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1) RESUMEN 

 

Los metales y metaloides son contaminantes ambientales relacionados con el desarrollo de distintas 

enfermedades. La exposición a arsénico inorgánico (iAs) está asociada a neurotoxicidad y la severidad 

depende de la dosis recibida. En la mayoría de los mamíferos el iAs cruza la barrera hematoencefálica 

(BHE) y una vez dentro de las células es metilado. Esto ocurre en prácticamente todas las regiones del 

sistema nervioso central (SNC). La metilación de iAs requiere de la presencia de agentes reductores 

tales como el glutatión (GSH), tiorredoxina (Trx) y de la S-adenosil metionina (SAM) como donador de 

grupos metilo. Las vías de síntesis de SAM y GSH están conectadas a través de la vía de transulfuración 

en donde la cistationina-β-sintasa (CBS) es la enzima principal que participa en la producción del 

neuromodulador, sulfuro de hidrógeno (H2S). El GSH (γ-L-glutamil-L-cysteinil-glicina) es el principal 

antioxidante presente en el SNC que cruza pobremente la BHE, por lo tanto los niveles de GSH en el 

SNC dependen de la síntesis de novo que es limitada por la disponibilidad de los aminoácidos L-cistina 

(L-cys2)/ L-cisteína (L-cys). En este trabajo, se exploran las alteraciones tempranas en el SNC durante 

una exposición aguda a iAs. Para ello, investigamos los cambios en los niveles de GSH, Trx1, así como 

en la expresión de los transportadores de aminoácidos que participan en la síntesis de GSH como los 

transportadores de L-cys2/L-cys, el transportador de L-glutamato/L-aspartato (GLAST) y el transportador 

de glutamato 1 (GLT1). También estudiamos los cambios en la expresión de su receptor N-metil-D-

aspartato (NMDA), así como la de la enzima CBS y la producción de H2S en la corteza de ratones 

machos CD1. También, exploramos la actividad del factor nuclear (derivado de eritroide 2)  (Nrf2) y del 

factor nuclear κ B (NfκB), que son modulados por cambios redox. Los ratones recibieron una inyección 

intraperitoneal de 5 o 14 mg/kg de arsenito de sodio. Los animales se sacrificaron a 2, 6 y 24 h. NfκB  y 

Nrf2 se activaron a las 2 y 6 h respectivamente y los niveles de GSH aumentaron significativamente a 

las 24 h en la corteza. Este aumento en los niveles de GSH se relacionaron directamente con un aumento 

en la expresión del intercambiador de L-cistina/ L-glutamato (xCT), del acarreador de aminoácidos 

excitadores (EAAC1), GLAST y GLT1 en esta misma región. La sobreregulación de los transportadores 

a las 24 h, fue acompañada por disminución en la expresión de la subunidad NR2B del receptor NMDA 

y la sobreproducción del neuromodulador H2S, lo que sugiere una activación de la vía de transulfuración 

en la corteza que podría aportar (L-cys) para la síntesis de GSH y estar además, cumpliendo un papel 

neuroprotector.  
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2) ABSTRACT  

Environment toxic agents such as metals and metalloids constitute the leading cause of disease 

worldwide. Inorganic arsenic (iAs) exposure is associated with neurotoxicity whose severity depends on 

the dose received. iAs crosses the blood-brain barrier (BBB) and is methylated in different brain regions. 

iAs methylation requires the presence of cellular reductants such as thioredoxin (Trx1) and glutathione 

(GSH) and S-Adenosyl methionine (SAM) as the methyl donor. SAM pathway and GSH production are 

linked through the transsulfuration pathway where cystathionine-β-synthase (CBS) is a main component 

participating also in the production of the neuromodulator hydrogen sulfide (H2S). GSH is the main 

antioxidant in the central nervous system (CNS) which penetrates the BBB poorly, therefore, CNS GSH 

levels depend on de novo synthesis that is limited by the availability of the sulfhydryl amino acids L-

cystine (L-cys2)/L-cysteine (L-cys). Mice exposed in utero and up to 3 months of age to iAs, showed 

increased extracellular levels of glutamate in the hippocampus, impaired Long-Term Potentiation 

response, and learning and memory abilities. Here, we explored the early CNS response to iAs, 

determining GSH levels and the expression of L-cystine (L-cys2)/L-cysteine (L-cys) transporters as well 

as GLAST and GLT-1 glutamate transporters, NMDA receptor expression as well as the expression of 

CBS and hydrogen sulfur (H2S production in CD1 male mice brain regions. We also explored the 

activation of nuclear factors such as nuclear factor kappa B (NFκB) and nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2 (Nrf2). Mice received a single intraperitoneal injection containing 5 or 14 mg/kg of sodium 

arsenite. Animals were killed at 2, 6, 24 h. NFκB and Nrf2 were activated at 2 and 6 h after exposure. 

Increased GSH levels were observed at 24 h. The higher levels of GSH were significantly and positively 

associated with increased expression of glutamate/cysteine antiporter (xCT), excitatory amino acid 

carrier (EAAC1), glutamate aspartate transporter (GLAST) and glutamate transporter 1 (GLT-1) in the 

cortex. Upregulation of these transporters at 24 h, was accompanied by the downregulation of NR2B 

NMDAR subunits expression and the overproduction of the neuromodulator H2S, which could be playing 

a protective role. 
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3) INTRODUCCIÓN  

(1) El arsénico como contaminante ambiental 

El arsénico (As) tiene propiedades de metales y no metales, por lo que es clasificado como metaloide, 

sin embargo, frecuentemente se le refiere como un metal. Este elemento con número atómico 33, en la 

tabla periódica, se encuentra ampliamente distribuido en el ambiente en el aire, agua y tierra. 

Generalmente, el As se encuentra combinado con otros elementos como oxígeno, cloro y azufre; en 

esta combinación se conoce como arsénico inorgánico. Mientras que el As combinado con carbono e 

hidrógeno se conoce como arsénico orgánico. Los compuestos de arsénico inorgánico (iAs), como los 

que se encuentran en el agua) son extremadamente tóxicos, en tanto que los compuestos de arsénico 

orgánico (como los que se encuentran en pescados y mariscos) son menos perjudiciales para la salud, 

a excepción de los metabolitos metilados que se forman por la actividad de la arsénico 3 metil transferasa 

(As3MT). El As es la substancia tóxica más prevalente en el ambiente (ATSDR, 2007). Es por lo que la 

Agencia de sustancias tóxicas y el registro de enfermedades (ATSDR) coloca al As en la lista de prioridad 

de substancias peligrosas sobre otros metales tóxicos como el plomo, cadmio y mercurio, debido a la 

frecuencia de la exposición y toxicidad sobre la salud humana (ATSDR, 2017). El iAs se encuentra 

naturalmente presente en altos niveles en las aguas subterráneas de diversos países incluyendo México. 

Los alimentos tales como: pescados, mariscos, carnes, aves de corral, productos lácteos y cereales 

también pueden ser fuentes alimentarias de arsénico. En el marisco, el arsénico está presente 

principalmente en su forma orgánica menos tóxica. Este elemento se utiliza industrialmente como agente 

de aleación, también en el procesamiento de vidrio, pigmentos, textiles, papel, adhesivos metálicos, 

protectores de madera y municiones. El arsénico también se emplea en los procesos de curtido de pieles, 

fabricación de plaguicidas, aditivos y en quimioterapias farmacéuticos. Las personas que fuman tabaco 

también pueden estar expuestas al iAs que contiene tabaco natural (OMS, 2018).  

La exposición al iAs es principalmente por el agua de bebida lo que representa un problema grave de 

salud pública. Al menos 140 millones de personas están expuestas a niveles de iAs en agua por encima 

de los recomendados por la Organización Mundial de la Salud  (OMS) (OMS, 2018) (Garza-Lombo et 

al., 2019). Esta situación ha sido descrita en algunas partes de Argentina, Bangladesh, Chile, China, 

Hungría, India, México, Rumania, Taiwán, Vietnam y el suroeste de Estados Unidos. En México regiones  

en los estados de Durango, Chihuahua, Zacatecas sobrepasan el límite máximo permisible para agua 

de consumo humano en nuestro país, de 0.025 mg/L  según la NOM-127-SSA1-1994, (Salud, 2000). 

Por ello, en nuestro país, se calcula que existen al menos 1.5 millones de personas que ingieren agua 

en una concentración mayor a 0.025 mg As/L y de éstos, aproximadamente 150,000 se encuentran en 
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mucho mayor riesgo por ingerir las concentraciones más altas de arsénico en agua 0.075-0.530 mg As/L 

(Alfaro De La Torre M.C., 2018).  

(2) Efectos del arsénico sobre la salud humana 

La Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC), clasifica al arsénico en el grupo 1 

como un carcinógeno humano porque la exposición a este elemento está asociada con cáncer de piel, 

vejiga, hígado y pulmón. Otras enfermedades relacionadas a la exposición a As (Figura 1) incluyen 

enfermedades vasculares y periféricas, neurológicas y diabetes mellitus, así como la enfermedad crónica 

del hígado (Abernathy et al., 2003, Luz María Del Razo, 2018, Gonsebatt, 2018). 

 

 

Figura 1. Efectos de la exposición a arsénico en adultos y niños. Tomado de (Gonsebatt, 2018) 
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(3) Efectos del arsénico en el SNC  

La exposición aguda a iAs está relacionada con encefalopatías de moderadas a severas, dependiendo 

de la dosis. Los síntomas incluyen, confusión, alucinaciones, pérdida de la memoria y labilidad emocional 

(cambios exagerados en afecto y estado de ánimo) (Garza-Lombo et al., 2019). Por otra parte, la 

exposición crónica a niveles bajos de iAs en el agua de bebida está asociada con alteraciones en la 

memoria y aprendizaje, tanto en niños como en adultos (Calderon et al., 2001, Rodriguez et al., 2003). 

Estudios en animales han mostrado que los niveles de As en cerebro están relacionados con los niveles 

de iAs en el agua de bebida, demostrando la permeabilidad de la barrera hematoencefálica por el 

arsénico (Luo et al., 2009, Li et al., 2017). 

(4) Metabolismo del arsénico 

La ingesta oral de iAs a través del agua de bebida en humanos, predomina en las formas iAsIII (arsénico 

trivalente) en aguas poco oxigenadas y iAsv (arsénico pentavalente) en más oxigenadas.. Diversos 

estudios en humanos demuestran que la absorción gastrointestinal de iAsIII y iAsv es extensa, con una 

eliminación en orina del 45%-75%  de una dosis oral (Ng et al., 2015). En mamíferos, el Asv es capturado 

por las células a través de transportadores de fosfatos, mientras que el AsIII lo hace a través de 

transportadores de acuaporinas y acuagliceroporinas 7 y 9 (AQP7 y AQP9) y por  transportadores de 

glucosa (GLUT1 y GLUT4). La entrada del arsénico al cerebro es a través de GLUT1, mayoritariamente 

presente en las células epiteliales que forman la barrera hematoencefálica (BHE) (Rosen & Liu, 2009). 

Estudios demuestran que la administración aguda de arsenito de sodio (NaAsO2) es suficiente para 

acumularse en el cerebro de manera diferencial en distintas estructuras cerebrales (Li et al., 2017). 

El metabolismo del arsénico ha sido ampliamente estudiado, y la biometilación ha sido considerada 

como el principal proceso de metabolismo (Sun et al., 2016).  El hígado es el sitio más importante donde 

se lleva a cabo la metilación del arsénico, pero la mayoría de los órganos metilan iAs incluyendo el 

cerebro (Rodriguez et al., 2005).  

La mayor parte del iAs absorbido, está en la forma de iAsV, y es rápidamente reducido en la sangre a su 

forma de iAsIII (Vahter, 2002). El iAsIII es metilado por la vía clásica de metabolización de iAs, a través 

de una serie de reacciones de metilación-oxidativa y posteriores eliminaciones reductivas  (Challenger, 

1951). Estas metilaciones son catalizadas predominantemente por la arsénico 3-metil transferasa 

(AS3MT), usando a la S-adenosil-metionina (SAM) como donador de grupos metilo (Thomas et al., 2004, 

Thomas et al., 2007). Se ha propuesto que el glutatión (GSH) y otras moléculas como la tiorredoxina 

(Trx), funcionan como agentes reductores de compuestos intermediarios productos de la metilación 
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oxidativa de iAsV a compuestos de iAsIII (Thomas et al., 2004), para que sean metilados nuevamente por 

la AS3MT (Figura 3A).  

También se ha propuesto otro mecanismo de metilación de iAs vía la conjugación con GSH, donde los 

complejos de GSH, mejor conocido como triglutatión arsénico (iAsIII(GS)3). Esta conjugación ocurre de 

manera enzimática por la actividad de la glutatión-S-transferasa (GST) y también de manera no 

enzimática (Leslie et al., 2004, Watanabe & Hirano, 2013). Los complejos de iAsIII(GS)3  son metilados 

vía la acción de AS3MT para formar  el diglutatión monometilarsénico (MAIII(GS)2 ) y así generar glutatión 

dimetil arsénico (DMAsIII(GS)). Cuando los niveles de GSH son bajos, los conjugados pueden ser 

hidrolizados y después oxidados para generar monometil arsénico (MAsV) y dimetil arsénico (DMAsV) 

(Watanabe & Hirano, 2013, Kobayashi et al., 2005) (figura 3B).  

La metilación del iAs es considerada la vía de desintoxicación del arsénico, sin embargo, también se 

sugiere que la metilación es la vía de toxificación o el paso de bioactivación. La toxicidad del arsénico 

depende de su valencia y de la especie química en la que se encuentre, así como de la especie animal 

y el tipo celular (Sun et al., 2016). En general las especies pentavalentes son menos tóxicas, que sus 

contrapartes trivalentes (Schwerdtle et al., 2003). Debido a que el arsénico trivalente se absorbe y se 

acumula con mayor eficiencia en distintos órganos y células, que el arsénico pentavalente (Styblo et al., 

2000, Hirano et al., 2004). 

Figura 2. Metilación del arsénico trivalente (AsIII). 3A Metilación oxidante del iAsIII usando como donador de gupos 

metilo S-adenosil-metionina (SAM), formando S-adenosil-homocisteína (SAH) y especies metiladas de arsenico 

inorgánico (iAs) tales como monometil arsénico (MAs) y dimetil arsénico (DMA). Las especies metiladas de iAs, 

son reducidas de su forma pentavalente a su forma trivalente, por la tiorredoxina (Trx) y glutatión (GSH). 

Modificada de (Thomas et al., 2004). 3B Metilación de iAsIII vía conjugación con GSH, los conjugados triglutatión 
arsénico (iAsIII(GS)3) son metilados vía la acción de Arsénico 3-metil transferasa (AS3MT) para formar  el  

diglutatión monometilarsénico (MAIII(GS)2 ) y posteriormente generar  glutatión dimetil arsénico (DMAIII(GS)). 

Los conjugados son hidrolizados y después oxidados para generar MAV y DMAV modificada (Thomas, 2007). 
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(5) Mecanismos neurotóxicos del iAs 

Los efectos neurotóxicos del iAs están asociados a mecanismos que causan neurodegeneración tales 

como el  estrés oxidante, disfunción mitocondrial e inflamación (Garza-Lombo et al., 2019). Debido al 

alto consumo de O2  y de contenido de lípidos, el cerebro  es vulnerable al estrés oxidante (Patel, 2016). 

Diversos trabajos in vivo e in vitro han demostrado la generación de especies reactivas de oxígeno 

(EROS) y especies reactivas de nitrógeno (ERNS) por la exposición a iAs en el sistema nervioso central 

(SNC) (Ahmad et al., 2000, Garcia-Chavez et al., 2003, Flora et al., 2009). Se ha demostrado que la 

generación de EROS provienen del daño a los complejos mitocondriales principalmente I, II y IV  

seguidos de eventos como  la carbonilación de proteínas y peroxidación lipídica (Jomova et al., 2011). 

La exposición a iAs va acompañada de daño a biomoléculas y disminución en  los sistemas antioxidantes 

(Rao & Avani, 2004, Flora et al., 2009, Rodriguez et al., 2005). Se ha propuesto que durante la metilación 

del iAs dos sistemas antioxidantes (GSH y Trx) importantes del SNC participan, tanto como agentes 

reductores y en la formación de complejos de iAs-GSH  lo cual lo hacen más vulnerable al estrés oxidante 

(Thomas et al., 2004, Watanabe & Hirano, 2013). Distintos trabajos han reportado niveles disminuidos 

de GSH en animales expuestos a iAs en diferentes regiones cerebrales de roedores, acompañados con 

un aumento de distintos marcadores a estrés oxidante (Flora et al., 2005, Flora, 1999) (Shila et al., 2005). 

El sistema Trx también se ve modificado en el cerebro de ratón por la exposición a iAs a nivel de ácido 

ribonucleico mensajero (ARNm) y va depender de la región, la dosis administrada y del sexo del roedor 

(Bardullas et al., 2009, Rodriguez et al., 2010). Durante la metilación oxidativa de iAs, hay consumo de 

SAM, el cual también se requiere para las señales epigenéticas dependientes de la metilación de ácido 

desoxirribonucleico (ADN), modificación de histonas y metilación proteica. Por lo tanto, la presencia de 

iAs en el organismo puede producir efectos en el control epigenético  de expresión de genes por la 

reducción de los niveles de SAM por la exposición a iAs (Garza-Lombo et al., 2019). Diversos genes 

involucrados en la neuroplasticidad tienen patrones de metilación alterados cuando se exponen a iAs 

durante el desarrollo (Martinez et al., 2011). Dentro de los efectos neurotóxicos del iAs se encuentran la 

neuropatía periférica, que ha sido relacionado con alteraciones en la composición de mielina a través de 

cambios en la metilación de argininas y la disposición de grupos metilo de colina  (Zarazua et al., 2010) 

(Rios et al., 2012). 

El iAs induce la expresión de moléculas tales como el factor de necrosis tumoral α (TNFα), Interleucina 

1 (IL-1), Interleucina 6 (IL- 6) e Interleucina 8 (IL-8) (en humanos) y distintas respuestas inflamatorias 

como el aumento de interleucina 1 beta (IL-1β), IL-6, interferón 

gamma (IFNγ), y TNFα en cultivos de migroglía y astrocitos, así como en el hipocampo de ratón 

(Escudero-Lourdes et al., 2016, Firdaus et al., 2018, Mao et al., 2016). La neurotoxicidad inducida por 
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iAs también va acompañada de cambios en el metabolismo de neurotransmisores y se observan 

cambios en la transmisión sináptica (Rodriguez et al., 2003). En de nuestro grupo de trabajo se ha 

reportado que la exposición gestacional a iAs aumenta la expresión del intercambiador de L-cistina (L-

cys2)/L-glutamato (L-glu) (xCT), disminución de los niveles del transportador de glutamato 1 (GLT1), con 

un aumento en los niveles de glutamato extracelular, una deficiente inducción de la potenciación a largo 

plazo (LTP), cambios en la expresión de subunidades del receptor acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolpropiónico (AMPA) (AMPAR) y del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (NMDAR) en el 

hipocampo murino (Ramos-Chavez et al., 2015). También se ha reportado una disminución en la 

expresión del receptor α7 nicotínico en ratas (Monaco et al., 2018). Otros trabajos también han reportado 

los efectos de la exposición a iAs en los sistemas dopaminérgico (Kim et al., 2014) y colinérgico 

(Srivastava et al., 2014). 

 

(6) Sistemas antioxidantes en el SNC 

Como se mencionó antes el cerebro es vulnerable al estrés oxidante debido no solamente a su alto 

consumo de oxígeno sino también por la señalización a través del calcio (II) (Ca2+), excitoxicidad por 

glutamato, alta cantidad de lípidos insaturados, alta concentración de metales de transición Hierro (II) 

(Fe2+) y Cobre (I) (Cu+), el metabolismo de neurotransmisores como la dopamina y la auto oxidación de 

neurotransmisores como la dopamina. Además, el estrés oxidante en el cerebro, está íntimamente ligado 

a procesos neurodegenerativos (Cobley et al., 2018).  

El SNC tiene sistemas antioxidantes sencillos por lo que lo harían vulnerable al estrés oxidante (Halliwell, 

1992, Halliwell, 2006). Todas las regiones del cerebro y del sistema nervioso contienen superóxido 

dismutasa con cobre y zinc (CuZnSOD), superóxido dismutasa con manganeso (MnSOD), GSH (a 

niveles mM), glutatión peroxidasa (GPx) y el sistema trx/peroxiredoxina(Prx) (Halliwell, 2006). Las 

enzimas superóxido dismutasa (SOD) remueven al anión superóxido (O2
•) (Fridovich, 1989). Las 

MnSODs están presentes en la matriz mitocondrial, mientras que las SOD cobre/zinc están en el espacio 

intermembranal mitocondrial y en el resto de la célula (Halliwell, 2006). Por su parte las catalasas 

remueven el peróxido de hidrogeno (H2O2), pero en el cerebro no cumplen funciones importantes, ya 

que no están presentes en las mitocondrias en donde se genera el O2
• (Turrens, 2003). Anteriormente 

se creía que la enzima más importante que remueve H2O2, era la GPx, una famila de enzimas que 

contienen selenio. Este grupo de enzimas reducen el H2O2 acompañados de la oxidación de GSH 

(Brigelius-Flohe, 1999, Halliwell, 2006).  Actualmente se sabe que las peroxiredoxinas son la familia de 

peroxidasas más importante  que reducen el  H2O2 y peróxidos orgánicos (Rhee et al., 2005). La defensa 

antioxidante cerebral tiene menor cantidad de antioxidantes comparado con otros tejidos (hígado), como 
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en el caso de la catalasa, (Ren et al., 2017), así como un menor contenido de superóxido dismutasa y 

una actividad reducida de la glutatión peroxidasa en comparación con el hígado y riñón (Dringen et al., 

2000).  Otros antioxidantes presentes en el cerebro de bajo peso molecular son el GSH, la Trx,  la 

vitamina C,  Vitamina E y coenzima Q (Halliwell, 2006). 

 

(7) Sistema GSH y Trx en el SNC. 

El GSH es el antioxidante endógeno más importante y tiene un papel importante en la desintoxicación 

de xenobióticos, así como en mantener el balance redox. El desbalance o disminución de los niveles de 

GSH está involucrado en diferentes desórdenes tal como el autismo, enfermedad de Alzheimer, 

enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, desorden bipolar, esquizofrenia y esclerosis 

múltiple (Gu et al., 2015). También, su disminución ha sido relacionado con  las alteraciones de funciones 

cognitivas y el envejecimiento (Currais & Maher, 2013). 

El GSH es un péptido formado por 3 aminoácidos (γ-L-glutamil-L-cysteinil-glicina), es el tiol esencial, 

más abundante en las células de mamífero. Es sintetizado por la acción de dos enzimas: la γ-

glutamilcistein sintetasa (GCS) que usa L-glu y L-cys como substratos y forma el péptido γ-GluCys (γ-

glutamilcisteína), que se combina con la glicina en una reaccion catalizada por la glutatión sintetasa (GS) 

para generar el GSH. El GSH tiene funciones importantes como antioxidante y molécula de 

almacenacimento de L-cys . Forma compuestos para la desintoxicación de xenobióticos, así como 

también es un cofactor para reacciones de isomerización. Además,  el GSH mantiene a los grupos 

sulfidrilos de las proteínas reducidos. El sistema GSH es especialmente importante para la defensa 

contra las EROS, ya  que es capaz de reaccionar directamente con los radicales de manera no 

enzimática y es un donador de electrones en la reducción de peróxidos catalizada por la GPx. El producto 

de la oxidación de GSH es el GSSG (glutatión oxidado). El GSH es regerado de su forma oxidada en 

una reacción catalizada por la glutation reductasa (GR). Durante las reacciones catalizadas por la GPx 

y GR, el GSH es reciclado, sin embargo el GSH es consumido constantemente durante la generación 

de GSH-S-conjugados por la GST o por su transporte hacia el exterior celular. Ambos procesos 

disminuyen los niveles del GSH intracelular, es por ello que el GSH necesita ser sintetizado 

continuamente a partir de sus aminoácidos (Dringen et al., 2000). 

El cerebro contiene GSH en diferentes concentraciones que varían de 2-3 mM en distintas regiones, 

siendo mayor en la corteza cerebral (Gu et al., 2015). Los niveles de GSH dependen del tipo celular 

siendo menor en neuronas que en astrocitos, por su parte la microglía contiene niveles mayores que en 
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las neuronas o astrocitos in vitro. Ello  sugiere que hay mecanismos reguladores del metabolismo y 

homeostasis de GSH específico para cada región y tipo celular (Aoyama & Nakaki, 2013). 

El sistema Trx consiste en un donador de electrones y dos proteínas oxidoreductasas antioxidantes: El 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) como donador de electrones y Trx y la tiorredoxin 

reductasa (TR) cómo oxidorreductasas. La Trx es una proteína pequeña de 12 KD y tiene un sitio 

conservado de Cys-Pro-Gly-Cys, esencial para su función como oxidorreductasa y donadora de 

electrones para algunas Prx. Además, la Trx es un regulador de funciones celulares en respuesta a 

señales redox y estrés, modulando varias vías de señalización, factores de transcripción y respuestas 

inmunológicas (Silva-Adaya et al., 2014). Las Trx reducidas son potentes reductasas con un amplio 

espectro de sustratos, como la actividad de intercambio de grupos disulfuro-ditiol que catalizan la 

conversión de puentes disulfuro en tioles con una alta eficiencia. Los disulfuros en las Trx oxidadas son 

convertidas a tioles consumiendo NADPH a través del ciclo redox vía TrxR (Ren et al., 2017). Las Trx 

son un regulador importante del balance redox en la célula y ha sido implicado en la supervivencia celular 

en condiciones tales como el cáncer y enfermedades neurodegenerativas (Silva-Adaya et al., 2014). El 

sistema Trx y TrxR está ampliamente expresado en varios tejidos incluidos el cerebro de distintas 

especies como el ratón, rata y humano (Silva-Adaya et al., 2014). 

(8) Fuentes de obtención de cisteínas para la síntesis de GSH 

A pesar de que los niveles de aminoácidos varían en los diferentes tejidos o tipos celulares, los niveles 

de glutamato intracelular (1-10 nM) y glicina (2 mM en astrocitos y 10 mM en neuronas) son mucho 

mayores a los niveles de L-cisteína (L-cys) (0.15 mM), por lo que los niveles de L-cys intracelular son 

considerados el factor limitante para la síntesis de GSH (Aoyama & Nakaki, 2013).  La L-cys, por la 

presencia de un grupo SH resulta muy reactiva y en elevadas concentraciones en el cerebro resulta 

neurotóxica (Janaky et al., 2000), por lo que se considera que el GSH es una forma no tóxica de 

almacenar L-cys de 10-100 veces más que su concentración libre en los tejidos. El GSH liberado por el 

hígado no llega al cerebro, debido a la presencia de la BHE, por lo que el GSH entra pobremente al SNC 

por difusión pasiva (Cornford et al., 1978). Debido a su naturaleza, la L-cys no cruza la BHE. Sin 

embargo, la forma oxidada, de disulfuro de dos L-cys o cistina, L-cys2, si se transporta (Olney et al., 

1990). Así la L-cys2 está presente en el plasma en mayor concentración que la L-cys, GSH u otro tiol, 

por lo que la  L-cys2 es la principal fuente de tioles en el cerebro (Wang & Cynader, 2000).  

Además de su presencia en la proteína dietaria, se ha documentado que el aminoácido metionina es 

una fuente importante de L-cys para la síntesis de GSH en células como los astrocitos (McBean, 2012). 

La conversión de metionina a L-cys conocida como vía de transulfuración se lleva a cabo teniendo como 
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intermediarios a homocisteína y cistationina. Actualmente se sabe que la transulfuración proporciona 

aproximadamente un tercio de la L-cys requerida para la síntesis de GSH en condiciones normales en 

astrocitos primarios y células de glioma (Paul et al., 2018).  Los componentes de la vía de la 

transulfuración son dos enzimas dependientes de piridixoal fosfato, la cistationin-β-sintasa (CBS) y la 

cistationin-γ-liasa (CSE). La L-cys es generada por la enzima CSE a partir de cistationina, que es 

formado por la condensación de homocisteína y serina por CBS  (Paul et al., 2018). La enzima CBS esta 

expresada predominantemente en el cerebro y riñones de ratones (Kabil et al., 2011),   es distribuida de 

manera homogénea en el cerebro adulto de ratón (Enokido et al., 2005). CSE se expresa menos que 

CBS en el cerebro y hay evidencia de que CBS es más importante que CSE en la producción de sulfuro 

de hidrógeno (H2S) en astrocitos (McBean, 2017). A su vez, la L-cys es sustrato de CSE y CBS para 

generar (H2S) el que también puede ser producido a partir de homocisteína por CSE y CBS. El H2S tiene 

varios efectos en el cerebro, entre los cuales se incluye la habilidad de proteger neuronas del estrés 

oxidante aumentando los niveles de GSH (Kimura et al., 2006, Kimura et al., 2010). 

 

Figura 3. Metabolismo y síntesis de la  L-cisteína (L-cys). La L-cistina (L-cys2) es reducida a L-cys por la tiorredoxina 
reductasa TR o Glutatión (GSH) o sulfuro de hidrógeno (H2S). La L-cys es sintetizada a partir de metionina por la 
vía de la transulfuración por la acción de cistationin-β-sintasa (CBS) y cistationin-γ-liasa (CSE).  La homocisteína 
y la cistationina son intermediarios de la vía de transulfuración. El GSH es sintetizado por la L-cys y glutamato, por 
la acción de la γ-glutamilcistein sintesa (GCS) formando la γ-glucys seguido por la adición de glycina en una 
reacción catalizada por la glutatión sintetasa (GS). La formación de H2S a partir de L-cys o cistationina por CBS y 
CSE. Modificada de (McBean, 2017).  
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(9) Transportadores de aminoácidos relacionados con la síntesis de GSH 

Como ya se mencionó antes, L-cys, L-glu y glicina son los aminoácidos que forman la molécula de GSH. 

Estos aminoácidos llegan a los astrocitos y neuronas a través de proteínas transportadoras específicas 

localizadas en la membrana celular. La expresión de estos transportadores puede ser modulada por la 

presencia de agentes xenobióticos (Limón Pacheco et al., 2007; Ramos-Chávez et al., 2015). A 

continuación, se describen los transportadores que se han asociado a la síntesis del péptido GSH en 

astrocitos y neuronas. 

La L-cys no cruza la BHE, sin embargo su forma disulfurada con dos L-cys, la L-cys2 es transportada de 

la sangre a las células endoteliales de la BHE a través del transportador de L-cys2, llamado sistema xCT, 

la L-cys2 es subsecuentemente reducida a L-cys y transportada hacia el líquido cerebro espinal (LCE) 

por un L-transportador ácido de aminoácidos (LAT1) en la BHE (Aoyama & Nakaki, 2013).   

Las neuronas maduras importan la L-cys extracelular, pero no L-cys2. Aproximadamente el 90% de la L-

cys total importada por las neuronas es mediada por los transportadores de aminoácidos excitadores 

(EAAT). Los EAAT son transportadores dependientes de sodio y remueven el glutamato extracelular en 

el SNC (Kanai & Hediger, 2003). 5 EAATs han sido clonados: el transportador de L-glu/aspartato 

(EAAT1, GLAST), transportador de glutamato 1 (EAAT2, GLT1),  acarreador de aminoácidos excitadores 

(EAAT3, EAAC1), EAAT 4 y EAAT5 (Danbolt, 2001).  

GLAST y GLT1 son expresados principalmente en astrocitos, y EAAC1, EAAT4 y EAAT5 se expresan 

en neuronas (Danbolt, 2001). EAAT4 y EAAT5 son exclusivamente localizados en neuronas de Purkinje 

y en la retina respectivamente, mientras que la proteína EAAC1 está ampliamente expresada en todo el 

cerebro. El exceso de glutamato extracelular es removido por EAATs, especialmente por GLT1, pero no 

por EAAC1. Los EAATs no solo transportan glutamato, sino también L-cys. En particular, EAAC1 tiene 

una mayor afinidad por L-cys con una eficacia de 10 a 20 veces mayor que GLAST o GLT1 (Aoyama & 

Nakaki, 2013). Además, EAAC1 es el transportador principal de importación de L-cys, y su deficiencia 

altera el metabolismo del GSH y genera  estrés oxidante  (Aoyama et al., 2006). 

En astrocitos, la L-cys es importada en intercambio por L-glu por medio del intercambiador de L-cys2/L-

glu, xCT. Ya dentro de la célula es reducido a L-cys, ya sea por GSH o por TrxR (Mandal et al., 2010). 

El intercambio de L-cys2 por L-glu viene acompañado por un posible riesgo de daño debido a que la 

salida de L-glu puede activar receptores de glutamato, aunque también el glutamato puede ser captado 

de manera eficiente por los recapturadores de glutamato (McBean, 2017). Ratones con deleciones en 

xCT, tienen un aumento en las concentraciones de glutamato extracelular en el hipocampo y memoria 
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espacial alterada, la cual es pronunciada en ratones jóvenes, acompañadas de susceptibilidad a 

convulsiones como resultado de  cambios por la deficiencia de xCT (De Bundel et al., 2011).  

Los recapturadores de glutamato GLAST y GLT1 son los principales transportadores que mantienen los 

niveles óptimos de glutamato extracelular, que son menores que los intracelulares. El transportador de 

glutamato GLT1 es el principal importador de glutamato en astrocitos de cerebro humano, removiendo 

el 90% del glutamato  extracelular cortical  y se expresa de 4 a 6 veces más que GLAST en astrocitos 

(Valdovinos-Flores & Gonsebatt, 2012, Rao et al., 2015).  

A pesar de que el GLT1 es el mayor recapturador, que remueve el exceso de glutamato de la hendidura 

sináptica, GLAST tienen un rol importante en la prevención del daño neuronal excitotóxico. La inhibición 

del GLAST aumenta los niveles extracelulares de glutamato que llevan a excitoxicidad y a la muerte 

neuronal en ratones (Maragakis & Rothstein, 2004). 

  

Figura 4. Transportadores de aminoácidos relacionados a la síntesis de glutatión (GSH). El intercambiador de L-
cistina (L-cys2)/L-glutamato (L-glu) (xCT) es un intercambiador, que importa L-cys2 y exporta L-glu. Este 
transportador está presente en las células endoteliales de la barrera hematoencefálica (BHE) y en los astrocitos. 
El transportador de L-cisteína (L-cys), acarreador de aminoácidos excitadores (EAAC1), importa L-cys en la 
neurona. El transportador de glutamato 1 (GLT1) y el transportador de L-glutamato/L-aspartato (GLAST) se 
encargan de importar L-glu al astrocito. Creada en BioRender.com 
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(10) Factores de transcripción sensibles al estrés oxidante 

Las alteraciones del estado redox celular, activan vías de señalización como los mecanismos de defensa 

que atrapan radicales libres y reducen el riesgo al daño celular por la oxidación de proteínas, lípidos y 

ADN. En la activación de estas vías  participan factores de transcripción que promueven la expresión de 

elementos de respuesta antioxidante (ARE), para neutralizar procesos oxidantes, así como respuestas 

inflamatorias (Sivandzade et al., 2019). Los factores de transcripción, factor nuclear (derivado de 

eritroide 2) Nrf2 y el factor nuclear κappa B (NFκB) son dos complejos proteicos sensibles al estado 

redox de la célula. Nrf2 es el factor sensible al estado redox por antonomasia, es un modulador primario 

de sistemas constitutivos o inducibles para regular la homeostasis redox. Este proceso incluye la 

activación de la síntesis de antioxidantes (GSH, Trx, entre otros), moléculas antiinflamatorias, enzimas 

de fase I y II, enzimas de fase III, transportadores de aminoácidos y atrapadores de radicales 

(Sivandzade et al., 2019). El Nrf2 es una proteína que reside en el citoplasma y que se encuentra en 

niveles basales bajos, dentro del citoplasma Nrf2 es secuestrado por la proteína Keap1 que lo presenta 

a una E3 ligasa que lo marca mediante ubiquitinación para  su posterior degradación proteosomal. Las 

cisteínas de Keap1 son sensibles a cambios redox por estrés oxidante, como consecuencia, al oxidarse 

Keap 1 se separa de Nrf2, y este último se transloca al núcleo, donde se une a secuencias ARE (del 

inglés: Antioxidant Responsive Element) que contienen los promotores de genes asociados a la 

desintoxicación de EROS, por lo que se promueve la transcripción de los genes de respuesta 

antioxidante, así como la de su mismo gen (nfe212), promoviendo la homeostasis redox.(G et al., 2017). 

Por su parte, el factor de transcripción NFκB modula la respuesta celular inmunológica a consecuencia 

de una infección por ejempo, y a cambios en el estado redox, coordinando respuestas proinflamatorias. 

Similar a Nrf2, NFκB es secuestrado en el citosol por el inhibidor-alfa NFκB (IκBα). La liberación de NFκB 

requiere la fosforilación de IκBα por la proteína IKK. La modificación de IκBα lleva a su degradación 

proteoseomal, liberando a NFκB para su translocación nuclear en donde inicia la transcripción de 

proteínas (incluyendo la de su modulador  ikkbα) para restaurar la homeostasis y cuando el desbalance 

en el estrés redox está en niveles extremos(Stefanson & Bakovic, 2014). Se ha documentado que Nrf2 

y NFκB tienen sitios de unión a promotores de transportadores de aminoácidos en el cerebro y/o se ha 

reportado que la activación o inhibición de los factores de transcripción Nrf2 y NFκB han sido asociados 

a la regulación de la expresión de los transportadores de aminoácidos xCT, EAAC1, LAT, GLT1 y GLAST 

(Valdovinos-Flores & Gonsebatt, 2012, Martinez-Lozada et al., 2016, Pajarillo et al., 2019) (Figura 6).  
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Figura 5. Factores de transcripción asociados a transportadores de aminoácidos precursores de la síntesis de 

glutatión (GSH). El factor nuclear (derivado de eritroide 2) (Nrf2) y el factor nuclear κ B (NfκB) Los factores de 
transcripción Nrf2 y NFκB son sensibles al estado redox de la célula, tales como el aumento de especies reactivas 
de oxígeno (EROS). Al activarse estos factores de transcripción se trasladan al núcleo donde modulan la entre 
otros genes, la transcripción de transportadores de aminoácidos, tales como el intercambiador de L-cistina/L-
glutamato (xCT), acarreador de aminoácidos excitadores (EAAC1), transportador de L-glutamato/L-aspartato 
(GLAST) y transportador de glutamato 1 (GLT1). Creada en BioRender.com 
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4) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La ingesta o intoxicación crónica por iAs, principalmente a través del agua de bebida se asocia con 

efectos neurodegenerativos. Este metaloide llega al cerebro donde es metabolizado a especies 

metiladas en un proceso en que los sistemas GSH y Trx están involucrados. Además, el GSH y la Trx 

participan en la homostasis redox en la cual, los factores de transcripción Nrf2 y NFκB activan respuestas 

antioxidantes como la síntesis de estos péptidos y proteínas. Los modelos murinos con exposición 

crónica a iAs han mostrado el impacto del metaloide en regiones del SNC como la corteza y el hipocampo 

en donde afectan el transporte de aminoácidos como L-cys, L-glu, los niveles de GSH, así como la 

expresión de los receptores glutamatértigos AMPA y NMDA. En este trabajo nos interesa valorar el 

efecto de la exposición a iAs (respuesta aguda o inicial) sobre los niveles de GSH y Trx, así como la 

participación de los transportadores de aminoácidos relacionados con la síntesis de GSH (xCT, EAAC1 

y LAT1). Estos cambios podrían estar orquestados por los factores de transcripción Nrf2 y NFκB, 

sensibles a los cambios del estado redox. Al mismo tiempo sería importante explorar la participación de 

la vía de transulfuración ya que podría aportar L-cys para la síntesis del GSH inducida por iAs, efecto 

que no ha sido documentado en SNC. Por otro lado, dado que en exposiciones crónicas, se ha 

observado un aumento en la liberación de L-glutamato, sería importante saber si ocurren cambios 

agudos en la expresión de transportadores y receptores a glutamato (GLT1, GLAST y las subunidades 

NR2A y NR2B del NMDAR) en cerebro de ratón CD1 expuestos a iAs.  
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5) HIPÓTESIS  

La respuesta aguda a iAs, disminuirá los niveles de GSH  en distintas regiones del SNC, causando un 

ambiente oxidante que dañará moléculas y activará una respuesta antioxidante vía factores de 

transcripción como Nrf2 y NFκB.  

 

6) OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Investigar la participación de factores de transcripción responsables de la homeostasis redox en el SNC 

de ratón en la respuesta aguda a iAs.  

Objetivos particulares 

 Determinar, los niveles de los niveles GSH y Trx en distintas regiones del cerebro de ratones CD1 

expuestos de manera aguda a iAs.  

 Evaluar la expresión de los transportadores xCT, EAAC1, LAT1, GLT1 y GLAST.  

 Evaluar la expresión de las subunidades de los receptores de glutamato AMPA y NMDA. 

 Evaluar la oxidación de biomoléculas. 

 Evaluar la activación de los factores de transcripción Nrf2 y NFκB. 

 Cuantificar la producción de H2S, como indicador de la actividad de la vía de transulfuración 

 Evaluar la transcripción y traducción de cbs 
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7) MATERIAL Y MÉTODOS 

 

(1) Reactivos 

Los anticuerpos primarios de conejo contra xCT (# ab37185), EAAC1 (# ab124802), GLAST (# ab416), 

GLT1 (# ab41621), CBS (# ab135626), AMPA1 (#ab109450), AMPA1 (#ab133477) se obtuvieron de 

Abcam (Cambridge, MA, EUA). Los anticuerpos primarios de conejo contra NR2A (# AB1555P) y NR2B 

(# AB1557P) fueron adquiridos de Millipore (Bedford, MA, EUA). El anticuerpo primario contra LAT1(sc-

134994)fue adquirido de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA). El anticuerpo de ratón anti 

β-tubulina (#T4026), el O-ftalaldehído (OPA),  las microplacas y demás reactivos fueron obtenidos de 

Sigma Aldrich (Darmstadt, Alemania). El kit de ensayo de determinación de proteína Pierce de ácido 

bicinconínico fue obtenido de Thermo Fisher Scientific (Meridian Rd, Rockford, EUA). Las membranas 

de nitrocelulosa y glicina fueron obtenidas de Bio-Rad (Alemania). El reactivo de detección de Western 

Blotting Amersham, ECL Prime fue obtenido de GE HEalthcare BioSciences (Pittsburgh, PA). El Trizol 

fue obtenido de Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). La M-MLV reversa transcriptasa y el primer oligo(dT)15 

fueron adquiridos de Promega  (Madison WI, EUA). La mezcla universal de KAPA SYBR FAST fue 

adquirido de Kapa Biosystems, Cape Town, Sudáfrica) 

(2) Animales y tratamientos 

Se usaron ratones machos CD-1 de 5 a 6 semanas de edad, obtenidos de la Unidad de Modelos 

Biológicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM; los animales se mantuvieron a 23-25°C 

en ciclos de 12 h de luz/obscuridad y con una humedad relativa del 50-60%. Los animales tuvieron libre 

acceso a alimento (Harlan 208S Diet; Harlan, Indianapolis, IN, USA) y agua. Los animales fueron 

divididos en diferentes grupos de trabajo, para estudiar la respuesta aguda. Los animales fueron 

administrados intraperitonealmente (i.p.) con una solución (100 µL) de 0, 5 ó 14 mg/kg arsenito de sodio 

disuelto en agua inyectable. Los grupos controles recibieron una inyección i.p. de 100 µL de agua 

inyectable. Los animales fueron sacrificados a 2, 6 y 24 h después de la inyección i.p. También se incluyó 

un grupo con exposición semicrónica, para comparar los cambios observados aquí con las respuestas 

agudas. En este caso, los animales recibieron una inyección i.p. de 100 µL de de 0, 2.5 y 5 mg de 

arsenito de sodio por kg de peso durante 9 días. Las dosis fueron elegidas de acuerdo a reportes 

anteriores del grupo de trabajo, (Rodriguez et al., 2005, Sanchez-Pena et al., 2010) y a los estudios de 

(Li et al., 2017). Las soluciones de arsenito de sodio fueron preparadas diariamente y fueron disueltas 

en agua inyectable estéril. Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical. 



 
 

19 
  

Distintas regiones cerebrales (corteza, hipocampo, estriado y cerebelo) fueron disecadas e 

inmediatamente congeladas a -70°C, u homogenizadas en las soluciones descritas más adelante y 

congeladas para su análisis posterior. 

Los experimentos y tratamientos de los animales fueron realizados con base a las guía establecidas en 

los ‘‘Principles of Laboratory Animal Care’’ (NIH publication #85-23, revised 1985) y las ‘‘Especificaciones 

técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio (Clave NOM-062-ZOO-1999)” 

de la ‘‘Norma Oficial Mexicana de la Secretaría de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y 

Alimentación (SAGARPA)” (publicada en Agosto, 2001). El protocolo experimental fue aprobado por el 

CICUAL del Instituto de Investigaciones Biomédicas 

 

(3) Determinación de los niveles de GSH 

Los niveles de GSH se determinaron en la corteza, cerebelo, estriado e hipocampo del cerebro de 

ratones, de los distintos grupos de trabajo. Al sacrificio, los tejidos se homogenizaron en 10 volúmenes 

de amortiguador A (KCl 154 mM, pentaacetato de dietilentriamina (DTPA) 5 mM y amortiguador de 

fosfatos (PB) 0.1 M a pH 6.8). Después se agregó la misma cantidad de amortiguador A, de amortiguador 

B (HCl 40mM, DTPA 10 mM, ácido ascórbico 20 mM y ácido tricloroacético 10%). Las muestras pueden 

ser almacenadas, hasta por 4 semanas.  

La suspensión se centrifugó a 14000 g y el sobrenadante se filtró a través de un filtro de 0.45 µM, 2 µL 

de sobrenadante fueron usados para la determinación de GSH. La medición de los niveles de GSH 

fueron realizadas mediante la metodología descrita por Senft et al. (2000) (Senft et al., 2000). El ensayo 

fluorométrico de O-ftalaldehído (OPA) fue adaptado a microplaca (Ramos-Chavez et al., 2015). La 

fluorescencia se determinó con filtros de 365 nm de excitación y 430 nm de emisión en un Multidetector 

de Elisa DTX 800/880 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA). Se usó como referencia una curva 

estándar de GSH. El ensayo, se basa en la formación de un derivado fluorescente, isoindol, para el caso 

de del GSH.  

 

(4) Determinación de la expresión de proteínas y daño oxidante mediante Western Blots. 

Para la determinación de 4HNA, 3NT, CBS y Trx1, el tejido total fue homogenizado en un amortiguador 

de lisis (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, EGTA 1 mM, pirofosfato de sodio 2.5 mM, glycerol-

2-fosfato 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, Triton X-100 1%, DTT 1 mM, PMSF 1 mM) con inhibidor 

de proteasas  enfriado en hielo. Los homogenados fueron centrifugados a 15,000 g durante 15 min a 

4°C.  

Para la determinación de transportadores de aminoácidos (xCT, EAAC1, LAT1, GLAST y GLT-1), y 

subunidades de receptor NMDA (NR2A y NR2B) y subunidades del receptor AMPA (AMPA1 y AMPA2), 
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los tejidos se procesaron mediante el método descrito por Schindler et al. (2006) (Schindler et al., 2006), 

para proteínas membranales. En breve, el tejido congelado fue homogenizada en 10 volúmenes de 

amortiguador de extracción (HEPES 10 mM, NaCl 10 mM, KH2PO4 1 mM, NaHCO3 5 mM, EDTA 5 mM, 

CaCl2 1 mM, MgCl2 0.5 mM, PMSF 1 mM, y aprotinina y leupeptina 10 mg/ml) que contenía 10% de 

sacarosa 2.5 M. El homogenado obtenido se centrifugó en dos ocasiones a 6,300 x g a 4°C por 10 

minutos, colectando los sobrenadantes. Los sobrenadantes colectados fueron centrifugados a 100,000 

g por 30 minutos a 4°C. El precipitado fue recuperado y solubilizado en Tris-HCl 40 mM, pH 9.5, urea 8 

M y Triton X-100 4% (v/v). La concentración de proteína fue determinada usando el ensayo de proteína 

Pierce de ácido bicinconínico. Las muestras (20-40 µg) fueron sometidas a electroforesis en geles de 

poliacrilamida-SDS al 8% (NR2A y NR2B), ó 10% (4-HNA, 3NT, CBS, xCT, EAAC1, LAT1, GLAST y 

GLT1), ó 20% (Trx1) y transferidas a una membrana de nitrocelulosa (, en condiciones de voltaje y 

amperaje constante, respectivamente. Las membranas fueron bloqueadas con leche al 5% en TBS-

Tween-20 0.1%, y posteriormente se incubaron con el respectivo anticuerpo primario. Una vez revelada 

la proteína de interés, los anticuerpos de la proteína problema se desprendieron mediante un tratamiento 

con NaOH 0.2 M (stripping), para posteriormente incubar con el anticuerpo primario contra la proteína 

que se utilizó como control de carga: β-tubulina. Las bandas de las proteínas fueron visualizadas con un 

anticuerpo secundario ligado a HRP, usando el reactivo de detección ECL Prime. Las imágenes de las 

placas fotosensibles fueron capturadas y la densitometría analizada con Image J software versión 1.46r 

software (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). 

 

(5) Análisis cuantitativo por reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-RT) 

para la transcripción de nfe212, ikkbα y cbs. 

 

El ARN total de la corteza de ratones fue aislado usando el método de TRIzol. La integridad de las 

muestras fue evaluada por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Las mediciones de absorbancia 

A260/280 y A260/230 fueron usadas para evaluar la pureza del ARN aislado. La concentración de ARN 

fue determinada midiendo la absorbancia a 260 nm. 1 µg de ARN de cada muestra fue transcrita 

inversamente a cADN a 37°C usando M-MLV reversa transcriptasa y el primer oligo(dT)15. Para el 

análisis cuantitativo por PCR-RT, el c-ADN de cada muestra fue diluido a 20 ng del ARN total en la 

mezcla de reacción conteniendo 0.5 μM de cada primer derecho y reverso y 1x de   KAPA SYBR FAST 

Universal Mix(. El Rotor-Gene Q PCR cycler (QiagenGmbH, Hilden, Alemania) fue usado para cuantificar 

los productos de la PCR. Las condiciones del PCR fueron: una temperatura inicial a 94°C por 3 min, 

seguido de 40 ciclos por 1 sec, 63°C por 10 sec, and 72°C por 12 sec. Finalmente, las curvas de fusión 

fueron generadas de 73°C a 93°C para cada corrida de PCR. Los niveles de ARNm del gen de la 
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succinato deshidrogenasa (SDHA) fueron usados como el gen de referencia. La media de la eficiencia 

de amplificación fue de 1.017 ± 0.035, calculado para cada corrida de PCR para nfe2l2, ikkbα and SDHA 

a partir de curvas generadas con 5 diluciones, con una R2 0.993 ± 0.005 (todas por encima de  0.982). 

Los primers usados fueron los siguientes: 5’-caccagtggatccgccagcta-3’ y 5’tatccagggcaagcgactca-3’ 

para nfe2l2 (Valdovinos-Flores et al., 2019); 5’-aaatctccagatgctacccgagag3’ y 5’-

ataatgtcagacgctggcctccaa-3’ para iκκbα (Valdovinos-Flores & Gonsebatt, 2013); 5’- 

cctatgaggtggaagggatt -3’ y 5’- tgtagttccgcacagagtca -3’ para CBS (Markand et al., 2013); y 5’- 

caaatgctggagaagaatcggt -3’ y 5’-catcgacttctgcatgtttaggc -3’ para SDHA. Los resultados fueron 

analizados usando el método 2–ΔΔCT (Livak & Schmittgen, 2001) 

y expresados como promedios normalizados de nrf2 and ikkbα ± EE. 

 

(6) Medición de la producción H2S. 

Como una medida indirecta de la vía de transulfuración medimos la producción de H2S, el cual es 

generado durante la síntesis de cisteína a partir de homocistenína por las enzimas CBS y CSE. Es una 

medida indirecta, porque también CBS puede producir este gas por la conversión de cisteína a serina y 

lantionina (Singh et al., 2009). Para este protocolo nos basamos en el trabajo de Hine and Mitchell (2017) 

con algunas adaptaciones (Hine & Mitchell, 2017). Brevemente, aproximadamente 100 mg de cortezas 

o hígados de ratón congelados fueron homogenizados en 250 µl de amortiguador  de lisis frío (Tris Base 

25 mM, DTT 1 mM, glicerol 5%,  Tritón 1%). Las muestras fueron puestas 37°C de 5-10 min y fueron 

congeladas en hielo seco de 2-3 min. Los ciclos de congelamiento-descongelamiento se repitieron 3 

veces. Posteriormente los homogenados fueron centrifugados a 5000 g durante 5 min, los 

sobrenadantes fueron recolectados (~200 μL) para su posterior determinación de proteína usando el 

ensayo de proteína de ácido bicinconínico de Pierce. Los papeles filtros fueron empapados con una 

solución de acetato de plomo (II) trihidratado 20 mM por 20 min, que posteriormente fue secado en una 

estufa a 110°C por 30 min. El ensayo se realizó en una placa de 96-pozos con 150 µl de solución de 

trabajo conteniendo: L-cisteína 100 mM y piridoxal 5’-fosfato (PLP) 10 mM disueltos en amortiguador de 

fosfatos (PBS), conteniendo 0–500 μg de proteína de la muestra. Muestras de hígados de animales no 

tratados fueron usadas como controles positivos. El papel filtro seco embebido en acetato de plomo, se 

colocó directamente sobre la placa de 96 pozos, a 37 °C durante 6 h para las muestras con 

homogenados de hígado y 16 h para los homogenados de corteza. Las imágenes del papel filtro fueron 

escaneadas, para su posterior análisis con el programa ImageJ versión 1.46r (US National Institutes of 

Health, Bethesda, Maryland, EUA). 
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(7) Análisis de datos 

Los datos fueron expresados como promedios±error estándar (EE). El número de animales fue indicado 

para cada caso. Análisis de varianza (ANOVA) de una vía y de dos vías fueron usadas para evaluar la 

significancia estadística, estos análisis fueron seguidos de una prueba post hoc de Tukey’s. Un valor de  

P <0.05 se consideró como estadísticamente significativo en todos los casos. 
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8) RESULTADOS 

(1) Efecto de la exposición a iAs sobre los niveles de GSH y Trx1 en distintas regiones 

cerebrales 

El sistema GSH y Trx participan en la metilación oxidativa del arsénico (Figura 2). Por ello evaluamos 

los niveles de GSH y Trx1 en ratones expuestos a iAs. La evaluación de los cambios iniciales en los 

niveles de GSH, mostraron niveles disminuidos en la corteza cerebral a las 2, 6 h y 24 h para la dosis 

de 14 mg/kg, con un aumento significativo en el cerebelo. En cambio, los animales que recibieron una 

dosis menor (5 mg/kg) los niveles de GSH se ven aumentado significativo a las 24 h en la corteza, 

estriado y cerebelo, sugiriendo un aumento en la síntesis de GSH a este tiempo en estas regiones. En 

comparación, en los animales con tratamiento de 5 mg/kg semicrónico de 9 días los niveles de GSH en 

la corteza siguen aumentados como se observó a las 24h.  

 

Figura 6. Niveles de glutatión (GSH) normalizados de diferentes regiones cerebrales de ratones tratados i.p. con 0 
(controles), 2.5, 5 y 14 mg/kg de arsenito de sodio (NaAsO2). Niveles normalizados de GSH de animales tratados 
con 5 y 14 mg/kg a 2 h (A), 6 h (B) y 24 h (C) y de animales tratados con 0, 2.5 y 5 mg/kg por 9 días (D). Los datos 
en el gráfico representan la media±EE, n=6. Los datos fueron analizados usando un análisis de varianza (ANOVA) 
de una y dos vías seguido de una prueba post hoc de Tukey. Los símbolos sobre las columnas denotan diferencias 
significativas; *P≤0.05 y **P≤0.01 para diferencias entre dosis; el símbolo +denota diferencias contra el grupo de 2 
h, el símbolo de # denota diferencias contra el grupo de 6 h y el símbolo δ denota diferencias contra el grupo de 9 
días de tratamiento.  
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En estudios anteriores se ha informado que el ARNm de Trx1 es modulado de manera negativa en el 

estriado y núcleo accumbens de ratones expuestos a iAs de manera crónica   (Bardullas et al., 2009). 

En este trabajo observamos que los niveles en la proteína de Trx1 en la corteza aumentan únicamente  

6 h después de la administración i.p. de iAs en el grupo de 14 mg/kg.  

 

Figura 7. Expresión de la tiorredoxina 1 (Trx1) en la corteza de ratones expuestos a diferentes concentraciones y 
tiempos de arsénico inorgánico (iAs). Se evaluó la Trx1 en la corteza de ratones tratados con 0, 5 y 14 mg/kg a 2 
h, 6 h y 24 h; y en animales tratados con 0, 2.5 y 5 mg/kg durante 9 días.  Los datos en el gráfico representan la 
media±EE, n=6. Los datos fueron analizados usando un análisis de varianza (ANOVA) de una vía seguido de una 
prueba post hoc de Tukey. Los símbolos sobre las columnas denotan diferencias significativas; *P≤0.05 y **P≤0.01. 
Imágenes de westerns blots representativos, se presentan en la parte superior de la figura. 

 

(2) Expresión de transportadores de aminoácidos relacionados al transporte de 

precursores de la síntesis de GSH. 

Para determinar si los cambios en los niveles de GSH están asociados a un aumento en la expresión de 

transportadores de los precursores asociados a la síntesis del GSH (L-cys, L-cys2 y glutamato). Se 

evaluó la expresión de los transportadores, EAAC1, xCT, LAT1, GLT y GLAST en la corteza de ratones 

a 2 h, 6 h, 24 h y 9 días por la técnica de Western Blot. Se observó que la corteza cerebral es la región 

que presenta los mayores cambios en los niveles de GSH, es por ello que evaluamos las proteínas de 

transportadores asociadas a su síntesis únicamente en esta región. No se observaron cambios en 
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proteínas a las 2 h y 6 h después del tratamiento. Sin embargo, a las 24 h encontramos una expresión 

aumentada de EAAC1 para el grupo de 5 mg/kg y xCT para el grupo de 14mg/kg de iAs, comparadas 

con su grupo control. El incremento en la expresión de EAAC1 se mantiene en la exposición semicrónica 

a los 9 días. Por otro lado, como se mencionó antes, la expresión de xCT aumenta a las 24 h en los 

grupos de 5 mg/kg y 14 mg/kg, comparada con 2 h y 6 h. La modulación en la expresión de EAAC1 en 

los grupos de 5 mg/kg a las 24 h y a los 9 días, está directamente relacionada con la modulación de los 

niveles de GSH a esos tiempos en ese grupo, sugiriendo la importancia del transporte de L-cys por 

EAAC1 al interior de las células para la síntesis de GSH, principalmente en las neuronas. 

A las 2 h, 6 h y 9 días no hay cambios en la expresión de GLT1 y GLAST. Sin embargo, si se observa 

una expresión aumentada de GLT1 y GLAST a las 24 h en el grupo de 5 mg/kg iAs, asociada aumento 

en los niveles extracelulares de glutamato directamente relacionada a un aumento en la expresión de 

xCT. 

 

Figura  8. Expresión de los transportadores de L-cistina (L-cys2)/ L-glutamato (L-glu), L-cisteína (L-cys) y L-
glutamato (L-glu) en la corteza de ratones tratados con arsénico inorgánico (iAs) a diferentes tiempos y distintas 
concentraciones de iAs. Los animales fueron tratados con 0, 5 y 14 mg/kg y sacrificados a 2 h, 6 h y 24 h. También 
se presentan los datos de animales tratados con 0, 2.5 y 5 mg/kg durante 9 días. Se evaluaron los transportadores: 
acarreador de aminoácidos excitadores (EAAC1) (A), intercambiador de L-cys2/ L-glu (xCT) (B), L-transportador 
ácido de aminoácidos 1 (LAT1) (C), transportador de glutamato 1 (GLT1) (D) y transportador de L-glu/ L-aspartato 
(GLAST) (E). Las barras representan la media±EE, n=6. Los datos fueron analizados usando un análisis de 
varianza (ANOVA) de una y dos vías seguido de una prueba post hoc de Tukey. Los símbolos sobre las columnas 
denotan diferencias significativas; *P≤0.05 y **P≤0.01 para diferencias entre dosis; el símbolo +denota diferencias 
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contra el grupo de 2 h, el símbolo de # denota diferencias contra el grupo de 6 h y el símbolo δ denota diferencias 
contra el grupo de 9 días de tratamiento. Los westerns blots representativos son mostrados en la parte superior de 
cada panel. 

(3) Marcadores de daño oxidante a biomóleculas.  

El GSH es el principal sistema antioxidante del SNC, la modulación en estos niveles podría estar llevando 

a un desbalance redox en el SNC y generar así daño oxidante (Chandravanshi et al., 2018). Es por ello 

que decidimos evaluar los niveles de 2 marcadores de esta condición, el 4 hidroxinonenal (4HNA) y la 3 

nitrotirosina (3NT). No encontramos cambios significativos en ninguno de los grupos tratados en corteza 

cerebral.  

 

Figura 9. Efectos del arsénico inorgánico (iAs) sobre marcadores de estrés oxidante y nitrosante. Los animales 
fueron tratados con 0, 5 y 14 mg/kg y sacrificados a 2 h, 6 h y 24 h. También fueron administrados con 0, 2.5 y 5 
mg/kg de arsenito de sodio (NaAsO2). durante 9 días. Las barras en el gráfico representan la media ± EE, n=6. Los 
datos fueron analizados usando un análisis de varianza (ANOVA) de una vía seguido de una prueba post hoc de 
Tukey.  

 

(4) Modulación de las subunidades de receptores a glutamato por la exposición a iAs 

La exposición a iAs se asocia al aumento en los niveles de glutamato extracelular y la modulación de la 

expresión y actividad de los receptores a glutamato (Ramos-Chavez et al., 2015, Nelson-Mora et al., 

2018). Decidimos evaluar, también mediante Western blots, los niveles de la expresión a las 

subunidades de los receptores NMDA y AMPA, debido al aumento en la expresión de los transportadores 

xCT, GLAST y GLT observada, que pudieran estar sugiriendo un aumento en los niveles de glutamato 

extracelular. La expresión de la subunidad NR2A se ve aumentada, mientras que la expresión de NR2B 
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se ve disminuida, ambos efectos se observaron en el grupo de 14 mg/kg. Para las subunidades AMPA1 

y AMPA2 no encontramos cambios por la exposición a iAs. 

 

Figura 10. Efectos del arsénico inorgánico (iAs) sobre la regulación de subunidades a receptores de glutamato 
NR2A, NR2B, AMPA1 y AMPA2 en la corteza de ratones. Los animales fueron tratados con 0, 5 y 14 mg/kg de 
arsenito de sodio (NaAsO2), y se sacrificaron 24 h después. La expresión de las subunidades del receptor 
glutamatérgico de tipo NMDA (NR2A, NR2B), y tipo AMPA (AMPA1 y AMPA2) se realizó por análisis de Western 
blots en fracciones enriquecidos de membranas. Las barras en el gráfico representan la media±EE, n=6. Los datos 
fueron analizados usando un análisis de varianza (ANOVA) de una vía seguido de una prueba post hoc de Tukey. 
Los símbolos sobre las columnas denotan diferencias significativas; *P≤0.05 y **P≤0.01. Los Westerns blots 
representativos son mostrados en la parte superior de cada panel. 

(5) Modulación de nfe2l2 y iκκbα por iAs. Activación de Nrf2 y NFκB. 

Se ha reportado que los genes que codifican para las proteínas xCT, LAT, GLT1 y GLAST(Valdovinos-

Flores & Gonsebatt, 2012, Martinez-Lozada et al., 2016) contienen secuencias consenso para los 

factores de transcripción Nrf2 y NFκB. También se ha reportado que inhibidores para NFκB, disminuyen 

la expresión de EAAC1 en ratas (Tai et al., 2008), lo que sugiere que su expresión puede ser modulada 

por este factor de transcripción. La activación de Nrf2 y de NFκB va acompañada en un aumento de la 

transcripción de los genes nfe2l2 y iκκbα, respectivamente (Valdovinos-Flores & Gonsebatt, 2013, Tonelli 

et al., 2018). Por ello, para saber si el aumento en la transcripción de estos transportadores de 

aminoácidos está asociada a la activación de estos factores de transcripción y el aumento en los niveles 
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de GSH, medimos la transcripción de los genes  nfe2l2 y iκκbα por PCR-RT a las 2 h , 6 h y 24 h en la 

corteza cerebral.  

Encontramos un aumento en el gen iκκbα a las 2 h y 6 h, en el tratamiento de  14 mg/kg respectivamente, 

mientras que para el gen nfe2l2  encontramos un aumento a las 6 h en el grupo de 5 mg/kg. A las 24 h 

los niveles de ARNm de ambos genes regresan a niveles basales. Estos resultados sugieren la 

participación de Nrf2 y NFκB en la modulación de los transportadores en la respuesta aguda a iAs.  

 

Figura 11. Efectos de arsénico inorgánico (iAs) sobre los niveles de ARNm del inhibidor alfa del factor κ B (iκκbα) 
(A) y factor nuclear (derivado del eritroide 2) nfe2l2 (B) en la corteza de cerebros de ratón tratados con 0, 5 y 14 
mg/kg de NaAsO2. Para la realización del PCR-RT, el ARN total fue extraído de la corteza cerebral. Los datos 
fueron normalizados con la expresión del ARNm del gen SDHA. Las barras verticales indican los niveles de ARNm 
relativos al grupo control. Las barras representan la media±EE. Los datos fueron analizados usando un análisis de 
varianza (ANOVA) de una vía seguido de una prueba post hoc de Tukey. Los símbolos sobre las columnas denotan 
diferencias significativas; *P≤0.05 y **P≤0.01. 

 

(6) Efecto del iAs en la producción de H2S en la corteza cerebral e hígado de ratones. 

El aumento en la producción de H2S, por el aumento de glutamato protege a las neuronas aumentando 

los niveles de GSH (Kimura & Kimura, 2004) (Kimura et al., 2006). Los animales tratados con 5 y 14 

mg/kg a las 24 h, un aumento en la producción en los niveles de H2S, tanto en la corteza cerebral y como 

en el hígado, tejido que se usó como referencia. 
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Figura 12. Capacidad de producción de sulfuro de hidrógeno (H2S) en la corteza cerebral e hígado de ratones 
expuestos a arsénico inorgánico (iAs) a 24 h. Los cambios en la producción de H2S, fueron evaluados por el método 
de producción de sulfuro de plomo en la corteza (A) y en los hígados (B) de ratones expuestos a 0, 5 y 14 mg/kg 
de arsenito de sodio (NaAsO2) a las 24 h. En (C) se muestra un papel filtro representativo de la producción de 
sulfuro de plomo en la corteza de ratones expuestos a iAs. Las barras muestran los niveles de IntDen normalizados 
al grupo control, media±EE, n=7. Hígados de animales no tratados, se usaron como controles positivos. Para el 
control negativo se usó el medio de reacción sin tejido. Los datos fueron analizados usando un análisis de varianza 
(ANOVA) de una-vía seguido de una prueba de Tukey. Los símbolos sobre las columnas denotan diferencias 
significativas; *P≤ 0.05, **P≤0.01 y ***P≤0.001. 

 

(7) Efecto del iAs sobre los niveles de proteína y ARNm de cbs. 

CBS es la enzima más importante que genera H2S en astrocitos (Lee et al., 2009) lo que se asocia a un 

aumento en los niveles de GSH (Kimura et al., 2010). Asimismo, se ha observado que el iAs induce la 

síntesis de GSH acompañado de la transcripción de CBS, en cultivos de células humanas (Coppin et al., 

2008). En este trabajo al evaluar la proteína para CBS y el mARN de cbs, encontramos que los niveles 

de ARNm para cbs se encuentran disminuídos significativamente a las 2h en el grupo de 14 mg/kg. Los 

niveles proteicos para CBS no cambian con respecto a los controles en ninguno de los tiempos 

explorados. Las barras verticales indican los niveles de ARNm relativos al grupo control. Las barras 

representan la media ± E.E. Los datos fueron analizados usando un análisis de varianza (ANOVA) de 
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una vía seguido de una prueba post hoc de Tukey. Los símbolos sobre las columnas denotan diferencias 

significativas; * P ≤ 0.05. 

 

 

Figura 13. Niveles de proteína cistationin-β-sintasa (CBS) y ARNm cbs en la corteza cerebral de ratones tratados 
con 0, 5 y 14 mg/kg de arsenito de sodio (NaAsO2). Cambios en los niveles de proteína en homogenados de 
corteza determinados por Western blot para CBS (A). Para la realización del PCR-RT, el ARN total fue extraído de 
la corteza cerebral (B). Los ensayos fueron realizados a las 2, 6 y 24 h después de una administración de NaAsO2. 

 

9) DISCUSIÓN  

 

El iAs es metaloide considerado el principal contaminante presente en el ambiente, por fuentes 

antropogénicas y naturales.  Se ha reportado en México, que al menos 1.5 millones de personas ingieren 

agua con una concentración mayor a la norma mexicana de 0.025 µg/L de iAs, que está por encima de 

la recomendada por la Organización Mundial de la Salud (OMS) de 0.010 µg/L (Luz María Del Razo, 

2018). El iAs se acumula en distintos órganos, incluyendo el cerebro y la exposición a iAs está asociada 

con distintas alteraciones a nivel del SNC. Estudios epidemiológicos han reportado que la exposición 

crónica a iAs a través del agua de bebida resulta en alteraciones en la función cognitiva, función motora 

y alteraciones sensitivas en niños, mientras que en adultos la exposición aguda a altos niveles de iAs 

está asociada con encefalopatías, alteraciones en memoria y aprendizaje y concentración (Rodriguez et 

al., 2003, Wright et al., 2006).  

 

En estudios anteriores se ha reportado alteraciones de los niveles de GSH tras la exposición crónica a 

iAs (Ramos-Chavez et al., 2015). En el presente estudio exploramos la respuesta aguda a iAs, 

observamos que la exposición altera los niveles de GSH y la disposición de aminoácidos precursores de 

su síntesis en corteza y cerebelo. A las 24 h, principalmente en la corteza, encontramos una respuesta 

que podría considerarse antioxidante donde se observaron niveles aumentados de GSH asociados con 
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el aumento en la producción de H2S y de la expresión de los transportadores de aminoácidos xCT, GLT1, 

GLAST y EAAC1, así como una alteración de las subunidades al NMDAR a la dosis mayor empleada. 

No observamos cambios en los niveles de Trx1 salvo a las 6 h con 14 mg/kg y tampoco en marcadores 

de estrés oxidante en biomoléculas.  

 

Factores de transcripción, sensibles al estado redox de la célula, tales como NFκB y Nrf2 están 

involucrados en la transducción de señales de sobrevivencia y protección para la célula contra el estrés 

oxidativo (Valdovinos-Flores & Gonsebatt, 2012, Moldogazieva et al., 2018) (Sivandzade et al., 2019). 

Sato et al. (2001) reportaron que la hay un sitio de unión ARE, en la secuencia de flanqueo 5´en el gen 

xCT (Sato et al., 2001). También se ha reportado sitios de unión de NFκB para GLT1 y GLAST (Martinez-

Lozada et al., 2016, Pajarillo et al., 2019), asimismo, se ha reportado que inhibidores de la activación de  

NFκB disminuyen la expresión de EAAC1 (Tai et al., 2008). En nuestro caso encontramos un aumento 

significativo de la transcripción de genes que son modulados por estos factores de transcripción (Figura 

12). 

 

A las 2 y 6 h encontramos una disminución en los niveles de GSH de manera significativa, solo en la 

corteza cerebral, lo cual puede llevar a la activación de Nrf2 y NFκB observada a las 6 h, como una 

respuesta redox debida una la disminución de especies reductoras (GSH). La activación de NFκB, es 

similar a las observaciones realizadas por Valdovinos and Gonsebatt (2013), en donde la transcripción 

de ngfb a las 2 h después de la administración i.p. de iAs, está asociada a la activación de la vía TrkA/Akt/ 

NFκB en el hígado, pero no en el estriado de ratón (Valdovinos-Flores & Gonsebatt, 2013). La activación 

sistémica de esta vía puede estar relacionada con un aumento en la sintesis de GSH en otras regiones, 

como la corteza y el cerebelo a las 24 h y los 9 días. Asimismo, la activación de ambos factores de 

transcripción, puede ser dada dada de manera local debida al desbalance redox  por el descenso de la 

poza celular de GSH en la corteza que activa a los factores de transcripción y que lleva posteriormente 

al aumento en la sintesis de GSH en la corteza observado a las 24 h (Sivandzade et al., 2019).  

 

Niveles disminuidos de GSH generalmente son acompañados por estrés oxidante y nitrosante (Schulz 

et al., 2000). A pesar de que se observó una disminución de en los niveles de GSH a 2 y 6 h, no 

encontramos un cambio en el daño a biomoléculas por especies reactivas de oxígeno en los grupos 

evaluados, al evaluar la expresión 3NT y 4HNA. Esto puede ser debido a que las pruebas no son los 

suficientemente sensibles para detectar los cambios producidos por la disminución de GSH o porque el 

desbalance redox no es suficiente para generar daño a biomoléculas, por lo que se debieron haber 

incluido controles positivos de daño oxidante para el ensayo. La Trx1 pudo haber cumplido un papel 
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protector, pero sólo la encontramos aumentada con la dosis de 14 mg/kg a las 6 h. Es bien sabido que 

la exposición crónica a iAs induce daños en la corteza cerebral por estrés oxidante. Sin embargo bajas 

dosis de arsénico pueden proteger a células de estrés oxidante y daño a ADN (Snow et al., 2005, 

Chappell, 2003), lo que sugiere que el As tiene el perfil bifásico propuesto por Mattson y Calabrese en 

el 2010, donde bajas dosis pueden activar respuestas de adaptación y proteger a las células del estrés 

y daño (Mattson, 2010), como son las observadas aquí al aumentar los niveles de GSH,  aumento en 

los transportadores de aminoácidos, aumento en la síntesis de H2S que puede ir acompañada por una 

mayor disponibilidad de L-cys2, para la síntesis de GSH. 

De manera similar se observó que una exposición a iAs crónica durante la gestación, va acompañado 

de un aumento en los niveles de GSH y de un aumento en la expresión de los transporte de L-cys/L-cys2 

para la síntesis de GSH, tales como xCT en astrocitos y EACC1 en neuronas (Ramos-Chavez et al., 

2015, Nelson-Mora et al., 2018). En este trabajo la sobrerregulación de EAAC1 en corteza solo en el 

grupo de ratones que recibieron la dosis de 5 mg/kg a las 24 h y 9 días se relaciona de manera directa 

con el incremento en los niveles de GSH en la misma región. Estas observaciones sugieren que la 

participación de EAAC1 es crucial para el mantenimiento en los niveles de GSH, tras la exposición a iAs. 

En el trabajo de De Bundel et al. (2011)  observan que ratones knockout para xCT, no tienen cambios 

en los niveles de GSH en el hipocampo o evidencia de estrés oxidante (De Bundel et al., 2011).  Sin 

embargo animales que carecen de EAAC1 tienen niveles disminuidos de GSH, acompañados de 

marcadores de estrés oxidante y alteraciones en la memoria (Aoyama et al., 2006).  

 

El aumento en la expresión de xCT, va acompañada con un aumento de GLT1 y GLAST. Los 

transportadores GLT1 y GLAST son considerados  principales reguladores de niveles extracelulares de 

glutamato en los astrocitos  del SNC (Amara & Fontana, 2002).  Las regiones promotoras para GLT1 y 

GLAST contienen sitios de unión para el factor de transcripción NFκB (Pajarillo et al., 2019), mientras 

que xCT contiene sitios de unión para Nrf2 y NFκB (Valdovinos-Flores & Gonsebatt, 2012). Por lo tanto, 

la exportación de glutamato por xCT y su recaptura por GLT1 y GLAST son modulados por ambos 

factores de transcripción, y de esta manera pueden disminuir los niveles extracelulares de glutamato 

asociada a la sobre-expresión de xCT. Anteriormente observamos que la exposición gestacional y 

crónica de iAs, se ven aumentados los niveles de glutamato en el hipocampo asociados con una sobre-

expresión de xCT y una disminución en la expresión de GLT1 y GLAST (Ramos-Chavez et al., 2015, 

Nelson-Mora et al., 2018).  

 

La alteración en la concentración de glutamato extracelular, por la exposición de manera crónica a iAs 

se ha visto acompañada en cambios en el hipocampo en la expresión de subunidades a receptores de 
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glutamato (Huo et al., 2015, Nelson-Mora et al., 2018). El aumento en la expresión de xCT se acompañó 

de una modulación negativa de las subunidades a los receptores NMDA (Ramos-Chavez et al., 2015, 

Huo et al., 2015). Al evaluar nosotros la regulación de los receptores NMDA encontramos una 

disminución en la expresión de la subunidad NR2B asociada con el aumento en la expresión de xCT a 

14 mg/kg a 24 h en la corteza, datos similares observados en el hipocampo de ratones expuestos durante 

la gestación a iAs (Ramos-Chavez et al., 2015). Al evaluar las subunidades AMPA1 y AMPA2 no 

encontramos cambios en la expresión en la corteza a 24 h en ratones expuestos a iAs, datos similares  

los encontrados en corteza cerebral en una exposición gestacional (Nelson-Mora et al., 2018).  

 

Tanto la L-cys para síntesis de GSH y la SAM requerida para metabolizar el iAs, pueden provenir de la 

vía de la transulfuración (Garza-Lombo et al., 2019). Estudios de Coppin et al. (2008) reportan que en 

células RWPE-1 expuestas a iAs, se observó un aumento en la cantidad de ARNm de CBS acompañada 

de un aumento en 5 veces la cantidad de GSH (Coppin et al., 2008). En este contexto también se ha 

reportado en humanos que la presencia de polimorfismos de CBS, puede estar relacionada con la 

capacidad para metilar el iAs (Porter et al., 2010). En este trabajo no vimos cambios en la expresión 

tanto de proteína y de ARNm para CBS a las 24 h, aunque si se observó un aumentó a en la generación 

de H2S tanto en la corteza cerebral y en el hígado de animales tratados con iAs a las 24 h, sugiriendo 

un aumento en la actividad de las enzimas de la vía de la transulfuración asociada al aumento en los 

niveles de GSH.  

Tanto CBS como CSE también son moduladas por el factor de transcripción NFκB (Huang & Moore, 

2015), es posible que el aumento de la producción de H2S se deba a la contribución de la actividad de 

la enzima CSE, que no exploramos. 

 

Adicionalmente, el H2S es un gasotransmisor que cruza las membranas celulares, modulando distintos 

blancos fisiológicos, a través de la S-sulfhidratación (Wang et al., 2014). El aumento en la generación 

de H2S podría estar asociado a la modulación de la expresión de GLT1 observada a las 24 h, 

incrementando el transporte de glutamato, dado por un aumento de glutamato extracelular por la 

actividad aumentada del antiporte de xCT. La S-sulfhidratación por H2S de los residuos de Cys6 y Cys26 

de la subunidad rvSUR1 del canal de KATP, activándolo (Jiang et al., 2010). La sobre-expresión de GLT1 

puede ser dado por la activación de KATP por el H2S, ya que activadores de los canales de KATP sobre 

regulan los transportadores de glutamato en astrocitos (Sun et al., 2008). Por lo que pensamos que H2S 

puede tener efectos neuroprotectores, contra los altos niveles de glutamato que causan excitoxicidad. 

Se ha observado un aumento de transporte de Lcys2 a través de xCT, así como un mecanismo por el 

cual el H2S podría estar reduciendo la L-cys2 a L-cys en el espacio extracelular  y así aumentar el 
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transporte de L-cys hacia dentro de las células (Kimura et al., 2010) .Por otro lado, se ha reportado que 

altas concentraciones de H2S pueden tener efectos tóxicos por el incremento de flujo intracelular de Ca2+ 

por la activación receptores NMDA (Nagai et al., 2004). En nuestro caso, observamos un sobre-

expresión de subunidad NR2A y una disminución de la expresión de la subunidad NR2B. Aunque no 

medimos la actividad del receptor NMDA, los ratones expuestos de manera crónica a iAs, muestran 

alteraciones en la inducción de  la potenciación a largo plazo en el hipocampo (Nelson-Mora et al., 2018).  

La exposición a compuestos contaminantes presentes en el ambiente como el iAs está presente en 

nuestra vida, no solo en el agua de bebida, sino en los alimentos, exposiciones laborales, accidentales 

etc. Pocos estudios han explorado los efectos de la exposición aguda por iAs, esta evidencia es 

importante, ya que los efectos sobre el cerebro no son homogéneos en todas las regiones y además la 

exposición a iAs compromete los niveles de antioxidantes y la disposición de aminoácidos como el L-

glu, L-cys y metionina. Los efectos de la exposición a iAs sobre el SNC van a depender de la dosis y del 

tiempo de exposición. Este trabajo da evidencia de los efectos de la exposición al iAs sobre la producción 

del gasotransmisor H2S, situación que no se había explorado anteriormente. Nuestros resultados pueden 

ayudar en el desarrollo de estrategias preventivas adecuadas, tales como dietas o el desarrollo de 

agonistas efectivos contra los efectos tóxicos del iAs en cerebro, así como también provee información 

para aclarar mecanismos de neurotoxicidad del iAs. Además, da evidencia de los mecanismos a través 

de los cual pueden impactar el SNC a lo largo de la vida y constituir un factor de riesgo para el desarrollo 

de padecimientos neurodegenerativos. 

  

10) CONCLUSIONES 

En resumen, los presentes resultados sugieren que la respuesta aguda a iAs genera cambios en los 

niveles de GSH y Trx1. Los cambios en los niveles de GSH se dan principalmente en la corteza cerebral 

y parecen activar a los factores de transcripción Nrf2 y NFκB los que inducen la expresión de los 

transportadores a L-cys2/L-glu (xCT) y L-cys (EAAC1), y de los transportadores de L-glutamato, GLT1 y 

GLAST, así como las enzimas de la vía de la transulfuración CBS y CSE que aumentan los niveles de 

H2S. Estas respuestas iniciales muestran las alteraciones bioquímicas que un xenobiótico como el iAs 

produce en el SNC.  
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11) PERSPECTIVAS  

 

Este trabajo abre otras interrogantes de estudio en el modelo de agudo de exposición a iAs: 

 Usar inhibidores de los transportadores a xCT y EAAC1 y evaluar su importancia en proveer 

precursores para síntesis de GSH en este modelo. 

 Evaluar con otros marcadores más sensibles para estrés oxidante y así poder asociarlo a la 

activación de los factores de transcripción NFκB y Nrf2, sensibles al estado redox de la célula.  

 Determinar los niveles de CSE en proteína y ARNm, y medir la actividad de CBS relacionarla con 

el aumento en la síntesis de H2S, a través de la vía de la transulfuración.  

 Verificar los niveles de glutamato extracelular y relacionarlos con el aumento en el transporte por 

GLT1 y GLAST, así como la alteración en la expresión de las subunidades de receptores NMDA.  

 Valorar la expresión de ARNm de los receptores y transportadores, utilizando inhibidores de la 

activación de los factores de transcripción. 
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13) ANEXOS 

(1) Artículos publicados como parte del proyecto de doctorado 
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