UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas

Instituto de Investigaciones Biomédicas

“El glutation (GSH) intracelular como modulador
de la actividad de MAP cinasas en diferentes

oérganos de raton”

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS
P R E S E N T A

JORGE HUMBERTO LIMON PACHECO

~ DIRECTORADE TESIS
DRA. MARIA EUGENIA GONSEBATT BONAPARTE

NOVIEMBRE DE 2007



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DocoRano ,@gﬁgﬁ
BCIENCIA % ;&1
[OMEDICA AN

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

pdcb/grad/059Jur/2007.

ING. LEOPOLDO SILVA GUTIERREZ
Director General de la

Administracion Escolar

Presenite.

Por medio de la presente le informo que el 12 de septiembre del 2007, el Comité
Académico del Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas, con base en el
articulo 31 del nuevo Reglamento General de Estudios de Posgrado (aprobado el
29 de septiembre de 2006) asigné jurado para el examen de Doctorado en
Ciencias, que sustentari el Biologo JORGE HUMBERTO LIMON
PACHECO, con no. de cuenta 96533051 quien presenta la tesis: "El glutatién
(GSH) intracelular como modulador de MAP cinasas en diferentes 6rganos de
raton”, dirigida por la Dra. Maaria Eugenia Gonsebatt Bonaparte.

Integran el jurado:

Presidente: Dra. Victoria Eugenia Chagoya Hazas
Secretario: Dra: Maria Eugenia Gonsebatt Bonaparte
Vocal: Dra. Ana Brigida Clorinda Arias Alvarez
Vocal: Dr. Rolando Efrain Hernandez Mufioz
Vocal: Dra. Luz Maria del Razo Jiménez

Sin otro particular por el momento, aprovecho la ocasién para enviarle un
cordial saludo.

Atentamente
A “Por mi raza hablara el espiritu”
Yniversitaria, D.F., 12 de septiembre de 2007.

; A
Dr. J. Javier Bsgiiriosa ‘A guirre
Responsabl¢en el Ifistituto de
Investigaciones Biomédicas en Ciencias Biomédicas

Télefono 56-23-01-71 y fax: 56-23-01-70 http:/www.pdcb.unam.mx. E-mail: pdcb@servidor.unam.mx



Esta tesis se realiz6 en el Departamento de Medicina Genémica y Toxicologia Ambiental del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autbnoma de México bajo
la direccién de la Dra. Maria Eugenia Gonsebatt Bonaparte. Agradezco el apoyo de la beca

CONACYT No 173890 y DGEP de la UNAM.



Dedicatorias

Esta es quiza la parte mas dificil de escribir, no es porque no sepa a quien dedicar este trabajo,
mas bien, es que no se si este trabajo representara adecuadamente mi admiracion y tributo

hacia ustedes.

A mis papas Humberto y Beatriz, por planearme, hacerme, criarme, educarme, aguantarme,
apoyarme, bendecirme. Aun me falta mucho, pero ustedes siempre seran mi ejemplo, siempre

estan en mi mente y corazon.

A mis hermanas Verdnica y Montserrat, por compartir siempre la alegria de ser hermanos,

siempre juntos.

A mis chiquillas Giovanna (Gusita) y Nathalia (Chiki), sigan ensefiandome a ver la vida con

ojos de nifio.

A mi tia Coco, a Tropicat y Leri.

A mi neni hermosa por cada momento que me brindas please miss...

A mis abuelas, Petra, Zenaida y Chabelita, se adelantaron, pero se que desde donde estan

observan la culminacién de otra etapa de mi vida. Gracias.

A mi gran amiga Gaby, por darme el avibn cuando es necesario y escucharme en el momento

preciso.

A las familias Arévalo-Ruiz (Carlos, Carmelita, Tanita), Arévalo-Garay (Giobany y Martha),

gracias por considerarme un miembro mas de la familia.

A la banda

Mayra, Claus E, Claudia V, Auroridae, Lilidae, Josesito, Capitan Ariel, Noe primo, Katy Tipo,
Carlos Sandovader, Yadosa, Alfredo, Juanito, Miriam, Armando Pritchard, Octavio Suffus,
Ramadan, Belén, Barbara, Luis, Olga, Violeta, Abraham, ya casi no los veo, pero que quede en

claro que siempre me acuerdo de ustedes.

A mis bandas: NADA (Rodrigo, Gonzalo) y HSP (René y Xavier)... “Sin musica, la vida seria un

error” (Nietzche)



Agradecimientos

Agradezco a las personas que formaron parte de mi Comité Tutoral: al Dr. Jesus Aguirre
Linares y al Dr. Enriqgue Ortega Soto, por sus valiosas contribuciones, su guia, sus acertadas
criticas, su paciencia, por el esfuerzo para que este trabajo resultara mejor y por demostrarme

que a quien hay que vencer siempre €s a uno mismo.

Al jurado examinador: Dra. Victoria Chagoya, Dra. Maria E Gonsebatt, Dra Clorinda Arias, Dr
Rolando Hernandez, Dra, Luz Ma. Del Razo, por sus valiosos comentarios que contribuyeron al
mejoramiento de este escrito.

A aquellos profesores que son culpables de haber metido la biologia en mi cabeza y por
supuesto haberme dejado secuelas: Alicia Grau Delfin, Zenén Cano, Alton Meister, Maestra
Carito, Cesari, José Resendiz, Maria E Gonsebatt, José Rodriguez; y a todos aquellos que, por
mi mala memoria y falta de espacio, he omitido. A Patricia Garcia Godinez, por reparar algunas

secuelas mentales producidas por exceso de glutation.

A mi querido laboratorio de Medicina Gendémica y Toxicologia Ambiental del IIB en sus
diferentes épocas, porque cada momento y desvel6é que ahi pase me hizo ser mejor. Por
supuesto a sus integrantes que a lo largo de estos casi 10 afios han modificado
sustancialmente mi vida: Wendy Garcia, Alicia Huerta, Belkis Martinez, Jazmin Roa, Gerardo
Zamora, Valeria Berdon, Roxana Navarrete, Ana Lilia Torres, Leonora Olivos, Paty Guzman,
César Valdovinos, Elsa Gutierrez, Danny Molina, Luisrael Santiago, Rebeca Morales, Miriam
Balderas, Alan, Manuel Torres, Emilia E., Lilia Galvan, Quitzé, Bernardo, Citlali Garcia, Paty
Ramirez, Sra. Delfina, Luis Serrano (Regina’s Lab), Celeste Martinez, Dra. Julieta Rubio,
Clementina Castro, Camilo Molina, Karol Carrasco, Mariana Morales, Dr. Pavel Petrosyan. Por
los momentos compartidos, siempre agradables, por la ayuda incondicional con la obtencion de
muestras de los ratones, por los chistes, las aventuras en campo, las platicas tan

enriquecedoras...

A la Dra. Ma. Luisa Fanjul y Julio Prieto, por su amable ayuda con el HPLC y otras tantas
molestias. Al Dr. Zentella por los anticuerpos contra NF-kB. A mis primos Gerado, Héctor y
Aaron y demas en CT, por la ayuda con la impresion de este trabajo y tantos mas. Al Bioterio

del 1IB por la ayuda prestada con el manejo de animales.

A todos aquellos que destinaron su vida, para que podamos entender un poco del universo al

gue pertenecemos. Algun dia seré ratén y el equilibrio llegara...

A la Universidad Nacional Autbnoma de México por ser mi Alma Mater, por demostrar que aun

gueda algo bueno y honorable en este pais y que vale la pena esforzarse por ello.



Aun faltan...

A las siguientes personas cuyo trabajo ha repercutido en mi quehacer cientifico:

Ludwig van Beethoven, Steve Harris, Bruce Dickinson, Adrian Smith, Dave Murray, Janick
Gers, Nicko McBrain, Paul Di'Anno, Clive Burr, Blaze Bayley, Chuck, Schuldiner, Gene
Hoglan, Andy LaRoque, Steve Digiorgio, Sergio Arau, Francisco Barrios, Armando Vega Gil,
Geddy Lee, Alex Lifeson, Neil Peart, Lars-Olof Johansson, Peter Svensson, Bengt Lagerberg,
Nina Persson, Magnus Sveningsson, Bebel Gilberto, Miland 'Mille' Petrozza, Jirgen 'Ventor'
Reil, Christian 'Speesy' Giesler, Sami Yli-Sirni6, Jerry Only, Glenn Danzig, Jeff Walker, Bill
Steer, Carlo Regadas, Ken Owen, David Ellefson, Marty Friedman, Nick Menza, Dave
Mustaine, Kelly Shaefer, Rand Burkey, Tony Choy, Steve Flynn, Roger Patterson, Paul
Masvidal, Sean Reinert, Jason Gobel, Sean Malone, Bill Withers, Mikael Stanne, Niklas
Sundin, Martin Henriksson, Michael Niklasson, Anders Jivarp, Martin Brandstrém, Ronie James
Dio, Tom Araya, Kerry King, Jeff Hanneman, Dave Lombardo, Gus Chambers, Waldemar
Sorychta, Rob Halford, Glenn Tipton, K.K. Downing, lan Hill, Scott Travis, Don Airey, Florian,
Sussane, Fiffi Fuhrmann , Steffi Hertz, Luz Marsen, Asis Nasseri Hans Wolf, Claudio, Michi,
Veronica, lvica, Judith, Johannes, Mark, Michael, Giuseppe Fiore, Kathrin Hertz, Michael
Kiske, Kai Hanse, Michael Weikath, Markus Grosskopf, Ingo Schwichtenberg, Tim Eiermann,
Flo Schwarz, Joe Proell, Wolle Maier, Roman Schonsee, Ben Weasel, John Jughead, Warren
Ozzfish, Steve Cheese, Jonas Mellberg, Lars Rosenberg, Piotr Wawrzeniuk, Tommy Eriksson,
Jan Kazda, Wolf Simon, Kristian Niemann, Johan Niemann, Sami Karppinen, Christofer
Johnsson, Mats Levén, Richard Evensand, Mats Levén, Snowy Shaw, Petter Karlsson, Sting,
Andy Summers, Stewart Copeland, Peter Steele, Josh Silver, Kenny Hickey, Sal Abruscato,
Randy Rhoads, Bob Daisley, Lee Kerslake, Don Airey, Ozzy Osbourne, Yellow Jackets, Norah
Jones, Suffocation, Sepultura, Strawberry Hardcore, King Diamond, Annihilator, Pennywise,
Pink Floyd, y muchos, muchos mas, que por falta de espacio no menciono.



AGRADECIMIENTOS ESPECIALES

A la Dra. Maria Eugenia Gonsebatt Bonaparte:

Gracias, por que a lo largo de estos casi 10 afios me ha ensefiado a ver el mundo con los ojos
de un “detective”, mostrandome el vasto mundo de la ciencia, por abrirme las puertas de su

laboratorio, su ejemplo y actitud frente a la vida.

Gracias por que ha tenido la paciencia, la dedicacion, la entrega, de formarme

académicamente y de paso como persona.

Gracias por ensefiarme a que hay etapas en la vida que hay que vivir sin traumarse.

Por todo su apoyo muchas, muchas gracias.

A mis padres:

Gracias por que me han ensefiado que la vida es un regalo que hay que aprovechar en cada
instante, y sobre todo disfrutarla.



Vi

“Quien no conoce nada, no ama nada. Quien no puede hacer nada, no comprende nada. Quien
nada comprende, nada vale. Pero quien comprende también ama, observa, ve... Cuanto mayor
es el conocimiento inherente a una cosa mas grande es el amor... Quien cree que todas las

frutas maduran al mismo tiempo que las frutillas nada sabe acerca de las uvas.”

PARACELSO

“In any field, find the strangest thing and then explore it. ”

John Archibald Wheeler



vii

INDICE

PROLOGO ...ttt et te et ettt ettt et et et et et ettt ee ettt et et et et et et e e e ettt et et et et et et eeeeneen et et et esatanane Xii
PN RS I X Xiv
RESUIMEN ...ttt ettt e ettt e ettt e s sttt e e ettt e e s eaa e e e s sabteeseabaeeesabtaeesssbaeessabbseessabeaessabaseesbeaeessnbes XV
INTRODUCCION ... oottt ettt ettt e et e e e e ee e e e e et et et et et et eeeeeeeeere et et et eseeeeseseneneseeee et eneeeeens 1
CAPTTULO | oo oo e ettt et e et et et et et et e e e e e e e e e e e et et et et et e e seseeeeeeee et et et et et eeseneneneeeeeeens 2
ASPECTOS BIOQUIMICOS DEL GLUTATION .....ouviiiiiee ettt 2
METABOLISMO DEL GSH ...ttt e e et e e e et s e s e e e e s et e e esaa e 3
SINTESIS DE NOVO DE GSH Y EL CICLO J=GLUTAMIL ....vetvteteeeieneeenesesenesesessnnsssssssssssnsssssssnssssssssnsnnes 3
TRANSPORTE DEL GSH Y AMINOACIDOS PRECURSORES.....cuiiitutitiiiiiiitiieitnessineesasssnesesnsersessinnees 5
CONTENIDO DE GSH Y SU REGULACION INTRA E INTER ORGANO EN MAMIFEROS ......covuivivnieiieiinnss 8
GSH en higado, biliS Y PlasSmMa.........cccoviiiiiiii e e 8
(C1ST =T 01 11210 o IR 9
(C1Y =T oI 14 [ ET oL U] o TR 9
(€3] 5 I =T A I e=] =] o] (o TR 9
GSH en tracto gastroiNtESHINGL ...........cocveiiiie e 10
REACCIONES ASOCIADAS A LA OXIDO-REDUCCION DEL GSH ..o 11
FUNCIONES ASOCIADAS AL GSH .. it e s e e e e e ebeees 12
MODULACION DEL METABOLISMO DE GSH .. vuiiiiiii e 13
Patologias asociadas a la deficiencia de GSH ... 15

EL GSH COMO MODULADOR DE LA RESPUESTA CELULAR A DIVERSOS ESTIMULOS ......cevvvivvneinnnens 17
CAPTTULO e e ettt e ettt et et et et et et et et eeeae et et ee et et et eeeeeteenee e e e et et aneeaeans 18

SENALIZACION CELULAR A TRAVES DE PROTEINAS CINASAS ACTIVADAS POR

MITOGENOS (MAPK) .......oovieieeeeteee ettt et e aesees et eas s et es s s s sete s s es et ese e saesenn s e 18
REGULACION DE LAS VIAS DE MAPK .....c.cotuiiiiiiieeeeteeetetetete et 18
VIAS DE MAPK EN MAMIFEROS........ccoooiiiiiitiieieietee ettt 19

SUBSTRATOS DE LAS MAPK ...ttt e e 22



viii

ENFOQUE TOXICOLOGICO A LA MODULACION DE RESPUESTAS A ALTERACIONES

EN EL ESTADO REDOX INTRACELULAR POR MAPK ......ccciiiiiee ittt eeie e 22
CAPITULO .ottt sttt a ettt sanaans 26
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ..ottt ettt staa e e entae e e 26
HIPOTESIS ...ttt ettt a ettt ee et et ae et et e eae et ensstensetesestennseenneeenes 26
OBUIETIVOS .ottt ettt ettt e st e e e et e e e aa bt e e e ettt e e e anbb e e e e anbbeeeeanbaeeeesntneeeeanes 26
(@] o] 111V o 1= U1 - | PSSR 26
ODbjJEtIVOS ESPECITICOS ...uiiiiiiiie ittt sttt te s re e eaeere et e eesrenes 27
CAPITULO V.ot et s e 28
MATERIALES Y METODOS ......oouiiitiieeeeteeeetee ettt ettt ettt ss et ene st nssteneene s 28
IMTAEEIIAUES ...t bbbt b e bbbt bbb e se e b e bt b e bt eb et e st e e et et nne s 28
ANTMEUES ...t b bbbt e e et s b e bt bt e bt e st e b et e nbeeb e b e bt e e e b naenre 28
THALTAIMIEINTOS ...ttt bbbt et e b e bt sb e e bt b e eb e s e et et e st e eb e s b e ebe e s e e e e benbeas 29
Tratamiento CON BSO ....c.oiiiiiiieiieeieiee ettt ettt sttt ettt b ettt e et e et ne b enenenan 29
Tratamiento CON NAC-BSO ...ttt be bt e et et e beebesbenbeean 29
Tratamiento con SB203580, UOL26 Y BSO ..ottt s 29
Determinacién de las concentraciones de GSH Y GSSG ..o 29
PreparacCion del tEid0..........ciiiii i et nre 30
Andlisis de proteinas por inmunoprecipitacion e inmunodeteccCiOn.............ccocveevevevieieiennns 30
Andlisis de los Factores de TranSCriPCION .........ccceiiiiiieiiiie e sre 31
Andlisis de MRNA por RT-PCR semicuantitatiVo...........c.ccccceiiiiiiecieiieic e 32
ANALISIS B DALOS .....ooviiviiieciictiet ettt ettt e st e st e s beebaese et e tesbesbesbeeteereerentesrens 33
CAPITULO V.ot ettt 34
g Y | I 1Y B 1 PSR RR 34

La disminucién en el contenido de GSH a nivel sistémico induce la activacion especifica
de MAPK en higado, rifidN Y CErEhI0. .......ccoiviiiiieisisese e 34
Efecto del tratamiento con la BSO en la activacién de MAPK y la ubicacidon nuclear de

los factores de transcripcion NF-&B, ATF-2 Y N2 ..o 34

Transcripcion de genes antioxidantes como respuesta al tratamiento con BSO. ................. 39



Efecto de los inhibidores de MAPK SB203580 y U0126 en la respuesta 6rgano especifica

Las vias de MAPK activadas y las respuestas 6rgano especificas observadas por efecto

del BSO dependen del estado de tioles intracelular ... 42
CAPITULOD Voot t ettt 45
DISCUSION ..ottt ettt ettt e ettt et et et e e et et e s e ese et esestenneteneete s etenneeens 45
CAPITULO V.o eeeeee sttt sttt sttt s st a s s s et s s s an st nansensanans 53
CONGCLUSIONES ..ottt ee e ee e teee e seeessaess s essssssssssssssssssssssessssssssssssnsnnsesennnsnnnnne 53
CAPITULO VI oottt 55
PERSPECTIVAS . ...ttt ettt ettt et et et et et eeeeeseeeeseesensnsnsnnnnnnnnnnes 55

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 56



Lista de abreviaturas

AP-1
ARE
ATF-2
BSO
DMSO
DPEP
DSP
ERK1, 2
GAPDH
YGCS¢
GGT
GCTG
Grx
GSSG-Rd
GSH
GSS
GSSG
GST
JNK
MAPK
NAT
NF-kB
Nrf2
OPLA
p3gMAPK
PP

PTP
ROS
Ser

Thr

Tyr
Tx-1
xCT

Proteina activadora 1

Elementos de respuesta antioxidante

Factor de transcripcion activador 2
L-butionina-S-R-Sulfoximina

Dimetil sulféxido

Dipeptidasa

Fosfatasas de especificidad dual

Proteina cinasa activada extracelularmente 1y 2
Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa
y-glutamilcisteina sintetasa; ¢, subunidad catalitica; r, subunidad reguladora
v-glutamil transpeptidasa

y-Glutamil ciclotransferasa

Glutarredoxina

Glutation reductasa

Glutation reducido

Glutation sintetasa

Glutation oxidado

Glutation s-Transferasa

Cinasa de c-Jun amino Terminal

Proteina cinasas activadas por mitdgenos, cinasas MAP
N-acetil transferasa

Factor de transcripcion nuclear Kappa-B

Factor de transcripcion nuclear E2 relacionado a la proteina 45
5-Oxoprolinasa

Proteina cinasa 38 de la familia MAPK

Proteina fosfatasa

Proteina fosfatasa de Tirosina

Especies reactivas del oxigeno

Aminoécido serina

Aminoéacido treonina

Aminoacido tirosina

Tiorredoxina 1

Subunidad xCT del transportador X



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4

Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14

Figura 15

Tabla 1
Tabla 2
Tabla 3
Tabla 4
Tabla 5

Xi

Lista de Figuras

Estructura quimica del glutation

Representacion de las rutas bioquimicas del GSH

Modelo del transporte de GSH a nivel interérgano

Estructura quimica de la L-butionina-SR-sulfoximina (BSO) y el y-glutamil-a-
aminobutirato

Modulo basico en la sefializacién por MAPK

Representacién esquematica de las vias de sefalizacion por MAPK en mamiferos
Efecto de la BSO en las concentraciones de GSH en 6rganos de ratén
Fosforilaciéon de MAPK en distintos 6rganos de raton

Efecto de la BSO en la localizacién celular de NF-kB y Nrf2 en 6rganos de raton
Efecto de la BSO en la fosforilacion de ATF-2 y c-Jun en higado y rifién

Efecto de la BSO en la expresion de enzimas antioxidantes en higado y rifién
Regulacién coordinada de enzimas antioxidantes en cerebro

Efecto de los inhibidores SB203580, U0126 y BSO en el contenido de GSH

Efecto de los inhibidores SB203580, U0126 y BSO en la fosforilacion de MAPK y la
expresion de genes antioxidantes

Efecto del NAC y BSO en la fosforilacion de MAPK

Listade Tablas

Sistemas de transporte de aminoacidos

Funciones generales del GSH

Condiciones que son asociadas con el decremento de la concentracién de GSH
Oligos de genes antioxidantes empleados para el RT-PCR semicuantitativo

Concentracién de GSH en drganos de raton después del tratamiento con NAC 5 mmol
Kg™y del tratamiento con BSO 6 mmol Kg™



Xi

PROLOGO

We all agree that your theory is crazy. The question which divides us
is whether it is crazy enough to have a chance of being correct.

— Niels Bohr

Desde que el glutatién fue descrito por J. de Rey-Pailhade en 1888, se ha generado
una gran cantidad de informacién acerca de su biologia, fisiologia, bioquimica y su importancia
desde el punto de vista clinico. Sin embargo, en los Ultimos afios y con el avance de las nuevas
herramientas de estudio a nivel molecular, se han podido describir “nuevas funciones para
viejas moléculas”. No es de extrafiar entonces, que a una molécula ubicua y abundante como
el glutatién, le sean atribuidas “nuevas funciones”, como la de ser capaz de modular proteinas
que participan en sefalizacion intracelular de diversas maneras, como se ha demostrado
recientemente.

Actualmente es imperioso no soélo describir estas funciones limitdndonos a los modelos
in vitro, sino que paralelamente es de suma importancia el estudio de los efectos de la
modulacién en la concentracion de GSH usando modelos in vivo que, a pesar de su
complejidad, permitan abordar los fendmenos como la comunicacion celular, la regulacion
tisular en respuesta al estrés y la interaccibn que guardan los diferentes tejidos de un
organismo entre si teniendo como mediador a este tripéptido.

En este trabajo se exponen las evidencias que sustentan la hipétesis del glutation como
un modulador de MAPK en varios organos de raton. Los resultados dejan al descubierto la
complejidad de las redes de sefializacion que llevan a una respuesta que puede considerarse
como 6rgano-especifica. Esto plantea nuevos retos para nuestro conocimiento como se discute
mas adelante, aunque también nos permitird a la larga entender los procesos a través de los
cuales los tejidos responden de manera especifica ante un mismo estimulo; asi como la
comprension de por qué unos tejidos son mas sensibles a los efectos de xenobibticos mientras

gue otros no lo son; y por qué la capacidad de respuesta de defensa ante un agente téxico
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disminuye con la edad, haciendo que un organismo sea mas susceptible al desarrollo de
patologias.

El presente trabajo es una pequefia contribucién a esta grande y ambiciosa empresa:
desentrafiar los mecanismos que regulan el sistema glutatién en los seres vivos, tarea que a lo

largo de mas de cien afios, ha sido llevada a cabo por los llamados “entusiastas del glutation”.

J.HLP

México, D. F. Noviembre 2007
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ABSTRACT

Mitogen activated protein kinases (MAPK) are activators of diverse cellular responses
from cell division, survival and cell death. In recent years it has been postulated that these
responses are modulated by cellular redox state, maintained principally by thiol glutathione
(GSH). In mammals, GSH levels are different among tissues; however GSH metabolism and
regulation occurs through intra and interorgan mechanisms. Also, it has been reported that
exposure to xenobiotic or chemical depletors of GSH is reflected in MAPK activation in vitro;
nevertheless, it is evident the lack of information concerning this modulation in vivo. In this
study, we hypothesized that changes in GSH levels in an organism might induce organ-specific
responses through MAPK activation. To test our hypothesis, mice were treated intraperitoneally
with L-buthionine-S-R-sulfoximine (BSO) to inhibit GSH synthesis. A time-related GSH depletion

in the liver and kidney correlated with p38™™«

phosphorylation and induction of thioredoxin 1
(Tx-1) transcription. This positive regulation was associated with nuclear translocation of NF-kB
and ATF-2 and c-Jun phosphorylation in the liver, but only c-Jun phosphorylation in the kidney.
Increased levels of GSH were observed in the brain together with extracellular regulated kinase
2 (ERK2) activation, Nrf2 nuclear accumulation, and increases in transcription of Nrf2, xCT, -
glutamylcysteine synthetase (GCSr) and Tx-1. Pretreatment with MAPK inhibitors SB203580
and U0126, or addition of the exogenous thiol N-acetylcysteine abrogated both p38"*™* and
ERK2 activation as well as downstream effects on gene expression. No effect on yGCSr was
observed. These results indicate that in mice, GSH depletion is associated with MAPK

activation in what could be considered part of organ specific “protective” response to thiol

depletion.
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RESUMEN

Las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) son moduladoras de diversas
respuestas celulares que van desde divisién, sobrevivencia, hasta la muerte celular. En los
Gltimos afios, se ha postulado que estas respuestas pueden estar moduladas por el estado
redox celular, que es mantenido fundamentalmente por el tiol glutation (GSH). En los
mamiferos, el contenido de GSH varia en los diferentes tejidos, sin embargo el metabolismo
sistémico del tiol obedece a mecanismos de regulacién intra e interérgano. Se ha reportado
que la exposicién a xenobidticos y otros agentes quimicos que disminuyen el contenido de
GSH, se refleja en la activacién de cinasas de la familia MAPK en modelos in vitro, sin embargo
poco se sabe sobre esta modulacion in vivo. En el presente estudio se plante6 que los cambios
en el contenido de GSH a nivel sistémico podrian estar asociados a la activacién de MAPK
generando una respuesta de manera 0rgano-especifica. Para probar esta hipétesis se usaron
ratones a los cuales se les inyectd L-butionina-S-R-sulfoximina (BSO) para inhibir la sintesis de
GSH. Se observo una disminucion del contenido de GSH respecto al tiempo en higado y rifién

que correlaciond con la activacién de la cinasa p38™*™*

y la induccién de la transcripcion de
tiorredoxina 1 (Trx-1). Esta regulacion positiva estuvo asociada a la localizacion nuclear de NF-
kB y ATF-2, ademas de la fosforilacion de c-Jun en el higado. En el rifidn solo se observo la
fosforilacion de c-Jun. A diferencia de esto, en el cerebro se observd un aumento del nivel de
GSH junto con la activacién de la cinasa (ERK2), la acumulacién nuclear de Nrf2 y el aumento
en la transcripcion de Nrf2, de la subunidad xCT del transportador X., de la subunidad
regulatoria de la y-glutamilcisteina sintetasa (yGCSr) y de la Trx-1.

El pretratamiento con los inhibidores de MAPK , SB203580 y U0126, o la adicion del tiol

exdgeno N-acetil cisteina (NAC), detienen la activacion de p38M*™«

y ERK2, asi como la
induccion de genes observada. Sin embargo, no se observé efecto del inhibidor U0126 en la
expresion yGCSr. Estos resultados nos indican que in vivo, la disminucién en la concentracion

de GSH a nivel sistémico inducen la activacién de cinasas MAPK y de respuestas que se

podrian considerar como “protectoras” de manera érgano especifica.



INTRODUCCION

La fosforilacion oxidativa y la biotransformacion metabdlica en eucariontes son la
principal fuente de especies reactivas del oxigeno (ROS) que causan un dafio oxidante a
macromoléculas como el DNA, los lipidos y las proteinas. Sin embargo, las células son
capaces de contender con estos productos toxicos sintetizando moléculas de bajo peso
molecular como el glutation (GSH). Este péptido es una de las moléculas mas abundantes
dentro de la célula, alcanzando concentraciones en el rango milimolar en algunos tejidos y tipos
celulares, constituyendo asi el mayor amortiguador redox celular. En los ultimos afios, se han
arrojado evidencias que asocian al GSH con la modulaciébn de diversas cascadas de
sefalizacion celular. Se ha sugerido que esto puede ocurrir a traveés de la interaccion directa
del GSH con las cisteinas localizadas en el sitio activo o en alguna regién moduladora de
cinasas, fosfatasas y factores de transcripcion. A pesar de que algunos mecanismos se han
descrito en modelos in vitro, los mecanismos in vivo han sido menos estudiados por lo que en
el presente trabajo se pretende entender como el GSH intracelular puede modular vias de

sefializacion en diferentes érganos de ratén.



CAPITULO |

ASPECTOS BIOQUIMICOS DEL GLUTATION

El glutation (GSH) (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina), es un tripéptido constituido por los
aminoacidos glutamato, cisteina y glicina (Fig. 1), cuyo grupo activo esta representado por el
tiol (-SH) de la cisteina; es una molécula ubicua y es el tiol intracelular mas abundante. En las
células, el glutation puede estar tanto en forma reducida (GSH), como en su forma oxidada
(GSSG) (Fig.1), siendo la forma reducida la mas abundante, aunque también puede estar

unido a proteinas (Ghezzi, 2005; Gallogly y Mieyal, 2007).
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Figura 1. Estructura quimica del glutation. A), forma reducida (GSH) y B), forma oxidada (GSSG).
Tomado de Halliwell y Gutteridge, 1999.

Desde su descubrimiento, se han descrito una gran variedad de funciones tanto para
la forma GSH como para la GSSG, participando de manera directa o indirecta en muchos
fendmenos bioldgicos, incluyendo la sintesis de proteinas y DNA, metabolismo de xenobidticos,
actividad enzimatica, defensa antioxidante y proteccion celular (Anderson, 1998). Ademas, el
estado redox celular depende de la tasa de GSH/GSSG; y en condiciones normales el
contenido de GSH en células de mamifero puede estar en concentraciones de 0.5-10 mM

predominando siempre la forma reducida del tiol. La relacion GSH/GSSG puede ser de 10/1



(Pastore et al., 2003) aunque este valor no debe ser considerado como absoluto, pues mucho

depende del estado celular, del tipo celular o tejido y del método empleado en su deteccion.

METABOLISMO DEL GSH

Sintesis de novo de GSH y el Ciclo j~glutamil

La sintesis de novo del GSH y su degradacion toma lugar en las reacciones del ciclo v-
glutamil (Tate et al., 1973; Griffith y Meister, 1979a; Abbott et al., 1986). El GSH se sintetiza en
dos pasos consecutivos. En el primer paso, la enzima encargada del proceso es la  y-
glutamilcisteina sintetasa (yGCS); la reaccion consiste en la union del glutamato con la cisteina
mediante un enlace peptidico tipo y-, que confiere resistencia a la mayoria de las peptidasas y
gue da como resultado el péptido y-L-glutamil-L-cisteina (Anderson, 1998). La actividad de
esta enzima es regulada por la subunidad ligera o regulatoria de la enzima (yGCS;) y por
inhibicién negativa del producto final que es el GSH. En el paso subsiguiente, un residuo de
glicina es adicionado al producto anterior mediante la accién de la enzima GSH sintetasa
(GSS) para generar finalmente el GSH (Fig. 2). Cabe mencionar que ambas reacciones son
dependientes de ATP. Una vez que es sintetizado el GSH puede ser exportado fuera de las
células.

El catabolismo del GSH ocurre en el exterior celular en algunos tipos celulares y
o6rganos como el rifién, plexo coroideo, linfocitos, ductos biliares, cuerpos ciliares, intestino,
cerebro y pancreas (Anderson, 1998). Esta reaccion es realizada por la enzima y-glutamil
transpeptidasa (GGT) que acepta la transferencia de aminoécidos y generar aminoacidos y-
glutamil. El GSH es exportado constantemente de las células a través de proteinas de la
superfamilia de transportadores MRPsS/ABCC (Rappa et al., 1997; Munich et al., 2006;

Hammond et al., 2007).
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Figura 2. Representacion de las rutas bioquimicas del GSH. AA, aminoéacidos, X, compuestos
gue reaccionan con GSH para formar conjugados. Ciclo y-glutamil y sintesis de GSH: 1, y-
glutamilcisteina sintetasa (yGCS); 2, GSH sintetasa (GSS); 3, y-glutamil transpeptidasa (yGGT); 4,
dipeptidasas (DPEP); 5, y-glutamil ciclotransferasa (GCTG); 6, 5-oxoprolinasa (OPLA). Reacciones
de 6xido-reduccion: 7, GSH S-transferasas (GST); 8, N-acetiltransferasa (NAT); 9, GSH peroxidasas
(GSH-Px); 10, GSH tiol transferasas/glutarredoxina (Grx); 11, reaccién de radicales libres con GSH,
12, glutatién disulfuro (GSSG) reductasa (GSSG-Rd); 13, transporte de y-Glu-(Cys) aminoécidos.
Tomado de Meister (1988).

Al atravesar la membrana celular, el GSH interactta con la GGT, produciendo aminoacidos y-
glutamil, que pueden ser transportados al interior de las células. Una vez que estos
aminodcidos se encuentran al interior celular, pueden ser sustrato para la y-glutamil
ciclotransferasa, la cual convierte estos compuestos a sus correspondientes aminoacidos
generando ademas 5-oxoprolina, que es un producto intermediario del glutamato. Finalmente la
5-oxoprolina es convertida otra vez a L-glutamato por una reaccion catalizada por la 5-oxo-
prolinasa. La cistina es uno de los mejores aceptores para la GGT, el producto que genera es
y-glutamilcistina (Thompson y Meister, 1976). En algunos tejidos, como en el caso del rifidn,

este producto puede ser incorporado y posteriormente reducido a cisteina o y-glutamilcisteina.

La cisteina puede ser empleada en la sintesis de GSH o de proteinas, mientras que la y-



glutamilcisteina puede incorporarse directamente a la sintesis de GSH por la interaccién con la

GSS (Anderson, 1998).

Transporte del GSH y aminoéacidos precursores

Un aspecto del metabolismo de GSH y compuestos relacionados del que se sabe poco
en mamiferos, es la manera en que este y/o sus precursores son transportados en los
diferentes tejidos. Aunque la mayoria de los mecanismos no son del todo entendidos, para el
presente trabajo vale la pena hacer una breve mencién de algunos aspectos relevantes
relacionados a: i), como se exporta el GSH del interior al exterior celular; ii), cudl es el destino
del GSH y sus derivados una vez que se encuentran fuera de la célula; iii), como se lleva a
cabo la distribucion de los aminoacidos generados; y finalmente, iv), como ocurre la
incorporacion de los aminoacidos nuevamente al interior celular para la sintesis de GSH.

En primer lugar, algunos trabajos han demostrado que el GSH puede ser incorporado
por transportadores especificos dependientes de sodio (lantomasi et al., 1999; Kannan et al.,
1999; 2000); sin embargo, aun no queda claro si este mecanismo ocurre en los distintos tipos
celulares que conforman los tejidos bajo condiciones normales.

No obstante, la evidencia indica que el GSH esta siendo constantemente exportado
fuera de la célula, proceso que parece ocurrir a través de miembros de la familia de proteinas
de resistencia a multiples drogas (MRP). Las MRP 1y 2 son capaces de exportar GSH, GSSG
y conjugados con GSH, evidenciado por la interrupcion del gen MRP1 que afecta el transporte
de xenobidticos y de GSH (Rappa et al., 1999). Un aspecto interesante es que la mayoria de
los tejidos podrian exportar el GSH y sus conjugados, sin embargo la capacidad seria muy
especifica para cada tejido porque dependeria del nivel de expresiéon de los transportadores
MRP. Por ejemplo, la MRP2 solo esta presente en higado vy rifion, a diferencia de la MRP5
que es ubicua, o de la MRP1, que es ubicua pero tiene baja expresion en higado (Borst et al.,
1999; Konig et al., 1999). Una vez que el GSH o el GSSG estan en el exterior celular, el ciclo vy-
glutamil podria efectuarse. Ambas formas del GSH pueden ser sustratos para la GGT y alguna
dipeptidasa que se encuentre intracelularmente, lo cual llevaria a la formacién de amino&cidos
y-glutamil, glutamato, glicina, cisteina, cistina, cisteinilglicina, cisteinil-bis-glicina y disulfuros
entre GSH, cisteina y cisteinilglicina (Griffith y Meister, 1979b; Bridges y Meister, 1985). Se han

hecho estudios que han sugerido que estos aminoacidos formados, asi como el GSH y GSSG



podrian ser movilizados a los diferentes tejidos a través del plasma sanguineo (Anderson y
Meister, 1980; Bridges y Meister 1985). El GSH y el GSSG podrian ser sustrato de la GGT en
aquellos tejidos que la expresen, reanudando el ciclo y-glutamil. Los aminoacidos entonces
podrian ser incorporados a las células por sus correspondientes transportadores, por ejemplo
GlyT2 para la glicina (Zafra et al., 1995), el transportador de glutamato (Danbolt, 2001), el
sistema X, para la cisteina/cistina (Shanker y Aschner, 2001; Kanai y Endou, 2001).

Como ya se menciond, los aminoacidos precursores del GSH son constantemente
exportados e importados en las células y se ha aceptado que la disponibilidad de estos
aminoacidos, en especial la cisteina, es un factor importante en la regulacion de la
concentraciéon de GSH. La cisteina, que no es un aminoacido esencial, puede ser sintetizada
a partir de la metionina (esencial) y la serina (no esencial) por un proceso denominado
transulfuracién realizado predominantemente en el higado. Otros tejidos parecen requerir
aporte exdgeno de cisteina debido a su baja capacidad para sintetizarla (Bannai et al., 1989).
La cisteina en su estado reducido esta principalmente en el interior celular, mientras que la
forma oxidada o cistina, se encuentra en el exterior celular. La cisteina facilmente se oxida a
cistina en el fluido extracelular pero una vez que entra al interior celular es rapidamente
reducida a cisteina. Su disponibilidad claramente depende de su transporte, dado que la
membrana plasmatica es poco permeable a los aminoécidos.

El glutamato es un amino&cido que puede tener un papel en la regulacion de la
sintesis de GSH de 2 maneras: 1) con la incorporacion de cisteina, 2) la prevencion de la
inhibicibn de GCS por GSH. Tanto la cistina como el glutamato comparten el sistema
transportador de amino&cidos X, (Wu et al., 2003). Cuando la concentracién extracelular de
glutamato es alta, la incorporacion de cistina es completamente inhibida, lo cual resulta en una
disminucién de la sintesis de GSH (Tapiero et al., 2002). Por otra parte, el GSH es el inhibidor
no alostérico de la GCS, pero en presencia de glutamato se da una competencia por la union
con la enzima (Griffith, 1999).

El sistema X, es el transportador independiente de sodio responsable por la
incorporacion de cistina al intercambiarla en proporcidon 1:1 por el glutamato a través de la
membrana celular (Bannai, 1984; Bannai y Kitamura, 1980; Bannai et al., 1986; Watanabe y

Bannai, 1987). La funcién de intercambio es realizada por un heterodimero que consiste en un



transportador de aminodacidos, 4F2hc, que es una cadena pesada; y una cadena ligera, xCT.
Este transportador esta distribuido en varios tipos celulares y tejidos, su expresion ha sido
detectada principalmente en macréfagos y en diferentes regiones del cerebro, rifién e intestino
(Piani y Fontana, 1994; Sato et al., 1999; 2002; Burdo et al., 2006). En la tabla 1 se describen
los transportadores de aminoacidos mas importantes en mamiferos, algunos de los cuales

pueden tener afinidad por los mismos sustratos.

Tabla 1. Sistemas de transporte de aminoacidos (Tomado de Kannai y Endou, 2001).

Nombre Dependencia de Sustrato Transportador
Na"
Aminoacidos neutros
A si Ala, Pro, aminoacidos N- ATAL1,ATA2,ATA3
metilo
G si Gly, Ser GLYT1,GLYT2
B° si Amplia selectividad
ASC si Ala, Ser, Thr, Cys (GIn) ASCT1, ASCT2
N si GIn, Asn His SN1, SN2
Sistema B si B-Ala, Tau Taut
y'L si @Aminoécidos basicos y y'LAT1.4F2hc, y'LAT2.4F2hc
neutros
L no Aminoacidos neutros °LAT1.4F2hc, LAT2.4F2hc
asc no Ala, Ser, Thr, Cys PASC-1. 4F2hc
T no Aminoacidos aromaticos TAT1
b e’ no Aminoécidos béasicos y °BAT1/b> AT.rBAT
neutros
Aminoacidos béasicos
B°" sf Aminoacidos basicos y ATB*"
neutros
y' no Aminoacidos basicos CAT1, CAT2,
CAT2A,CAT3,CAT4
B°" no Aminoécidos béasicos y °BAT1/b°*AT.rBAT
neutros
y'L no ®AminoAcidos basicosy  °y'LAT1.4F2hc, y'LAT2.4F2hc
neutros
Aminoacidos &cidos
Xac si L—Glu, L-/D-Asp EAAC1, GLT-1, GLAST, EAAT4,
EAATS
X¢c no Intercambio °xCT.4F2hc

Cistina/Glutamato

% Sistema parcialmente dependiente de Na' para aminoacidos neutros e independiente de Na"
para aminoacidos basicos.
b Transportadores heterodiméricos

Estas consideraciones hacen claramente evidente que en los mamiferos el sistema GSH es

dinamico y que esta regulado por diversos mecanismos intra e interérgano.



Contenido de GSH y su regulacion intra e inter 6rgano en mamiferos

A lo largo de varias décadas, se han hecho grandes esfuerzos para entender la
regulacion del GSH a nivel intra e interérgano; sin embargo, esto aun no es del todo
comprendido debido muy probablemente a la complejidad del fendbmeno. A pesar de esta
limitante se ha logrado establecer una idea general de cémo ocurre en los mamiferos. El
estudio de la dinamica del GSH a nivel intra e interérgano en modelos animales y en
voluntarios humanos durante una condicién de ejercicio exhaustivo ha revelado que, durante
éste, la concentracion del GSSG se incrementa en el musculo esquelético (Ji y Fu, 1992) y en
la sangre (Gohil et al., 1988; Sastre et al., 1992), lo que indica una utilizacién elevada del GSH.
En el higado, el contenido de GSH declina durante el ejercicio exhaustivo (Lew et al., 1985;
Pyke et al., 1986) mientras que en el musculo, la respuesta es variable pues se ha observado
que el contenido de GSH puede disminuir (Ji y Fu, 1992) o incrementar (Lew et al., 1985;
Leeuwenburgh y Ji, 1995). En la regulacién del GSH a nivel interérgano, la distribucién del flujo
sanguineo, y por ende, la incorporacion de los precursores del GSH a los tejidos, esta
intimamente relacionada con el incremento en disponibilidad del GSH en cada uno. Por ello,

es importante revisar algunos aspectos relacionados al GSH en algunos érganos.

GSH en higado, bilis y plasma

El higado es el principal 6rgano en la sintesis de novo del GSH y aporta cerca del 90%
del GSH circulante bajo condiciones fisioldgicas (Lauterburg et al., 1984; Deneke y Fanburg,
1989). La concentraciéon de GSH en este 6rgano es la mas alta de los tejidos de los mamiferos
y puede llegar a alcanzar concentraciones ~7-10 mM en hepatocitos (Hammond et al., 2001).
Algunos reportes indican que la mitad del GSH liberado en los hepatocitos de rata es
transportado a través de la membrana canalicular a la bilis, donde el GSH alcanza
concentraciones de 8-10 mM (Ballatori et al., 1986; Hammond et al., 2001). Se menciona que
aproximadamente 20% del GSH sintetizado en higado aparece excretado en la bilis (Sies et al.,
1978). Al parecer este flujo del GSH a la bilis y al plasma es promovido por diferentes
hormonas como el glucagon y la vasopresina (Sies y Graf, 1985; Lu et al.,, 1990). La
concentracién de aminoéacidos en bilis de rata se encuentra entre entre 4-7 mM, que es cerca
del doble de lo que se encuentra en plasma 2-3 mM. Los aminoacidos mas abundantes en

bilis de rata son el glutamato y la glicina, seguidos de valina y leucina (Ballatory et al., 1986).



En contraste, la concentracion de GSH en plasma normalmente se encuentra en el rango uM
(Pastore et al., 2003). Como ya se menciond, una vez que el GSH y o los aminoacidos se
encuentran en plasma, estos pueden ser distribuidos y utilizados por los tejidos periféricos

para la sintesis de GSH a través del ciclo y-glutamil (Fig. 2).

GSH en rifién

El rifién es el érgano con la mayor actividad de GGT de todos los tejidos, lo cual facilita
que el GSH sea removido del plasma durante la filtracion glomerular. En condiciones basales,
entre el 80-90% del GSH plasmatico es catabolizado por el rifién debido a su alta actividad de
GGT, aungque otros tejidos como el musculo esquelético y el corazén también lo realizan en
menor proporcién (Leeuwenburgh y Ji, 1995). Este 6rgano usa el GSH que es transportado
de las células renales, lo que es considerado como parte de un ciclo intraérgano, asi como
también el que se encuentra en plasma. El transporte de GSH de las células renales al tubulo
renal en la rata representa el 80% del glutatién tubular; el restante proviene del plasma a través

de la filtracion glomerular (Pastore et al., 2003).

GSH en musculo

De acuerdo a Leeuwenburgh y Ji (1995), el mlsculo esquelético es la poza de GSH
mas grande del cuerpo, esto en relacion a la cantidad de tejido, que representa cerca del 40%
del peso corporal en el caso del raton. Las concentraciones de GSH se encuentran en el rango
intermedio mM. Tanto el muasculo esquelético como el cardiaco tienen la capacidad de
catabolizar el GSH via GGT aunque en menor proporcion que el rifién (Leeuwenburgh y Ji,

1995).

GSH en cerebro

El cerebro es quiza, el érgano mas susceptible al dafio oxidante debido a varios
factores entre los que se pueden destacar: un alto nivel de consumo de oxigeno (cerca del 20%
del total consumido por el cuerpo), el contenido de hierro, la presencia de acidos grasos no
saturados y una actividad limitada de enzimas antioxidantes que participan en la
desintoxicacion, tales como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutatiéon reductasa

(GSSG-Rd) (Limén-Pacheco y Gonsebatt, 2007). De acuerdo a Cooper (1998), el contenido de
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GSH en cerebro esta muy relacionado con las concentraciones de aminoacidos presentes en
el 6rgano, sangre y fluido cefalorraquideo. Las concentraciones de GSH, cisteina y cistina en
el cerebro estan en el rango de ~1-3 mM y 30-70 uM, respectivamente. La concentracion del
GSH total [GSH+ (GSSGx2)] en plasma de rata es de ~15-20 uM, mayormente en forma GSH
(Jain et al., 1991). La concentracién de cisteina y cistina en sangre de rata es de 70-100 uM de
lo cual ~90% esta en forma de cistina (Semon et al., 1989; Sastre y Rabenstein, 1978). Las
concentraciones de glutation total, de cisteina y cistina en liquido cefalorraquideo de rata son
de ~5 y 4 uM, respectivamente predominando las formas reducidas (Anderson et al., 1989).
Cabe aclarar que estos valores no deben ser tomados como absolutos, ya que pueden variar
de acuerdo a la especie, el método de deteccion empleado o las condiciones experimentales.
Por otra parte, en el cerebro, el plexo coroideo tiene una actividad de GGT similar al
rifién y en menor proporcién en otras regiones del cerebro como la corteza, cerebelo, tadlamo y
el nacleo caudado, indicando que el ciclo y-glutamil y el transporte de aminoacidos ocurre en

algunas regiones del cerebro (Tate et al., 1973).

GSH en tracto gastrointestinal

El tracto gastrointestinal es muy importante dado que en el se absorben los
precursores aminoacidos para la sintesis de GSH y las proteinas (Wu et al.,, 2004). Hay
evidencia que indica que el balance de amino&cidos en la dieta tiene un importante efecto en
la sintesis de proteinas y por supuesto en la homeostasis de GSH. A diferencia del rifién, el
intestino obtiene el glutamato para la sintesis de GSH a través de la dieta (Wu et al., 2004). Se
ha descrito que la glicina como suplemento en la dieta puede aumentar la concentracion de
GSH hepatico (Grimble et al., 1992). Por otra parte, el GSH proveniente de la dieta puede ser
absorbido intacto, lo cual resulta en un incremento del GSH en el plasma sanguineo (Hagen y
Jones, 1987; Hagen et al., 1990; Aw et al., 1991). Un aspecto que llama la atencién es que la
inhibicion de la sintesis del GSH en el tracto gastrointestinal lleva a cambios morfolégicos en el
tejido (Martensson et al., 1990).

Es importante mencionar que la regulacién intra e inter6rgano se puede ver afectada

por factores como: edad del individuo, estado nutricional, estrés, exposicion a xenobiéticos, por
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mencionar algunos. En la figura 3 se ilustra un modelo del transporte del GSH a nivel

interérgano.
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Figura 3. Modelo del transporte de GSH a nivel interérgano. El higado es la principal fuente de
GSH, pues en el se lleva a cabo la mayor sintesis de novo. Una vez sintetizado, el GSH puede ser
exportado a plasma vy bilis. El GSH, GSSG y los precursores aminoacidos son distribuidos a los
diferentes 6rganos. Aquellos 6rganos expresion y actividad de GGT como el rifién, el masculo y
algunas regiones del cerebro, podran romper el GSH y el GSSG para incorporarlos al ciclo y-
glutamil. El intestino es muy importante en la absorciéon de aminoacidos y GSH que provienen de
la dieta. (Modificado del modelo de Leeuwenburgh y Ji, 1995).

Reacciones asociadas a la 6xido-reduccion del GSH

Hay varias reacciones donde el GSH tiene un papel importante, ya que el grupo tiol es
clave y esta relacionado con reacciones oxido reductoras y formacién de disulfuros que son en
su mayoria procesos reversibles.

El GSH es usado por las GSH peroxidasas (GSH Px), las cuales pueden reducir el

peroxido de hidrégeno (H,O,) formado GSSG en el proceso. El radical superéxido (O, vy el
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H,0, pueden producir ROS que lleven a su vez a la formacion de peréxidos organicos (Chance
et al., 1979). Por lo tanto al eliminar el H,O, las GSH-Px protegen a las membranas celulares y
a las proteinas ahi localizadas contra la oxidacién (Meister, 1988). Una vez que se ha formado
el GSSG, la reduccion de GSSG a GSH es catalizada por la glutatiéon reductasa (GSSG-Rd),
reaccion dependiente de NADPH como cofactor de reduccion y que procede en dos reacciones

[EC 1]:
NADPH + E+H" > NADP" + EH, 1]

EH, + GSSG - 2GSH+E

donde E, representa la forma oxidada de la enzima con sitio activo en los residuos Cys-58-Cys-
63; en presencia de NADPH se forma EH2, que ahora es la forma reducida de la enzima con
los residuos Cys-58 y Cys-63 como ditiol. Ambas formas son bastante estables; EH2 puede
ser producida a partir de la interaccién de la GSSG-Rd con NADPH o GSH y se ha pensado
que es la forma de la enzima predominante en el interior celular. Las glutation
transhidrogenasas o glutation S-transferasas (GST) constituyen un grupo amplio de proteinas
que en general, catalizan la reaccién entre los grupos tiol (-SH) del GSH y agentes alquilantes
potenciales con lo cual neutralizan los sitios electrofilicos haciéndolos solubles y excretables.
Estas enzimas representan ademas uno de los mayores grupos de enzimas de fase Il (Clapper

y Szarka, 1998; Strange et al., 2000).

Funciones asociadas al GSH

Se ha descrito que el GSH participa en muchas funciones importantes, como el
metabolismo y mantenimiento de tioles proteicos y de moléculas de bajo peso molecular, como
el a-tocoferol y el &cido ascorbico al evitar su oxidacion (Bigley, et al.,, 1981; Liebler et al.,
1986; Graham et al., 1989; Scholich et al., 1989; Murphy et al., 1992 Leedle y Aust, 1990;
Martensson y Meister, 1991a; Vethanayagam et al., 1999). Se le considera también una
reserva de cisteina debido a que el GSH contiene al aminoacido y se encuentra a altas
concentraciones intracelulares (Halliwell y Gutteridge, 1999). Participa en la formaciéon de
desoxirribonucleétidos a través del sistema de glutarredoxina (Grx), que es dependiente de
GSH vy al cual usa para reducir a los ribonucleétidos (Luthman et al.,, 1979). Reacciona

espontaneamente con compuestos toxicos para formar conjugados excretables, o
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enzimaticamente, a través de las GSTs que lo acoplan a metabolitos reactivos desintoxicando
con ello a la célula. Protege contra el dafio oxidante causado por las ROS que se forman
normalmente en el metabolismo celular. La reaccion del GSH con estas moléculas toxicas
puede ser espontanea o a través de la GSH-Px en el caso de los peréxidos. Cabe mencionar
gue la mayoria de los estudios sobre las funciones de GSH han sido descritos en higado y
rifidn, en donde su participacion ha sido estudiada en mecanismos de desintoxicacion, asi
como de resistencia a metales y farmacos, ya que los metabolitos acoplados a GSH son
rapidamente excretados por transportadores de la familia de proteinas ABC (Borst et al., 2000).

Un resumen de sus funciones generales se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Funciones generales del GSH.

Funciones Referencias

Agente reductor, antioxidante
Proteccion contra estrés oxidativo y Boobis et al., 1989; Werns y Luchéis, 1990
peroxidacion lipidica
Proteccion de membranas celulares Kosower et al., 1982; Yang et al., 2001
Proteccién contra la radiacion y luz UV; Revesz y Edgren, 1994; Connor y Wheeler, 1987
reparacion de DNA
Mantenimiento de grupos SH de proteinas; Kosower y Kosower, 1978; Meister, 1988; Beer et al.,
destruccion de peréxidos y radicales libres 2004

Desintoxicacion de Xenobiéticos
Conjugacion con xenobidticos Burk et al., 1983

Reservorio y transferencia de cisteina Meister, 1988

Regulacion metabdlica

Cofactor y sustrato Kosower y Kosower, 1978

Sintesis de proteinas y acidos nucleicos Meister, 1988

Sintesis de leucotrienos Parker et al., 1980

Transporte de aminoacidos Meister y Tate, 1986
Mantenimiento de la homeostasis del Ca** al Max, 1989; Mira et al., 1991, Fearon et al., 2000

proteger los —SH en ATPasas

Modulacion del metabolismo de GSH

Existen varias estrategias para manipular la concentracion de GSH intracelular (Limon-
Pacheco y Gonsebatt, 2007). Sin embargo, muchos trabajos a lo largo de tres décadas han
demostrado que la mejor estrategia para disminuir el GSH intracelular, se basa en la inhibicién
de su sintesis. Esto se lleva a cabo mediante el uso de la L-butionina-S,R-sulfoximina (BSO),

que es bien conocida por su efecto inhibitorio en la sintesis de novo de GSH, que disminuye la
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formacién del precursor y-glutamilcisteinil y por consiguiente de GSH. Se ha sugerido que el
consumo de GSH continda en las reacciones donde normalmente se requiere y que el GSH
intracelular preexistente puede ser exportado de las células lo que en suma da una eficiente
disminucion del tiol (Griffith, 1981). Estructuralmente, la BSO es similar al y-glutamil-a-
aminobutirato, el producto enzimatico formado a partir del glutamato y el y-aminobutirato, que

es el primer paso en la sintesis de GSH (Fig. 4).

0] (o
+ | 5
/NH 'OOC-CHNH,-(CH2}2-$—OP03'
HO % OH NHclzﬁc:Oo-
CH,SH
- y-Glu-CysH sintetasa
H2N O
y-glutamil-«x-aminobutirato ‘oo(‘,r(:l-ﬂ:m}-(CH2 )2—‘5.- NPO_:
CH, CH,CH,CHy

Butionina sulfoximina fosfato

a-aminobutirato

Figura 4. Estructura quimica de la L-butionina-SR-sulfoximina (BSO) y el y-glutamil-a-
aminobutirato. A), estructura quimica no fosforilada de la BSO; B) Comparacién entre el
producto de la y-GCS y la forma fosforilada de la BSO ambos sustratos de la y-GCS (ver detalles
en el texto). (Tomado de Limon-Pacheco y Gonsebatt, 2007 y Meister, 1988).

La BSO es un potente inhibidor de una serie de analogos basados en la metionina
sulfoximina (MSO), los cuales se unen ala GCS. La BSO es fosforilada al unirse a la enzima,
dando como resultado butionina sulfoximina fosfato, la cual imita el intermediario natural y-
glutamilfosfato-a-aminobutirato. Este se une fuertemente al sitio activo de la enzima
blogueando asi la progresion de la sintesis de GSH (Griffith y Meister, 1979c; Griffith, 1982;
Griffith 1988).

La tasa de inhibicién y la duracién de la misma, dependen de la concentracion de

glutamato, el cual compite por el mismo sitio de unién. Se ha demostrado que en presencia de
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5 mM de glutamato, 10 mM de ATP, 1y 10 uM de BSO inhiben a la GCS de rifién de rata un
52 y 100% respecto al control en 10 minutos (Griffith, 1982). Las concentraciones de GSH en
higado, rifion, pancreas y muisculo esquelético fueron rapidamente disminuidas después de
una sola dosis de BSO en roedores (Griffith y Meister, 1979¢). Una de las desventajas del
empleo de la BSO in vivo, es que en un mamifero adulto el compuesto es poco permeable a la
barrera hematoencefalica por lo que su uso para disminuir el GSH en cerebro en un esquema
agudo es limitado. La BSO puede ser administrada crénicamente y a dosis altas (72 mmol/kg)

sin toxicidad aparente (Griffith, 1981; Mulder y Ouwerker-Mahadevan, 1997).

Patologias asociadas a la deficiencia de GSH

Existe una asociacién entre la disminucion del contenido de GSH y el desarrollo de
patologias. Por ejemplo, se ha observado que existen bajas concentraciones de GSH
asociadas al desarrollo de enfermedades degenerativas del sistema nervioso como el
Sindrome de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer (Bains y Shaw, 1997). Por otra parte, la
generacion de ROS en exceso durante condiciones como el ejercicio extenuante, procesos
infecciosos crénicos, parasitosis y la exposicion crénica a xenobiéticos también puede disminuir
el contenido de GSH. Ademas, se ha visto que como consecuencia del envejecimiento, los
sistemas antioxidantes incluido el GSH disminuyen en todos los tejidos, lo que les hace mas
susceptibles al dafio oxidante (Tabla 3). De acuerdo a Sen (1997) los factores que pueden
contribuir a las concentraciones bajas de GSH son: a) limitada sintesis de GSH, b) elevada
utilizacion de GSH y c¢) una pobre reduccién de glutatién oxidado (GSSG).

Deficiencias congénitas en la GSS son raras, pero han sido reportadas (Sen, 1997).
Un factor limitante intracelular comun de la sintesis, es la disponibilidad del sustrato cisteina.
También existe una regulacion de GSH por hormonas, y aunque todavia no es claro, se
piensa que puede ser debido a una estrategia para preservar la cisteina celular para la sintesis
proteica en respuesta al estrés (Lu et al., 1991). Una elevada utilizacién de la molécula que
contribuye a los bajos niveles de GSH ocurre al haber exposicion a xenobibticos o durante el

ejercicio extenuante (Leeuwenburgh y Ji, 1995).
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Tabla 3. Condiciones que son asociadas con el decremento de la concentracidon de glutation

(Tomado de Sen, 1997).

Condicidn/especie

Tejido/célula/componente subcelular

VIH +
Humano

Hepatitis C
Humano

Cirrosis Hepatica
Humano

Envenenamiento con acetaminofén

Ratén
Diabetes tipo Il

Humano
DMNID

Humano

Trastorno de tolerancia a la glucosa

Humano
Colitis ulcerosa
Humano
Quemaduras de piel
rata y conejo
Fibrosis pulmonar
Humano
Sindrome respiratorio del adulto
Humano
Desnutricion
humano
Ejercicio fisico
Rata
Atrofia muscular
rata 'y perro
Envejecimiento
raton
humano
rata y raton
Hipoxia perinatal
Humano
Infarto agudo al miocardio
Humano
Citotoxicidad por glutamato
humano
rata
Muerte celular programada
Humano

Células mononucleares de sangre periférica
Fluido del tejido de recubrimiento pulmonar

Células mononucleares de sangre periférica

Plasma, eritrocitos

Rifi6n , higado

Sangre total

Eritrocitos

Eritrocitos

Sangre y tejido de coldn

Tejido epidérmico y mitocondria

Fluido de tejido recubrimiento pulmonar
Fluido de tejido recubrimiento pulmonar
Eritrocito

Higado, musculo y sangre

Musculo esquelético

Higado

Mucosa gastrica y eritrocitos
Mitocondria de higado, rifion y cerebro
Sangre arterial umbilical

Sangre

Células T
Neuronas

Células T

VIH+, virus de inmunodeficiencia humana; NIDDM, Diabetes Mellitus No-Insulinodependiente
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La reduccion limitada de GSSG a GSH también disminuye su disponibilidad. La GSSG-Rd
requiere un adecuado suplemento de NADPH como cofactor (Salvemini et al., 1999; Préville et
al., 1999). Si existe una limitada cantidad de NADPH intracelular, la reduccion de GSSG a GSH
tan esperada no ocurre, trayendo como consecuencia la acumulacion de GSSG y su expulsion

de la célula (Sen, 1997).

El GSH como modulador de la respuesta celular a diversos estimulos

En afios recientes, ademas ha sido descrito el papel del GSH en la modulacién de las sefiales
intracelulares a través de la interaccién directa con cisteinas localizadas en los sitios activos o
regiones moduladoras de cinasas, fosfatasas y factores de transcripciébn que regulan la
transcripcion de una amplia variedad de genes implicados en procesos celulares como el
crecimiento, la diferenciacién y la muerte. En el siguiente capitulo se describiran aspectos
generales de la familia de las MAPK, un grupo de cinasas que en los Ultimos afios ha llamado
la atencién debido a que algunos de sus miembros parecen ser regulados a través del estado

redox.
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CAPITULO Il

SENALIZACION CELULAR A TRAVES DE PROTEINAS CINASAS ACTIVADAS POR

MITOGENOS (MAPK)

Una de las interrogantes mas importantes en biologia es como las células pueden
percibir cambios en su entorno y responder de una manera especifica. Este problema ha sido
foco de atencién por muchos afios lo que ha permitido describir las bases del funcionamiento
de los sistemas de transduccion de sefiales. La fosforilacién de proteinas es el mecanismo
principal para transmitir las respuestas en el interior celular. Durante las décadas de los 70s y
80s, los esfuerzos se concentraron en aquellas proteinas que mediaban el efecto de factores
de crecimiento y hormonas, como por ejemplo la insulina (Lewis et al., 1998). A este grupo de
proteinas se les dio el nombre de proteinas cinasas. Gracias a estos esfuerzos ahora sabemos
que la activacion de cascadas de proteinas cinasas es un mecanismo de sefializacién celular
comun en muchos procesos celulares. Uno de los grupos méas importantes de este tipo de
proteinas son las proteinas cinasas activadas por mitdbgenos (MAPK), las cuales pueden
activarse en respuesta a una diversidad muy grande de estimulos. Estos estimulos pueden ser
producidos por las mismas células, como los factores de crecimiento y citocinas, hasta
estimulos ambientales como la radicacion, cambios en la osmolaridad, exposicion a

xenobidticos, entre muchos otros.

REGULACION DE LAS VIAS DE MAPK

Para la comprension de la sefalizacion celular por MAPK se debe tener en cuenta es
que las vias estan ensambladas en moddulos de por lo menos tres componentes que
establecen una via de activacion secuencial (Fig. 5). La primera cinasa de dicho modulo es una
cinasa-cinasa de MAPK (MAPKKK o MEKK) (Fanger et al., 1997). Estas cinasas pueden ser
activadas por otras MEKK o por proteinas de la familia Ras o Rho (Widmann et al., 1999). Las
MEKK son cinasas de serina/treonina que una vez activas fosforilan y activan a la siguiente
cinasa en el moédulo, una MAPK-cinasa (MAPKK o MEK) (Siow et al., 1997). A su vez, la MEK
activa reconoce Yy fosforila el motivo Thr-x-Tyr o Pro-X-Ser/Thr-Pro del sitio de activacion de la
MAPK (Gonzalez et al., 1992; Alvarez et al., 1991; Marshall, 1994). Este motivo se emplea para

distinguir a las diferentes cascadas (Lewis et al., 1998). Las MAPK son el modulo final y una
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vez activas fosforilan sustratos en residuos de Ser y Thr, siendo la mayoria factores de

transcripcion.

Estimulos

l<.m

IS

WES
IS

MAPK

l <ATF‘

ATP

Figura 5. Modulo basico en la sefalizacion por MAPK. El modulo esta compuesto por tres cinasas

MEKK, MEK y MAPK, las cuales se activan de manera secuencial por fosforilacion.

La activacion de MAPK termina por la accién de las proteinas fosfatasas que
defosforilan los residuos de Ser, Thr o Tyr en las cinasas activas. Las fosfatasas se ubican en
dos grupos generales, las proteinas fosfatasas (PPs) y las proteinas fosfatasas de Tyr (PTPs).
Las PPs hidrolizan especificamente fosfoésteres de Ser/Thr e incluye a las PP1, PP2A, PP2B y
PP2C (Wera y Hemmings, 1995). En cambio las PTPs hidrolizan fosfoésteres de Tyr e incluyen
a las fosfatasas de especificidad dual (DSPs) que son capaces de hidrolizar tanto fosfotirosinas
como fosfoserinas y fosfotreoninas (Fauman y Saper, 1996). Como se describird mas
adelante, estas proteinas pueden tener sitios sensibles a o6xido-reduccion en sus sitios

cataliticos, lo que indica una posible regulacién redox dependiente.

VIAS DE MAPK EN MAMIFEROS

En los mamiferos, existen cuatro tipos principales de MAPK las cuales se hombran de

acuerdo a los componentes de cada subgrupo: 1), las cinasas reguladas por estimulos
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extracelulares (ERKSs); 2), las cinasas de c-Jun N-terminal (JNK), también conocidas como

MAPK " conocidas también como

proteinas cinasas activadas por estrés (SAPKs 1); 3) las p38
SAPKs 2-4 6 p38 a-B; y 4) las cinasas reguladas por estimulos extracelulares 5, también
conocidas como ERK5 6 BMK (Rubinfeld y Seger, 2004). En cada una de estas cascadas, se
encuentran isoformas muy similares, las cuales amplian las posibilidades de actividad. Las
MAPK difieren ademas en su papel fisiolégico, por ejemplo, usualmente las ERKs juegan un
papel importante en la proliferacion y la diferenciacion, que sin embargo pueden variar de
acuerdo al tipo celular y la condicién celular especifica. Las JNK se asocian mas al estrés de

MAPK responden mas a

tipo metabdlico, como la deficiencia de glucosa, en tanto que las p38
estimulos por estrés ambiental (Owuor y Kong, 2002). Asi, estas cinasas pueden translucir
sefiales ante diversos estimulos, desde la proliferacion celular, mitosis, diferenciacion,

respuestas al estrés, sobrevivencia celular y la apoptosis (Fig. 6).

Estrés oxidativo

Mitogenos FasL, UV TGF-B
Citocinas
RTKs Estrés celular, proinflamatorias
radiacli()n ¥

Membrana 1 00 R W T vesssssassssserrs el

Plasmatica & BEL88800888 ARAABARAEARARAAINN LA
a / Small G protein

MAPK3K
@, _\_ |

Ml-\lPKK

M?PK

MAPKAPK

_BLANCOS
CITOPLASMATICOS

Figura 6. Representacion esquematica de las vias de sefializacion por MAPK en mamiferos.
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A continuacion se mencionan algunos aspectos muy generales de las familias que se
consideraron para el presente trabajo y se recomienda la lectura de Lewis et al.,, 1998 y

Widdman et al., 1999 para ampliar sobre el tema.

Cascada ERK

Estas cinasas son activadas por una gran variedad de agentes extracelulares e
incluyen a factores de crecimiento, hormonas y neurotransmisores (Chang y Karin, 2001; Cobb,
1997). Las cinasas mas conocidas de este grupo son ERK1 y ERK2 cuyos pesos moleculares
son de 42 y 44 kDa, respectivamente. Los factores extracelulares activan los receptores de
membrana acoplados a proteinas G o de tipo tirosina cinasa, canales iénicos, entre otros, que
pueden disparar sefales hacia el interior de las células resultando en la activacién de las
cinasas ERK. En ella participan proteinas adaptadoras que se activan al ser reclutadas en la
membrana (por ejemplo Ras) y entonces transmite la sefial al nivel de MEKK (por ejemplo
Rafl). Posteriormente la sefial se transmite hacia cinasas MEK al fosforilarse el motivo Ser-
Xaa-Ala-Xaa-Ser, que es el sitio de activaciéon a este nivel. Al final, la activacion de ERK se da
por la fosforilacion en tirosina y treonina en el motivo Thr-Glu-Tyr (Cobb y Goldsmith, 1995), lo
cual transmite la sefial a proteinas reguladoras de la transcripcion o a otras cinasas de Ser/Thr
a un nivel de cinasas activadas por MAPK (MAPKAPK) en las cuales se incluye la cinasa S6
ribosomal (RSK6) (Rubinfeld y Seger, 2004).

Cascada p38™A™«

La cascada de p38"™¢

participa tipicamente en la respuesta de las células al estrés.
Su peso aproximado de 43 kDa. Existen asociadas a su activacién muchas cinasas en el nivel
de MAP3K y MAP4K; pero los mecanismos aun no son muy claros (Rubinfeld y Seger, 2004).

Se ha planteado que las p38'\’IAPK

existen en varias isoformas debido al procesamiento
alternativo del mRNA, lo que trae como consecuencia, nueve isoformas todas activadas por
fosforilacion en Tyr y Thr en el motivo Thr-Gly-Tyr. Una vez activas transmiten su sefial a

MAPKAPK, para fosforilar moléculas reguladoras como fosfolipasa A, o activar factores de

transcripcion como ATF2, ELK1 o CHOP (Rubinfeld y Seger, 2004; Kramer et al., 1996).
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Cascada JNK
Las cinasas JNKs son también activadas en respuesta al estrés, sin embargo estas

enzimas no estan estrechamente relacionadas a las p38"™¢

aunque ambas cascadas pueden
0 no activarse simultdneamente en respuesta a un mismo estimulo. Existen tres cinasas,
JNK1-3 las cuales tienen pesos moleculares de 46, 54 y 52 kDa, respectivamente. El sitio de
activacion es de Thr-Pro-Tyr. Se han identificado pocos blancos citosélicos e incluyen
MAPKAPK, que a su vez puede ser reguladoras de factores de transcripcién (Rubinfeld y
Seger, 2004). Poco después de su activacién, las JNKs se transportan al ndcleo, donde se

asocian fisicamente con factores de transcripcion blanco (Para mas detalle se recomienda la

lectura de Davis, 2000).

SUBSTRATOS DE LAS MAPK

Como ya se menciond, la mayoria de los sustratos de las MAPK son factores de
transcripcion. Sin embargo las MAPK tienen la habilidad de fosforilar otros sustratos como
fosfolipasas y proteinas de citoesqueleto (Widmann et al., 1999). Las ERK pueden fosforilar
cinasas como Rsk-3, Mnk1-1, factores de transcripcion como Elk-2, c-Myc, GATA-2, p53; y
proteinas de citoesqueleto como Tau. Las JNK fosforilan c-Jun, p53 y finaimente p38"™ a
ATF-2, fosfolipasa A, ente otros (Lewis et al., 1998). La lista de sustratos de las MAPK
continua en crecimiento conforme avanza nuestro conocimiento, por lo que no es posible
mencionarlos en el presente trabajo. Es necesario enfatizar que estos sustratos incluso pueden

ser blancos de varias cinasas y esto parece depender del estimulo y tipo celular, lo cual

aumenta la complejidad del fenémeno.

ENFOQUE TOXICOLOGICO A LA MODULACION DE RESPUESTAS A ALTERACIONES

EN EL ESTADO REDOX INTRACELULAR POR MAPK

En el siglo XVI Paracelso sentenciaba: Dosis sola facit venenum, o “la dosis hace al
veneno” y con ello sentd las bases de la toxicologia moderna. Bajo esta premisa, resulta muy
importante considerar que las respuestas celulares y tisulares a un estimulo claramente
dependen de su intensidad. Esto da como resultado que aun bajo una misma condiciéon de

estrés se obtengan diferentes respuestas. Este argumento debe considerarse al estudiar a las
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MAPK, ya que son capaces de responder a diferentes grados de intensidad de un mismo
estimulo.

En los dltimos afios se ha planteado que la sefializacion celular puede ser regulada por
el estado redox celular y el balance oxidante/antioxidante (Susuzki et al., 1997; Kamata y
Hirata, 1999; Arrigo, 1999; Allen y Tresini, 2000). También se han dado evidencias de que
estos cambios en el estado redox pueden generar respuestas en la célula haciendo que su
destino sea la sobrevivencia o la muerte celular. En la observacion anterior radica una cuestion
importante: La activacion de estas cascadas ¢estard asociada a alguna alteracion en el
contenido de GSH? Para abordar esta interrogante se tiene que considerar que existen
elementos en las MAPK susceptibles a cambios en el estado redox. En las cascadas de MAPK
se ha descrito un miembro que es susceptible a oxidacién al menos en un modelo in vitro.
MEKKZ1 puede se susceptible a glutationilacion, un tipo de oxidacién que ocurre al unirse una
cisteina especifica de la proteina a una molécula de GSH formando un puente disulfuro. La
cisteina susceptible a esta modificacion fue la 1238 localizada en el dominio de unién a ATP,
inactivando a la proteina (Cross y Templeton, 2004). Interesantemente las fosfatasas son mas
sensibles al estrés oxidante. En la literatura hay cada vez mas evidencias que sugieren una
regulacion redox a este nivel (Lee et al., 1998). Por ejemplo, todas las fosfatasas de tirosina
tienen en su sitio activo la secuencia de His-Cys-X5-Arg y un mecanismo catalitico que
involucra la formacién de un intermediario en el residuo de cisteina. Las fosfatasas incluyen a
la PP1, PP2A, PP2B y la PP2C. Este grupo de enzimas es sensible al H,O, y la oxidacién de
sus cisteinas puede potenciar la activacién de MAPK. Esto ha sido demostrado in vitro para la
PTP1 donde Ila inactivacion ocurre cuando el H,O, oxida la cisteina y forma Cys-SOH,
reacciéon que es reversible por administracion de agentes reductores como el GSH (Denu y
Tanner, 1998). Estructuralmente, la oxidacion de PTP1B produce un intermediario de Cys-
SOH que rapidamente es convertido a sulfenil-amida lo cual genera cambios conformacionales
en el sitio catalitico de la enzima que impiden su union con el sustrato y que podrian constituir
un mecanismo reversible de regulacién de esta enzima (Salmeen et al., 2003). En cerebro de
rata, la PP2A parece ser la fosfatasa principal en la regulacién de MAPK, lo cual sugiere que
su regulacién puede depender importantemente del estado redox mantenido por el GSH (Foley

et al., 2004). Entonces, lo anterior plantea la posibilidad de que algunos de los cambios en la
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sefializacion celular observados en patologias se relacionen con cambios en el contenido de
GSH, que mantiene los tioles proteicos reducidos y por lo tanto una alteracién en el estado
redox podria influenciar la sefalizacién celular causando alguna alteracion. ERK2 es capaz
de fosforilar a la proteina tau in vitro y convertirla en una forma similar a la proteina tau que
forma los filamentos helicoidales pareados (PHF) (Drewes et al., 1992) e interesantemente la
defosforilacion de tau es dependiente de la PP2A (Drewes et al., 1993; Goedert, 1992). En el
Alzheimer las actividades de la MAPKK y de la MAPK se encuentran elevadas ademas de que
se ha asociado la disminucion en el GSH. Este fendmeno es mas pronunciado durante eventos
tempranos de la enfermedad lo cual permite sugerir que el GSH podria de alguna manera
modular la actividad de cinasas y fosfatasas a través de su oxidacion y que ello alterar sus
funciones normales haciendo més susceptibles a las neuronas al desarrollo de alguna
patologia (Limén et al.,, 2007; manuscrito en preparacion).

Por otra parte, la modulacion redox de MAPK puede llevar a la activacién de diferentes
factores de transcripcion entre los cuales estan el factor E2 relacionado a la proteina 45 (Nrf2)
y el factor nuclear kappa B (NF-xB) (Kong et al., 2001; Hirota et al., 1999). Se ha demostrado
que INK y p38"PX participan en la regulacion del factor de transcripcion AP-1 modulando a las
subunidades c-Jun y ATF-2 probablemente como un mecanismo de respuesta al estrés
oxidante (Aggeli et al., 2006). In vitro se ha demostrado que la cinasa ERK2 vy la p38""¢
modulan la expresién de genes de que codifican para proteinas antioxidantes a través de la
activacion del factor Nrf2.  Esta proteina se une a los elementos de respuesta antioxidante
(ARE) que se encuentran presentes en genes que codifican para enzimas de fase |, fase Il y
proteinas antioxidantes como la yGCS subunidad catalitica (yGCSc) y subunidad regulatoria
(yGCSsr), la GSSG-Rd, las subunidades del sistema X., XCT y 4F2hc; todos estos asociados
con el sistema antioxidante del GSH (Miao et al., 2005; Zipper y Mulcahy 2000; Wild et al.,
1999; Yu et al., 1999; Shih et al., 2003).

Otro ejemplo de regulacién redox por sefializacion a través de las MAPK es mediada
por Tx (Holmgren et al., 2005). Esta es una proteina de 108 aminoacidos, con un peso de
aproximadamente de 12 kDa y su sitio activo esta compuesto por la secuencia consenso Cys-
Gly-Pro-Cys, lo cual le confiere la accion donadora de hidrégeno (Holmgren, 1989). La Tx

cataliza la reduccién de uniones disulfuro en el citosol, a través de su sitio activo, dando como
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resultado Tx oxidada. La Tx reduce proteinas oxidadas al unirse a la proteina blanco y formar
un intermediario disulfuro con la proteina que se reduce, mientras se oxidan los dos grupos
cisteina-SH a cistina (disulfuro) de la Tx. Ademas funciona como donador de hidrégeno para la
ribonucledtido reductasa, dona electrones a metionina sulféxido reductasa, enzima que repara
dafio oxidante a los residuos de cisteina en proteinas (Halliwell y Gutierridge, 1999). Junto con
la Tx reductasa (TxR), que es capaz de regresar a su estado reducido a la Tx oxidada usando
NADPH como cofactor (Carmel-Harel y Storz, 2000), constituyen el sistema Tx de manera muy
similar al sistema GSH-Grx. La isoforma citosélica Tx-1 tiene muchas funciones bioldgicas y
estas incluyen la defensa antioxidante contra el estrés oxidante, la regulacién de la expresién
génica y la apoptosis mediada por proteinas de la familia MAPK (Powis y Montfort, 2001; Sayito
et al., 1998). La Tx-1 ademas es modulada a nivel transcripcional por Nrf2 bajo condiciones de

estrés oxidante (Kim et al., 2003). Ademas, se ha descrito que puede modular la unién de DNA

de algunos factores de transcripcion como NF-kB y AP-1 (Vlamis-Gardikas y Holmgren, 2002).
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CAPITULO III

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En afios recientes se han descrito varias vias de sefializacion de MAPK que responden a
alteraciones en el estado redox, pero el conocimiento sobre su modulacién por moléculas como
el GSH es aun muy incipiente. Ademas, los modelos in vitro, que han estudiado estos
fenémenos, describen efectos a dosis elevadas, cuando la exposicion ambiental ocurre a
menores dosis y de manera aguda, lo que puede afectar de manera diferencial la respuesta
observada en los distintos tejidos y sistemas de érganos. A pesar de que algunos mecanismos
de sefalizacion que involucran a la familia de MAPK han sido caracterizados in vitro, el
conocimiento de la regulacion de MAPK en los diferentes 6rganos de un mamifero es aun muy
pobre. Lo anterior denota la necesidad de contar con un modelo in vivo que permita la
caracterizacion de las respuesta de manera integral, a nivel de organismo, ya que podrian
presentarse mecanismos de compensacion en los distintos érganos que no se pueden estudiar
en sistemas aislados in vitro. Por ello, en el presente trabajo se investigaron los efectos de la
inhibicién de la sintesis de GSH a nivel sistémico en la actividad de MAPK usando al raton

como modelo experimental.

HIPOTESIS

Al ser el GSH el principal tiol encargado del mantenimiento del estado redox intracelular, la
disminucién en la concentracion de GSH por efecto de un inhibidor de su sintesis a nivel
sistémico activard a diferentes MAPK dependientes del estado redox de manera Grgano-

especifica.

OBJETIVOS

Objetivo General

El objetivo principal de este estudio fue investigar la disminucion de GSH a nivel sistémico
inducida por la administracion de BSO y su efecto en la activacion de MAPK en los 6rganos

de estudio.
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Objetivos especificos

Disminuir el contenido de GSH empleando BSO para inhibir la sintesis de GSH.

Estimar las concentraciones de GSH en los distintos 6érganos controles y tratados con BSO a

1, 2 y 3 horas de tratamiento.

Evaluar el estado de fosforilacién de ERK 1, ERK 2, JNK, y p38™*"* en los distintos érganos

con los niveles de GSH modificados.
Conocer cuales son los factores de transcripcién activados por MAPK.

Describir el efecto de los inhibidores de MAPK SB203580 y U0126 en la fosforilacién de

MAPK vy la expresion de genes.
Determinar el efecto de la N-acetilcisteina (NAC) y la BSO en la activacion de MAPK cinasas.

Evaluar los cambios en la expresion de mMRNA de genes de respuesta antioxidante.



28

CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Todos los compuestos quimicos se obtuvieron de SIGMA (St. Louis, MO, USA). Los
anticuerpos primarios fueron producidos en conejo contra ERK2, Nrf2, NF-kB y la forma nativa
y fosforilada de c-Jun se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Los
anticuerpos contra la forma fosforilada de la cinasa ERK2, y las formas nativas y fosforiladas
de p38™*"X, INK y del factor de transcripcién ATF-2 asi como el anticuerpo secundario contra
IgG de conejo acoplado a peroxidasa se obtuvieron de Cell Signaling Technology (Danvers,

MA, USA).

Animales

Para este estudio se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/CANN con un peso
aproximado de 20g, los cuales fueron obtenidos del Bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Los animales fueron mantenidos
en un ambiente controlado, con periodos de 12 horas de luz/oscuridad (6 a.m. a 6 p.m.), con
libre acceso al agua y al alimento El manejo de animales se realiz6 de acuerdo a los
procedimientos y guias establecidos en “Principles of Laboratory Animal Care” (NIH publicacion
#85-23, revisado en 1985) y la “Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion” (SAGARPA) con titulo: “Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio” (Clave NOM-062-
Z00-1999, publicada en agosto, 2001). Los érganos de interés fueron disecados
inmediatamente, enjuagados con solucion salina a 4 °C y congelados en nitrodgeno liquido, para

finamente ser almacenados a -80 °C.
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Tratamientos

Tratamiento con BSO

Los compuestos a probar fueron administrados intraperitonealmente (IP). Se ha
reportado que una dosis de BSO desde 4 mmol Kg™* IP disminuye los niveles de GSH en
diferentes tejidos de manera significante (Griffith y Meister, 1979b,c). Para probar el efecto de
la BSO, se en el presente trabajo se uso la dosis de 6 mmol kg™ de peso corporal, la cual se
inyectd IP a los ratones para posteriormente ser sacrificados por dislocacion cervical a una,
dos y tres horas después de la inyeccién. A los animales control se les inyect6 IP solo con
agua salina. Debido a que el GSH mantiene ciclos a lo largo del dia (Jaeschke y Wendel, 1985;
White et al., 1987), las inyecciones fueron administradas en el horario de 8 a.m. a 9 a.m. para

evitar las variaciones circadianas.

Tratamiento con NAC-BSO

En los experimentos para corroborar los efectos de la disminucién de GSH en la
activacion de MAPK, a otros grupos de ratones se les inyectd IP con NAC a una dosis de 5
mmol kg"l de peso corporal, disuelto en solucién salina, 30 min antes de administracion de la
BSO. El sacrificio de los animales se llevo a cabo como se describié previamente para el

tratamiento con BSO.

Tratamiento con SB203580, U0126 y BSO

Los inhibidores de MAPK U0126 (Upstate, NY, USA) y SB203580 (BIOSOURCE, CA,

MAPK

USA), para ERK2 y p38 respectivamente, fueron disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se administraron IP a una dosis de 5 mg kg™, dos
horas antes al tratamiento con BSO. Aquellos ratones que fueron inyectados con U0126-BSO
se sacrificaron al termino de dos horas después de la administracion de BSO y los ratones

inyectados con SB203580 fueron sacrificados a la tercera hora. Al grupo control solo se le

administré6 DMSO con solucién salina.

Determinacién de las concentraciones de GSH y GSSG

El contenido de GSH fue determinado por HPLC de fase reversa como ya fue descrito

previamente (Harvey et al., 1989), pero con modificaciones. Se usé una columna de Spherisorb
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RP-18 (5 pm-diametro con particulas esféricas; 250 x 4.6 mm, Perkin Elmer MA, USA). La fase
movil consistié en una solucion de 10 mM de fosfato de sodio monobasico monohidratado (pH
2.7, ajustado con acido fosférico), 5 mM de sulfato de octilo y 2% (v/v) de acetonitrilo. Las
eluciones fueron a flujo constante a un tasa de 0.8 ml min™ a temperatura ambiente (22 °C). La
fase movil se hizo circular mediante un sistema de PM-80 (Solvent Delivery System) conectado
de forma lineal a un desgasificador de vacio LC-26B (BASi, IN, USA). El GSH y el GSSG
fueron detectados in la misma muestra con ayuda de un detector amperométrico LC-4C (BASI,
IN, USA) teniendo como potenciales de 0.95 V para el electrodo de derivatizacion y 1.35 V
para el electrodo de registro. La deteccion del GSH se llevo a cabo en el rango de 5 p

Amperes.

Preparacion del tejido

Una porcién de tejido fresco se enjuagd con solucién salina a 4 °C para remover el
exceso de sangre y residuos celulares. El tejido se homogenizé en 10 volimenes de solucion
amortiguadora que contenia 154 mM KCI, 5 mM dietileno-triamino-penta-acetato (DTPA) y 0.1
M de solucién de fosfatos. Una muestra del homogenado fue tomada y se le adicionaron dos
voliumenes de &cido tricloroacético al 10%. Se agitaron las muestras brevemente y luego se
centrifugaron por 30 minutos a 3,000 x g a 4 °C. El sobrenadante fue pasado a través de un
filtro de 0.45 um. Las muestras fueron diluidas en la fase mévil y se usaron 100 ul para
realizar las lecturas. La muestra se incorpor6é a la columna con ayuda de un inyector 7125
(BASI, IN, USA). Las muestras fueron analizadas por triplicado y se reportaron en nmol g'l de

tejido fresco.

Analisis de proteinas por inmunoprecipitacién e inmunodeteccion

Se prepararon también homogenados de los tejidos para ser analizadas por western
blot e inmunoprecipitacion. Los homogenados se prepararon usando soluciones en frio y en un
tiempo de dos minutos 0 menos. El tejido congelado se homogenizé al 30% (w/v) en solucion
de extraccion de cinasas (100 pM ortovanadato de sodio, 50 mM fluoruro de sodio, 10 mM B-
glicerofosfato, 2 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 0.5% Triton X-100, 1 mM DTT, 1 ug/ml pepstatina,
leupeptina, aprotinina y 0.2 uM PMSF, pH 7.2). De cada muestra se tomaron 20 pl y se

adicionaron a un tubo de microcentrifuga en frio. Las muestras fueron centrifugadas por 5
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minutos a 10,000 x g para aclarar la muestra. La concentracion de proteinas fue determinada
usando la metodologia descrita por Bradford (1976) (BioRad, Hercules, CA, USA).

Los sobrenadantes se usaron para la inmunoprecipitacion. A un tubo de
microcentrifuga se le adicionaron 30 ul de proteina A sefarosa a concentracion de 50% (w/v), 2
ug de anticuerpo primario y 100 ug de proteina de la muestra de interés. Se dejo
inmunoprecipitar la mezcla por dos horas a 4 °C. Después las perlas de proteina A sefarosa se
lavaron dos veces con solucién de extracciébn de cinasas. Posteriormente, las proteinas
precipitadas fueron sometidas a electroforesis (SDS-PAGE a gradiente 5-12%) y luego
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
England) para su analisis por Western blot. Las membranas se bloquearon usando una
solucién de sales de Tris y leche al 5% de leche todo a 4 °C. Después de lavados con TBS y
TBS-Tween al 0.1 %, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario de interés
seguido del secundario. Se empled un anticuerpo contra la forma nativa de la proteina para
detectar el contenido total de la proteina de interés. Finalmente las proteinas se visualizaron
usando el sistema de quimioluminiscencia ECL (Amersham Biosciences) y las imagenes se

registraron en un analizador de imagenes Kodak ID version 3.6 (Kodak, NY, USA).

Andlisis de los Factores de Transcripcion

La actividad de los factores de transcripcion fue analizada en las fracciones nucleares
y citosolicas (Ishii et al., 2002; Hickenbottom et al., 1999). Un porcién de tejido fresco fue
homogenizada en cinco volimenes de solucién (10 mM HEPES pH 7.8, 10 mM KC1, 2 mM
MgCl,, y 0.1 mM EDTA) por 10 min a 4 °C. Después las muestras fueron agitadas en vértex
brevemente antes de la adicién de 0.1 volumen de Nonidet P-40 al 10 Los nucleos fueron
colectados centrifugando por 0.5 min a 21,000 x g. Luego se incubd cada muestra con dos
volimenes de solucién de extraccién (50 mM HEPES pH 7.8, 50 mM KC1, 300 mM NacCl, 0.1
mM EDTA, 1 ug/ml pepstatina, leupeptina, aprotinina y 0.2 uM PMSF y 10% glicerol) por 20
min a 4 °C. Los extractos nucleares se separaron por centrifugacioén a 21,000 x g 10 min a 4
°C. Se adicioné finalmente un volumen equivalente de solucidn desnaturalizante y se hirvié la
muestra por 5 min. Se usaron 5 pg de proteina nuclear para analizar la ubicacion de los
factores de transcripcion en el citoplasma y el nudcleo; y para la determinacion del estado de

fosforilacién por inmunoprecipitacion como se describié previamente.
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Anélisis de mRNA por RT-PCR semicuantitativo

La expresion de genes antioxidantes se analizé mediante RT-PCR semicuantitativo. El
RNA total se aislé usando TRIzol (Invitrogen, CA, USA). La concentracion de RNA se
determind a 260 nm en un espectrofotometro ULTROSPEC 2000 (Pharmacia Biotech, UK). La
integridad del RNA fue verificada por electroforesis en geles de agarosa al 1.1% en
condiciones desnaturalizantes (2.2 M formaldehido). El RNA se transcribié a cDNA usando la
transcriptasa reversa del virus de leucemia murina de Moloney M-MLV (Invitrogen). EI cDNA

fue amplificado usando los oligos que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 4. Oligos de genes antioxidantes empleados para el RT-PCR semicuantitativo.

Gene Tamafio Secuencia Posicién Oligo
(GENEBANK)  pb 5

/GCSr 577 5 AGG AGC TTC GGG ACT GTATT 3’ 162 Sentido
NM_008129 5 TGG GCT TCAATG TCA GGG AT 3 739 Antisentido
Tx-1 119 5 CGT GGT GGA CTT CTC TGC TAC GTG GTG 163 Sentido
NM_011660 3 282 Antisentido

5 GGT CGG CA GCA TTT GAC TTC ACA GTC

3
GAPDH 962 5 TGAAGG TCG GTG TGAACG GAT T3’ 63 Sentido
NM_001081297 5 CAT GTA GGC CAT GAGGTCCACC 3 1025 Antisentido
Nrf2 94 5 TAC TCC CAG GTT GCC CACATT 3 478 Sentido
NM_010902 5 TAT CCA GGG CAAGCGACTCA 3 572 Antisentido
xCT 101 5 AGC CAG TCG GTG ATA GCA AAG 3’ 190 Sentido
NM_011990 5 AGG GGG AAA AAC AAAACAAGAC 3T 291 Antisentido

Para layGCSr y Nrf2 se usaron las siguientes condiciones: 30 ciclos de 95 °C por 30
seg para la desnaturalizacion, 55 °C por 30 seg para el alineamiento y 72 °C por 30 seg para la
elongacion. Para el caso de Tx-1, xCT y GAPDH se usaron: 30 ciclos de 95 °C por 30 seg
para la desnaturalizacién, 60 °C por 30 seg para el alineamiento y 72 °C por 30 seg para la
elongacion. Como control de expresion se us6 el mMRNA de GAPDH. Los productos de PCR

fueron separados por electroforesis al 2% en geles de agarosa y visualizados en un
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transiluminador UV (BioRad). Las imagenes fueron capturadas en un analizador de imagenes
ID version 3.6 (Kodak, NY, USA). Los oligos para Nrf2 y xCT se disefiaron usando el programa

Oligo Ver. 4.1.

Andlisis de Datos

Cada ensayo fue realizado por triplicado a menos que sea indicado algo distinto. Los
datos fueron expresados como promedio + desviacidn estandar. La significancia se evalu6
usando la prueba de ANOVA de una via, seguida de la prueba de comparacion mdultiple de
Dunnett en cada caso. Se consideré un resultado significativo en todos los casos cuando el

valor de p<0.05.
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CAPITULO V

RESULTADOS

La disminucién en el contenido de GSH a nivel sistémico induce la activacion especifica

de MAPK en higado, rifién y cerebro.

Las concentraciones de GSH y GSSG asi como los niveles de fosforilacion de MAPK
se determinaron en cada 6rgano de estudio después de la administracién IP de BSO en los
distintos tiempos indicados. En el higado se observé una disminucion en el contenido de GSH
desde la primera hora posterior a la inyeccién de BSO (p<0.01), pero a las tres horas se
detecto la disminucién mas importante (p<0.001) (Fig. 7). En el rifién, se observé una modesta
pero significativa disminucién en la concentracion de GSH en todos los tiempos indicados
(p<0.01). A diferencia de lo anterior, en el caso de cerebro se observé un aumento inesperado
en el contenido de GSH, el cual fue significativo en las dos primeras horas posteriores a la
inyeccién de BSO (p<0.01; Fig. 7). Por otra parte, la concentracion de GSSG no cambié en
ninguno de los tejidos analizados (Fig. 7). Estos cambios correlacionaron bien con la

fosforilacion de la cinasa p38"™*

en higado y rifién. (Figs. 8 A 'y B). En el caso de cerebro, se
detect6 la activacion de la cinasa ERK2 lo cual fue indicado a través de su estado de
fosforilacion (Fig. 8C). También se evalu6 el estado de fosforilacion de JNK y ERK1, sin

embargo no se observaron cambios significativos o correlacion con los cambios en las

concentraciones de GSH detectadas.

Efecto del tratamiento con la BSO en la activacion de MAPK y la ubicacion nuclear de

los factores de transcripcion NF-«B, ATF-2 y Nrf2

La activacién de los factores de transcripcién NF-xB y Nrf2 ha sido relacionada a la
respuesta protectora inducida bajo condiciones de estrés oxidante (Kong et al., 2001). El factor
NF-xB es un elemento sensible a cambios en el estado redox (Hirota et al., 1999). En
condiciones normales, se encuentra ubicado en el citoplasma, pero este puede cambiar al
ndcleo durante la respuesta frente a diferentes tipos de estrés celular como el oxidante (Kabe

et al., 2005). Para la activaciéon de este factor de transcripcion, la subunidad p65/RelA es
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requerida; y la mayor actividad transcripcional es llevada acabo a través del complejo p50-

p65/RelA (Reuther-Madrid et al., 2002).
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Figura 7. Efecto de la BSO en las concentraciones de GSH en o6rganos de raton. La BSO fue
administrada a una dosis de 6 mmol kg'l. Después de 1, 2y 3 h, los ratones fueron sacrificados y
los organos disecados para el analisis de GSH y GSSG. Los ratones control fueron inyectados
Unicamente con solucidon salina. Las barras representan el contenido promedio de GSH
(obscuras) y GSSG (punteadas) de tres experimentos independientes. Los datos fueron
expresados como nmol g'1 de tejido fresco y fueron analizados usando la prueba de ANOVA. Se
indican las diferencias significativos respecto al control como ** p<0.01 y *** p<0.001 de acuerdo a
la prueba post hoc de Dunnet. Para estos experimentos la n=12.

En este trabajo consideramos la distribucion de la subunidad p65/RelA en el nudcleo
como un indicador de su activacion. En el caso del higado se observo que el tratamiento con la
BSO induce la acumulacion nuclear de p65/RelA, acompafnada de su decremento gradual en el
citoplasma dos horas después de la administracion del inhibidor (Fig. 9A). La localizacion
nuclear ocurrié de forma concomitante al decremento significativo en las concentraciones de

MAPK

GSH y la fosforilacion de p38 en el tejido. En el rifidn, no se encontrd a p65/RelA asociada

a p38MAPK debido a que dicha subunidad permanecié principalmente en la fraccion citosélica
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(Fig. 9B). En contraste con lo anteriormente descrito, en cerebro NF-xB permanecié en la
fraccion citosolica, mientras que la acumulacion de Nrf2 se observé en la fraccion nuclear.

La acumulacion nuclear comenz6 desde la hora primera hora posterior a la inyeccion
con BSO, alcanzando el valor mas alto mas a las dos horas. Lo anterior ocurri6 de manera
coordinada con la fosforilacion de ERK2 de manera significativo (Fig. 8C y 9C). Se realiz6 un

analisis similar para el factor Nrf2 en higado y rifién, sin embargo no se detectaron cambios

importantes.
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Figura 8. Fosforilacion de MAPK en distintos érganos de ratén. En el panel superior se muestran
los valores densitométricos obtenidos del analisis de imagenes de los western blots de p38"™*
para: (A), Higado y (B), rifion; (C), corresponde a la ERK2 para cerebro. La evaluacién por
densitometria de las imagenes se ajusto considerando el valor de MAPK total como control. Se
representan los promedios = ES de experimentos por triplicado. (*) Significativamente diferente de
los controles de acuerdo a la prueba post hoc de Dunnet, p<0.05., *p<0.05,*p<0.01,***p<0.001;
n=12.



37

1.1 4

0.9 -

0.8

0.6 |

] I I
[ |

BSO - +

pesirelA- [ T .‘ - - ‘
TIEMPO(h) 0O 1 2 3 o 1 2 3
FRACCION CITOSOLICA FRACCION NUCLEAR

BSO - + + + - + + +

TIEMPO(h) 0 1 2 3 0 1 2 3
FRACCION CITOSOLICA FRACCION NUCLEAR

Subunidad p65/RelA de NF-<B en
hlgado (Unldades Arbitrarias)

(=] o o =
S o (=] - L]

{Unidades Arbitrarias)

(=]
L]

Subunidad p65/RelA de NF-xB en
rifion

9]

3.0 -

.f.m uﬂl

BSO -

e I+~ Y 4

TIEMPO(h) 0 1 2 3 0 1 2 3
FRACCION CITOSOLICA FRACCION NUCLEAR

n
@

n
(=]

Nrf2 en cerebro
-
o

(Unidades Arbitrarias)
-
(4]

=
o

Figura 9. Efecto de la BSO en la localizacion celular de NF-xB y Nrf2 en érganos de ratén. Los
tejidos fueron homogenizados para obtener la fraccién citosélica y nuclear como se describe en
materiales y métodos. El panel superior muestra los valores obtenidos por densitometria de la
imagen. Se muestra una imagen representativa del blot en el panel inferior. (A), higado, (B), rifién y
(C) cerebro. n=12.
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Otros factores de transcripcion que participan en la respuesta adaptativa frente al estrés
oxidante son los miembros de la familia AP-1 como es ATF-2 y c-Jun (Aggeli et al., 2006).
Usando la misma estrategia para los otros factores de transcripcion se pudo observar que ATF-
2 y c-Jun no sélo estaban localizados la fraccidon nuclear del higado, sino que ademas

exhibieron un incremento en su estado de fosforilacion lo cual indica su actividad (Fig. 10 A).
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Figura 10. Efecto de la BSO en la fosforilacion de ATF-2 y c-Jun en higado y rifion. Los tejidos se
homogenizaron para obtener la fraccion citosolica y nuclear como se describe en materiales y
métodos. Los extractos se analizaron por inmunoprecipitacion y Western blot para evaluar el
estado de fosforilacion de ATF-2 y c-Jun. El panel superior muestra los valores densitométricos y
el inferior un blot representativo. Fosforilacion de (A), c-Jun y (B), ATF-2 en higado; fosforilacion
de (C), c-Jun y (D), ATF-2 en rifién. n=12.
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En rifion, ATF-2 disminuy6 su fosforilacién en la fraccion nuclear, mientras que la fosforilacion
de c-Jun la fosforilaciéon aumentd, alcanzando los niveles més altos a las dos horas posteriores

a la inyeccién de BSO (Fig. 10 B).

Transcripciéon de genes antioxidantes como respuesta al tratamiento con BSO

El andlisis por RT-PCR semicuantitativo mostré un incremento en los niveles de mRNA

de Tx-1 mRNA en higado y rifién, lo cual sugiere que esta respuesta debe estar modulada a

MAPK

través de la via de p38 en estos tejidos (Fig. 11 Ay B).
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Figura 11. Efecto de la BSO en la expresion de enzimas antioxidantes en higado y rifion. El RNA
total se obtuvo para analizarlo por RT-PCR semicuantitativo como se describe en materiales y
métodos. El panel superior indica los valores densitométricos para Nrf2 y Tx-1y el inferior muestra
imagenes representativas de geles de agarosa para los genes analizados. Corresponde (A), para
higado y (B), para rifion. La GAPDH se uso como control de expresion. Las barras indican media +
ES de tres experimentos. Los datos se analizaron con la prueba ANOVA vy la prueba post hoc
Dunnet. n=12. (*) p<0.05; (**) p<0.01.
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En el caso de cerebro se observd un incremento en la transcripcién de Nrf2 desde la
primera hora, pero solo es significativo hasta la segunda hora, lo cual concuerda con los
niveles de proteina nuclear de Nrf2 previamente descritos (p<0.05). Ademas, en la primera
hora de tratamiento hubo un incremento en la transcripcién de xCT (p<0.01; Fig. 12), el cual
codifica para una subunidad del intercambiador de cistina/glutamato del sistema X; y que es
requerido para la sintesis de GSH en neuronas. Estos resultados sugieren que la expresion de
XCT estd mediada por Nrf2, el cual como ya se indico se acumula en el nucleo desde la
primera hora (Fig. 9C). También se observé un incremento en la transcripcion de yGCSr, que
codifica para la subunidad reguladora de la enzima limitante en la sintesis de novo del GSH.
Finalmente, se observaron cambios en los niveles de mRNA de Tx-1 similares a los cambios

vistos en el higado (Fig. 12).
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Figura 12. Regulacion coordinada de enzimas antioxidantes en cerebro. El RNA total se obtuvo
para analizarlo por RT-PCR semicuantitativo como se describe en materiales y métodos. El panel
superior indica los valores densitométricos para »GCSr, Nrf2, Tx-1 y xCT; el inferior muestra
imagenes representativas de geles de agarosa para los genes analizados. La GAPDH se uso como
control de expresidon. Las barras indican media + ES de tres experimentos. Los datos se
analizaron con la prueba ANOVA y la prueba post hoc Dunnet. n=12. (*) p<0.05; (**) p<0.01.
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Efecto de los inhibidores de MAPK SB203580 y U0126 en la respuesta 6rgano especifica

Se emplearon inhibidores selectivos de las MAPK para dilucidar la importancia de la
activacion de las MAPK durante la respuesta al efecto del BSO en los 6rganos estudiados. In
vivo se ha demostrado que la administracién de los inhibidores de MAPK SB203580 y U0126 a
la dosis de 5 mg kg* administrados dos horas previamente a un reto quimico inhiben

MAPK

efectivamente la activacion de la cinasa MEK1 y de la p38 en ratones (Chialda et al., 2005;

Ward et al., 2001). Usando esta estrategia en el presente estudio, se administré a un grupo de
ratones el inhibidor U0126 (para la via de MEK-1-ERK2 en cerebro) y a otro grupo el inhibidor

MAPK

SB203580 (inhibidor selectivo para la via p38 en higado y rifdén) dos horas antes de la

administracion de BSO.
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Figura 13. Efecto de los inhibidores SB203580, U0126 y BSO en el contenido de GSH. Las barras
representan el contenido promedio de GSH (obscuras) y GSSG (punteadas). Los datos se
expresaron como nmol g'1 de tejido fresco y fueron analizados por ANOVA. Se indican las
diferencias significativos respecto al control como ** p<0.01 y *** p<0.001 de acuerdo a la prueba
post hoc de Dunnet. Para estos experimentos la n=8.
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Como se muestra en la figura 13 el inhibidor de p38MAPK, SB203580 no alteré el curso de
inhibicién de la sintesis de GSH en higado y rifién (Fig. 13), sin embargo, bloqued la activacién
de p38M*"* (Fig. 14 panel superior). La inhibicién de la cinasa p38""™¢, se reflejé en los
niveles de mRNA de Tx-1 tanto en higado como en rifién, que no permanecieron igual a los
niveles del control en todo momento (Fig. 14 panel inferior). En contraste, el inhibidor de MEK
U0126 tuvo un profundo efecto en las concentraciones de GSH en el cerebro. EIl incremento
significativo previamente observado no ocurri6 en la presencia del inhibidor U0126 y el
contenido de GSH permanecié similar a los controles (Fig. 13). Ademas, la fosforilacion de
ERK2 fue muy similar a los valores control (Fig. 14, panel superior), y la inducciéon del mRNA
de xCT, Nrf2 y Tx-1 fue similar al control (Fig. 14, panel inferior). Sin embargo, una gran
diferencia observada fue que la induccién del mRNA de yGCSr fue més marcada, lo cual

sugiere que su regulacion a nivel transcripcional esta relacionada a una cinasa distinta de

ERK2 (Fig. 7E).

Las vias de MAPK activadas y las respuestas drgano especificas observadas por efecto

del BSO dependen del estado de tioles intracelular

Para confirmar que la disminucidon del contenido de GSH intracelular modulé la
activacibn de MAPK, se usé una fuente de tioles externa para prevenir activaciéon de las
cascadas de cinasas observadas. El compuesto administrado fue el NAC, que es un agente
mucolitico, antioxidante y precursor de GSH comuUnmente usado como una fuente de tioles y
como un agonista de GSH en muchos tratamientos con agentes oxidantes (Kelly, 1998;
McLellan et al., 1995; Moldeus y Cotgreave 1994). En el higado, el efecto del pretratamiento

con 5 mmol kg™ de NAC suprimié la activacion de p38"7«

en el higado y en el rifién (Fig. 15 A
y B, respectivamente). En estas condiciones experimentales, el NAC no tuvo efecto en la
sintesis de GSH ya que después de la administracion de la BSO ocurrié la inhibicion de la

sintesis de GSH en el higado y el rifién (p<0.001) (Tabla 5).
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Tabla 5. Concentracion de GSH en érganos de ratdon después del tratamiento con NAC 5 mmol Kg'1
y del tratamiento con BSO 6 mmol Kg'l.

HIGADO RINON CEREBRO

Tratamiento GSH GSH GSH
Control NAC 3453 + 199 1025 + 122 2030 + 214
1 h BSO + NAC 2302 + 200** 1004 + 118 1696 + 133
2 h BSO + NAC 2679 + 172* 1004 + 55 1842 + 98
3h BSO + NAC 2448 + 172** 899 + 53 1612 + 64

Los valores son medias * desviacién estandar expresados en nmol g™ de tejido fresco. * P<0.05, ** P<0.01;
GSH, glutatién reducido; GSSG no detectable bajo las condiciones experimentales.
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Fig. 14. Efecto de los inhibidores SB203580, U0126 y BSO en la fosforilacién de MAPK y la

expresion de genes antioxidantes.

El panel inferior muestra geles representativos de Nrf2 y Tx-1

para higado y rifién (panel inferior izquierdo y centro) y »GCSr, Nrf2, Tx-1 y xCT para cerebro
(panel inferior derecho). La GAPDH se uso como control de expresion.
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El rifion fue el érgano en el cual los efectos del tratamiento NAC-BSO fueron mas
profundos. La inyeccién de estos compuestos no sélo indujo una severa disminucién en las
concentraciones de GSH que incluso en el control. En el cerebro, con el tratamiento NAC-BSO
ya no se observd el incremento en la concentracion de GSH en los tiempos previamente

indicados; ademas, se pudo observar que la concentracion de GSH disminuyé ligeramente a

todos los tiempos incluyendo lel grupo control (Tabla 5).

El tratamiento con NAC suprimi6 la activacion de ERK2 de una manera similar a la
que se observé con el inhibidor U0126 (Fig. 15 C). En conjunto, estos hallazgos sugieren que

la disminucién en el contenido de GSH tisular se refleja en la modulaciéon de MAPK cinasas que

llevan a respuestas érgano especificas.
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CAPITULO VI

DISCUSION

El contenido del GSH no es estatico, sino por el contrario, es un sistema que refleja un
fenomeno muy dinamico con el cual las células y tejidos responden a las alteraciones en el
ambiente celular.

En el presente trabajo, se obtuvo evidencia de que las cinasas MAPK son parte de las
respuestas generadas por los tejidos a cambios en el estado redox mantenido por el GSH y
reflejado por la relacion GSH/GSSG. La mayoria de los modelos que han descrito el papel del
GSH como modulador de las MAPK, han sido modelos in vitro. Sin restarle importancia a estos
trabajos, se considerd necesario pasar de dichos sistemas aislados, a un modelo in vivo, para
poder investigar como la inhibicion de la sintesis de GSH a nivel sistémico modula respuestas
en los diferentes tejidos. El uso de la BSO administrada intraperitonealmente ha demostrado
ser una estrategia valida para disminuir la concentracion de GSH en varios érganos in vivo
(Griffith y Meister 1979b,c). La dosis de BSO empleada en este modelo, fue similar a la
reportada en un trabajo previo en el modelo de ratén. En este trabajo se demostré que usando
una dosis de 4 mmol Kg™* administrada IP, se produce una disminucién del GSH en casi todos
los tejidos cuantificable a las dos horas posteriores a la inyeccion (Griffith y Meister 1979b, c).
Se debe aclarar que aunque aqui solo se mostré que la disminuciéon de GSH ocurre en higado
y rifién, la disminucién de GSH en otros tejidos ya ha sido demostrada con el mismo modelo,
por lo que se puede considerar esta disminucién de GSH como un estrés sistémico (Griffith y
Meister 1979b). Los efectos de la BSO en la sintesis de GSH en higado y rifion fueron muy
similares a lo reportado previamente en el modelo de raton (Griffith y Meister 1979b,c). En el
raton adulto, la BSO es facilmente absorbida en higado y rifidn pero pobremente incorporada al
cerebro debido a la barrera hematoencefélica (Steinherz et al., 1990). En estudios previos se
habia descrito que el contenido cerebral de GSH no sufria alteraciéon por efecto de la
administracion de BSO intraperitoneal (Griffith y Meister 1979b,c). Sin embargo, en este trabajo
se observé, inesperadamente, un incremento transitorio pero significativo en el contenido de
GSH en cerebro que durd hasta las dos horas posteriores a la inyeccion. Otras estrategias que
se han empleado in vivo para disminuir la concentracién de GSH en todos los tejidos son: 1),

la administracion de dosis repetidas de BSO via IP durante el dia; 2), administraciones de BSO
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a largo plazo y a concentraciones elevadas dosificadas en el agua de bebida; 3), la
administracion de BSO disuelta en disolventes organicos como el DMSO; 4), el uso de BSO
esterificada; y finalmente la administracién de la BSO en ratones neonatos, en los cuales la
barrera hematoencefalica no se ha desarrollado, para asegurar la disminucién de los niveles de
GSH en el cerebro (Steinherz et al.,, 1990; Watanabe et al.,, 2003; Slivka et al., 1988;
Martensson et al.,, 1991a,b; Andersen et al., 1996). Los resultados del presente trabajo no
confirman dichas observaciones, lo cual se atribuye a diferencias en la cepa de ratén o a las
condiciones experimentales. Por ello ademas, es necesario enfatizar que la actividad de MAPK
es transitoria y ocurre para transducir una sefial percibida en la célula en respuesta a una
situacién de estrés o0 a un estimulo especifico que puede disminuir con respecto al tiempo.
Teniendo presente esta observacion fue que se plante6 el modelo experimental aqui
presentado para investigar dichos cambios transitorios.

Debido a sus propiedades farmacolégicas los inhibidores de cinasas se han usado
ampliamente en modelos in vitro para explorar la sefializacién por MAPK (Davies et al., 2000).
Empero, su uso en modelos animales para estudiar la actividad de MAPK ha sido menor. En
el presente trabajo, el uso de inhibidores de MAPK ha permitido corroborar que la alteracion

MAPK " en el higado v rifién,

sistémica del contenido de GSH se refleja en la activacion de p38
mientras que la cinasa ERK2 se activa para cerebro. Los inhibidores de MAPK, SB203580 y
U0126 bloquearon las vias de sefializaciéon de p38""*y de MEK1 (ERK2) y la expresion de
genes antioxidantes inducidos por la inhibicion de la sintesis de GSH. Estos datos confirmaron
que las vias a través de las cuales se da la respuesta en los tejidos son mediadas por p38"7*
en higado y rifidn; y por ERK2 en el cerebro. Esta regulacion parece ser dependiente del
estado redox mantenido por el GSH, ya que la administracion de NAC, una fuente externa de
tioles y un precursor de GSH, inhibi6 la activacion de MAPK. Estos hallazgos concuerdan con
trabajos previos donde se ha demostrado que el NAC inactiva a las cascadas de MAPK
activadas por la disminucién intracelular de GSH (Wilhelm et al., 1997; Haddad, 2002) y en
condiciones de isquemia/repercusion (Mehta et al., 2002). No obstante, el pretratamiento con
NAC no restaurd las concentraciones de GSH en higado y rifion. En un estudio reciente en

ratas a las que se les aplicé un pretratamiento con NAC, se encontr6 que ésta no restauré el

contenido de GSH en higado. A pesar de ello, el tratamiento pudo restringir la oxidacion por la
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disminucién de GSH vy la consecuente induccion de genes marcadores de estrés oxidativo
(Patriarca et al.,, 2005). Ademas, para entender la falla en la recuperacién de las
concentraciones de GSH por NAC, se debe considerar que el mecanismo podria diferir
espacio-temporalmente de un sistema in vitro a uno in vivo, por lo que es probable que en
este Ultimo, el tejido en el organismo requiera de mayor tiempo para iniciar la resintesis o
pueda resistir el estrés con la activacion de otros mecanismos de defensa antioxidante. El
tejido inicialmente podria utilizar al NAC como un antioxidante per se en lugar de un precursor
de GSH (Patriarca et al., 2005).

En la actualidad, cada vez hay mas evidencias que indican que la alteracién en el
contenido de GSH intracelular, ya sea por el modelo de inhibicién de la sintesis (de Bernardo et
al., 2004; Wu y Cederbaum, 2004) o por la exposicion a xenobiéticos (Wilhelm et al., 1997;
Kim et al., 2004), activa diferentes vias de sefializacién por MAPK. Los mecanismos pueden
incluir: i), modulacion de MAPK por el GSSG (Filomeni et al., 2003, Rao et al., 2005; Filomeni et
al., 2005); i), la oxidacién de reguladores negativos de MAPK como Grx y Tx (Song y Lee
2003; Liu et al., 2000); vy iii), la oxidacion reversible en cisteinas localizadas en los sitios
activos de fosfatasas de MAPK producida por las especies reactivas del oxigeno (Levinthal y
Defranco, 2005; Kamata et al., 2005a). La evidencia mas reciente apunta a que el GSH es un
modulador directo de algunas MAPK. Recientemente se demostré in vitro, que la cinasa
MEKK1 es inhibida por GSH mediante glutationilacién, un proceso que consiste en la uniéon de
GSH o0 GSSG a los tioles proteicos (Cross y Templeton, 2004). Dado que la glutationilacion es
un proceso de modificaciéon postraduccional bastante comun, cabe la posibilidad de que este
mecanismo sea mas general y que més proteinas implicadas en la sefalizacion celular tales
como proteinas fosfatasas y factores de transcripcién y sus proteinas inhibidoras, sean asi
reguladas.

La disminucion del contenido de GSH en el rifion y el higado, refleja el balance entre la
sintesis, utilizacion, exportacion, distribucién y acumulacion entre estos 6rganos. La activacion
de p38Y"* observada en esto 6rganos es consistente con estudios in vitro donde el BSO

MAPK

promovié la activacién de p38 en HepG2 E47 y en hepatocitos de rata (Wu y Cederbaum,

MAPK

2004), asi como las vias p38 y JNK en células renales de tdbulo (Han et al., 2004). En el

MAPK

presente estudio, la activacion de p38 en higado correlacioné con la localizacion nuclear
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del factor de transcripcién NF-xB y con la fosforilacion de las subunidades de c-Jun y ATF-2 de
AP-1, lo cual indica que este tejido es capaz de responder a la pérdida del contenido de GSH
por varios mecanismos. Ademads, la fosforilacion de estos factores de transcripcion
correlacion6 con el incremento en la expresion de Tx-1 a partir de la primera hora de
tratamiento con BSO. Interesantemente, la acumulacion nuclear de NF-kB y la fosforilacion de
ATF-2 y c-Jun ocurrieron cuando la concentracién de GSH fue mas baja. Esta observacion
refuerza la idea de que estos factores de transcripcion estan implicados en una respuesta de
sobrevivencia a través de la induccién de Tx-1. A diferencia, el rifién es un érgano con una
concentracién de GSH moderada comparado con el higado. En este érgano, la BSO activo

38MAPK

p desde la primera hora de tratamiento, lo cual fue correlativo con la transcripcion de Tx-

1 (Fig. 5B). La evidencia entre la activacién de p38"™*

y los factores de transcripcion
analizados no son suficientes para proponer un mecanismo de respuesta a la disminucion de
GSH en el tejido. Sin embargo, es probable que en la induccién de Tx-1 participen otras
cinasas como MSK1. Se ha visto que esta cinasa puede ser activada por p38"*" y a su vez es
capaz de modular al factor de transcripcion AP-1 (Aggeli et al., 2006). Esta asociacién se basa
en que se observo la presencia de c-Jun fosforilada en la fraccion nuclear de los extractos de
rifidn, sin embargo es necesario corroborar ésta hipétesis experimentalmente.

La Tx-1 tiene un papel importante en la union de NF-kB al DNA durante la respuesta al
estrés oxidante. La Tx-1 mantiene reducida a la Cys62 que se requiere para la unién al DNA
(Matthews et al., 1992). La region promotora de Tx-1 contiene muchos motivos de regulacién
compatibles con la expresion inducible a través de NF-xB (Powis y Montfort, 2001; Kaghad et
al., 1994) y ARE (Tanito et al., 2005). Los hallazgos en la localizacién nuclear de NF-«B, la
fosforilacion de ATF-2, de c-Jun, la transcripcion de Tx-1 y su bloqueo con el inhibidor
SB203580, demuestran claramente que se trata de un mecanismo de respuesta a la
disminucién de GSH en higado. Tanto AP-1 como Tx-1 participan como parte de la respuesta
adaptativa al estrés oxidante (Fratelli et al., 2005; Hirota et al., 1997). En el higado, rifion y
cerebro, se analizaron otras enzimas como GSSG-Rd, GGT, GRX-1, sin embargo no se
aprecié modificacion en su expresion asociada con los cambios en el sistema GSH por BSO

aparte de las que se reportan aqui. Se ha estudiado in vivo la distribucion de Tx en los tejidos

y se ha observado que las enzimas se encuentran en el tibulo proximal y distal del rifién en
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mayor cantidad, pero también en las células del ducto colector distal y en las células del epitelio
transicional (Oberley et al., 2001). Tx-1 se encuentra ampliamente expresada en cerebro y en
especial en regiones con alta actividad metabdlica como sustancia nigra y ndcleo subtalmico
(Patenaude et al., 2005). La induccién ademas parece estar relacionada con ROS, involucrado
con la secuencia ARE y el factor de transcripcién Nrf2 (Patenaude et al., 2005).

La evidencia de expresiéon de Tx-1, que representa un sistema igual de importante en el
mantenimiento de la homeostasis redox, indica que puede ser un mecanismo de proteccion
compensatorio. Esto plantea que hay perfiles de expresion similares en distintos 6rganos al
hallarse bajo una condicién de estrés sistémico. Ejemplo de esto es que el fungicida Triazol,
induce un perfil de expresion similar de enzimas que metabolizan xenobidticos y
transportadores en el higado y los testiculos de rata, lo cual se explica por un mecanismo
comun de regulacién (Tully et al., 2006). Ademas, algunos genes podrian ser regulados por
una misma via en distintos tejidos bajo el mismo estimulo, como se describié en el presente

trabajo, donde la transcripcién de Tx-1 esta asociada a p38"™"

, en higado y rifién. Cabe
aclarar que la especificidad, sin embargo, se daria una vez que MAPK es activa ya que los
factores de transcripcion difirieron en los tejidos. Esta idea es apoyada por el hecho de que los
sistemas Tx y GSH tienen funciones similares como antioxidantes y ambos sistemas son
capaces de modular respuestas celulares al estrés oxidante a diferentes niveles de regulacion.
Este trabajo puso énfasis en el analisis de genes antioxidantes, sin embargo la activacién de
varios factores de transcripcion indican la participacion mas mecanismos de regulacion y
probablemente de mas genes involucrados en la sobrevivencia o preservacion de la
homeostasis celular y subsecuentemente tisular.

En el sistema nervioso central, ERK1 y ERK2 son abundantes (Ortiz et al., 1995).
Tienen un papel importante en la respuesta de sobrevivencia y adaptacion de las neuronas
durante el estrés por estimulos como la carencia de factores tréficos y citotoxicidad por
glutamato (Cheng et al., 2002), isquemia cerebral y la epilepsia (Fukunaga y Miyamoto, 1998).
La evidencia in vitro en cultivos no neuronales, ha mostrado que ERK2 y Nrf2 estan
involucrados en la expresion de genes antioxidantes por tratamiento con inductores de

enzimas de fase Il (Wild et al., 1999; Yu et al., 1999). También ERK2 y junto con p38’vIAPK han

sido descritos como posibles reguladores de Nrf2 en la transcripcion de genes antioxidantes
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(Zipper y Mulcahy, 2000). Ademas, los estudios con microarreglos han demostrado que los

+/+

cultivos neuronales de ratones Nrf2"" tienen una mayor expresién de proteinas antioxidantes
que los de Nrf2" (Lee et al.,, 2003). Nuestros hallazgos son consistentes con estas
observaciones, ya que se encontré que la localizacion nuclear de Nrf2 en cerebro correlacioné
con la regulacion de genes asociados a la sintesis de GSH. Este dato es coherente con
observaciones hechas en cultivos de astrocitos donde la sintesis de GSH es regulada por Nrf2
(Shih et al., 2003; Sun et al., 2005).

En este trabajo se observd que el cerebro es capaz de desplegar una respuesta de
proteccion al estrés sistémico través de la activacion de ERK2-Nrf2 nuclear y la expresion de
Nrf2, xCT, GCSr y Tx-1. Este mecanismo es bloqueado con el inhibidor U0126 casi por
completo, dado que el inhibidor no tuvo efecto en la yGCSr, lo cual sugiere que otro mecanismo
distinto de ERK2-Nrf2 esta involucrado en el incremento de GSH y la expresion de »GCSr
observados. Los mecanismos involucrados en la regulacion transcripcional de yGCS,, parecen
ser diferentes, sin embargo la evidencia al respecto es aun escasa. Estos mecanismos podrian
incluir la estabilizacién del mMRNA o la activacion de distintas vias de cinasas activadas durante
el estrés oxidante (Liu et al., 1998; Cai et al., 1997; Tian et al., 1997). La deteccion de Nrf2 en
nacleo y la induccién de Nrf2, yGCSr y xCT fue consistente con reportes previos (Li et al.,
2005; Kwak et al., 2002; Shih et al., 2003, Sun et al., 2005). Como se menciond al principio, el
sistema X, es importante para el mantenimiento de la concentracion de GSH y del balance
redox cistina/cisteina en el espacio extracelular (Paolicchi et al., 2002). Uno de los datos mas
importante de este trabajo es que fue que la induccién de xCT en cerebro bajo las condiciones
experimentales a partir de la primera hora de tratamiento fue bloqueada por el inhibidor U0126.
Esto obviamente, sugiere que la subunidad xCT estuvo asociada a la incorporacion de cistina
para la sintesis de GSH que se observo, sin embargo lo mas importante es que cuando su
induccion es aparentemente bloqueada la sintesis de GSH no contindia y aun cuando la yGCSr
incrementa (Figura 14) lo cual subraya que la regulacién de la sintesis de GSH no ocurre sin la
incorporacion de la cisteina y que la sintesis de GSH esta regulada por varios mecanismos.
La sintesis de GSH y la induccion yGCSr son correlativas y consistentes con un reporte previo

para cerebro (Kang et al.,, 1999). Es importante mencionar que se ha observado una baja
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actividad transcripcional de Nrf2 del ratén (Suh et al., 2004) y la pérdida del GSH y de cistina
en diferentes regiones del cerebro (Chen et al., 1989) asociadas al envejecimiento.

El presente trabajo plantea una nueva hipétesis: la disminucién de GSH en higado y
rifidn es percibida por el cerebro como un estrés oxidante sistémico, lo cual inicia lo que
consideramos una respuesta de protecciéon regulada a través de la activacién de ERK2-Nrf2 e
induccion de genes. La pregunta inmediata que surge del planteamiento anterior es saber
cuales son las moléculas implicadas en llevar la sefial de estrés hacia el cerebro, que lleve a la
activacion de ERK2-Nrf2 y que finalmente esto se vea reflejado en un incremento en la
concentraciéon de GSH. Actualmente, se tiene la hip6tesis de que el factor de crecimiento
neuronal (también referido como factor de crecimiento nervioso o NGF) podria estar implicado.
Estudios in vitro con células PC12, demostraron que NGF modula las cinasas ERK1/2 y el
receptor TrkA (Volente et al., 1993; Kao et al., 2001; Kamata et al., 2005b); que la presencia de
NGF en cultivos de células PC12 promueve la incorporacién de cistina, cisteina y un
incremento en la concentracién de GSH asi como la expresion de enzimas antioxidantes como
GCS, GSH-Px (Jackson et al., 1994, Pan et al., 1996). Sin embargo, en un modelo esto debe
ser corroborado experimentalmente in vivo, donde los componentes que participan en la
regulacion de GSH en cerebro frente a condiciones de estrés podrian ser mas.

El GSH representa el mayor bufer redox en las células y, con base en los hallazgos de
este trabajo, la disminucidn y la subsiguiente alteracion en el contenido de tioles es la sefial
recibida por los 6rganos para iniciar las respuestas 6rgano-especificas. En el presente estudio
no se examinaron los tioles proteicos los cuales, como se menciond al principio, son clave en la
regulacion de las respuestas adaptativas (Reynaert et al., 2006; Beer et al., 2004; Rao y
Clayton, 2002), por lo que la posibilidad de que participen en las respuestas érgano-especificas
queda por ser explorada. Este trabajo ademas sugiere un modelo de cooperacion intra e
interérgano durante la inhibicion de la sintesis de GSH similar al propuesto por Leeuwenburgh
y Ji (1995), en el cual algunos o6rganos (musculo esquelético, higado) podrian continuar
exportando el GSH al plasma y luego este ser catabolizado en tejidos con actividad de y-
glutamil transpeptidasa y generar aminoacidos precursores. Esto ayudaria a que otros érganos
mas dependientes de GSH (cerebro, corazon, pulmon) incorporen los precursores para

mantener su propia concentracién de GSH (Leeuwenburgh y Ji, 1995). Por ello se tiene en
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cuenta que se habra de considerar el contenido de precursores de GSH vy el estado redox en el
plasma, la regulacion intra e interérgano, asi como el metabolismo y transporte de aminoacidos
(Brosnan, 2003).

Este trabajo ilustr6 como es que la disminucién sistémica de GSH se refleja en
respuestas organo-especificas. Los efectos en otros 6rganos como el corazén, el muasculo,
organos sexuales, sistema nervioso periférico y el pulmoén deben ser evaluados, asi como el
mecanismo a través del cual la pérdida de GSH es percibida en los tejidos. El modelo aqui
presentado ha demostrado que la disminucién del GSH en diferentes 6rganos estimula la
activacion de diferentes vias de MAPK para responder al estrés generado, donde ademas el
cerebro parece estar mejor protegido. Estos hallazgos podrian tener implicaciones en
patologias degenerativas asociadas a la carencia de GSH, o atenuacién de los sistemas
antioxidantes y la excesiva produccion de ROS. Estas patologias incluyen la diabetes tipo I,
cirrosis y la intoxicacion por acetaminofén, entre otras, donde la disminucion de la sintesis de
GSH o su consumo excesivo han sido descritos (Mastrocola et al., 2005; Rosca et al., 2005).
Finalmente, el estudio del GSH como modulador de sefales intracelulares en diferentes tejidos
u érganos es un campo de gran interés debido a su potencial aplicacién desde el punto de vista

clinico.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

El modelo experimental aqui descrito es un buen modelo para estudiar al GSH como

modulador de MAPK a nivel sistémico.

La inhibicion de la sintesis de GSH a nivel sistémico activa vias de sefializacion por MAPK de

manera 6rgano-especifica.

La disminucién de GSH activa la via p38"*"*-NF-xB/AP-1 en el higado, p38"*"*-ATF-2 en

rinidn y ERK2-Nrf2 en cerebro.

Bajo las condiciones experimentales la actividad de ERK2 fue independiente de ERK1 en

cerebro

La activacion de MAPK como consecuencia de la disminuciéon de GSH induce la transcripcion

de genes antioxidantes.

La induccién de Tx-1 ocurre en los tres érganos estudiados como respuesta al estrés

sistémico.

Los genes regulados por ERK2-Nrf2 en cerebro son yGCSr, Tx-1, XCTy Nrf2

La regulacién de la expresion de yGCSr es independiente de la via ERK2-Nrf2

En 6rganos que tienen un contenido de moderado a alto de GSH como rifidén e higado tienen

una induccién limitada de genes antioxidantes bajo las condiciones experimentales descritas.

El cerebro, que contiene baja concentracion de GSH, se induce una respuesta coordinada de

proteccion ante la disminucion del contenido de GSH a nivel sistémico.



La activacion de cinasas por deficiencia de GSH puede ser reprimida por la incorporacion de

tioles exégenos.

Estos hallazgos plantean que la regulacion intra e interérgano de GSH esta asociada a la

actividad de MAPK.

54
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CAPITULO VI

PERSPECTIVAS

Sin duda el modelo experimental empleado ha dejado méas preguntas que respuestas.
Es necesario realizar mas estudios que permitan entender los mecanismos por los cuales los
organos perciben los cambios en el estado redox a nivel sistémico. Particularmente, el cerebro
es un érgano que llama la atencién, dado que el presente trabajo demostré que es un érgano
que puede montar una respuesta coordinada de protecciéon. Valdria la pena estudiar otros
6rganos donde el GSH juega un papel importante como el corazén, musculo esquelético,
intestino y pulmaén, para poder estudiar las llamadas respuestas érgano-especificas.

Tanto el sistema GSH-Grx como el de Tx, son considerados los sistemas antioxidantes
mas importantes en las células. La expresiéon de Tx-1, en todos los tejidos también sugiere que
los diferentes tejidos pueden valerse de sistemas antioxidantes para compensar la deficiencia
de otros y con ello promover la sobrevivencia, por lo que seria importante profundizar en este
aspecto.

Tomando en cuenta que los sistemas de defensa antioxidante como el GSH varian con el
tiempo, resulta muy atractivo estudiar como el GSH modula a las MAPK en organismos
jovenes (animales neonatos) y animales envejecidos.

Se debe profundizar en los mecanismos de regulacién de aminodacidos precursores de
GSH, en particular el sistema de transporte X, para glutamato/cistina pues a largo plazo
permitiria desarrollar estrategias para restaurar las concentraciones de GSH en condiciones
patologicas donde se ha descrito su deficiencia.

Queda por estudiar el mecanismo por el cual la GCS es regulada, pues la inhibicién de

ERK2 con U0126 devel6 que es un mecanismo independiente de la via ERK2-Nrf2.
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Abstract

Because mitogen-activated protein kinases (MAPK) are downstream effectors of antioxidant responses, changes in GSH levels in an organism
might induce organ-specific responses. To test our hypothesis, mice were treated intraperitoneally with L-buthionine-S-R-sulfoximine (BSO) to
inhibit GSH synthesis. A time-related GSH depletion in the liver and kidney correlated with p38™APX phosphorylation and induction of
thioredoxin 1 (Tx-1) transcription. This positive regulation was associated with nuclear translocation of NF-kB and ATF-2 and c-Jun phos-
phorylation in the liver, but only c-Jun phosphorylation in the kidney. Increased levels of GSH were observed in the brain together with
extracellular regulated kinase 2 (ERK2) activation, Nrf2 nuclear accumulation, and increases in transcription of Nrf2, xCT, y-glutamylcysteine
synthetase (yGCSr), and Tx-1. Pretreatment with MAPK inhibitors SB203580 and U0126, or addition of the exogenous thiol N-acetylcysteine,
abrogated both p38MAP* and ERK?2 activation as well as downstream effects on gene expression. No effect on YGCSr was observed. These results

indicate that in mice, GSH depletion is associated with p38™APX

phosphorylation in the liver and kidney and with ERK2 activation in the brain, in

what could be considered part of the brain’s protective response to thiol depletion.

© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Introduction

Oxidative phosphorylation and metabolic transformations in
eukaryotes are the main sources of reactive oxygen species
(ROS) that cause oxidative damage in cellular DNA, lipids, and

Abbreviations: AP-1, activating protein 1; ARE, antioxidant response
element; ATF-2, activating transcription factor 2; BSO, L-buthionine-S-R-
sulfoximine; ERK, extracellular signal-regulated kinase; GAPDH, glyceralde-
hyde phosphate dehydrogenase; GCS.,, glutamylcysteine synthetase, c,
catalytic subunit, r, regulatory subunit; GR, glutathione reductase; GSH,
reduced glutathione; GSSG, oxidized glutathione; JNK, c-Jun amino N-terminal
kinase; MAPK, mitogen-activated protein kinase; NF-kB, nuclear factor kappa
B; Nrf2, nuclear factor E2 p45-related factor; p38MAPK, p38 kinase; ROS,
reactive oxygen species; XCT, subunit of cysteine transporter.
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proteins. To contend with these toxic products, cells synthesize
low molecular weight thiol-containing peptides such as gluta-
thione (GSH; L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine). GSH consti-
tutes the major intracellular redox buffer in the cells, but also
functions as an antioxidant in xenobiotic metabolism and is
considered a site for cysteine storage [1,2]. In recent years, a
role for GSH in the modulation of signal transduction through
direct interaction with key cysteines located in the active site or
modulator regions of kinases, phosphatases, and transcription
factors has been recognized [3—5]. GSH is synthesized in the
cytosol in two steps. First, the enzyme vy-glutamylcysteine
synthetase (yGCS) catalyzes the formation of L-y-glutamyl-L-
cysteine. The glycine residue of the GSH tripeptide is added in
the second step by glutathione synthetase. Cellular GSH exists
predominantly in a reduced form, but small amounts of the
oxidized disulfide form GSSG can also be detected. The GSH/
GSSG ratio often is taken as an indicator of cellular redox
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status. Changes in this ratio have been associated with modu-
lation of transcription of a wide variety of genes implicated in
multiple cellular processes such as growth, differentiation, and
death [1,6].

Mitogen-activated protein kinases (MAPK) are downstream
effectors in antioxidant responses. Their activity is manifested
in activation of many transcription factors including nuclear
factor E2 p45-related factor (Nrf2) and nuclear factor kappa B
(NF-kB) [7,8]. Roles for JNK and p38MAP in the regulation of
AP-1 transcription factors c-Jun and ATF-2 in the cellular
adaptive response to oxidative stress have also been demons-
trated [9]. In vitro models have shown that extracellular regu-
lated kinase 2 (ERK2) and p38™*"* modulate the expression of
antioxidant enzymes by activation of Nrf2. Nrf2 binds to
antioxidant responsive elements (ARE) present in genes
encoding phase I, phase II, and antioxidant enzymes such as
v-glutamylcysteine synthetase catalytic (yGCSc) and regula-
tory (yGCSr) subunits, glutathione reductase (GSSG-Rd), the
subunits of the X, cystine transport system xCT, and the heavy
chain of the 4F2 antigen. All of these gene products are related
to the GSH antioxidant system [10—14]. Another example of
redox regulation by MAPK signaling is through thioredoxin-1
(Tx-1), a small protein with a predominantly cytosolic isoform.
Tx-1 has many biological functions that include defense against
oxidative stress, regulation of gene expression, and apoptosis
triggered through MAPK pathways [15,16]. Tx-1 also is
modulated at the transcriptional level by Nrf2 under oxidative
stress conditions [17].

In vivo models suggest that GSH is exported from the liver to
the blood and is catabolized in the kidney to +y-glutamyl or
cysteinylglycine. These compounds are distributed via the
blood to all tissues where they may be incorporated into cells by
the x, transport system and then used for de novo synthesis of
GSH [18-22]. Mammalian organs have different levels of GSH.
The liver has the highest concentration, while the kidney and
brain have relatively low concentrations [23]. The brain is more
susceptible to oxidative damage because of its high oxygen
utilization (20% of the oxygen consumed by the body), high
iron content, presence of unsaturated fatty acids, and decreased
activities of detoxifying enzymes such as superoxide dismutase
(SOD), catalase, and GSSG-Rd [24—-26]. Clinically, low levels
of GSH in the brain are associated with neurodegenerative
disorders and aging [27].

Although some of the mechanisms of MAPK signal modu-
lation by GSH have been described in vitro, we investigated the
effects of GSH depletion on MAPK activation and downstream
transcription factor activation in the livers, kidneys, and brains
of BALB/c mice after systemic inhibition of GSH synthesis
by BSO. While the liver and kidney showed a significant
decrease of GSH content that correlated with p38MAPK
activation, there was an increase in GSH content in parallel
with ERK2 activation in the brain. Activation of the p38MAPX
pathway correlated with accumulation of NF-kB and nuclear
phosphorylation of ATF-2 and c-Jun in the liver, and with c-Jun
phosphorylation in the kidney. In both tissues, an increase in the
transcription of 7x-/ was observed. A protective response was
concomitantly initiated in the brain by activation of the ERK2

pathway coordinated by Nrf2 accumulation, resulting in the
upregulation of xCT and Tx-/. Pretreatment with MAPK inhi-
bitors SB203580 and U0126 or administration of exogenous
thiol N-acetylcysteine (NAC) blocked both p38™MAPX and
ERK2 activation and their downstream effects on gene expres-
sion. Our results suggest that changes in systemic GSH modu-
late organ-specific responses through the MAPK p38MAPK
pathway in liver and kidney and the ERK2-Nrf2 pathway in the
brain, initiating the transcription of antioxidant enzymes to
confront the oxidative stress generated by BSO.

Materials and methods
Chemicals and antibodies

All chemicals were purchased from Sigma (St. Louis, MO)
unless otherwise indicated. Primary antibodies against ERK2,
Nrf2, NF-kB, and native and phosphorylated c-Jun were
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
Antibodies against ERK?2, the native and phosphorylated forms
of p38MAPK and ATF-2, and the secondary anti-rabbit antibody
were obtained from Cell Signaling Technology (Danvers, MA).

Animal use and treatments

Male BALB/c mice 4 weeks of age were obtained from the
animal care facility of the Instituto de Investigaciones Bio-
médicas at Universidad Nacional Auténoma de México.
Animals were maintained in 12-h light/dark cycles. Mice were
injected intraperitoneally (ip) with BSO dissolved in saline
solution at a dose of 6 mmol kg~ ! of body weight. Mice were
sacrificed by cervical dislocation at 1, 2, and 3 h following BSO
administration. In experiments to determine the effects of altered
thiol levels, mice were treated with 5 mmol kg~ ' of NAC
dissolved in saline solution 30 min prior to BSO administration.
Control mice received saline solution or NAC only.

ERK2 and p38MAP¥ inhibitors U0126 (Upstate, NY) and
SB203580 (Biosource, CA), respectively [28], were dissolved
in DMSO according to the manufacturer’s instructions and
administered ip at a dose of 5 mg kg~ ' 2 h prior to challenge
with BSO. Mice treated with U0126 were sacrificed 2 h
following BSO administration and mice treated with SB203580
were sacrificed 3 h following BSO administration. Livers,
kidneys, and brains were harvested, immediately frozen in
liquid nitrogen, and stored at —80°C.

Determination of GSH and GSSG levels

Glutathione content was determined by reverse-phase (RP-
HPLC) as previously described, with modifications [29].
Briefly, a Spherisorb RP-18 column (5-pm-diameter spherical
particles; 250%x4.6 mm, Perkin-Elmer, MA) was used in all
determinations. Buffer for the mobile phase consisted of 10 mM
sodium phosphate monobasic monohydrate (pH 2.7, adjusted
with phosphoric acid), 5 mM octyl sulfate, and 2% (v/v)
acetonitrile. Elutions were carried out at a flow rate of 0.8 ml
min~ ' at constant temperature (22°C). The mobile phase was
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advanced using a PM-80 Solvent Delivery System connected
linearly to a vacuum degasser LC-26B (BAS;, IN). Reduced and
oxidized glutathione were detected in the same sample with a
LC-4C Amperometric Detector (BASi) with potentials of
0.95 V for derivatization electrode and 1.35 V for electrode
register. Detection was performed in the 5 nA range.

Tissue preparation

A small portion of fresh tissue was washed in ice-cold
isotonic saline solution to remove debris and blood. Tissue was
homogenized in 10 vol of buffer containing 154 mM KCl,
5 mM diethylenetriaminepentaacetate (DTPA), and 0.1 M phos-
phate buffer. A sample of the homogenate was taken and 2 vol
of 10% trichloroacetic acid was added. Samples were shaken
briefly and then centrifuged for 30 min at 3000g at 4°C. The
supernatant was passed through a 0.45-um filter. Samples were
diluted in the mobile phase and 100 pl was injected into the
column with a 7125 Injector (BASi). Samples were analyzed in
triplicate and reported as nanomole per gram of fresh tissue.

Western blot analysis and immunoprecipitation

Organ extracts were prepared in 2 min or less in prechilled
solutions. Frozen tissue was homogenized at 30% (w/v) in
kinase extraction buffer (100 pM sodium orthovanadate,
50 mM sodium fluoride, 10 mM R-glycerophosphate, 2 mM
MgCl,, 1 mM EGTA, 0.5% Triton X-100, 1 mM DTT, 1 pg/ml
pepstatin, leupeptin, aprotinin, and 0.2 pM PMSF, pH 7.2).
Twenty microliters of each sample was added to a prechilled
microcentrifuge tube. The samples were clarified by centrifuga-
tion for 5 min at 10,000g. Protein concentrations were det-
ermined using the methodology described by Bradford [30]
(Bio-Rad, Hercules, CA).

Supernatants from clarified extracts were immunopreci-
pitated for 2 h at 4°C with the specific antibody for the protein
of interest. Antigen-antibody complexes were collected with
protein A-Sepharose added to samples at a final concentration
of 50% (w/v). The beads were washed twice with kinase
extraction buffer. Precipitated proteins then were subjected to
SDS-PAGE (5-12% gradient) and then transferred to a nitro-
cellulose membrane (Amersham Biosciences, Buckingham-
shire, England). The membranes were blocked overnight at 4°C
in Tris-buffered saline containing 5% nonfat milk and then
incubated with primary antibodies against the phosphorylated
form of each kinase. Antibody against the native form was used
to detect the total protein content. The proteins were visualized
by chemiluminescence using the ECL system (Amersham
Biosciences) and images were captured by the Kodak ID
version 3.6 Image Analyzer (Kodak, NY).

Transcription factor analysis

Transcription factor activation was analyzed in the cytosolic
and nuclear fractions [31,32]. Briefly, a small portion of fresh
tissue was homogenized in 5 vol of a hypotonic buffer (10 mM
Hepes, pH 7.8, 10 mM KC1, 2 mM MgCl,, and 0.1 mM EDTA)

for 10 min on ice. Samples were agitated by vortexing before the
addition of 0.1 vol of 10% Nonidet P-40. Nuclei were collected
by centrifugation for 0.5 min at 15,000 rpm and then incubated
with twice the homogenate volume of extraction buffer (S0 mM
Hepes, pH 7.8, 50 mM KC1, 300 mM NaCl, 0.1 mM EDTA,
1 pg/ml pepstatin, leupeptin, aprotinin, and 0.2 pM PMSF, and
10% glycerol) for 20 min at 4°C. The nuclear extracts were
separated by centrifugation for 10 min at 15,000 rpm and then
mixed with an equal volume of sample buffer and boiled for 5
min. Fifty micrograms of nuclear protein was used to analyze
the translocation of transcription factors from the cytoplasm to
the nucleus and for the determination of phosphorylation status
by immunoprecipitation as described above.

Semiquantitative RT-PCR analysis

The expression of antioxidant genes was quantified by
semiquantitative RT-PCR. Total RNA was isolated using TRIzol
(Invitrogen, Carlsbad, CA). RNA concentrations were determined
by absorbance at 260 nm. RNA integrity was verified by
electrophoresis in 1.1% denaturing agarose gels containing 2.2 M
formaldehyde. RNA was transcribed into first-strand cDNA using
M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen). The cDNA was
amplified using the following primers: yGCSr, 5' AGG AGC
TTC GGG ACT GTA TT 3’ (sense), 5’ TGG GCT TCA ATG
TCA GGG AT 3/ (antisense); Tx-1, 5’ CGT GGT GGA CTT CTC
TGC TAC GTG GTG 3’ (sense), 5’ GGT CGG CAT GCATTT
GAC TTC ACA GTC 3’ (antisense), GAPDH, 5’ TGA AGG
TCG GTG TGA ACG GAT T 3’ (sense), 5" CAT GTA GGC CAT
GAG GTC CAC C 3’ (antisense) [33—35]; Nrf2, 5’ TAC TCC
CAG GTT GCC CAC ATT 3’ (sense), 5" TAT CCA GGG CAA
GCG ACT CA 3’; xCT, 5" AGC CAG TCG GTG ATA GCA
AAG 3’ (sense), 5’ (antisense) AGG GGG AAA AAC AAA
ACA AGA C 3’ (antisense). yGCSr and Nrf2 were amplified by
30 cycles 0f 95°C for 30 s, 55°C for 30 s, and 72°C for 30 s. Tx-1,
xCT, and GAPDH were amplified by 30 cycles of 95°C for 30 s,
60°C for 30 s, and 72°C for 30 s. GAPDH mRNA levels were
used as loading control. The PCR products were separated by
electrophoresis on a 2% agarose gel and visualized on a UV
transilluminator (Bio-Rad). Images were captured by the Kodak
ID version 3.6 Image Analyzer (Kodak, NY).

Data analysis

Each assay was performed in triplicate unless otherwise
indicated. Data are expressed as means+SD, and significance
was assessed by a one-way ANOVA, followed by Dunnett’s
multiple comparison test as indicated in each case. A P value
of <0.05 was considered significant in all cases.

Ethics

The experiments reported in this manuscript were carried out
following the guidelines stated in Principles of Laboratory
Animal Care (NIH publication No. 85-23, revised 1985) and the
Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de Agricultura, Gana-
deria, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA)
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entitled Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado
y uso de los animales de laboratorio (Clave NOM-062-ZOO-
1999, published in August 2001).

Results

Changes in GSH levels in the liver, kidney, and brain are
associated with specific MAPK activation

GSH and GSSG levels were measured in each organ and
MAPK phosphorylation was analyzed at various times after ip
BSO injection, A significant decrease in GSH content in the
liver was observed by the first hour after BSO injection
(P<0.01), but the most extensive depletion was detected at the
3-h time point (P<0.001) (Fig. 1). In the kidney, a modest
depletion of GSH was observed by the first hour (P<0.01).
These changes correlated with p38™4"® phosphorylation in
both tissues (Figs. 2A and B). In contrast, an unexpected
increase in GSH content was observed in the brain at 1 and
2 h post BSO injection (P<0.01; Fig. 1). ERK2 also was
activated as indicated by phosphorylation status (Fig. 2C). No
significant changes in JNK or ERKI1 phosphorylation that
correlated with changes in GSH levels were detected (data not
shown), and GSSG content did not change in any of the cases

(Fig. 1).

Activation of MAPK and nuclear translocation of transcription
factors NF-kB, ATF-2, and Nrf2 after BSO treatment

The activation of NF-«B and Nrf2 has been described as a
component of protective responses induced under oxidative
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for analysis of GSH and GSSG content. Control mice were injected with saline
solution only. The data shown are glutathione content as GSH (filled) and
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stress conditions [7]. NF-«B is a redox-sensitive factor [8] that
normally is confined to the cytoplasm in unstimulated cells and
translocates to the nucleus in response to various stimuli
including oxidative stress [36]. The subunit p65/RelA is re-
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quired for NF-«kB activation, and the pS0—p65/RelA complex
displays the strongest transcriptional activation [37]. We
investigated the distribution of the p65/RelA subunit in the
livers of BSO-treated mice by Western blot. We observed
nuclear accumulation of p65/RelA accompanied by its gradual
decrease in the cytoplasm 2 h after BSO injection (Fig. 3A).
Nuclear translocation occurred concomitantly with a significant
decrease in GSH levels and p38™A"® phosphorylation. No
change in Nrf2 was observed (data not shown). Other trans-
cription factors involved in adaptive responses of the cell are
members of the AP-1 family such as ATF-2 and c-Jun [9]. In our
analysis, liver tissue exhibited increased phosphorylation of
ATF-2 and c-Jun in the nuclear fraction (Fig. 4A).

In the kidney, p38MAP K activation also was observed, but the
p65/RelA subunit of NF-xB remained in the cytosolic fraction
(Fig. 3B). Nrf2 also remained in the cytosolic fraction (data not
shown). ATF-2 phosphorylation decreased in the nuclear
fraction, while c-Jun phosphorylation increased, reaching the
highest levels by 2 h following BSO injection (Fig. 4B).

In contrast to what was observed in the liver and kidney,
NF-«B remained in the cytosolic fraction of the brain extracts
(data not shown) while Nrf2 accumulation was observed in the
nuclear fraction. Nuclear accumulation of Nrf2 was observed by
1 h after BSO treatment and the highest accumulation occurred
by 2 h, concomitant with the significant ERK2 phosphorylation
(Fig. 3C).

Transcription of antioxidant genes in response to BSO
treatment

Semiquantitative RT-PCR on tissue extracts showed an
increase in Tx-/ mRNA levels in the liver (Fig. 5A) and kidney
(Fig. 5B), suggesting that this response is modulated by
p38MAPK in these tissues. In the brain, we observed an increase
in transcription of Nrf2 from the first hour which became
statistically significant at 2 h, in agreement with the observed
Nrf2 nuclear protein levels (P<0.05). Also in the first hour after
BSO treatment, there was increased transcription of xCT
(P<0.01; Fig. 6), which codes for a subunit of the cystine/
glutamate exchange transporter mediated by the x. system and
is required for GSH synthesis in neurons. These results suggest
that xCT expression may be mediated by Nrf2, which started to
accumulate in brain cell nuclei by 1 h after BSO treatment
(Fig. 3C). We also observed increased transcription of yGCSr, a
subunit of the enzyme involved in de novo synthesis of GSH.
Finally, significant changes in 7x-/ mRNA levels also were
observed in the brain, similar to the changes seen in the liver

(Fig. 6).

Inhibition of MAPK by SB203580 and U0126 abrogated
organ-specific responses

To elucidate the importance of MAPK activation in the
specific organs, we analyzed whether selective MAPK inhi-
bitors could inhibit the response observed during BSO chal-
lenge. In vivo studies have demonstrated that ip administration
of SB203580 and U0126 inhibitors at 5 mg kg~ ' 2 h prior to a
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chemical challenge inhibited MEK1 and p38™MAP% pathways in
mice [28,38]. Using this strategy in our model, we injected
U0126 (selective inhibitor of MEK1 for ERK2 pathway in
brain) and SB203580 (selective inhibitor for p38™AFX in liver
and kidney) 2 h prior to BSO administration. As shown in
Fig. 7, SB203580 inhibited p38™*F* activation (Fig. 7B) but
did not affect GSH depletion in liver and kidney (Fig. 7A).
Inhibition of p38MATK activation also was reflected in the
mRNA levels of 7x-/ in liver and kidney, which did not
differ significantly from animals not treated with BSO (Figs.
7C and D). In contrast, the MEK inhibitor U0126 had a
profound effect on the GSH status in the brain. The significant
increase in GSH observed previously did not occur in the
presence of the inhibitors and the content remained similar to
controls (Fig. 7A). The levels of phosphorylated ERK2 also
were similar to control values (Fig. 7B) and the induction of
xCT, Nrf2, and Tx-I mRNA was diminished (Fig. 7E).
However, at the time point analyzed, we observed a marked
increase in expression of yGCSr mRNA, indicating that yGCSr
transcriptional regulation is related to a kinase distinct from
ERK2 (Fig. 7E).

The organ-specific responses and MAPK pathways observed
after BSO treatment depends on the thiol redox status

To confirm that changes in the reduced thiol content regulated
by GSH effectively modulate MAPK phosphorylation, we used
an exogenous source of thiols to abrogate the effect of BSO on
activation of the pathway. NAC is an antioxidant and GSH
precursor commonly used as an exogenous source of thiols and
also has been used as a GSH agonist in many oxidant treatments
[39-41]. NAC administration suppressed p38™*P¥ activation in
the liver and kidney (Figs. 8A and B, respectively). However,
under these conditions, NAC not only prevented the inhibition of
GSH synthesis in the liver and kidney (£<0.001), but also in
control mice GSH levels were diminished (Table 1). The kidney
is the organ where NAC/BSO treatment induces a severe
depletion in GSH levels. In brain, the increase in GSH content
was no longer observed and we detected a slight decrease that
was not significantly different from controls (Table 1). NAC
pretreatment suppressed ERK2 activation similar to observa-
tions in the experiments with MAPK inhibitors (Fig. 8C).
Together, these findings suggest that systemic changes in redox
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Fig. 5. Effect of BSO on the expression of antioxidant enzymes in liver and
kidney. Liver and kidneys from mice treated with 6 mmol kg~ ' BSO were
homogenized. Total RNA was extracted as indicated under Materials and
methods. Upper panels show densitometric values of mRNA levels of Nrf2 and
Tx-1 in liver and the lower panel shows a representative agarose gel of the
enzymes analyzed: (A) liver and (B) kidney. GAPDH was used as a loading
control. Bars represent mean+SE of triplicate experiments and were calculated
from densitometry data. Data were analyzed using ANOVA and Dunnett’s
multiple comparison test; n=12.

status maintained by GSH are reflected in activation of organ-
specific responses through MAPK pathways.

Discussion

GSH content is not static, but rather reflects a dynamic
system that responds to alterations in the cellular environment.

MAPK are downstream effectors in adaptive responses and
some of the mechanisms of MAPK signal modulation by GSH
have been described in vitro. To move away from isolated cell
systems, we used an in vivo model to investigate how the
changes in GSH status modulate tissue responses. Previous
studies have demonstrated that ip injection of BSO is a valid
strategy to deplete GSH levels in several organs in vivo [42].
The effects of BSO in liver and kidney were similar to previous
reports where GSH levels decreased under similar conditions
[42]. In adult mice, BSO is readily absorbed in liver and kidney,
but poorly taken up by the brain due to the blood brain barrier
[43]. Nevertheless, we observed an unexpected but significant
increase in GSH in the brain that lasted 2 h after BSO injection.
By 3 h, the GSH content had returned to the control value.
Other strategies were used to ensure GSH depletion, i.e.,
several ip injections per day, long-term administration of high
BSO concentration in the drinking water, and the administration
of BSO dissolved in DMSO or the use of BSO ester and the
administration of BSO in neonate mice, to ensure the depletion
of GSH in the brain [43—47]. Our results do not confirm these
previous observations probably due to differences in the mouse
strain or to the experimental conditions. It is known that MAPK
activity is transient and functions to transduce a signal in the cell
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Fig. 6. Coordinated upregulation of antioxidant enzymes in brain. Brain was
removed from mice treated with 6 mmol kg ' BSO and were homogenized.
Total RNA was extracted as indicated under Materials and methods.
Semiquantitative RT-PCR was performed for analysis of levels of yGCSk,
Nrf2, Tx-1, and xCT mRNA using GAPDH mRNA as expression control. Upper
panel shows densitometric values of mRNA levels. A representative agarose gel
of the enzymes analyzed is shown. Bars represent mean+SE of triplicate
experiments. Data were analyzed using ANOVA and Dunnett’s multiple
comparison test, *P<0.05, ¥**P<0.01; n=12.
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in response to a stress condition or a stimulus that diminishes
over time; therefore, we designed an experimental model to
investigate these transient changes.

Our work provides evidence that systemic GSH alteration
results in the activation of p38™¥X in the liver and kidney and
ERK2 activation in the brain. To confirm the role of MAPK
pathways in the regulation of responses observed in each organ,
we used SB203580 and U0126 inhibitors to block p38™A** and
MEK1 (ERK2) pathways, respectively [48]. Pretreatment with
these kinase inhibitors 2 h prior to BSO challenge abrogated the
expression of the antioxidant genes induced by BSO. These data
confirm that some of the organ-specific responses elicited by

BSO are initiated through p38™4F¥ in liver and kidney and by
ERK2 in the brain. Moreover, administration of NAC as an
exogenous source of thiols and a GSH precursor prevented the
activation of MAPK, suggesting that MAPK activation was
dependent on a redox signal likely initiated by the decrease in
GSH. These findings are in agreement with previous reports
wherein GSH or NAC inhibits MAPK activation induced by
glutathione depletion [49,50] and by ischemia/reperfusion [51].
NAC pretreatment, however, did not restore GSH levels in liver
and kidney. In a recent study in rats, it was suggested that
although NAC was not able to restore liver GSH levels, the
antioxidant treatment may have restrained GSH oxidation and
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the consequent upregulation of oxidative stress markers [52].
Tissues likely exploit NAC as an antioxidant itself rather than as
a GSH precursor [52] and we speculate that NAC utilization as a
direct antioxidant also occurred under the conditions of our
experiments.

There is ample evidence to indicate that depletion of
intracellular GSH in cultured cells using BSO [53,54] and/or
by exposure to a xenobiotic [49,55] activates signal transduc-

tion pathways through several mechanisms which include: (i)
MAPK modulation by GSSG [6,56,57], (ii) oxidation of nega-
tive regulators of the MAPK kinase kinase ASK-1, such as
glutaredoxin and Tx-1 [58,59], and (iii) reversible ROS oxi-
dation of cysteines in ERK-directed phosphatases [60,61]. More
recently, in vitro evidence showed a second mechanism
whereby MAPK can be regulated directly by GSH interaction
or glutathionylation in that MEKKI is inhibited in vitro by this
mechanism in menadione-treated cells [62].

GSH depletion by BSO in the kidney and in the liver seems
to reflect the balance among accumulation, utilization, and
exportation in these two organs. GSH depletion activated
p38MAPK in the kidney and liver. These results are in agreement
with in vitro findings where BSO induced p38MAP¥ activation
in HepG2 E47 cells and in rat hepatocytes [54] and oxalate-
induced oxidative stress activated the p38MATK and JNK
pathways in proximal renal tubule cells [63]. In the liver,
p38MAPK activation correlated with the nuclear translocation of
NF-«kB and phosphorylation of c-Jun and ATF-2, which
indicates that this organ activates several mechanisms to
respond to the loss in thiol content. Phosphorylation of these
transcription factors correlated with the transcriptional activa-
tion of 7x-1. Also, the highest nuclear accumulation of NF-xB
and the phosphorylation of ATF-2 and c-Jun occurred when the
levels of GSH in the liver were at their lowest. In contrast, the
kidneys are organs with low amounts of GSH as compared with
the liver. Here the depletion of GSH activated p38™4"X, which
induced transcription of 7x-/ by the first hour (Fig. 5B). This
response was impaired by the MAPK inhibitor SB203580.
Upregulation of Tx-/ most likely involved MSK1, a p3gMATK
target and modulator of AP-1 [9], since we observed the pre-
sence of phosphorylated c-Jun in the nuclear fraction of kidney
extracts.

Tx-1 plays an important role in binding of the NF-kB p50
subunit to DNA during the antioxidant response to oxidative
stress. Tx-1 maintains the Cys62 of the NF-xB p50 subunit in
the reduced condition required for DNA binding [64]. In
addition, the promoter region of 7x-/ contains many potential
regulatory binding motifs compatible with inducible expression
through NF-kB [15,65] and with antioxidant response elements
[66]. Nuclear localization of NF-«kB at 2 h, together with ATF-2
and c-Jun nuclear phosphorylation, increase in transcription of
Tx-1 mRNA, and its down regulation by SB203580 strongly
suggest that these components are part of the response to the
GSH depletion in liver.

Table 1
GSH levels in mice organs after pretreatment with NAC 5 mmol kg~ ' and BSO
6 mmol kg '

Treatment Liver Kidney Brain
GSH GSH GSH
Control NAC 3453+199 1025122 20304214
1 h BSO+NAC 2302+200%* 1004118 1696+133
2 h BSO+NAC 2679+172% 1004+55 1842+98
3 h BSO+NAC 24484 172%* 899+53 1612+64

Values are means+SD (nmol g ' fresh tissue). GSH, reduced glutathione;
* P<0.05, ** P<0.01; GSSG levels were not detected under these conditions.
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AP-1 and Tx-1 participate as part of an adaptive response to
oxidative stress [67,68]. In the liver, kidney, and brain, we did
not observe upregulation of other antioxidant enzymes asso-
ciated with the GSH system aside of that reported here.
However, we showed evidence that Tx-1, an equally important
system in maintaining redox homeostasis, was activated likely
as a compensatory or protective mechanism. In agreement with
these observations recent work showed evidence of similar
expression profiles in distinct organs under the same stressors.
Triazole fungicide induces similar profiles of expression of
some xenobiotic metabolizing enzymes (XME) and transporters
in liver and testis in rats, suggesting possible common
mechanisms of action [69]. Many genes also could be regulated
by similar stimulus in different tissues, as in our experiments
where the p38MAPK pathway appears to be regulating Tx-I
expression in liver and kidney. This idea also is supported by the
fact that Tx-1 and GSH systems have similar functions as
antioxidants and both are capable of modulating cellular res-
ponses to oxidative stress at different levels. We only analyzed
antioxidant genes, but the activation of several transcription
factors indicates that more mechanisms and genes are involved
in promoting survival or preserving homeostasis.

In the central nervous system, ERK1 and ERK2 are abundant
[70]. ERK1 and 2 play important roles in the adaptive and
survival response of neurons during stress by trophic factor
deprivation, exposure to glutamate [71], brain ischemia, and
epilepsy [72]. In vitro evidence has suggested that in other cell
systems different from neurons, the ERK2 pathway is
associated with Nrf2 for the regulation of antioxidant enzyme
expression under treatment with phase II inducers [12,13].
ERK2 and p38™APX also positively regulate Nrf2 activity [11]
to initiate the transcription of antioxidant genes. Moreover,
microarray data showed that Nrf2 """ mice neuronal cultures had
higher expression levels of antioxidant proteins than Nrf2 ™/~
neuronal cultures [73]. Our findings indicate that nuclear
translocation of Nrf2 in brain extracts is associated with
upregulation of mRNA transporters and enzymes that partici-
pate in the synthesis of GSH, similar to the Nrf2 regulation of
GSH biosynthesis observed in cultured astrocytes [14,74].

As noted above, BSO is poorly transported to the brain due
to the blood brain barrier. Thus we did not expect large changes
in GSH brain levels after 3 h. Nevertheless, our model allowed
us to observe that BSO induced a response in the brain through
the activation of ERK2, Nrf2 nuclear translocation, and
increased transcription of Nrf2, xCT, yGCSr, and Tx-1. An
important observation is that U0126 blocked upregulation of
Nrf2, xCT, and Tx-1 but not yGCSr. These data suggest that
another mechanism is involved in the GSH increase and yGCSr
expression. A few studies have indicated that different
mechanisms are involved in transcriptional regulation of cata-
lytic and regulatory subunits of yGCS. Although the mecha-
nisms are not completely understood, they probably include
mRNA stabilization or the activation of distinct kinase
pathways under oxidative stress [75—77]. Nuclear translocation
and increased Nrf2 mRNA levels have been observed as part of
antioxidant enzyme regulation [78,79]. These results are very
similar to the results of recent studies that demonstrated a

correlation between yGCSr mRNA expression and glutathione
levels in the brain [80] and on cultured astrocytes where the
GSH biosynthesis was regulated through a mechanism in-
volving Nrf2, xCT, and yGCS subunit expression [14,74]. The
X. system is important for maintaining both the intracellular
GSH levels and the redox balance between cystine and cysteine
in the extracellular milieu [19]. The observed increase in xCT
mRNA levels under BSO after the first hour of treatment, which
was abrogated by U0126, suggests that the induction of the xCT
subunit of X, is related to the cystine incorporation used during
GSH synthesis. Aging in the mouse is associated with lower
Nrf2 transcriptional activity [81] and loss of GSH and cystine in
different regions of the brain [82].

We hypothesize that under our conditions, GSH depletion in
the liver and kidney is perceived in the brain as “systemic
oxidative stress” initiating what can be considered “protective”
induction of GSH synthesis through activation of ERK2-Nrf2
pathways. In this study we did not examine changes in protein
thiols, which might participate in adaptive responses, so we
cannot rule out the possibility that they participate in organ-
specific responses. GSH might modulate signal transduction
pathways through the direct interaction with key cysteines
located in the active site or regulatory regions of proteins like
kinases, phosphatases, and transcription factors [3—5]. Taken
together, these data could help in understanding the response
observed in the case of liver and kidney. In the brain, our
findings suggest a model of interorgan cooperation similar to
the glutathione depletion model in rested and exercised mice. In
this model where GSH was depleted, GSH uptake in some
organs such as skeletal muscle was decreased to ensure uptake
by more vital organs such as brain, heart, and lung [23]. Further
studies should take into consideration the redox state in plasma,
the GSH interorgan regulation, and interorgan amino acid
metabolism, transport, and regulation [83].

Finally, our model has shown that under GSH depletion,
organs display different MAPK pathways to respond to oxi-
dative stress, while the brain seems to be especially protected.
These findings might have implications in degenerative patho-
logies associated with increased ROS production or defective
antioxidant responses [84,85]. Study of how the changes in
GSH levels modulate mechanisms that impair oxidative damage
in different organs or tissues is a field of great interest because
of the potential for applications as clinical therapy to prevent
degenerative diseases and premature aging.
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in the nervous system. They include depletion by de novo synthesis inhibition
or conjugation with oxidants that react with glutathione directly. The inhibitor
of de novo synthesis, buthionine sulfoximine (BSO) is the most extensive
strategy to model the lack of GSH, because non desired effects are reduced, as
compared with other inhibitors, and it may be used both in vitro and in vivo.
GSH depletion by BSO in the nervous system may be also a good model to
understand the role of antioxidant systems in neurodegenerative models for
disorders such as Parkinson’s, Huntington’s and Alzheimer’s diseases and
cerebellar degeneration. In this work the advantages and disadvantages of the
use of GSH depletors as strategy for to study the effects of thiol depletion in
vitro and in vivo are reviewed and discussed.

Introduction

Glutathione (GSH) is the most abundant antioxidant molecule in the brain,
with levels in the milimolar order, and it constitutes the principal mechanism
of defense against free radicals in cells. Low GSH levels and a high production
of reactive oxygen species (ROS) are pathological changes associated to
neurodegenerative disorders such as Parkinson’s, Huntington’s, Alzheimer’s
and cerebellar degeneration diseases. Evidence suggests that the presence of
elevated levels of ROS is determinant for the development and progression of
neural degeneration and aging. One of the strategies to understand the
participation of ROS in neurodegenerative disorders is the modulation of GSH
levels in tissues and cells. This can be accomplished through the inhibition of
GSH synthesis with a, B carbonyl unsaturated molecules or by means of the
oxidation of endogenous thiols with compounds that react directly with GSH.
The purpose of this work is to discuss the advantages and disadvantages of the
use of buthionine sulfoximine (BSO) and of other strategies for GSH depletion
in vitro and in vivo.

Glutathione (GSH)

The tripeptide GSH (y-glut-cys-gly) is found in most eucaryotic cells and
it is considered the principal source of intracellular thiols. Its concentration
ranges between 0.2-10 mM [1]. GSH is synthesized from the amino acids
glutamate, cysteine and glycine by y-glutamylcysteine synthetase (y-GCS) in a
first step, GSH synthetase in a second step and both reactions are ATP
dependent. Inside the cell, this thiol is maintained in a reduced form by the
enzyme glutathione reductase (GR), which reduces oxidized glutathione
(GSSG) through a NADPH dependent reaction [2]. GSH has many important
functions in the cell: it acts as hydrogen donor for the free radicals generated
during different metabolic pathways, regenerates other cellular antioxidants
such as a-tocopherol, ascorbate or ubiquinones by reduction and it also
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reduces organic peroxides produced during lipid peroxidation. GSH is also
considered a cysteine reservoir [3] and its participation in the synthesis of
desoxiribonucleotides has been described, where the GSH dependent
glutaredoxin system catalyzes the reduction of ribonucleotides using GSH [4].
GSH also reacts with toxic compounds spontaneously or enzymatically
through glutathione S-transferases to form excretable GSH-conjugates [5]. In
recent years, it has also been described the role of GSH in the modulation of
signal transduction through the direct interaction with key cysteines located in
the active site or regulatory regions of proteins like kinases, phosphatases and,
transcription factors [6-8]. It has been also described as a neurotransmitter with
its own receptors and as a modulator of ionotropic glutamate receptors [18-20].

The GSH system constitutes the most important mechanism against the
oxidative damage caused by the ROS and the reactive nitrogen species (RNS)
formed normally in the cellular metabolism. GSH may react with ROS or RNS
spontaneously or by providing a reducing intermediate for glutathione
peroxidase. A summary of the cell activities in which GSH participates is
described in figure 1.

GSH levels in the brain have been reported in a range between 1 to 3 mM
[9]. It has been demonstrated that GSH concentration is higher in astrocytes
than in neurons [10]. In vitro studies suggest that astrocytes provide neurons
with GSH precursors such as cysteine and glutamate, essential amino acids for
the synthesis of GSH in neurons [11,12]. GSH is exported from astrocytes
through the multidrug resistance protein 1 (MRP1). Once in the extracellular
space it is catabolized by ectopeptidases like the y-glutamyl transpeptidase
(GGT) which is present in the external membrane of neurons [13,14]. The
resulting amino acids may be then incorporated into the neuron through
specific transporters like the GlyT2, Glutamate transporters or the
cystine/glutamate antiporter system x. [14-16] are used for GSH synthesis
inside the neuron (see figure 2). It has been shown that the intracellular GSH
content correlates with the y-GCS mRNA levels and with its enzymatic
activity. The content of GSH is variable among different brain regions
following a descending order: cortex > cerebellum > hippocampus > brain
stem [17].

GSH plays an important role in the physiology of the nervous system [18].
For example, in the coelenterate Hydra vulgaris, a conductual behavior to
recognize a prey is displayed when GSH is released from the damaged cells
arising from injuries of the prey, then GSH is recognized by putative specific
receptors located in nematocytes of Hydra and this promotes the tentacle
contraction. Mammalian N-Methyl-D-Aspartate (NMDA) agonists caused a
marked decreased of the response to GSH, suggesting a similar structure
between the NMDA receptor and the putative GSH receptor [19]. Several
evidences have demonstrated that GSH has a neurohormone function. First of
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Figure 1. Major functions of GSH in the cells. GSH is involved in several aspects of
the cell metabolism such as free radical inactivation, xenobiotics detoxification, protein
maintenance, signal transduction modulation, transport and reserve of cysteine. For
example, glutathionylation of phosphatases, kinases or transcription factors could be
reversible and may induce important changes in the cell. Oxidized glutathione (GSSG)
may participate in modification through binding to critical cysteine in proteins.

all, the presence of extracellular GSH in the brain is located particularly in the
cerebrospinal fluid [20]. In vitro studies in brain slices after a stimulus with K*
have shown a Ca®* -dependent GSH release. The most prominent release
occurred in mesencephalon, cortex, hippocampus and striatum, and the lowest
signal was detected in the cerebellar region [21]. Moreover, the specific
binding of GSH to extracellular receptors was shown in astrocytes, where
biotinylated GSH was used to detect the thiol binding to the receptor [22].
Also, reduced GSH stimulates the signal transduction that increases inositol
triphosphate levels when it is applied directly to astrocytes and neuron cultures
[23,24]. Finally, sodium currents in cortical brain slices are stimulated by GSH
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Figure 2. Possible interaction between astrocytes and neurons during GSH synthesis.
Astrocytes synthesize glutathione from the amino acids glutamate(Glu), cysteine(Cys)
and glycine(GlIn) (1-2); then GSH is exported through MRP1 proteins (3) where the y-
glutamyl transpeptidase (yGT) breaks the tripeptide back into its precursors (4).
Cystine is reduced to cysteine inside the cell. Neurons might incorporate these
precursors through the cystine/glutamate antiporter system x., GlyT2 or glutamate
transporters (5) to synthesize its own GSH (6).

and they are not blocked with antagonists of glutamate receptors, extracellular
Ca®* removal or the inhibition of the potassium currents, which suggests the
existence of a specific receptor [18]. Shaw [25] has reviewed with detail other
aspects of GSH in the nervous system.

Brain: A susceptible organ to free radicals and

oxidative damage

The brain is the organ with the highest oxygen consum per mass unit (20%
of total body consumption). This high respiratory rate generates elevated levels
of superoxide anion (O,.) in mitochondria. This radical is a potential damaging
agent to mitochondrial DNA, leading to mutations and deletions that increase
with the age of the organisms [3,26]. Secondly, brain metabolism generates
hydrogen peroxide (H,O,) during dopamine oxidation. The reaction is
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catalyzed by monoamine oxidases (MAO) located in the external face of the
mitochondrial membrane. The MAO, isoform oxidize mainly hydroxylated
amines as serotonin and noradrenaline in noradrenergic neurons [3,27] while
MAOg oxidizes non-hydroxylated amines and this enzyme is found in
serotonergic neurons [27,28]. It has been proposed that the activities of
xanthine oxidase, nitric oxide synthase and phospholipase A (2) also contribute
to ROS generation in brain [29,30] (see Figure 3) and it has been recently
proved that this event occurs during cerebral ischemia [31,32]. Also, ROS
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Figure 3. A general model of reactive oxygen species (ROS) formation and antioxidant
systems in nervous cells. Brain metabolism generates hydrogen peroxide (H,O,) during
dopamine oxidation. The reaction is catalyzed by monoamine oxidases (MAO) located
in the external layer of mitochondrial membranes in nervous cells. Also it has been
proposed that the activity of xanthine oxidase contributes to ROS generation in brain
cells. ROS produced in the presence of metallic ions as Fe** generate free radicals and
they can react with membrane lipids resulting in lipid peroxidation through the Fenton
reaction. Respiratory chain reactions also may produce O, and subsequently H,O, by
the activity of superoxide dismutase (SOD). Although antioxidant defenses in brain are
modest as compared with other organs, antioxidant systems as GSH, GSH peroxidase,
GSH reductase and enzymes as superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in
peroxisomes have been described. The brain has a limited ability to detoxify itself from
ROS like H,O, or free radicals as OH'. Cell damage may occur when antioxidant
defenses such as the glutathione system are insufficient.
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generated in presence of metallic ions as Fe** may induce oxidative stress and
brain damage [33].

Antioxidant defenses in brain are modest as compared with other organs
such as liver or muscle. Low activities of antioxidant enzymes like superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) have been described [3,9], thus the
ability to detoxify brain from ROS as H,O, or free radicals as OH" is limited.
Another consideration is that the brain has a high content of iron, which in part
IS present in many brain enzymes as CYP450, ferritin, aconitase and
hidroxylases of tyrosine and tryptophan, which catalyze the first reactions in
dopamine and serotonin synthesis, respectively [3,34]. Brain damage through
iron involves its liberation, which catalyzes reactions and forms free radicals as
OH" derivated from H,0,. This event produces lipid peroxidation and
neurotransmitter autoxidation [35,36]. Membrane lipids in neurons have a
high content of lateral chains of non saturated fatty acids as eicosapentaenoic
acid, which may be oxidized during lipid peroxidation [37]. Many
neurotransmitters are autoxidable molecules, for example dopamine and
noradrenaline may react with oxygen to form O,”, H,O, or quinones and
semiquinones that react with GSH and deplete its levels. Also the reactive
intermediates from these metabolic reactions can inactivate proteins by
interaction with ROS via sulfhydryl groups in critical cysteines located at the
active site [38] (see figure 3).

GSH content, oxidative damage and neuronal death

Several studies have suggested a strong relationship between the decline of
GSH in neurons and neuronal cell death [39]. A decrease in GSH content in
cortical neurons initiates the activity of 12-lipoxygenase, and the peroxide
production might induce damage in membranes due to lipid oxidation that
leads to Ca?* liberation and finally cell death [39]. Alterations in GSH content
in brain cultures are associated to oxidative stress which may also induce
apoptosis or necrosis [40,41]. The diminution of GSH in motor neuron NSC-
34 and neuron NS20-Y cultures, causes mitochondrial dysfunction associated
to an increase of ROS before the cell initiates apoptosis [42,43].

Buthionine sulfoximine (BSO) as a strategy to
decrease the GSH content by synthesis inhibition

BSO decreases the intracellular levels of GSH by blocking de novo
synthesis. It is the most effective inhibitor of y-glutamilcysteinyl (y-GCS)
formation, which is the first step in the GSH synthesis. In order to explain how
the GSH levels are depleted using this compound, it has been proposed that
BSO blocks de novo synthesis of GSH and then the pre-existent GSH pool is
gradually exhausted, either by the use of the thiol in the reactions where it is
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normally required, or it is exported to the cellular exterior [44]. BSO is an
inhibitor derivated from a series of analogous based on the methionine
sulfoximine (MSO). An important observation about BSO and its analogous is
that they are not chemically reactive with other molecules under physiological
conditions, therefore it does not decrease the levels of other thiols and
reductants [45,46]. First, this inhibitor binds reversibly to y-GCS as an
analogue of y-glutamyl-a-aminobutyrate, the enzymatic product formed from
glutamate and a-aminobutyrate, which is the first step in the synthesis of GSH
(Fig. 4). The next suggested reaction for the inhibitory effect of BSO is the
phosphorylation of the compound. Finally, the product of this reaction,
buthionine sulfoximine phosphate, is structurally similar to the native
intermediary y-glutamylphosphate-a-aminobutyrate, which binds strongly to
the active site of the enzyme blocking GSH synthesis [45-47].

An important aspect is that the rate of inhibition and its duration may be
dependent of cell glutamate concentration, which is a competitive molecule for
the binding site. For example, 0.02mM and 0.2mM of BSO inhibited y-GCS 52
and 100 percent respectively in presence of 5 mM glutamate and 10 mM ATP
in ten minutes [45].

GSH levels in liver, kidney, pancreas and skeletal muscle are quickly
diminished after a single dose of BSO in murine models [48]. However, a
disadvantage of BSO is that it does not cross the blood brain barrier easily,
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Figure 4. Structures of y-glutamyl-o-aminobutyrate and L-buthionine-SR-sulfoximine,
both substrates of y-GCS (see details in text).
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which makes the compound useless for single dose via systemic
administration. Nevertheless, this may be compensated by injecting BSO via
intracerebroventricular (ICV), and the result constitutes an adequate strategy to
model neuropathologies [49]. Also, the ICV injection of BSO decreases GSH
strongly and the effect is longer due to the slow GSH turnover [50-52]. In the
mouse, repeated doses via intraperitoneal injection induced an important
decrease of GSH content in the substantia nigra [53]. Finally, BSO may be
administered chronically at high concentrations which constitute an adequate
strategy to study the neurodegenerative progression [45,48,54].

Effect of BSO in the central nervous system and its

potential application for neuropathology modeling

In vivo models

Administration of BSO and dopamine via ICV effectively decrease GSH
content due to oxidative stress generation in aged rats, which results in a
significative deficiency in learning and memory processes [52]. These
observations may help explain why in old individuals, brain dopamine is more
susceptible to oxidation. Also, the free radical excess as a consequence of low
levels of GSH and of other antioxidant defenses is what might finally lead to
severe damage in brain tissue or neuronal apoptosis [52]. Mice treated with
BSO via intraperitoneal administration at repeated doses during 16 h, showed
diminished GSH content and morphological changes in the substantia nigra,
similar to the changes described in older mice, such as the increase in
lipofuscine accumulation and lipid peroxidation, which are events also
observed in Parkinson’s disease [53,55,56]. A condition similar to Parkinson’s
disease may be induced in vivo in human, mouse and rat models by 1-methyl-
4-phenyl,1,2,3,6 tetrahydropyridine (MPTP) administration, which produces a
selective destruction of the dopaminergic striatal pathway [57,58]. The
metabolite 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP) is incorporated by dopaminergic
neurons, where it inhibits the complex I in the respiratory chain, reducing the
synthesis of ATP and generating free radicals that cause lipid peroxidation
[57]. Furthermore, BSO treatment and consequent GSH depletion generated a
marked increment in the effects of MPTP and MPP" in dopaminergic neurons
which resulted in cellular death in adult rats. These events could be related to
those that lead to the development of Parkinson’s disease [58].

In vitro models

Although BSO produces a dramatic depletion in GSH, this effect depends
on the kinetics of BSO incorporation into the cell and the rate of GSH
utilization or transportation outside the cell [47]. In human glioma LN-229 and
T98G cells, both derived from human cerebral tumors, treatment with BSO for
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fifteen hours resulted in the loss of 80 % of cytosolic GSH and a 50 % loss of
mitochondrial GSH, which makes these cells more sensitive to the effect of
chemotherapeutic agents [59]. In hippocampus slices of guinea pigs treated
with 5 mM of BSO for two hours, GSH was depleted near 80 % of control
values and this had an important effect in the efficiency of the cell to repair
oxidative damage [60]. In other example, the pre-incubation of astrocytes with
BSO 1 mM for 24 hours depleted GSH content and the ability of the cells to
metabolize hydrogen peroxide [61]. This effect has been observed also in
dopaminergic neurons where GSH depletion by BSO led to cellular death [62].
GSH depletion with 20 uM BSO induced neuronal death in a selective manner
in neuron-glia cultures, and this event occurred both through necrosis and
apoptosis [62]. This depletion was associated principally to ROS production in
a dose and time-dependent manner in neurons. Interestingly, in the same work
BSO treatment activated ERK1/2 proteins, members of mitogen activated
protein kinases (MAPK) family, 4 and 6 hours after the treatment in astrocytes
and microglial cells, but not in neurons. This event is probably related to the
modulation of an antioxidant response in these cells through signal
transduction pathways modulated by changes in GSH content, although this
hypothesis requires further investigation.

Another important aspect is that Zn?* has been found in high
concentrations in excitatory synapses in the course of pathologies such as
cerebral ischemia, and this condition induced apoptosis in glial cells and
neurons [63]. In astrocytes, it was observed that BSO contributed to cell
damage by excess of Zn?* together with an increment in the GSSG, which
made evident a mechanism of toxicity by changes in thiol homeostasis [63]. In
mouse primary neuron cultures, the initial GSH depletion by 10-100 uM BSO
took place after 8 hours, but the most important depletion was observed 24
hours after treatment, where GSH levels were depleted to 30 % from control
values [63, 64]. Copper concentration is high in the brain of patients with
Alzheimer’s disease, where also low levels in GSH content have been
described [9,65]. Cu** may bind and oxidize the a-sinuclein, the more
abundant non-amyloid protein in brain that forms Lewy bodies in senile
plagues found in patients with Alzheimer’s and Parkinson’s disease [66].
These findings make evident the importance of the precise regulation of
metallic ions, such as copper and zinc, whose metabolism and ionic forms
presence is modulated by GSH levels in the cells.

GSH depletion strategies based in thiol oxidation
Other strategies to show the effects previously mentioned consist in the

oxidation of GSH to GSSG or in the induction of a GSH reaction with

electrophiles [47] (see figure 5). The first strategy for GSSG formation requires
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Figure 5. Structures of chemicals used to deplete GSH by oxidation.

that the rate of GSH oxidation exceeds the reduction capacity from GSSG to
GSH by glutathione reductase. This has been achieved with substrates for the
GSH peroxidase as ter-butyl hydroperoxide and with agents that oxidize
glutathione directly as diamide; thus GSH is diminished and GSSG is formed
in all the cell compartments examined [67-69]. In some cells, total GSH
(IGSH] + 2x [GSSG]) decrease due to the fact that GSSG was selectively and
irreversibly carried out to the extracellular space [70,71]. This strategy
generates high levels of GSSG increasing the glutathionylation, a post-
translational process in which protein—glutathione mixed disulphides are
formed and it results in changes in protein activity and expression [7,72,86-
88]. If the cell is not destroyed by oxidants, GSH decrease is eventually
reverted by the reduction of the GSSG to GSH by the glutathione reductase, or
in the long term, through de novo synthesis [3,47].

A second strategy is the use of diethylmaleate (DEM), an o, carbonyl
unsaturated electrophilic compound that reacts with GSH through the activity
of glutathione transferases [73]. In rats and mice, intraperitoneal administration
of DEM has demonstrated important effects in liver, kidney, heart and brain
[74]. DEM at 3 mmol Kg* via intraperitoneal depleted GSH 1 hour after
injection, but subsequent GSH repletion was slower in brain than in liver and
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kidney, which evidenced the susceptibility of brain after GSH depletion. In
other models, DEM has been used to decrease intracellular GSH in rat brain to
induce damage in striatal neurons [75]. DEM administration at 4 mmol Kg™
and 3 mmol Kg™ of phorone, another o, carbonyl unsaturated agent, depleted
GSH content in rat brain to 40-43% of control values in 2 h. Also, a decrease
in superoxide dismutase activity and the increment in the activity of catalase,
glutathione S-transferase and selenium glutathione peroxidase and glucose 6-
phosphate dehydrogenase together with the increase in protein oxidation were
observed [76]. Nevertheless, several reports mentioned that DEM had different
effects related to the GSH decrement. Some of these effects were the increase
in hemeoxygenase activity in microsomal fraction of rat liver [77] and the
hemeoxygenase (HO-1) in the brain [78], which could represent an antioxidant
response to GSH depletion. However, DEM has been shown to have
nonspecific effects, such as alteration of monoxygenase activities or changes in
glycogen metabolism. In mice 1 ml kg™ of DEM caused a decrease in protein
synthesis in brain and liver independent of the GSH content and partially due
to its hypothermic effect [79]. Other effect is the lipid peroxidation described
in hepatic cultures and liver homogenates of rat and mouse [80].

The o, carbonyl unsaturated agent phorone, (di-isopropylidene-acetone),
acts similarly to DEM, interacting with GSH to form conjugates through the
action of glutathione S-transferases [81]. An intraperitoneal dose of 250 mg
Kg™ of phorone depleted GSH in liver to 9 % of control values in rats and
mice while doses of 650 mg Kg™ depleted GSH levels to 6% of control values
in two hours [82].

Finally, diamide is other chemical that has been used to deplete GSH, for
example, in guinea pig hippocampus, diamide decreased GSH levels after 2 h
and this effect compromised the cell repair efficiency under oxidative stress
conditions [60]. In cortical slices diamide released neurotransmitters such as
GABA, acetylcholine, norepinephrine and dopamine through a mechanism
apparently dependent of thiol oxidation [83], nevertheless it is not clear
whether GSH participated in this process.

An advantage of the use of these compounds is their ability to cross easily
the blood brain barrier, so they may be used to model acute in vivo GSH
deficiency and/or xenobiotic effects in the nervous system [84, 85]. Although
these compounds have been demonstrated to be useful to deplete GSH content
in vivo and in vitro, there are non desired side effects that should be considered
according to the objectives of the study. Furthermore, studies with long term
administration of DEM and phorone are necessary regarding protein synthesis
inhibition and unspecific protein oxidation, in order to evaluate its potential
application to model pathologies associated with chronic GSH deficiency.
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Conclusions

In the last few years it has become evident that GSH has different
functions in the central nervous system [25], but the principal function is the
antioxidant defense and cell detoxification. The study of neuropathologies
where a decline in GSH has been observed raises questions about how thiol
homeostasis is maintained, which mechanisms change in the brain with age
and if these changes are associated with its decline. To have a better
understanding of the role of GSH in neuropathologies it has become necessary
to include models that simulate efficiently the lack of GSH. Although many
strategies exist to deplete the GSH content in brain as diamide, DEM or
phorone, these strategies may produce non desired side effects, not related to
GSH decrease. The administration of BSO to manipulate GSH levels is a very
useful strategy and has several advantages: i) it does not generate toxicity
when administered at high dose, ii) it can be administered for prolonged
periods of time (chronically) iii) it might be used to enhance the harmful
effects of xenobiotics, iv) administration via intraperitoneal or
intracerebroventricular produces a decrease in GSH content in the brain and
this effect is prolonged. The administration of BSO in nervous system studies
is a model extensively used in in vitro and in vivo studies to investigate the
effects of GSH depletion in relation with age, xenobiotic toxicity and events
related to the lack of this thiol, however further investigation is necessary to
understand completely the role of GSH in neuropathologies.
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