CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

DEPARTAMENTO DE BIOMEDICINA MOLECULAR

“DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS
FACTORES DE TRANSCRIPCION AP-1, NFkappaB Y
SP-1 EN CELULAS NEURONALES SOMETIDAS A
ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR GLUTAMATO”

Tesis que presenta:
Médico Cirujano Sandra Rosas Madrigal
para obtener el Grado de
Maestra en Ciencias

en la Especialidad de Biomedicina Molecular

Tutores
Dra. Esther Lopez-Bayghen Patifio,

Departamento de Genética y Biologia Molecular, CINVESTAV-IPN.
Dr. Miguel Angel Vargas,

Departamento. Biomedicina Molecular, CINVESTAV-IPN

México, D. F. Diciembre, 2004



El presente trabajo se realiz6 en el Departamento de Genética y Biologia
Molecular y en el Departamento de Biomedicina Molecular del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
bajo la direccion de la
Dra. Esther LOopez-Bayghen Patifio
y el Dr. Miguel A. Vargas.

Este trabajo fue financiado en parte gracias al apoyo econdémico otorgado
por CONACyYT (41273-A).

Durante la realizacion de este trabajo la autora fue becaria de Consejo

Nacional de Cienciay Tecnologia (beca nUmero 172748).

Este trabajo conto con la asesoria de:

DRA. ROSAURA HERNANDEZ. Depto. Biomedicina Molecular, CINVESTAV.
DRA. REBECA MANNING CELA. Depto. Biomedicina Molecular,
CINVESTAV

DR. SAUL VILLA TREVINO. Depto Biologia Celular, CINVESTAV



DEDICATORIAS:

Este trabajo estd dedicado con carifio a mi madre porque esta cerca de mi a

pesar de la distancia.

A Bruno, por ser el sol de cada dia.

A Alejandro, por todo tu apoyo y paciencia.

A la Dra. Esther por sus ensefianzas, su dedicacion, apoyo y toda su

comprension.

A todos mis comparieros.

Y a los miembros del comité por sus valiosas aportaciones durante la revision de

este trabajo.



INDICE

AGRADECIMIENTOS
RESUMEN
ABSTRACT
ABREVIATURAS
INTRODUCCION
+ Factores de Transcripcion
% Los factores de la familia Sp
Caracteristicas estructurales
o Relacién evolutiva
o Propiedades funcionales individuales
= Sp1l es el prototipo de la familia.
= Sp2
=Sp 3
= Sp4: el miembro de la familia Sp tejido especifico
o Requlacion de la proporcién de Sply Sp3.
o Funciones fisioldgicas de las proteinas Sp. oo,
% Las proteinas Rel: NFkB
o Estrés Oxidativo mediado por la activacion de NF-kB.
+« El factor de transcripcion AP-1.
Inhibicion de factores de transcripcion bajo condiciones de Estrés
oxidativo
Activacion de factores de transcripcion bajo condiciones
de hipoxia y estrés oxidativo
Glutamato
SH-SY5Y: un modelo para el estudio de las respuestas
transcripcionales generadas por el estrés oxidativo

JUSTIFICACION

HIPOTESIS

OBJETIVOS
Generales
Particulares

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
MATERIALES Y METODOS
RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES
REFERENCIAS

Pagina

PR RRRPRRPRPRRLRRPRRER
COOOUUTUOWNNMNNNOOOYNRWNE

21

22
23

25

27
27

28
28
29
30
36

53
61

62



N°Figura

10

11

12

13

14

15

16

INDICE DE FIGURAS

Estructura de las regiones promotoras de algunos genes.

Caracteristicas estructurales de las proteinas Sp.

Sply las tres isoformas de Sp3.
Miembros de la familia de proteinas Rel/NF-kB e |kB.

Clasificacion de los receptores lonotrépicos.
Clasificacion de los receptores Metabotrdpicos.

Actividad trasncripcional del plasmido Sp1-CAT en respuesta
al tratamiento con glutamato.

Sp3 aumenta su afinidad por la secuencia consenso Sp tras
el estimulo con glutamato.

Proteinas Sp: respuesta al peréxido de hidrégeno.

Ap-1 no muestra una respuesta al tratamiento con glutamato.

AP-1 no muestra modificaciones significativas en actividad de
unién tras la estimulacion con glutamato.

NFkB aumenta su afinidad por su secuencia consenso en el
DNA.
Respuesta de NFkB al H,O».

Especificidad de los complejos NFkB.

Efecto del glutamato y del H,O5 en la viabilidad celular (MTT)
en células SH-SY5Y.

Efecto del perdoxido de hidrogeno y glutamato en la induccion
de la formacion de Diclorofluorescein.

Pagina

11

13
17

24
25
37

39

40
42

43

45
46

47

48



AGRADECIMIENTOS

Durante el presente trabajo se conto con la asistencia técnica de:
T.de |. Gerardo Marmolejo Gonzélez.

QBP Ma. Guadalupe Aguilar (Unidad de Acidos Nucléicos, DGBM).
A QFB. Matilde Corona Reyes por sus ensefianzas y su amistad.

A todos mis compafieros con quienes comparti momentos agradables, en especial Miriam,

gracias a todos.



RESUMEN

La respuesta celular al estrés oxidativo (EO) incluye la induccion de enzimas
involucradas en detoxificar a las especies reactivas de oxigeno (ROS) para evitar y
reparar el dafio. La sobre-activacion de receptores al glutamato (glu) en neuronas
produce acumulacion intracelular de calcio, fendmeno implicado en la generacion de
EO y asociado con el desarrollo de procesos neurodegenerativos.

Estas respuestas son mediadas por factores de transcripcién, cuyas identidades y
actividades no se han estudiado suficientemente para los diversos tipos celulares.
Reportamos aqui los efectos del EO inducido por glu en la regulacién de los factores
de transcripcion NFkB, Spl y Ap-1 en la linea celular SH-SY5H de neuroblastoma,
gue expresa receptores para glutamato (ionotrépicos y metabotropicos). Se realizaron
ensayos de transfeccion transitoria usando vectores reporteros que poseen repetidos
de los sitios consenso de union al DNA para los factores NFkB, Sply Ap-1 asi como
ensayos de retardamiento en gel para determinar la actividad de union de los mismos
factores. Encontrando, en ensayos de retardamiento en gel, la presencia de un
segundo complejo correspondiente al factor represor Sp3, el cual aumenta
significativamente en respuesta al glutamato. Esto correlaciona con la disminucion en
actividad transcripcional observada en los ensayos funcionales.

Ap-1 no mostré una respuesta significativa al glutamato bajo nuestras condiciones
experimentales. NFkB, en cambio mostré un aumento en su afinidad por su secuencia
consenso cuando se induce estrés oxidativo y en respuesta al glutamato en ensayos

de retardamiento en gel.



ABSTRACT

The cellular responses to oxidative stress include the induction of enzymes involved in
detoxify reactive species of oxygen (ROS) in order to avoid and repair cell damage.
The over activation of glutamate receptors in neurons produce an intracellular
accumulation of calcium, phenomenon implicated in generation of oxidative stress and
associated with the development of neurodegenerative processes. Cell responses to
stress are mediated by transcription factors, whose identity and activity have not study
sufficiently for each cell type. We report here the effect of the oxidative stress induced
by high levels of glutamate over the regulation of the transcription factors NFkB, Spl
and AP-1 using as a model the cell line SH-SY5H from human neuroblastoma. These
cells express both kind of glutamate receptors, ionotropic and metabotropic.

To this aim, SH-SY5Y cells where transiently transfected using reporter plasmids, TR-
CAT construct with five AP-1 sites, cloned in front the TK promoter and the CAT
reporter gene; NFKB-LUC, with three NFkB sites, cloned in front the a minimal
promoter and the Luciferase reporter gene and the SplCAT. with three Spl sites,
cloned in front the SV40 minimal promoter and the CAT reporter gene. We performed
mobility shift assays to determine binding activity for each factor.

We observed a reduction in the binding activity of Sp1 and identify a second complex
corresponding to the repressive factor Sp3, which was increases significantly in
response to glutamate. This correlates with a diminution in transcriptional activity
observed in the functional assays done with Sp1CAT reporter.

Finaly, we were not able to detect a significant response to glutamate with the
transcription factor Ap-1. NFkB show a increase in the affinity for the consensus site in

oxidative stress conditions and in response to 10 mM glutamate in EMSA assays.
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INTRODUCCION

Una de las paradojas de la vida es que, moléculas que mantienen la vida aerébica
como el oxigeno, fundamentales para la respiracién, metabolismo y energia, también
se asocian con diversas enfermedades degenerativas (Marx 1987).

Un elemento comdn en dichas enfermedades es la participacion de formas
parcialmente reducidas de oxigeno.

En células de organismos aerdbicos no menos del 95% del oxigeno consumido es
reducido por una oxidasa del citocromo mitocondrial, mientras que el resto es
reducido por varias oxidasas y deshidrogenasas aerobicas. Las especies de oxigeno
provienen tanto de la generacién interna de radicales libres tales como superéxido
(O2) y peréxido de hidrogeno asi como agentes exdgenos. Estos agentes incluyen
NO; y O3z, compuestos genobiodticos como drogas derivadas de quinonas y el O, por si
mismo, cuando se usa terapéuticamente a altas concentraciones. Mientras que, la
mayoria de los investigadores se enfocan en los efectos de dafio causados por estos
oxidantes, también se han realizado estudios acerca de como el H,O, y los productos
de oxidacibn no enzimatica de constituyentes celulares, pueden actuar como
segundos mensajeros fisioldgicos 0 mimetizando esta funcién y entonces afectar el
metabolismo normal de las células (Forman HJ y E Cadenas 1997). Para la reduccion
completa de una molécula de O, se requiere la transferencia simultanea de cuatro
electrones para producir dos moléculas de agua. La reduccién del oxigeno en menos
de cuatro electrones tiene como consecuencia la generacion de metabolitos

inestables que son llamados especies de oxigeno reactivas (ROS).

La produccion de ROS dentro de la célula puede ser aumentada por acciéon de
hormonas, citocinas y otros estimulos fisiolégicos y factores externos tales como
genobidticos o radiacion UV. En altas concentraciones, las ROS son extremadamente
toxicas para las células debido al dafio que ocasionan en lipidos de membranas,
proteinas celulares y modificaciones irreversibles al DNA. En cambio cuando las ROS
se producen en niveles moderados, actian como moléculas activadoras de diversas

vias de sefializacion involucradas en el control de procesos inmunes, circulacion



sanguinea y regulacion de sistema endocrino. La respuesta celular al estrés oxidativo
incluye la induccion de enzimas involucradas en destoxificar a las ROS para evitar el
dafio asi como las enzimas necesarias para reparar cualquier dafo sufrido. Esta
respuesta es mediada por factores de transcripcién, cuyas identidades no se han
estudiado y establecido suficientemente bien para los diversos tipos celulares. Las
ROS activan en las células, la expresion de genes sensibles a los cambios en el
estado redox, muchos de los cuales son requeridos como parte de la defensa celular

contra los efectos toxicos del estrés oxidativo (Turpaev 2002).

Las regiones promotoras de genes inducibles por ROS poseen sitios de unién para
diversos factores de trascripcion como son AP-1, ATF-CREB, Ets, C/EBP y NF-kB
(Turpaev 2002) (Figura 1). El efecto de activacion de factores de transcripcion en
células eucariontes, generado por las ROS, es mediado por complejos sistemas
redox-sensibles. Estos sistemas estan organizados jerarquicamente y consisten en
multiples elementos incluyendo GTPasas, fosfolipasas, protein fosfolipasas asi como

MAP cinasas.
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Las MAP cinasas (“Mitogen-Activated Protein”) son uno de los principales sistemas
reguladores que median el control de la expresion génica en respuesta a diversos
estimulos externos. Esta superfamilia consiste en tres subgrupos principales
designados por incluir serin-proteina-cinasas como ERK, p38 y JNK. Las ROS activan
a las MAP cinasas, sin embargo la respuesta es distinta y especifica para diferentes
miembros de esta familia dependiendo del tipo celular. Por ejemplo, una via de
activacion de JNK por ROS se basa en la inactivacion reversible de JNK mediada por
la formacion de su complejo dimérico con la transferasa S-glutation redox-sensible. De
todos los miembros de la familia de las MAP cinasas, la cascada JNK es la mas
sensible a las ROS, activando por largos periodos (varias horas) a JNK. Los factores
de trascripcion cJun y ATF-2 (sinbnimos: CREB-2 y CREBP-1) son los principales
sustratos para la proteina-cinasa JNK. Ademas de su papel en la regulacion de
factores de trascripcibn y en la expresion de genes, JNK afecta el sistema de

regulacion celular que controla la apoptosis (Forman HJ y E Cadenas 1997).

Factores de Transcripcion

Una proporcién muy importante de la regulacion transcripcional es ejercida por la
accion combinada de proteinas (factores de transcripcién) que se unen a diferentes
elementos denominados promotores y potenciadores. En el inicio de la sintesis del
RNA mensajero es en donde se da la mayor regulacion de la expresién génica en
eucariotas. Como paso inicial, la RNA polimerasa en asociacién con algunos factores
se une reversiblemente al promotor, para posteriormente abandonar la region
promotora e iniciar el alargamiento del transcrito. La eficiencia de cada paso esta
sujeta a la regulacién por proteinas activadoras o represoras denominadas factores de
transcripcion, quienes influencian el proceso a través de la interaccion proteina-
proteina con los factores generales de iniciacién, produciendo un aumento en el
reclutamiento o la estabilizacién del complejo basal con su templado. Asi, la unién de
proteinas activadoras a su sitio consenso estimula la transcripcion via un dominio
activador el cual es funcionalmente diferente y se encuentra usualmente separado
estructuralmente del dominio de union al DNA. Un grupo de factores de transcripcion

son expresados en una célula de manera especifica de tejido, otros como Spl se



expresan ubicuamente y son requeridos para la expresion constitutiva e inducible de

una gran variedad de genes (Lania et al 1997).

® LOS FACTORES DE LA FAMILIA Sp

El factor general de transcripcion Spl (“Stimulatory protein 1”) puede unirse y actuar a
través de cajas GC y es generalmente aceptado que esta proteina es
extremadamente versatl, y esta involucrada en la expresion de diferentes genes
documentados en mas de 2600 citas. Adicionalmente, ha quedado claro que Spl no
es la Unica proteina que actla a través de “sitios de union tipo Spl”, simplemente
representa la primera proteina identificada y clonada de una familia de cuatro
proteinas pequefias designadas Spl, Sp2, Sp3y Sp4 (Suske 1999).

Sp1l fue originalmente identificado como el factor de transcripcién que se une a cajas
GC en el promotor temprano del virus 40 de simio (SV40) (Dynan & Tjian 1983) y que
se une también al promotor de timidina cinasa (TK) (Jones et al 1985). La clonacion
del cDNA parcial de Spl humano a partir de células HelLa fue descrita en 1987
(Kadonaga et al 1987). La proteina Spl humana completa tiene 778 aminoacidos.
Los factores de transcripcion Sp3 y Sp4 (originalmente designados como SPR-2 y
SPR-1) fueron clonados al buscar el sitio que reconocian usando cajas GT del

promotor de la uteroglobina (Hagen et al 1992).

Caracteristicas estructurales
Todos los miembros de la familia Sp poseen dominios estructurales bien definidos.
Tres dedos de zinc cercanos a el extremo C-terminal y dominios ricos en glutamina
adyacentes a residuos serina/treonina en su regién N-terminal. Los 81 aminoacidos de
la region de dedos de zinc, los cuales representan el dominio de union a DNA,
constituyen la parte mas conservada de estas proteinas. El alineamiento de la region
entre proteinas Sp muestra que las proteinas Spl, Sp3 y Sp4 estan mas
cercanamente relacionadas entre si que con Sp2. Ademas se ha podido predecir que
los aminoacidos KHA en el primer dedo de zinc, RER en el segundo y RHK en tercero
contactan con bases especificas en el DNA. Estos aminoacidos criticos se encuentran

conservados en Spl, Sp3 y Sp4 pero no en Sp2. Consistentemente Spl, Sp3y Sp4
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reconocen el sitio Spl o caja GC clasica con la misma afinidad (Hagen et al 1992).
En Sp2 el residuo importante de histidina, localizado en el primer dedo de zinc es

reemplazado por un residuo de leucina como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Caracteristicas estructurales de las proteinas Sp. A) Representacion
esquematica de los cuatro miembros de la familia Spl, Sp2, Sp3 y Sp4. La longitud en
aminoacidos esta indicada a la derecha. La longitud de Sp3 se refiere a la isoforma completa
de acuerdo con (Kingsley & Winoto 1992). Las cajas de colores indican regiones de las
proteinas, ricas en residuos de glutamina (rojo) y serina/treonina (amarillo). La region que
precede el primer dedo de zinc (+/-) es rica en aminoacidos cargados. Las cajas negras
representan dedos de zinc. Las lineas sobre el dibujo de la proteina Spl indican la extension
de 4 regiones (A,B,C y D) las cuales contribuyen a las propiedades de Spl. Se indican los
dominios conocidos de activacion (AD) y los inhibidores (ID). B) Alineamiento de la secuencia
proteica de los dominios dedos de zinc. Las estrellas debajo de la secuencia indican identidad
de secuencia. Los residuos de cisteina e histidina los cuales coordinan iones de zinc en verde
y las regiones de proteinas las cuales interactian con el DNA en azul. Las flechas apuntan a
los aminoacidos responsables de la especificidad del reconocimiento en el contacto con bases
especificas en el DNA. Las lineas negras y las lineas en zig-zag indican regiones a-helice y b-
plegadas respectivamente.

De acuerdo con esta diferencia estructural se demostré que Sp2 no se une a una caja
GC pero s lo hace a un elemento rico en GT dentro de la region que flanquea al 5’
del gen del receptor de células T (Kingsley & Winoto 1992).

Relacion evolutiva
La similitud estructural entre las cuatro proteinas Sp sugiere que estan relacionadas

evolutivamente de forma muy cercana. Estudios de unién y caracterizacion bioquimica
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in vitro han demostrado la existencia de proteinas unidas a cajas GC en peces, que
comparten propiedades inmunolégicas con Sply Sp3. En Drosophila melanogaster la
proteina especifica de cabeza “buttonhead” (btd) codifica para un factor de
transcripcion tipo dedo de zinc con funcion y secuencia significativamente similar a las

proteinas Sp.

Propiedades funcionales individuales
v' Spl es el prototipo de la familia.

El mapeo del dominio de activacion revel6 que la mezcla de aminoacidos hidrofobicos
es esencial para la activacion transcripcional y no los residuos de glutamina por si
mismos. Spl puede ser fosforilado y glucosilado y es capaz de formar interacciones
homotipicas permitiendo la formacion de complejos multiméricos (Suske 1999).

Ademés se han reportado muchas interacciones heterotipicas con diferentes clases
de proteinas nucleares. Incluyendo factores que pertenecen a la maquinaria general
de transcripcion como la proteina de unidon a cajas TATA (TBP) y los factores
asociados a TBP, dTAFII110/hTAFI130 y hTAFII55. Otras proteinas que han
mostrado interaccién con Spl son reguladoras de ciclo celular como la proteina
relacionada con retinoblastoma p107, el factor de transcripcion YY1 (Lee et al 1993),
E2F (Karlseder et al 1996, Lin et al 1996) 6 NF-kB (Mao et al 2002). Spl puede
unirse a su secuencia blanco en nucleosomas ensamblados (Li et al 1994). A este
respecto es interesante notar la interaccién con un gran complejo coactivador llamado
CRSP (Cofactor requerido para la activacion de Spl) el cual estimula la transcripcion

in vitro mediada por Spl (Ryu et al 1999).

v Sp2
Es poco lo que se conoce de este miembro de la familia Sp. La presencia de un
dominio activador rico en glutamina sugiere que pudiera actuar como activador. El gen
del receptor para el antigeno de células T a (TCR a) puede ser un blanco para Sp2
debido a que este se une in vitro a un elemento promotor con caja GT en el promotor
TCR a (Kingsley & Winoto 1992).
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v Sp3
El papel de Sp3 es complicado desde el hecho de que existen 3 isoformas, una
proteina Sp3 de 110-115 kDa y dos de aproximadamente 60-70 kDa. Probablemente
la longitud completa de Sp3 es derivada de un inicio de la traduccion en un codon no-
AUG el cual ha sido designado de forma arbitraria como coddén AUU. Sin embargo
otro codén de inicio potencial se encuentra presente. Las dos especies de Sp3 mas
pequefias provienen de los dos codones AUG internos. Consistentemente,
anticuerpos contra la region N-terminal de Sp3 reconocen en ensayos de
retardamiento en gel a los complejos que migan mas lentamente los cuales

representan la isoforma completa de Sp3 como se muestra en la Figura 3.
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(aSpl, lineald), la parte N-terminal de Sp3 (aSp3N, linea 5), la parte C-terminal de Sp3 (aSp3,
linea 2), 6 el correspondiente a suero preinmune (Pre, lineas 1, 4 y 6) respectivamente. Los
complejos correspondientes a Spl y Sp3 se indican a la izquierda. El anticuerpo dirigido
contra el Gterminal retarda a los 3 complejos que contienen a Sp3 (linea 2) mientras en
anticuerpo dirigido contra el extremo N-terminal retarda solo el complejo que migra lentamente

(linea 5).
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Los reportes acerca de la actividad de Sp3 parecen ser contradictorios. En algunos
experimentos parece actuar como activador al igual que Spl, en otros en cambio
pareciera inactivar la transcripcion. Muchos de estos reportes estan basados en
experimentos de co-transfeccion con Spl, Sp3 o ambos al mismo tiempo. Una
estrategia usando antisentidos, en la cual se bloqued la expresion endogena de Sp3
en la linea celular de mielomonocitos HL60 reveld que Sp3 participa en la activaciéon
de los promotores CD11lc y CD11b (Noti 1997). Las condiciones experimentales
necesarias para que Sp3 actle como un activador fuerte o una molécula
transcripcionalmente inactiva capaz de reprimir la activacion mediada por Spl, no
estan completamente claras. La estructura y el arreglo de los sitios de reconocimiento
parecen determinar si Sp3 es transcripcionalmente inactiva o si puede reprimir la
activacion mediada por Spl. Los promotores que poseen un solo sitio de unién son
activados, mientras que promotores que presentan mdultiples sitios de union
frecuentemente no son activados o responden débilmente a Sp3 (Birnbaum et al
1995). Si Sp3 actua como un activador o como un represor de la activacion mediada
por Spl, este fendmeno debe entonces depender del contexto celular. La transfeccion
de Sp3 estimula la transcripcion de HERV-H en la linea celular de teratocarcinoma
Ntera2-D1 pero actia como un represor en HelLa y en células de insecto (Sjottem et al
1996).

Ademas, se ha sugerido que las dos pequefias isoformas de Sp3 pueden actuar como
moléculas represoras mientras que la isoforma Sp3 completa puede actuar como
activador (Kennett et al 1997). La expresion exclusiva de la secuencia completa de
Sp3 por una secuencia lider artificial puede también reprimir la activacion mediada
por Sp1l.

Ahondando en las bases moleculares que expliquen la inactividad de Sp3 bajo ciertas
condiciones, se ha descrito un dominio inhibitorio localizado entre el segundo dominio
de activacién rico en glutamina y el primer dedo de zinc. El triplete de aminoacidos
KEE, es este dominio absolutamente esencial para la funcion de represion (Dennig et
al 1996). No se sabe aun como funciona mecanisticamente este dominio, aunque se
piensa que proteinas adicionales, actiando como co-represoras estan involucradas

en la funcién inhibitoria de este dominio.
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v' Sp4: el miembro de la familia Sp tejido especifico

En contraste con Spl y Sp3 que son factores de transcripcion ubicuos, la expresion
de Sp4 parece estar restringida a algunos tejidos como el cerebro. Consistentemente
con su alta expresion en sistema nervioso central, la disrupcion del gen Sp4 de raton
por recombinacion homéloga produce defectos conductuales (Suske 1999)

Sp4 presenta propiedades funcionales especificas distintas a las de Spl y Sp3. La
funcion de transactivacion de Sp4 reside, como en Spl en la regidon N-terminal rica en
glutamina. En contraste con Spl, Sp4 no es capaz de actuar sinérgicamente a través
de sitios de unién adyacentes, sin embargo Sp4 puede funcionar como un blanco
para los dominios de activacion de Spl en un ensayo de super-activacion, lo que
sugiere que los dominios de activacion de Spl y Sp4 estdn relacionados

funcionalmente (Suske 1999).

v" Regulacién de la proporcion de Sply Sp3
Esta claro que en un tipo celular dado, la co-expresiéon de Spl y Sp3 ocurre y
asumimos que compiten por los mismos sitios de unién in vivo. La caracterizacion
inicial de Spl y Sp3 muestra que existen diferencias en su capacidad de activacion y
represion transcripcional. Independientemente de si Sp3 actlia como un represor de la
activacion mediada por Spl la abundancia relativa de Spl y Sp3 debe permitir la
regulacion de la actividad transcripcional. La abundancia de Spl y Sp3 es variable en
los diferentes tipos celulares, por ejemplo en células endoteliales las cuales poseen
altos niveles de ambos, la proporcion Spl/Sp3 es mayor que en células no

endoteliales.

v" Funciones Fisiolégicas de las proteinas Sp.
Dado que Spl esta implicada en la activacibn de un gran nimero de genes tales
como genes tejido especificos, genes de mantenimiento y aquellos que regulan ciclo
celular, y ademas se ha visto que son proteinas requeridas para prevenir la metilacion
de islas CpGs, seria razonable esperar que las células que carecieran de Spl no
sobrevivieran, pero este no fue el caso. Philipsen y colaboradores encontraron que al

interrumpir el gen de Spl en ratdn las células madre embrionarias deficientes en Spl
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son viables, tienen un crecimiento normal y pueden ser inducidas a diferenciarse y
formar cuerpos embrionicos tan eficientes como las células madre silvestres. Sin
embargo, los embriones “knock out” para Spl presentan un retardo severo en su
desarrollo y todos ellos mueren alrededor del dia 11 de gestacion. Presentan un
fenotipo marcadamente heterogéneo indicando que Sp1l tiene una funcion general en
muchos tipos celulares. Interesantemente los defectos en ratones Spl -/- son
causados por un mecanismo celular autbnomo. Las células madre Spl-/- inyectadas
en un blastocisto contribuyeron de forma eficiente con embriones quiméricos hasta
etapas tempranas pero después del dia 11 declinaron rapidamente y no contribuyeron
al término y nacimiento de estos.

Asi Spl parece ser un factor de transcripcidén cuya funcion es esencial para células
diferenciadas después del dia 10 del desarrollo en raton. El “knock out” de Spl
demostr6 que este factor no es esencial para la expresion de muchos genes
tempranos que previamente se habia demostrado podian ser activados por Spl.
Podria ser que otro miembro de la familia Sp actie como compensador. Sp4 en
cambio se expresa de forma predominante en cerebro pero también se detecta en

epitelios, testiculos y en el desarrollo de dientes (Suske 1999).

® |LAS PROTEINAS REL: NFkB
El factor nuclear kB (NF-kB) esta compuesto de homo y heterodimeros de los
miembros de la familia de factores de transcripcidon Rel, los cualkes han sido
suficientemente bien caracterizados en el control de la expresion de numerosos genes
de respuesta inmune e inflamatoria. Las isoformas menos frecuentes poseen a las
proteinas ¢Rel, RelB y p52. El heterodimero mas frecuente esta formado por una
subunidad de 50kDa (p50) y otra de 60-kDa (p65) que es secuestrada en el
citoplasma por una proteina inhibidora de la familia IkB, de la cual se han identificado
siete isoformas, siendo IkB-a el miembro mejor caracterizado de esta familia
(Turpaev 2002). En células no estimuladas, los dimeros NF-kB son retenidos en el
citoplasma en una forma inactiva y como consecuencia de su asociacion con los

miembros de la familia de proteinas llamadas kB (inhibidores de kB). Esta familia
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incluye kBa, IkBb, kBe, Bcl-3 y las regiones carboxilo terminal de NF-kB; (p105) y
NF-kB, (p100) (Figura 4).

RHD ANK

ME-B1 I [ I I s o o Ti] QT Figura 4. Miembros de la familia
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Las proteinas IkB se unen con diferentes afinidades y especificidades a los dimeros
NFkB. Asi que no sélo existen diferentes dimeros NFKB en un tipo celular especfico
sino hay un gran numero de combinaciones entre kB y dimeros NFkB ilustrando lo
sofisticado del sistema.

La activacion de NFkB se da a través de diversas vias mediadas por no-receptores
como son el estrés oxidativo o la radiacion UV, asi como en eventos mediados por
receptor. La union de un ligando al receptor induce una serie de eventos que
involucran a proteinas-cinasas, quienes producen el reclutamiento y activacion de las
cinasas de kB (IKKs) que fosforilan a IkB.

Existen por lo menos 3 componentes: |IKKa, IKKb y NEMO/ IKKg. Algunos estudios
indican que IKKb es el blanco de estimulos pro inflamatorios, mientras IKKa debe ser
mas importante en sefales morfogénicas (Delhase et al 1999, Hu et al 1999, Takeda

et al 1999). Asi, la fosforilacion de dos residuos de serina en el NH, terminal de
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moléculas kB, por ejemplo, Ser® y Ser*® en kBa, permite la poli-ubiquitinizacién en
Lys?' y Lys?? de IkBa y su subsecuente degradacién por el proteosoma 26S.

La degradacion de IkB expone la secuencia de localizacion nuclear y permite que los
dimeros de NF-kB se transloquen al nucleo, uniéndose a motivos kB presentes en los
promotores de muchos genes y regulando la transcripcién. Ademas la unién de NFkB
induce la transcripcion de genes de IkB proporcionando asi un mecanismo de

limitacion de activacidon de actividad de NFKkB (Brown et al 1993, Sun et al 1993).

Estres Oxidativo mediado por la Activacion de NF-kB

La generacion de ROS activa a NF-kB en la mayoria de las células, mientras que la
accion de los antioxidantes atenua su actividad dependiendo de la linea celular y el
agente que lo ha inducido. NF-kB regula la expresion de muchos genes encargados
de mantener la resistencia celular al estrés, participando asi en el control de apoptosis
y regulacion de la inmunidad celular (Turpaev 2002).

Los agentes inductores de NF-kB como citocinas, virus RNA de doble cadena, ésteres
de forbol y luz UV activan a una proteina-cinasa IKK (“I-kB Kinase”) produciendo la
fosforilacion y degradacion de la proteina inhibitoria (IkB) permitiendo a NF-kB quedar
libre para entrar al nicleo y unirse a su secuencia blanco (secuencia de DNA de 10 pb
5-GGGRNNYYCC-3" donde G= guanina, R= purina, N= cualquier nuleotido Y=
pirimidina, C= citosina) e inducir la transcripcion de genes blanco (Heck et al 1999).
La actividad constitutiva de NF-kB en el cerebro se da en las neuronas y terminales
sinapticas en donde aumenta después de generarse un dafio por trauma e infarto
cerebral, jugando asi un papel critico en la recuperacion de la funcion. La activacion
de NF-kB puede entonces ser inducida por hipoxia, H:O, y TNF-a (Tong et al 2002).
Finalmente una de las vias de regulacion de NF-kB esta basada en la activacion
redox dependiente de la proteina G p21 y la subsecuente activacion de la PI3-K (3-
fosfatidilinositol cinasa) de igual forma se encuentran implicados algunos miembros
de la cascada de MAP cinasas JNK y p38 (Turpaev 2002). Asi pues, la activacion del

factor NFKkB puede tomarse @mo un indicador de la induccidon de un proceso de
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estrés oxidativo en diversos sistemas. Particularmente hablando de sistemas
neuronales, en la Tabla 1 se muestran algunos ejemplos encontrados en la literatura

gue apoyan esta afirmacion.

Tabla 1. Induccién de NFkB como respuesta a estrés oxidativo en células de
origen neuronal

Tipo celular Factor de transcripcién Inductor empleado Referencia

activado.

GT1-7 (neuronal) NFkB H,0, (Heck et al 1999)
Cultivo primario de
neuronas

(cerebelares)

SH-SY 5Y NFkB 6-OHDA (Levites et al 2002)

PC12

HT22 NFkB GLUTAMATO (Savaskan et al 2003)
AP-1

Cultivo primario NFkB KCN (Shou et al 2000)

neuronas de
hipocampo
Células granulares

(cerebelo)

SH-SY5Y NFkB BSO (Li et al 1998)
AP-1 H205

* El factor de transcripcion AP-1
AP-1 (Activator Protein 1) se une a secuencias palindrémicas especificas con
estructura similar, como TGACTCA y TGACGTCA. Estas secuencias homologas son
designadas frecuentemente como el elemento regulador TPE (elemento responsivo a
TPA, tetradecanoyl forbol-acetato) y CRE (elemento responsivo a cAMP). La
superfamilia AP-1 esta constituida por dos familias de proteinas, la familia Jun (v-jun,
c-jun, junB y junD) quién recibié este nombre porque originalmente fue aislado del

virus del sarcoma de las aves AVS 17, la palabra junana significa 17 en Japones, y la
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familia Fos (c-Fos, Fos-B, Fral, Fra2). El factor AP-1 como tal puede ser formado
también en combinaciébn con algin miembro de la familia ATF (“Activating
Transcription Factor”). La composicion de la subunidades AP-1 determina la afinidad
por la secuencia de DNA y de su interaccion con otros factores de trascripcion,
durante el ensamble del promotor completamente funcional. Asi el homodimero c-Jun-
c-Jun tiene una mayor afinidad a la secuencia TPE, mientras que el heterodimero ¢
Jun-ATF-2 tiene una mayor afinidad a la secuencia CRE. Los dimeros JunB-c-Fos y
c-Jun-c-Fos se unen a ambas secuencias operadoras con eficiencia similar. La union
de c-Jun y ATF-2 con subunidades Fral, Fra2 y ATF-3 suprime la actividad funcional
de este factor de trascripcién en algunos sistemas. El factor AP-1 es activado por
varios efectores: factores de crecimiento, citocinas, hormonas, metales pesados,
genobiodticos, radiacion ultravioleta, estrés osmotico y mecanico, despolarizacion de
membrana, estrés oxidativo e hipoxia. La respuesta de ciertos genes dependientes a
AP-1 a cada uno de estos estimulos no es la misma. Estas variaciones estan
determinadas parcialmente por el activador efector-especifico de AP-1 y de la
diferente composicion de los dimeros (Turpaev 2002).

A nivel postraduccional la actividad de los factores, ya existentes o sintetizados de
novo es modulada por la fosforilacién, ejercida por cinasas como la proteina cinasa C
(PKC), la proteina cinasa A (PKA), la cinasa activada por mitogenos (MAPK), la
cinasa especifica de Fos llamada FRK (“Fos Related Cinasa”) y la cinasa especifica
de Jun (INK) (Turpaev 2002).

JNK fosforila y activa a c-Jun y ATF-2, constituyentes de AP-1 y promueve la
induccién del factor de trascripcion del factor ATF-3. Debido a que varios sitios de
union de AP-1 estan localizados en la region promotora del gen de c-jun, la
fosforilacion y la subsecuente activacion del factor c-Jun resulta en la induccion de su
propio gen. Tal regulacion de la actividad de c-Jun permite una activacion por largos
periodos (varias horas) del factor de transcripcibn AP-1 y por un incremento de los
niveles de expresion de los genes abatidos bajo condiciones de estrés oxidativo
(Turpaev 2002). La expresion y activacion de factores de transcripcion como ¢-Jun o
c-Fos son los pasos finales de una reaccién enzimatica en cadena, de las mejor

definidas y relevantes que convergen en la cinasa Nterminal de ¢Jun (JNK) quién
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finalmente activa a c-Jun en el nucleo. Junto con ERK y p58, las JNKs pertenecen a la
familia de las proteina-cinasas activadas por mitogenos (MAPKSs). La familia JNK
comprende 3 isoformas (JNK1, JNK2 y JNK3) con un total de 10 variantes por
procesamiento alternativo. Las JNKs son activadas por MAPK cinasas rio arriba y
MAPK cinasa cinasas. Para la adecuada transduccion de sefiales la cinasa rio arriba y
rio abajo deben ser traidas a la proximidad por proteinas que aseguren la activacion y
sefializacion especifica. Una vez activadas las JNKs son capaces de unirse vy
fosforilar un sustrato en el ndcleo (c-Jun, ATF-2, Elk-1), en el citoesqueleto (proteinas
asociadas a microtubulos, tau, neurofilamentos) y en la mitocondria (vgr BIM). La
traslocacion intranuclear de JNK2 y JNK3, pero no JNK1 es una caracteristica de la
cascada JNK activada bajo condiciones patoldgicas (Turpaev 2002).

Un grupo de factores de transcripcion involucrados en la protecciéon celular al estrés
oxidativo incluye a los factores de la familia Nrf (“Nuclear Respiratory Factor”). Los
factores Nrfl y Nrf2 controlan la expresion de genes sensibles a la antioxidacion tales
como NAD(P)H: quinona oxidoreductasa, glutathione-S transferasa, UDP-glucuronosyl
transferasa y epoxido hidrolasa. Los productos de estos genes estan implicados en el
metabolismo de genobidticos y previenen su participacion en reacciones intracelulares
generadores de ROS. El sitio de unién de los factores de la familia Nrf a DNA es
RTGACNNNGCA (R, nucledtido purina) y esta secuencia es llamada ARE

(Antioxidant-Responsive Element) (Turpaev 2002).

Inhibicion de Factores de Transcripcion bajo condiciones de Estrés Oxidativo

Los factores c-Jun, c-Fos y la proteina p50 (una subunidad de NF-kB) contienen en
sus dominios de union a DNA residuos de cisteina altamente sensibles a las ROS
(Cys252, Cysl54 y Cys61, respectivamente). La oxidacién de su grupo SH inactiva
reversiblemente a AP-1 y NF-kB. La reduccion de estos grupos esta mediada por el
grupo tiol activo contenido en el factor protéico Ref-1 (“Redox Factor-1"), el cual es
entonces reducido sin enzimas en la reaccién de intercambio del grupo tiol con
thioredoxin (Turpaev 2002). La inactivacion oxidativa de los factores de transcripcion

AP-1 y NF-kB ocurre con concentraciones mas altas de ROS, comparado con los
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niveles requeridos para la activacion de las MAP cinasas. El estrés oxidativo intenso
es acompafiado por una disminucion en las actividades de AP-1 y NF-kB y una
atenuacion de la transcripcion de los genes de respuesta. Los productos de muchos
de estos genes estan involucrados en sistemas antiestrés de proteccion celular. Esto
sugiere que la movilizacion del sistema de proteccion celular se atenuard después de
cierto nivel de ROS, mientras la intensidad de estimulacion de apoptosis se
incrementara. Las ROS estan igualmente involucradas en la oxidacion de grupos SH
activos y en la inhibicién de los factores de transcripcion constitutivos NF-1, Spl, USF
y MyoD. Como resultado, la expresion de varios genes es suprimida. Las ROS
también inhiben a las tirosina-fosfatasas por oxidacion de los residuos de cisteina en
los centros cataliticos de estas enzimas (Turpaev 2002).

Activacién de Factores de Transcripcion bajo Condiciones de Hipoxia y estrés
oxidativo

AP-1 es igualmente activado bajo condiciones de hipoxia y estrés oxidativo. Esto
debido a que la hipoxia promueve la acumulacion de semiquinonas y flavinas
reducidas que causan el incremento de la generacion de ROS en mitocondria y una
activacion subsecuente de JNK (sistema MAP cinasa). Los constituyentes de AP-1
difieren en su sensibilidad a la hipoxia y al estrés oxidativo. Bajo normoxia ROS activa
c-Jun, ATF-2 y c-Fos mientras los factores JunB y ¢Fos son mas sensibles a ROS
generados bajo condiciones de hipoxia (Turpaev 2002).

Los aspectos criticos de las sefiales de transduccion relacionados con estrés oxidativo
se pueden catalogar en tres niveles: 1) respuestas celulares inmediatas al estrés
oxidativo y la produccion de segundos mensajeros, 2) la induccion y la activaciéon de la
expresion de genes mediada por el trabajo de segundos mensajeros y factores de
transcripcion y finalmente 3) la expresion de genes en respuesta secundaria al estrés
oxidativo (Forman HJ y E Cadenas 1997).

El estrés oxidativo esta fuertemente asociado con la muerte neuronal que se observa
en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer. Inclusive se

postula que los mecanismos que permiten una respuesta reparadora al estrés
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oxidativo estan alterados en estas enfermedades, ya que tanto en pacientes como en
modelos animales se nota un incremento en el dafo oxidativo (Coyle & Puttfarcken
1993). En estas enfermedades neurodegenerativas, las concentraciones elevadas de
glutamato parecen jugar un papel relevante en la generacion de dafio mediado por

estrés oxidativo.

GLUTAMATO

El glutamato (glu) es el neurotransmisor excitatorio mas abundante de SNC en
mamiferos. Tiene un efecto excitador muy rapido y produce cambios en la
organizaciéon sinaptica, la migracion neuronal durante el desarrollo y la viabilidad
neuronal. Se sabe que aminoacidos excitatorios, como es el caso de glutamato, son
capaces de producir neurodegeneracion debido a una liberacion sinaptica excesiva.
Estudios de neurotoxicidad en cultivos de neuronas han establecido papeles
patolégicos importantes para esos cambios ionicos intracelulares causados por el glu,
especialmente el influjo de Ca?*, asi como el del Na*, Zn?* y el eflujo de K*.

La actividad neuronal permite un incremento marcado en la concentracion de Ca*"
citosolico, el cual funciona como segundo mensajero mediando respuestas celulares.
El influjo excesivo de Ca®*" extracelular aunado a la liberacién de Ca®* de almacenes
intracelulares puede elevar el calcio libre citosélico neuronal a niveles que exceden la
capacidad de los mecanismos reguladores de Ca®', permitiendo alteraciones
metabdlicas tales como la formacion de radicales libres y finalmente la muerte celular.
El glutamato ejerce su efecto por activacién de una familia heterogénea de receptores
acoplados a sistema de segundos mensajeros, los cuales se clasifican desde el punto
de vista funcional en ionotropicos (ligados a canales i6nicos) y metabotropicos
(acoplados a proteinas G por medio de proteinas de fijacion de GTP) con diversos

mecanismos efectores.

lonotropic Glutamate Receptors

r/’\l Figura 5. Clasificacion de los receptores
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lonotrépicos: conformados por complejos multiméricos de 4 6 5 subunidades y
se subdividen en tres grupos en base a la identidad de los agonistas
farmacolégicos que activan cada subtipo de receptor: AMPA (acido a-amino 3-
hidroxi-5metil-4-isoxasol propionico), NMDA (N-metil-D aspartato) y Kainato.
Todas las subunidades de los receptores ionotropicos comparten una
estructura comun basica. Cuatro porciones hidrofobicas ubicadas en la region
central de su secuencia.
v' Los receptores AMPA son heteromeros de subunidades
codificadas por 4 genes GIuR1-4, presentan una alta afinidad por
AMPA y glutamato no asi por el Kainato. GIuR1-3 se expresa en
todo el CNS, GIuR4 en cambio presenta un patron de expresion
temporal y espacial mas restringida. Cada subunidad presenta 4
dominios membranales hidrofobicos y uno citoplasmica localizada
en el C-terminal. Presenta un gran nimero de isoformas debido a
procesamiento alternativo que sufren.
v' Los receptores Kainato, estan constituidos por subunidades
homologas a las del receptor AMPA: GluR5-7, KAl y KA2.
Presentan una alta afinidad por Kainato seguida por glutamato y
muy baja afindad por receptores AMPA.
v Los receptores NMDA estan compuestos de las subunidades NR1
y NR2 las cuales pueden ser 1 de 4 productos génicos (NR2A-D)
se requiere la expresion de ambas subunidades para para formar
un canal funcional. El dominio de unién a glutamato esta
formado por la unién de las subunidades NR1 y NR2, ademas
del glutamato el receptor NMDA requiere de un co-agonista,
glicina, que se una permitiendo funcionar al receptor. El sitio de
union a glicina se encuentra en la subunidad NR1. La subunidad
NR2B también posee un sitio de unidén pero para poliamidas,
moléculas reguladoras que modulan el funcionamiento del
receptor NMDA. La actividad de los receptores NMDA es

sensible al pH y depende también de moduladores enddgenos
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como Zn**, neuroesteroides, ac. araquidénico, reactivos redox,

poliamidas como la espermina, entre otros. EI Mg?* bloquea los

receptores NMDA a nivel de potencial de membrana en reposo.
Metabotrépicos: Se subdividen en 3 grupos, basados en similitud de
secuencias, mecanismos farmacologicos y de sefalizacion intracelular. Poseen
siete dominios transmembranales. Su estructura esta dividida en 3 regiones: la
region extracelular, siete regiones transmembranales y la region citoplasmica.
La regidon extracelular es ademas dividida en la region de unién al ligando vy la
region rica en cisteinas.

( Receptores 1
LMetabotrépicos J

Grupo Il
mGlu2

Grupo Il
mGlu4
mGlu6

mGlu3

mGlu7
mGlu8

Figura 6. Clasificacion de los receptores metabotropicos

SH-SY5Y: un modelo para el estudio de las respuestas transcripcionales
generadas por el estrés oxidativo

Resulta particularmente interesante el hecho de que existen lineas celulares que
pueden ser utilizadas como modelos para estudiar los efectos del estrés oxidativo
sobre células de origen neuronal como la linea SH-SY5Y. Esta es una linea celular de
neuroblastoma humano que crece bajo condiciones de cultivo estandar, en una forma
relativamente indiferenciada. El neuroblastoma es un tumor maligno comdn en la
infancia derivado del sistema nervioso autbnomo. Tanto in vivo como in vitro las

células derivadas de neuroblastomas humanos expresan multiples fenotipos celulares.
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Algunos estudios en la linea celular SK-N-SH han demostrado dos diferentes tipos de
células con un origen ancestral comun, en donde sélo una de ellas expresa
propiedades neuronales (Ross & Biedler 1985). Varias de las lineas celulares de
neuroblastomas establecidas comprenden al menos dos tipos celulares
morfologicamente diferentes. La morfologia predominante es generalmente
neuroblastica con un cuerpo celular redondo, pequefio con procesos neuriticos,
vesiculas densas y actividad enzimética para la sintesis de neurotransmisores. En
contraste las menos frecuentes, células sustrato-adherente, con morfologia epitelial o
tipo fibroblasto que no extienden procesos neuriticos y muestran  poca o nula
actividad de la sintesis de neurotransmisores. Asi las células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y, creciendo en condiciones de laboratorio, nos ofrecen una
oportunidad Unica para estudiar el comportamiento de células humanas con un
fenotipo neuronal (Rettig et al 1987). Adicionalmente, varias lineas de evidencia
desarrolladas durante la dltima década indican que diversos insultos
neurodegenerativos agudos como la isquemia y el estrés oxidativo, estan asociados
con la disminucion del sistema de incorporacién de glutamato (Danbolt 2001, Trotti et
al 1998). Las células SH-SY5Y presentan tanto receptores como transportadores
para el glutamato (Naarala et al 1993, Nair et al 1996, O'Neill et al 1994) por lo que
pueden ser usadas como un modelo para determinar los efectos neurotéxicos
ocasionados por el exceso de glutamato y determinar cual es la respuesta oxidativa

ante este fendmeno.
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JUSTIFICACION

La sobre-activacion de receptores a glutamato en neuronas produce la acumulacion
intracelular de calcio, el cual se ha visto implicado en la generacion de estrés
oxidativo, asociado con procesos neurodegenerativos, por o que es de nuestro
particular interés estudiar Bs consecuencias del estrés oxidativo en la regulacién de
los factores de transcripcion Spl, NFkB y Ap-1.

De esta forma, en el presente trabajo nos proponemos establecer un perfil
transcripcional generado como parte de una respuesta de estrés oxidativo al exponer

directamente a las células SH-SY5Y a concentraciones neurotéxicas de glutamato o
peroxido de hidrégeno.

HIPOTESIS

Altas concentraciones de glutamato son capaces de inducir un estado de estrés
oxidativo y con ello conducir a cambios en la regulacién y expresion de los factores
de transcripcion Spl, NFKB y Ap-1 en células neuronales SH-SY5Y.

27



OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia y actividad de los factores de transcripcion Ap-1, Sp-1 y NFkB

en una linea celular de neuroblastoma bajo condiciones de estres oxidativo.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar de forma comparativa la actividad transcripcional, en células no
tratadas y tratadas, de los factores de transcripcion mencionados en los
cultivos de células inmortalizadas SH-SY5Y sometidas a estrés oxidativo.

Determinar la actividad de unién de los factores de transcripcion Spl, NFKB 'y
Ap-1 por su secuencia consenso en células inmortalizadas SH-SY5Y sometidas

a estrés oxidativo.
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ESQUEMA EXPERIMENTAL
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MATERIAL Y METODOS

Cultivos Celulares

SH-SY5Y es una linea celular derivada de neuroblastoma, obtenida en 1981 a partir
de una metastasis de médula 0sea de un nifio con un neuroblastoma embrional
pobremente diferenciado. El &cido retindico inhibe parcialmente la proliferacion y las
células pueden diferenciarse. Las condiciones de cultivo para estas células son:
medio de cultivo, DMEM HIGH Glucosa con 4 mM L-glutamina ajustado para
contener 1.5 g/L bicarbonato de sodio y 4.5 g/L, glucosa 90%; Piruvato de sodio a una
concentracion final de 220 ng/ml, aminoacidos no escenciales 1X de Sigma
Chemical.CO; suero fetal bovino 15% y como antibioticos Penicilina procainica a una
concentracién final de 100 ng/ml y estreptomicina a 15 ng/ml. Las células se incuban

a 37°C. en una atmosfera himeda al 5% de CO,

Maxipreparacion de DNA de alta pureza.

Para realizar la transfeccion de los plasmidos en cuestién se realizé la extracciéon
utiizando el Kit “QIAGEN plasmad purification”. Se crecieron cada una de las
bacterias en 100ml de medio LB con ampicilina incubando a 37°C por 16 horas en
agitacion vigorosa (300 rpm). Las bacterias se cosecharon por centrifugaciéon a 8500
rpm por 5 minutos y la pastilla se resuspendio en el buffer P1 (Tris HCI 50mM, pH 8.0;
EDTA 10mM; RNAsa A 1ng/ml). Inmediatamente se le agregé el “buffer” de lisis P2
(NaOH 200 mM, SDS al 1%) y se mezclé por inversion. Se agrego el Buffer de
neutralizacién P3 frio (acetato de potasio 3.0 M, pH 5.5), se mezclé por inversion y se
incubd a temperatura ambiente por 5 minutos, posteriormente se centrifugo a 8500
rpm por 50 minutos. El sobrenadante se agreg6é a una columna QIAGEN-tip 100
previamente equilibrada con el buffer QBT (NaCl 750mM; MOPS 50 mM, pH 7.0;
isopropanol al 15%; Triton X-100 al 0.15%). Una vez que el sobrenadante entré en la
resina, la columna se lavo dos veces con el buffer QC (NaCl 1.0 M; MOPS 50 mM, pH
7.0; isopropanol al 15%) para eliminar contaminantes de la preparacion de DNA.
Posteriormente el DNA fue eluido de la columna con el buffer QF (NaCl 1.25M; Tris

50mM, Tris-Cl pH 8.5 isopropanol al 15%). Finalmente el DNA se precipitd con
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isopropanol y la pastilla que se obtuvo después de centrifugar a 8500 rpm por 1 hora
se lavd con etanol al 80%, s centrifugd por 10 minutos a 8500 rpm y se retiro el
etanol. La pastilla se dejo secar 5 minutos a temperatura ambiente y se resuspendio
en 100 m de agua estéril. Por altimo se cuantifico el DNA tomando como alicuota 5 ni
de DNA realizando una dilucién 1:200 con agua estéril. Con el fin de determinar su
pureza se determiné su absorbancia a 260 nm y su calidad fue confirmada por

electroforesis en geles de agarosa al 1%.

Transfecciones Transitorias

Se sembraron las células en placas multipozos 6 (superficie 962mm?) y se
transfectaron con 3ng de DNA de cada plasmido (TRE-CAT, 3XSpl-CAT,
3XNFkB- LUC) y sus correspondientes plasmidos conteniendo sélo el promotor, ver

mapas adelante) mediante el método de fosfato de calcio.

pSpl-CAT
3XNFkB-LUC
=t
STRE.CAT ooo W I
tata
box

Método de Fosfato de Calcio: En placas multipozos de 6 con células SHSY5Y al 80%
de confluencia, fueron transfectadas. En un tubo Eppendorf se colocaron 3 ng de DNA
del pldsmido en cuestion (pSpl-CAT, pTRE-CAT y 3XNFkB-LUC) ademas de 250 niL
de agua estéril y 30 niL de CaCl /2M. Esta mezcla se agrego gota a gota con
agitacion constante sobre 250 ni de buffer HEBS (NaCl 275mM, KCI 10mM, Na;HPO,
1.4 mM, glucosa 10mM y HEPES 50mM; pH 7.05), se dejo incubando por 30 minutos
a temperatura ambiente para posteriormente agregar la mezcla sobre el medio de
cultivo, lentamente, e incubar a 37°C en una atmosfera al 5% de CO, durante 5 horas.
Posteriormente se realizO cambio de medio de cultivo y se incubaron por 48 hrs. A
37°C y 5% de COs,
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Se cosecharon 48 hr. post-transfeccion para realizar posteriormente ensayos para

detectar el gen reportero, CAT 0 24 hrs. para detectar luciferasa.

Ensayos CAT

Las células transfectadas se cosechan 48 hr post-transfeccion en solucion TEN
(40mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, 15 mM de NaCl). Se lisaron empleando 5 ciclos
de lisis (congelacion a —-70° C, descongelacion a 37° C). Se cuantific6 la
concentracion de proteinas utilizando el método Bradford (Bradford, 1976) y en base a
ella se normalizaron los extractos celulares entre si, se incubaron con 0.25 nCi de *C
cloranfenicol y 3m acetiFCoA (20mM) (Sigma). Las reacciones de acetilacion se
llevaran a cabo a 37°C durante 4 hrs. Las muestras se extrajeron con acetato de etilo
y se cargaron las placas de cromatografia en capa fina (Sigma Chemicals Co.).La
cromatografia se realizo utilizando una mezcla de solventes cloroformo-metanol
(97:3). La radioactividad contenida en las placas de cromatografia se cuantificd para
determinar el porcentaje de conversion en cloranfenicol acetilado utilizando el

analizador de imagenes Thypoon (Molecular Dynamics).

Ensayos de Actividad de Luciferasa

Una vez cosechadas las células en “reporter lysis buffer” a 1x se obtienen los
extractos proteicos por lisis celular empleando un ciclo de congelacion (-70° C) y
descongelacion (37° C). Se cuantifica la concentracion de proteinas por el método de
Bradford normalizando en base a ella los extractos entre si. Se agrega el reactivo de
luciferasa al extracto y se cuantifica por medio de un luminémetro (Acsent Fluoroscan
1600).

Deteccion de Factores de Transcripcion.

Extractos Nucleares

Se obtuvieron extractos nucleares a partir de células SH-SY5Y tratadas y no tratadas
por el método de Schreiber et. al. 1989. La cosecha de células se realizé lavando las
células dos veces con el amortiguador Tris-Dulbeco (TD) (0.7M NaCl, 5mM KClI,

0.8mM Na;HPO4, 50mM Trizma-base pH 7.45); posteriormente las células se
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centrifugaron y la pastilla celular se resuspendio en 400 ni de buffer A (10 mM HEPES
pH 7.9; 10 mM KCI; 0.1 mM EDTA; 0.1 mM EGTA; 1 mM DTT; 0.5 mM PMSF).
Posteriormente se incubaron 15 min. a £C y se adicion6 25 m de Nonidet NP40
(Sigmaa) al 10% y se agitdé 10 segundos en un agitador a presion. El homogenizado
se centrifugé por 1 min a 4°C en una microcentrifuga a 15000rpm. Se colect6 la
pastilla de nacleos y se resuspendié en 50 nl de buffer C (20 mM HEPES pH 7.9; 0.4
M NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM DTT; 1 mM PMSF) y se somete a agitacion
constante por 40 min a 4°C. Finalmente se centrifuga por 5 min a 4°C y se colecta el
sobrenadante el cual contiene las proteinas nucleares. Las proteinas se alicuotan y
guardaron a -70°C. La concentracion de proteinas se determinard por el método de
Bradford (Bradford 1976).

Marcaje terminal de oligonucleotidos

El marcaje de los oligonucleotidos de doble cadena se realizé empleando el fragmento
Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli. Se marcaron 100ng de DNA, en un volumen
final de 10m, con 1n de nucleétidos (10mM de los nucleétidos de dGTP, dTTP, dCTP)

y 10nCi de a-**P-dATP, ademas se adiciond 1m de regulador de marcaje TM 10X
(100mM Tris pH 8.5, 50mM MgCl,). Esta mezcla se incub6 con 1U de enzima Klenow

(Life Technologies) por 30-45 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se diluyo

la sonda marcada en agua ultrapura para obtener una concentracion final de 1ng/m.
Las secuencias de los oligonucleotidos de doble cadena utilizados se enlistan a
continuacion:

5-CTAGATTCGATCGGGGCGGGGCGA-3' Sp-1

5" CTAGCGCTTGATGACTCAGCCGGAA 3 Ap-1

5 CTAGAGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC 3" NFkB
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Ensayos de retardamiento

Los extractos nucleares obtenidos de células SH-SY5Y se incubaron en presencia de
solucién de union de proteinas BDG 1X (12mM Hepes, pH 7.8, 10% de glicerol, 0.05
mM EDTA, 4 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1mM dithiothreitol, 2 mM de espermidina ) y 1nyg
de poly-(dl-dC) (Pharmacia Blotech) durante 10minutos a 4°C. Posteriormente se
agregé 1ng de oligonucledtido marcado con **P-dATP y se incubé la mezcla
10minutos a 4°C.

Las mezclas de reaccion se sometieron a electroforesis en un gel de acrilamida al 7%
a 140 V por dos horas y media y se secaron al vacio exponiéndolos en placas

radiograficas (Kodak Eastman) toda la noche a -70°C.

Ensayos de viabilidad por MTT.

El ensayo consiste en la habilidad de células vivas de reducir un colorante amarillo
soluble en agua, MTT, a un producto formazan de coloracibn morada insoluble en
agua. La absorbancia del sustrato y producto nos da diferencias en longitud de onda.
Asi en células sembradas en placas multipozos de 22 pozos. previamente tratadas
bien con Glutamato o bien con HO; ,se agregan 40 mi de MTT disuelto en PBS (5
mg/ml), se incuban 4 horas en oscuridad, posteriormente son resuspendidas por
pipeteo, se colocan en tubos ependorf y se centrifuga a 2000 rpm por 15 minutos a 4°
C. Se retira el sobrenadante y se agrega 100 m de Alcohol isopropanol-KCl al 5% en
donde son resuspendidas. Finalmente se lee en lector de ELISA a 630nm de longitud
de onda utilizando como blanco el mismo medio de cultivo y MTT en la misma
concentracion utilizada para las células (Plumb et al 1989). Los valores obtenidos

fueron graficados utilizando el programa Sigma plot.

Medicion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

La formacion de especies reactivas de oxigeno fue medida usando 2°,7'-
diclorofluorescein diacetato (DCFH-DA) (Oyama et al 1994); (Jakubowski & Bartosz
2000). Este reactivo difunde a través de la membrana y es enzimaticamente
hidrolizado por esterasas intracelulares a diclorofluorescein no fluorescente (DCFH) el

cual reacciona con especies reactivas de oxigeno, especificamente con HO,, para
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formar un compuesto altamente fluorescente 2’,7’-diclofluorescein (DCF). Las células
se incuban con 5 mM de 2,7 -diclorofluorescein diacetato por 20 minutos a 37° C,
después de haber sido sometidas a tratamiento con glutamato o bien con el inductor
de estrés H,O,. Posteriormente se realizan lavados y se toman lecturas del porcentaje

de fluorescencia.

Induccion de Estrés Oxidativo: H»0, y Glutamato

Para la induccion de estrés oxidativo se utilizd6 HyO, (SIGMA) al 30% en una
concentracion final de 100 nM, considerando la necesidad de estandarizar los tiempos
de exposicion (0, 5, 10’ 15 y 30 minutos, estableciendo una curva de dosis-
respuesta). Asi mismo, utilizamos glutamato en concentraciones de 1, 2 y 10 mM,
consideradas neurotoxicas, con tiempo de exposicion de 2 horas (para las células

transfectadas el tratamiento se di6 24 hrs. postransfeccion).
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RESULTADOS

Diversos estudios han demostrado que la liberacién excesiva de glutamato se asocia
con la muerte de células neuronales en diversos estados patologicos (Fritz et al,
1999). Estudios in vivo e in vitro muestran la excitotoxicidad del glutamato, sin
embargo los mecanismos moleculares de esta excitotoxicidad no se conocen del todo.
Dentro de las respuestas celulares al exceso de glutamato, hay diversas respuestas
de tipo transcripcional, cuyos efectores son distintos factores de transcripcion.
Tomando en consideracion que las células SH-SY5Y muestran un fenotipo neuronal,
nos dimos a la tarea de medir la respuesta transcripcional en estas células, cuando

son expuestas a concentraciones excesivas de glutamato.

Actividad Transcripcional de los factores de la familiaSp

Con la finalidad de conocer la actividad transcripcional de los factores de la familia Sp
en respuesta al tratamiento de las células SH-SY5Y con glutamato se realizaron a lo
largo de este trabajo, dos tipos de ensayos: los bioquimicos en los que detectamos los
cambios en la interaccion de los factores de transcripcidn a su secuencia consenso y
por otro lado, los cambios de la funcionalidad de estos factores usando vectores
reporteros, cuya actividad puede cambiar en respuesta al tratamiento.

Iniciamos con ensayos de transfeccion transitoria con el plasmido pSp-1CAT, con el
cual la determinacion de los niveles de la cloranfenicol acetil transferasa nos indica la
actividad de factores Sp (Spl a Sp4). Este vector reportero posee tres sitios de
respuesta a Sp, frente al promotor del virus SV40, dirigiendo la transcripcion del gen
reportero CAT (Figura 7 a). Para determinar la cantidad optima de DNA a transfectar,
se realizé una cinética en la que se transfectaron de forma transitoria, las células SH-
SY5Y de neuroblastoma humano, con diferentes cantidades de pSp-1CAT, utilizando
las células cultivadas en placa de 6 pozos (superficie de 962 mm?) con una
confluencia del 70% y con el método de fosfato de calcio.

Encontramos que 31y es la concentracion éptima para estos ensayos (Figura 7 b).

Una vez establecidas las condiciones de transfeccion, las células transfectadas fueron
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estimuladas con 1, 2 y 10 mM de glutamato 24 hr post-transfeccién. A las 48 hr post-
transfeccion las células fueron cosechadas siendo importante mencionar que adn
cuando no fueron realizados ensayos para determinar el porcentaje de transfeccion,
se cuantificd la concentracion de proteinas utilizando el método Bradford (Bradford,
1976) y en base a ella se normalizaron los extractos celulares entre si para dar inicio
al ensayo de CAT. Finalmente la radioactividad contenida en las placas de
cromatografia (Figura 7 c) se cuantifico para determinar el porcentaje de conversion a
cloranfenicol acetilado utilizando el analizador de imagenes Thypoon (Molecular
Dynamics). Las graficas fueron realizadas a través del programa de cémputo Sigma
Plot. Asi en la Figura 7 d, observamos que disminuye 20% de la actividad
transcripcional de este pldsmido cuando las células son estimuladas con

concentraciones de 1, 2 y 10 mM de glutamato.

Figura 7. Actividad trasncripcional

del plasmido Sp-1CAT en respuesta

a) PR -k al tratamiento con glutamato. Panel
e s B o oAl a) M_apa dgl plésmldo pSpl_—CAT, en

L amarillo se indican los 3 repetidos de la
secuencia consenso de unién para
factores de la familia Sp. Panel b) Las
b) SRR células SH-SY5Y se transfectaron con
diferentes concentraciones de este
: plasmido y se realizaron los ensayos

: CAT. Panel c) 3ng de DNA plasmidico
® ” se transfectaron en las mismas
i condiciones que en el panel b), 24 hr

g dug o) post-transfeccion las células fueron
] tratadas con glutamato a
c) concentraciones finales de 1, 2 y 10 mM
' por 2 horas. Para realizar los ensayos
de actividad CAT las células se
cosecharon a las 48 hr post
| - transfeccion. Se muestra la imagen
NIT 1mM 2mM 10m M representativa de la cromatografia de
capa fina en donde N/T denota a las

d) .. células no tratadas. Panel d)
o Representacion grafica de la actividad
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Ei T obtenidos en tres experimentos
. : realizados al menos con 3 repeticiones
wT TmM 2mM 10w independientes.
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Al observar dicho efecto sobre la actividad nos preguntamos si la afinidad del factor de
transcripcidon por su secuencia especifica en el DNA se encontraba afectada.
Realizamos ensayos de retardamiento en gel utilizando extractos nucleares obtenidos
a partir de células previamente tratadas con las mismas concentraciones de
glutamato, durante 2 hr, tratamiento realizado en medio de cultivo al 0.5% de suero.
Observamos en la Figura 8 b que ademéas de la presencia del complejo que
corresponde clasicamente a Spl, que no muestra cambios significativos, se identifico
un segundo complejo correspondiente al factor Sp3. Este factor de transcripcidon
pertenece a la misma familia de Sp, y que presenta afinidad por la misma secuencia
consenso en el DNA, quién ademas muestra actividad represora debido a que carece
del dominio de activacion. ElI complejo correspondiente a Sp3 aumenta
significativamente, hecho que correlaciona con la disminucion de la actividad
observada en los ensayos de actividad CAT. Para determinar si la interaccion del
factor Sp1 con el oligonucledtido empleado es especifica, se realizaron los ensayos de
competencia con la versibn mutada de Spl (mSpl) y con un oligonucleétido
heterdlogo no relacionado con la secuencia de unién para el factor C/EBP (Figura 8
c¢), demostrando asi su especificidad.

Enseguida nos preguntamos si observariamos la misma respuesta en las células SH-
SY5Y al inducir estrés oxidativo con un inductor clasico como es el perdxido de
hidégeno (H,0,). Se ha reportado en multiples trabajos que la sensibilidad al peroxido
depende del tipo celular utilizado y de las condiciones de exposicion a dicho reactivo.
Por esta razén estudiamos la respuesta a diferentes dosis y tiempos, utilizando
extractos nucleares de células tratadas con concentraciones de 5,10, 50 y 100 niM de
H,O, por 30 minutos. Realizamos ensayos de retardamiento en gel empleando el
oligonucledtido correspondiente al factor Spl marcado terminalmente. Como se
observa en la Figura 9 b, mientras que el complejo asociado con Spl no muestra
cambios significativos, una de las isoformas de Sp3 (complejos en la parte inferior)
aumenta su afinidad por la secuencia consenso de forma significativa, cuando es

estimulada con 100 mM de HO; lo que correlaciona con los resultados ya obtenidos

tras la estimulacion con glutamato. Cuando realizamos los ensayos de retardamiento

38



empleando extractos nucleares provenientes de células tratadas con 100nmiM de H,O,
por 5,10",15’ y 30 minutos observamos que a 30 minutos la formacién del complejo

de Sp3 aumenta de manera notoria (Figura 9 a).

a) 5'-CTAGATTCGATCGGGGCGGGGCGA-3'
5'-CTAGATTCGATCGGTTCGGGGCGA-3'

b) Glutamato C) . Competidor
g "
T T ¢ 8 . Em
5 EE s 523354
Sp1 E—l - & S 1 '
Bl -
Sp3 = . Sp3 ==

Oligonucleotido Sp1

Figura 8. Sp-3 aumenta su afinidad por la secuencia consenso Sp tras el estimulo con
Glutamato. Panel a) Secuencia del oligonucleétido Sp empleado en los ensayos de
retardamiento en gel correspondiente a la secuencia consenso para el factor de transcripcion
Sp-1 mismo que fue marcado terminalmente con *P-dATP y secuencia del oligonucleétido Sp
mutado empleado en los ensayos de competencia.

Panel b) Ensayo de retardamiento en gel usando extractos nucleares obtenidos apartir de
células SH-SY5Y cosechadas tras ser estimuladas con concentraciones finales de 1, 2 y 10
mM de Glutamato por 2 hr. Las flechas negras indican los complejos correspondientes a Sp-1
y a Sp-3, de acuerdo a los reportado en la literatura (Suskel999). Panel c) Ensayos de
competencia con extractos nucleares obtenidos de células SH-SY5Y sin tratamiento y
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agregando el oligonucle6tido homdélogo, la version mutada del mismo y un oligonucle6tido
heter6logo o no relacionado, todos no marcados y en un exceso molar de 100 veces.

HO,  (30min)

100 uM
':I'bonz -u- gtgﬁﬁzi
Z b 2 ¢ 3 52 v 2 8 2

31_
Sps =

Sp3 —

$p1 =

Sp3 =

Oligonucledtido Sp1 Oligonucledtido Sp1

Figura 9. Proteinas Sp: respuesta al peréxido de hidrégeno. Panel a) Ensayo de
retardamiento en gel realizado tras la obtencion de extractos nucleares obtenidos a partir de
células SH-SY5Y tratadas con 100mM de HO, por 0, 5,10,15 y 30 minutos y utilizando el
oligonucledtido Sp-1 marcado terminalmente con *P-dATP. Panel b) Ensayos de
retardamiento en gel tras la obtencién de extractos nucleares realizados a partir de células
SH-SY5Y tratadas con 0, 5, 10, 50 y 100mM de H,O, por 30 minutos.
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Actividad Transcripcional de los factores de la familia AP-1

El factor de transcripcion AP-1 (“Activator Protein 1”) se une a secuencias
palindromicas especificas con estructura similar TGACTCA y TGACGTCA,
designadas frecuentemente como el elemento regulador TRE (elemento responsivo a
TPA, tetradecanoyl-forbolacetato) 6 CRE (elemento responsivo a cAMP).

Al realizar el mismo tipo de ensayos funcionales y bioquimicos para detectar tanto la
presencia como la activacion del factor Ap-1, medimos la actividad transcripcional en
ensayos de transfeccién transitoria usando el plasmido denominado TRE-CAT, el cual
posee 5 sitios de respuesta a AP-1, ubicados frente al promotor de la timidina cinasa
de Herpes virus (TK), y dirige la transcripciéon del gen reportero CAT. 24 hr post-
transfeccion, las células transfectadas fueron estimuladas con 1, 2 y 10 mM de
glutamato y a las 48 hr, fueron cosechadas para el ensayo CAT.

Como se muestra en la Figura 10 d, la actividad de este plasmido no muestra cambios
significativos cuando las células son estimuladas con diferentes concentraciones de
glutamato. Como un control de la capacidad de este vector para responder diferentes
estimulos, dentro del mismo contexto celular, realizamos la transfeccion transitoria del
plasmido TRE-CAT estimulando a las células con TPA 100nM (12-0-
tetradecanolforbol 13-acetato), 12 hr antes de ser cosechados los cultivos. EI TPA es
un activador de la proteina cinasa C (PKC), cuya activacién conduce al incremento en
la actividad del factor AP-1 (Chen et al 2002). En la Figura 10 e, puede observarse
que efectivamente el plasmido TRE-CAT es capaz de responder a un estimulo

diferente en un mismo contexto celular.

Cuando realizamos el ensayo de retardamiento con el fin de investigar si la afinidad
del factor AP-1 por su secuencia consenso se encontraba modificada, utilizando
extractos nucleares de células SH-SY5Y previamente tratadas con las mismas
concentraciones de glutamato ya mencionadas por 2 hr y el oligonucleétido consenso
para el factor AP-1 marcado radiactivamente (Figura 11 a), tampoco observamos
cambios significativos en la afinidad, lo que corresponde al resultado obtenido al

evaluar la actividad en los ensayos de transfeccion (Figura 11 b).
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Figura 10. AP-1 no muestra una respuesta al glutamato. Panel a) Mapa del plasmido TRE-CAT
con 5 sitios AP-1 frente al promotor de SV40. Panel b) Las células SH-SY5Y se transfectaron con
diferentes concentraciones de este plasmido para determinar la concentracion adecuada de DNA.
Panel c¢) En células SH-SY5Y se transfectardén 3ng del plasmido pTRE-CAT, y fueron tratadas 24 hr
post-transfeccién con concentraciones finales de 1, 2 y 10 mM de glutamato por 2 hr, para
finalmente realizar ensayos de actividad CAT. Se muestra la imagen representativa de la
cromatografia de capa fina en células no tratadas (NT) y tratadas con 1, 2 y 10 mM de glutamato.
Las barras representan la mediaterror estandar de los resultados obtenidos en tres experimentos
realizados al menos con 3 repeticiones independientes. Panel d) Representacion gréfica de la
actividad transcripcional, expresada con respecto a la actividad de las células no tratadas. Panel e)
En células SH-SY5Y se transfectaron 3ng del plasmido pTRE-CAT y fueron tratadas con TPA a una
concentracion final de 100nm por 12 hrs., para finalmente realizar ensayos de actividad CAT. Las
barras representan la media * error estandar de los resultados obtenidos en un experimento
realizado con 3 repeticiones independientes.
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Figura 11. AP-1 no muestra modificaciones significativas en la actividad de union tras
la estimulacion con glutamato. Panel a) Oligonucledtido correspondiente a la secuencia
consenso para el factor de transcripcion AP-1 marcado terminalmente con *P-dATP. Panel b)
Ensayo de retardamiento en gel utilizando extractos nucleares obtenidos de células SH-SY5Y
cosechadas tras ser estimuladas con concentraciones finales de 1, 2 y 10 mM de Glutamato
por 2 hrs. Las flechas negras indican los complejos tipicos.
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Actividad Transcripcional de los factores de la familiaNFkB

El factor nuclear kB estd compuesto de homo y heterodimeros de los miembros de la
familia de factores de transcripcion Rel. El heterodimero mas frecuente esta formado
por una subunidad de 50-kDa (p50) y otra de 60-kDa (p65), secuestrada en el
citoplasma por una proteina inhibitoria de la familia kB, de la cual se han identificado
siete isoformas siendo kB-a el miembro mejor caracterizado de esta familia (Turpaev
2002). A través de diversas vias mediadas por no-receptores como el estrés oxidativo
o la radiacién UV, se da la activacion de NFkB. Igualmente algunos eventos mediados

por receptor resultan en la activacion de este factor de transcripcion.

Cuando realizamos los ensayos de retardamiento para investigar cambios de afinidad
o en la actividad de unién de NFkB a su secuencia consenso (Figura 12 a),
observamos que a concentraciones de 1mM de glutamato existe una disminucion
importante en la afinidad de este factor por su secuencia pero a 2 y 10mM se aprecia

un aumento paulatino en la formacion del complejo (Figura 12 b).
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Enseguida al investigar la respuesta al H,O; (usado aqui como un inductor de estrés
oxidativo) y realizar los ensayos de retardamiento en gel utlizando extractos
nucleares de células tratadas a diferentes dosis y tiempos crecientes (concentraciones
de 5,10, 50 y 100 mM de H,O, por 30 minutos) empleando el oligonucleétido que es
reconocido por el factor NFkB marcado terminalmente. Se observa, en la Figura 13
b, que NFkB aumenta tras ser tratadas las células con 100 mM de HO, lo que
correlaciona con los resultados ya obtenidos tras la estimulacion con glutamato.
Cuando realizamos ahora los ensayos empleando extractos nucleares provenientes
de células tratadas con 100nmM de H,O; por 5, 10’, 15’y 30 minutos observamos que

a 30 minutos el complejo de NFkB aumenta de manera notoria (Figura 13 a).

a) b}
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Oligonucledtido NF B Oligonucledtido NF«B

Figura 13. Respuesta de NFkB al H,O,. Panel a) Ensayo de retardamiento en gel realizado
con extractos nucleares obtenidos a partir de células SH-SY5Y tratadas con 100mM de H,O, por
0, 5,10,15 y 30 minutos utilizando el oligonucleétido NFkB marcado terminalmente con *P-
dATP. Panel b) Ensayos de retardamiento en gel realizado con extractos nucleares obtenidos a
partir de células SH-SY5Y tratadas con 0, 5, 10, 50 y 100nM de H,O, por 30 minutos.
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Para determinar si la interaccion del factor NFkB con el oligonucleo6tido empleado en

los ensayos es especifico, se realizaron ensayos de competencia con la version

mutada de NFkB (mNFkB) y con un oligonucleétido heterélogo o no relacionado

(Figura 14) demostrando asi la especificidad del complejo en el cual observamos los

cambios.

De esta forma, es posible decir que los factores de transcripcion Sp-3 y NFKB estan

respondiendo al glutamato en una forma similar a lo que ocurre cuando las células se

someten a estrés oxidativo directamente (usando H;O5).
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Figura 14. Especificidad de los
complejos NFkB. Ensayos de
retardamiento en gel tras la obtencion de
extractos nucleares a partir de células SH-
SY5Y sin tratamiento alguno utilizando el

oligonucledtido  correspondiente a la
secuencias consenso de NFkB marcado
terminalmente con *P-dATP, sometido a
competencia agregando un exceso 100
veces mayor de oligonucleétido homdélogo,
la version mutada y un oligonucleétido
heterélogo o no relacionado, no marcados.
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Viabilidad Celular.

Por otro lado, se determiné la viabilidad celular tanto para las células tratadas con
glutamato como en las condiciones en las que usamos perdxido, utilizando la técnica
denominada MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromide-
Formazan) (Plumb et al 1989).

Asi en células previamente tratadas con glutamato, tras obtener los valores de las
absorbancias, graficamos los resultados, mismos que se muestran en la Figura 15,
panel a), en donde observamos una disminucién en la viabilidad celular de
aproximadamente el 15% lo que se traduce en un 85% de sobrevida célular,
porcentaje suficiente para la realizacibn de los ensayos requeridos. Cuando
realizamos los mismos ensayos para el andlisis en células tratadas con H,O;
observamos una reduccion de la viabilidad bajo la condiciones de 5, 10, 50 y 100 niM
de H,O, hasta en un 25% aproximadamente (Panel b), permitiendo una sobrevida

celular del 75%, suficiente para nuestros propdsitos.
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Figura 15. Efecto del glutamato y el per6xido de hidrégeno sobre la Viabilidad Celular
(MTT)en células SH-SY5Y. Las células SH-SY5Y fueron cultivadas en multipozos (24 pozos)
y tratadas con 1, 2 y 10 mm de glutamato por 2 hr (Panel a) 6 bien tratadas con 5, 10, 50 y
100mM de H,O, por 30 min. (Panel b). El porcentaje de células que redujeron d MTT a
formazan fue cuantificado midiendo la absorbancia en lector de ELISA a 630nm de longitud
utilizando como blanco el mismo medio de cultivo adicionado de MTT a la misma
concentracion utilizada para las células. Los valores obtenidos fueron graficados utilizando el
programa Sigma Plot. Datos representativos de al menos 3 experimentos independientes.
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Especies Reactivas de oxigeno

Asi mismo, cuando realizamos ensayos para determinar la generacion de especies
reactivas de oxigeno en estas células bajo la influencia de los mismos tratamientos,
exposicion al glutamato y al peréxido de hidrégeno. Se puede notar en las imagenes
obtenidas tras la aplicacion de diclorofluorescein diacetato (DCFH-DA) una
fluorescencia mayor cuando las células estan expuestas al glutamato o al perdxido
(Figura 16). Esto indica la generacion de especies reactivas como una respuesta a las
concentraciones elevadas de glutamato.

Confraste de Fases uv

Conirol Negativo

Glutarmatoe 10mk

Perasidode hildrégeno 100 M

Figura 16. Formacién de Diclorofluorescein inducida por glutamato y H,O, Efectos del
pretratamiento con ambos reactivos detectados por microscopia de fluorescencia. Las células
fueron pretratadas con 100 mM de HO, por 30 minutos y 10mM de glutamato por 2 hr. antes
del tratamiento con DCFH-DA 5 nM por 15 min.

Los niveles intracelulares de ROS fueron detectados por el DCFH-DA y analizados usando
microscopia de fluorescencia.

1k
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DISCUSION

Las neuronas son células particularmente vulnerables a los efectos deletéreos del
estrés oxidativo, el cual parece estar involucrado en diferentes condiciones
neurodegenerativas como el envejecimiento. Una gran variedad de estudios indican
gue el estrés oxidativo probablemente contribuye al déficit de la funcién neuronal en
enfermedades como Alzheimer y otras patologias neurodegenerativas (Li et al 1998).
Eimerl y Schramm en 1994 demostraron que la muerte neuronal inducida por
glutamato (neurotoxicidad) es dependiente de la presencia de Ca?* extracelular, y de
la induccion de un flujo de este i6n a través de los canales que se abren al activar
receptores glutamatérgicos del tipo ionotrépico, corroborando esto al observar el
hecho de que la toxicidad puede prevenirse con antagonistas del glutamato. Esto
indica que el aumento del calcio libre intracelular juega un papel importante en la
neurotoxicidad inducida por el glutamato, el neurotransmisor mas abundante en
sistema nervioso central (Rajdev y Reynolds, 1994, Khodorov et al 1993). En
rebanadas de cerebro se ha demostrado por ejemplo, que la capacidad de la
mitocondria para secuestrar Ca®" esta determinada por el influjo de Ca®" a través del

canal receptor de glutamato (Kannurpatti, 2000).

Dentro de una neurona expuesta a concentraciones elevadas de glutamato se
generan diversas respuestas. La activacion de enzimas que permiten el manejo de los
cambios en el potencial redox y los cambios en las concentraciones intracelulares de
calcio, median también respuestas transcripcionales muy diversas. Diferentes factores
de transcripcion son modulados en condiciones de estrés oxidativo. La variedad de
estos asi como la clase y extension de la respuesta depende de las condiciones
dadas en un cierto contexto celular. Se ha sugerido que el estrés oxidativo es el
factor que contribuye a neurotoxicidad mediada por glutamato, pero el nexo entre la
sefializacion de Ca?" estimulada por receptores de glutamato y otros eventos celulares
y su relacion con la muerte celular ain no es del todo claro (Coyle y Puttfarcken,
1993, Reynolds y Hastings 1995).
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La correlacion entre la perdida de sefializacion en enfermedades como el Alzheimer y
el dafio en la sefalizacion en células SH-SY5Y inducido por estrés oxidativo, en
conjunto con la evidencia acumulada sugieren que el estrés oxidativo contribuye a la
disfuncién neuronal en la enfermedad de Alzheimer y aumenta la posibilidad de que el
estrés oxidativo pudiera contribuir en dicha enfermedad (Li et al 1998). Sobre esta
linea de pensamiento Mao y cols. (Mao et al 2002), demostraron por ensayos de
retardamiento en gel que la unién del factor de transcripcion Spl al DNA en neuronas
neocorticales se encuentra influenciada por el glutamato de manera dependiente del
tiempo de exposicibn y de la dosis, cuando Spl se une a secuencias tipo kB,
observando una supresion de la actividad de union al DNA. Sp3 y Sp4 parecen ser
inactivas o inhibitorias en este sistema.

La familia Sp, como recordamos, esta constituida por 4 proteinas designadas Spl,
Sp2, Sp3 y Sp4. Spl y Sp3 son factores de transcripcion ubicuos que se unen a
secuencias ricas en GC. Estudios recientes indican que Spl es el responsable del
reclutamiento de la proteina de uniéon a caja TATA. Existen 3 isoformas de Sp3
reportadas, una proteina Sp3 de 110-115 kDa y dos de aproximadamente 60-70 kDa.

Se ha sugerido que las dos isoformas pequefias de Sp3 pueden actuar como
moléculas represoras mientras que la isoforma Sp3 completa puede actuar como
activador. La estructura y el arreglo de los sitios de reconocimiento parecen
determinar si Sp3 es transcripcionalmente inactiva y si pueda reprimir la activacion
mediada por Spl. Que Sp3 actle como un activador o como un represor de la
activacion mediada por Spl parece depender del contexto celular (Kennett 1997).

En nuestros resultados mostrados en la Figura 7 y 8 es posible notar que hay una
correlacion de eventos. Mientras la actividad transcripcional disminuye
significativamente, la interaccion de Sp3 con su secuencia consenso en el DNA
aumenta. Se sabe por ensayos de super-retardamiento que los complejos inferiores
estan relacionados clasicamente con las isoformas pequefias de Sp3 (Suske 1999).
Dichos hallazgos concuerdan con los datos reportados en el modelo de Mao y cols.
Existen multiples reportes que muestran que el oligonucleotido que contiene la caja
GC que nosotros usamos para estos ensayos, es blanco de la interaccién de los
factores Sply Sp3.
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Sin embargo, aun cuando lo ya reportado apoya la identidad de los complejos
formados en los ensayos de retardamiento resulta esencial corroborar este mismo
aumento en respuesta al glutamato utilizando ensayos de super-retardamiento con un
anticuerpo dirigido contra Sp3 para corroborar la identidad del complejo inferior, o
inclusive determinar los niveles nucleares de la proteina Sp3.

Para confirmar que es dicho factor el responsable de la disminucion en la actividad
transcripcional, podriamos realizar ademas ensayos de cotransfeccién, transfectando
un plasmido que nos permitiera sobre-expresar a Sp3 y el plasmido reportero p
SplCAT, censando asi la actividad de Sp1/Sp3. Al incrementar los niveles de Sp3,
siendo este el factor responsable de la represion, si esto fuera asi, la actividad
transcripcional de Spl (y del vector por lo tanto) podria verse ain mas abatida. Por
ultimo la realizacion de ensayos de Western blot y un anticuerpo dirigido contra Sp3
confirmaria el incremento de los niveles de proteina de este factor de transcripcion

tras ser estimulado con glutamato.

Por otra parte, el factor de transcripcibn AP-1 (“Activator Protein 1”) se une a
secuencias palindrémicas especificas con estructura similar TGACTCA y TGACGTCA,
designadas frecuentemente como el elemento regulador TRE (elemento responsivo a
TPA, tetradecanoyl-forbol-acetato) y CRE (elemento responsivo a cAMP). El factor
AP-1 es activado por varios efectores: factores de crecimiento, citocinas, hormonas,
metales pesados, genobidticos, radiacion ultravioleta, estrés osmaotico y mecanico,
despolarizacion de membrana, estrés oxidativo e hipoxia. La respuesta de ciertos
genes dependientes a AP-1 a cada uno de estos estimulos no es la misma. Estas
variaciones estan determinadas parcialmente por el activador efector-especifico de
AP-1y de la diferente composicion de los dimeros. Es importante mencionar que los
constituyentes de AP-1 difieren en su sensibilidad a la hipoxia y al estrés oxidativo
(Turpaev 2002). Se sabe ademas que a nivel post-traduccional la actividad de los
factores ya existentes es modulada por la fosforilacion (Turpaev 2002).

Diferentes estudios han revelado que el estrés oxidativo inducido por H,O, induce la
activacion del factor de transcripcion AP-1 (Li et al 1998). Sin embargo la actividad
del plasmido utilizado no muestra cambios significativos tras el estimulo de células

con las diferentes concentraciones de glutamato y bajo nuestras condiciones de

51



trabajo. Sin embargo, estimulando a las células con TPA (12-O-tetradecanolforbol 13-
acetato, 100nM por 12 hr), un activador de la proteina cinasa C (PKC), que conduce
clasicamente al incremento en la actividad del factor AP-1 (Chen et al 2002) muestra
que el plasmido TRE-CAT es capaz de responder a un estimulo diferente en un
mismo contexto celular. Lo que indica que el plasmido TRE-CAT es eficaz en nuestro
modelo de estudio.

Los ensayos de retardamiento que nos indicarian si la afinidad del factor AP-1 por su
secuencia consenso se encontraba modificada, al tratar las células con glutamato,
no mostraron cambios significativos en la afinidad, resultado que corresponde al
obtenido al evaluar la actividad en los ensayos de transfeccion. Ambos resultados nos
indican que tal vez las condiciones de estimulo con glutamato, no conduce a la
activacion de AP-1 como se ha demostrado para otros sistemas neuronales. Por otra
parte, es claro que determinados dimeros AP-1 que se forman en una respuesta dada
no necesariamente son los que presentan mayor afinidad por la secuencia de SV40
utilizada en el presente trabajo. Por lo que quiza una secuencia AP-1 presente en un
gen neuronal regulado por este factor de transcripcion hubiera podido ser mas
adecuada para censar cambios en esta linea celular. Un ejemplo de este tipo de
comportamiento se ha reportado ya para AP-1 en células gliales de Bergmann
(Aguirre 2000, Aguirre 2002). Demostrando que mientras la estimulacion de PKC en
este sistema induce fuertemente al complejo detectado con el sistema SV40 (usado
en el presente trabajo), el sitio AP-1 que media la respuesta al glutamato que presenta

el promotor de la proteina KBP, no responde a PKC en lo absoluto.

El factor nuclear kB estd compuesto de homo y heterodimeros de los miembros de la
familia de factores de transcripcion Rel. El heterodimero mas frecuente esta formado
por una subunidad de 50-kDa (p50) y otra de 60-kDa (p65) la cual es secuestrada en
el citoplasma por una proteina inhibitoria de la familia kB, de la cual se han
identificado siete isoformas siendo IkB-a el miembro mejor caracterizado de esta
familia (Turpaev 2002) .

Es importante recordar que, en células no estimuladas, los dimeros NF-kB son

retenidos en el citoplasma en una forma inactiva como consecuencia de su asociacion
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con los miembros de la familia de proteinas llamadas kB (inhibidores de kB). El papel
de las especies reactivas de oxigeno como segundo mensajero en la activacion de
NFkB esta bien establecido. A pesar de los crecientes datos que involucran a NFkB
en neuropatias en cerebro, existen algunos reportes que indican que la expresion
constitutiva de NFkB en neuronas corticales y del area del hipocampo también puede
tener un papel neuroprotector, (Levites et al 2002). En el grupo de Li y cols., (Li et al
1998), utilizando como modelo celular la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y,
encuentran que existe una fuerte correlacion entre la inhibicion de la hidroélisis de
fosfoinositol inducida por carbachol y la actividad de la fosfolipasa C asi como la
activacion del factor de transcripcion NFkB. Debido entonces a la existencia de
multiples reportes que asocian la activacion del factor NFkB bajo condiciones de
estrés oxidativo es que este factor podria ser considerado de manera indirecta como
un control positivo de estrés oxidativo bajo el estimulo de glutamato.

En los ensayos de retardamiento encontramos que, tras estimular a las células con
concentraciones arriba de 1mM de glutamato, existe un aumento en el complejo, si las
células son expuestas al glutamato en concentraciones neurotoxicas 2mM o 10 mM.
Solo en condiciones en las que las células fueron tratadas con las glutamato 10mM en
un medio con 0.5% de suero fetal bovino, puede notarse claramente la diferencia con
las no tratadas. Se ha reportado ya que las células en GO emplean la respuesta de
genes tempranos para activar genes que codifican para algunos factores de
transcripcion como c-fos o junB, los cuales subsecuentemente regulan cascadas de
genes que permiten la progresion a G1. Esta transicion de GO a G1 es inducida
normalmente por la adicién o deprivacion de suero. La respuesta de genes tempranos
muestra un perfil de activacibn génica muy rapida y de forma transitoria que no
requiere biosintesis de proteinas de novo, en su lugar utilizan componentes de
sefalizacién celular y factores de transcripcibn preexistentes. Las cascadas de
sefalizacion que median la respuesta de genes tempranos incluyen la red de
proteinas-cinasas activadas por mitogenos (MAP), vias dependientes de Ca®', y
sefializacion de NFkB lo que explica la diferencia entre los complejos en presencia de
suero sin glutamato y la aparente reduccién observada tras el estimulo de 1mM

(Schratt et al 2001). En cambio, volviendo a nuestros resultados, a concentraciones
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de 2 y 10 mM de glutamato, se aprecia un aumento paulatino en la formacion del
complejo.

Cuando usamos un inductor de estrés oxidativo, como HO,, observamos en los
ensayos de retardamiento que al incrementar la dosis y tiempos de tratamiento, b
formacion del complejo NFKB aumenta de manera notoria tras tratar a las células con
100 nM de HO, y a los 30 minutos. Hecho que correlaciona con los resultados ya
obtenidos tras la estimulacién con glutamato y con lo ya reportado en la literatura. La
confirmacién de estos resultados podrian realizarse mediante ensayos de Western
blot empleando un anticuerpo dirigido contra p50 y p65 que confirmaria el incremento
de los niveles de proteina de este factor de transcripcion tras ser estimulado con
glutamato.

Por otro lado, aun cuando los ensayos de competencia muestran la especificidad del
oligonucleotido utilizado, resultaria interesante realizar ensayos de super-
retardamiento utilizando los anticuerpos dirigidos contra los miembros del
heterodimero mas frecuente formado: p50 y p65 para asi determinar la identidad de

los miembros de la familia Rel involucrados en la respuesta a glutamato.

De particular interés resultaria analizar el comportamiento de la proteina kb bajo
nuestras condiciones de estudio. Es importante recordar que, en células no
estimuladas, los dimeros NF-kB son retenidos en el citoplasma en una forma inactiva
como consecuencia de su asociacion con los miembros de la familia de proteinas
llamadas |kB (inhibidores de kB), la fosforilacion de residuos de serina en las
moléculas kB, permite su poli-ubiquitinizacion y su subsecuente degradacion por el
proteosoma 26S. La degradacién de kB expone la secuencia de localizaciéon nuclear
y permite que los dimeros de NF-kB se transloquen al ndcleo, uniéndose a motivos kB
a transcripcion

Por lo que seria sumamente interesante determinar por técnicas como
inmunodeteccion en fase sdélida en células no tratadas y células tratadas con

glutamato en donde yo esperaria en base a los resultados encontrados en este

trabajo, si NFkB se esta activando al ser estimulada con glutamato, los niveles de la
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proteina kb tendrian que disminuir ya que tendria que estar siendo degradada por el

proteosoma 26S en citoplasma.

Por otra parte la viabilidad celular determinada, como ya mencionamos tanto para las
células tratadas con glutamato como en las condiciones en las que usamos peroxido,
utilizando la técnica denominada MTT, que es un ensayo ampliamente utilizado, el
cual consiste en la habilidad de las células vivas de reducir un colorante amarillo
soluble en agua MTT, a un producto formazan de coloracion morada insoluble en
agua, mostro, en células previamente tratadas con glutamato una disminucion en la
viabilidad celular de aproximadamente el 15% en las concentraciones 1, 2 y 10 mM,
con respecto a las células no tratadas. El andlisis de la viabilidad en células tratadas
con 5,10, 50 y 100 mM de HO, mostrd que existe una reducciéon de un 25%
aproximadamente, obteniendo entonces, una sobrevida celular tras el tratamiento con
glutamato, de un 85% y con H;O, de un 75% siendo ambos porcentajes
suficientemente altos para la realizacion de los ensayos de respuesta transcripcional
en nuestro modelo de estudio. Por otra parte, los ensayos para determinar la
generacion de especies reactivas de oxigeno en estas células bajo la exposicion al
glutamato y al peroxido de hidrogeno. Notoriamente observamos en las imagenes
obtenidas tras la aplicacion de diclorofluorescein diacetato (DCFH-DA) una
fluorescencia mayor cuando las células estan expuestas al glutamato o al perdxido.
Esto indica la generacibn de especies reactivas como una respuesta a las
concentraciones elevadas de glutamato aunque resulta primordial realizar la
cuantificacion de la fluorescencia generada para confirmar los hallazgos observados
en las imagenes y determinar que el fendmeno se da en la mayor parte de la

poblacion celular.

Asi pues, seria sumamente interesante el andlisis de la o las vias de sefalizacién que
pudieran activarse por glutamato y eventualmente utilizar los factores de transcripciéon
para su activacion. De igual manera, resulta relevante investigar los efectos del
glutamato sobre genes especificos que pueden ser el blanco de los factores de

transcripcion estudiados en el modelo aqui propuesto. Finalmente, otro aspecto
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relevante que habra que analizar en trabajos posteriores, sera ver si en el modelo de
neuroblastoma utilizado en este estudio, al ser diferenciadas dichas células en
neuronas con acido retinoico, la actividad transcripcional de los factores en cuestion
se modificarin sustancialmente. Todo lo anterior con miras hacia estudios mas
profundos en la regulacion de genes especificos, en respuesta a dafios como la

neurotoxicidad del glutamato.
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CONCLUSIONES:

v" En ensayos de retardamiento en gel identificamos la presencia de un segundo
complejo correspondiente al factor represor SpS3, el cual aumenta
significativamente en respuesta al glutamato. Esto correlaciona con la

disminucion en la actividad transcripcional observada en los ensayos

funcionales.

v" Ni la actividad ni la unién del factor Ap-1 manifesté una respuesta significativa

al glutamato bajo nuestras condiciones experimentales.

v NFKB mostré un aumento en su afinidad por su secuencia consenso cuando
se induce estrés oxidativo y en respuesta al glutamato en ensayos de

retardamiento en gel.
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