AMPAR and NMDAR expression after As or F exposure
(Ramos-Chavez et al. 2015; Nelson-Mora et al. 2018; Sun
et al. 2018; Yang et al. 2018); although at higher doses, both
downregulated NR2A expression (Luo et al. 2009; Sun et al.
2018) (Fig. 4A).

NOR and LOR test results showed an important impair-
ment in memory in mice exposed to As+F in tasks depend-
ent on the cortex and hippocampus at P90 (Fig. 5). Other
studies have shown that after exposure to As or F, memory
impairment occurs in different hippocampal-dependent
tasks, such as the water maze and location object recognition
tests (Liu et al. 2014; Huo et al. 2015; Ramos-Chavez et al.
2015). However, some of these studies used higher doses of
both elements. Here, we observed that As +F caused altera-
tions in both tasks, in contrast to As or F exposure alone.
Interestingly, in As-treated animals, the impairment seen
in the cortex-dependent task could be associated with the
higher accumulation of As in this brain region, as compared
to the hippocampus. Moreover, memory impairment in this
task occurred along alterations in AMPAR and NMDAR
expression induced by the combination of As+F.

An increase in NR2A has been associated with memory
impairment in different behavioral tasks, including object
recognition (Cui et al. 2013). Additionally, reduction and
ablation of the NR2B subunit in the forebrain result in
impaired LTP and impaired performance in different spa-
tial and nonspatial memory tasks (Clayton et al. 2002; von
Engelhardt et al. 2008). The change in the NR2A/NR2B
ratio, as a result of altered subunit expression, modifies
the threshold for bidirectional synaptic plasticity (LTP
or LTD) and influences spatial learning behavior (Bach
et al. 1995; Zeng et al. 2001). The recruitment of AMPAR,
especially GluAl-containing receptors to the synaptic
area by electrophysiological-induced activity, results in
the maturation and functional activation of the synapse as
well as of its potentiation (Kessels and Malinow 2009).
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The reduction in the expression levels of receptors in the
brain could result in improper postsynaptic activation, sig-
nal transduction, and memory codification.

Alterations in brain glutamate metabolism and avail-
ability as a result of redox imbalance during chronic expo-
sure to As+F could lead to altered expression of glutamate
receptors and learning and memory impairments as those
observed in exposed subjects. Nevertheless, additional
investigation regarding the activity of enzymes involved
in the glutamine—glutamate cycle, extracellular glutamate
levels, and glutamate vesicle release activity could better
clarify the impact of these alterations on glutamate neu-
rotransmitter availability. Moreover, electrophysiological
evaluations could help explain the impact of As+F on glu-
tamatergic synapses. It will also be interesting to evaluate
whether these changes in glutamate receptor expression
could also result in poor dendritic spine maturation (Haas
et al. 2006) and altered brain interconnections.

Finally, this study, which involved mice exposed to bio-
logically relevant levels of As and F, provides new insights
into the alteration in transsulfuration pathway as a possible
mechanism of xenobiotic-induced neurotoxicity, consider-
ing its involvement in H,S and cysteine production and
their function in the brain. Future studies should explore
the inhibition of the transsulfuration pathway by other
xenobiotics in the CNS.

Conclusion

Male mouse offspring exposed to As+ F in combination
through drinking water, starting at gestation, showed
memory impairments at P90. These behavioral observa-
tions were associated with a downregulation of GSH levels
and transsulfuration pathway activity and with a decrease
in the levels of glutamate transporters as well as with a
reduction in de novo synthesis of glutamate, suggesting an
altered glutamate availability. Additionally, we observed
changes in the proportion of NMDA glutamate receptor
subunits, which may add to an imbalance in excitatory
neurotransmission.
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