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RESUMEN

El tripéptido glutation o y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina (GSH) es el tiol no
proteico mas abundante en las células de mamiferos, por lo que constituye la
primera linea de defensa de la célula contra el dafio oxidativo causado por especies
reactivas de oxigeno. El objetivo del presente trabajo es estudiar el papel del
glutation en roles celulares alternativos a los propuestos candnicamente en un
modelo incapaz de sintetizar GSH (células CGS-2) y en una linea celular derivada
de un neuroblastoma (células MSN). El analisis de expresion génica en las células
GCS-2 demostré que la regulacion del citoesqueleto de actina es fuertemente
afectada por la ausencia de GSH. Para valorar esta hipétesis, evaluamos el efecto
de la deplecion de GSH en células MSN, empleando el inhibidor de su sintesis,
butionina sulfoximina (BSO) a una concentracion de 5y 12.5 mM. En el presente
trabajo, la reduccion del 70% de GSH no provoco la generacién de especies
reactivas de oxigeno, lipoperoxidacién (Lpx) o citotoxicidad, lo cual permitio evaluar
el papel del GSH en la ausencia de estrés oxidativo. Las células MSN a las cuales
se les disminuyé el contenido de GSH adquirieron cambios de morfologia
dependientes del citoesqueleto de actina y no del citoesqueleto de tubulina.

Se evalud la expresion de tres proteinas de union a actina: timosina 34,
profilina y gelsolina, encontrandose una expresion disminuida, tanto génica como
proteica a las 24 horas de la administracion de butionina sulfoximina, sin embargo,
esta disminucién desaparece en las 48 horas de tratamiento. Estos cambios fueron
suficientes para relocalizar estas proteinas hacia las proyecciones citoplasméticas.

Nuestros datos confirman que una disminucion en el contenido de GSH, en
ausencia de estrés oxidativo pueden transitoriamente inhibir las proteinas de union
a actina y que este estimulo es suficiente para inducir cambios en la morfologia

celular a través del citoesqueleto de actina.



ABSTRACT

The importance of glutathione in alternative cellular roles to the canonically
proposed, were analyzed in a model unable to synthesize GSH. Gene expression
analysis shows that the regulation of the actin cytoskeleton pathway is strongly
impacted by the absence of GSH. To test this hypothesis, we evaluate the effect of
GSH depletion via buthionine sulfoximine (5 and 12.5 mM) in human neuroblastoma
MSN cells. In the present study, 70% of GSH reduction didn’t induce reactive oxygen
species, lipoperoxidation or cytotoxicity, which enabled us to evaluate the effect of
glutathione in the absence of oxidative stress. The cells decreasing GSH levels
acquired morphology changes depended on the actin cytoskeleton and not on

tubulin.

We evaluated the expression of three actin-binding proteins: thymosin 34,
profilin and gelsolin, showing a reduced expression both at gene and protein levels
at 24 h of treatment; however, this suppression disappears after 48 h of treatment.
These changes were sufficient to trigger the co-localization of the three proteins
toward cytoplasmic projections. Our data confirm that a decrease in GSH in the
absence of oxidative stress can transiently inhibit the actin binding protein and that
this stimulus is sufficient to induce changes in cellular morphology through actin

cytoskeleton.
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INTRODUCCION

1. Glutation

El glutation (GSH) fue descubierto en 1888 por Rey Pailhade y fue llamado
“philothione”, posteriormente en los 20’s fue descrito por Sir Frederick Gowland
Hopkins, en la década de los 30’s su estructura fue resuelta y mas tarde, en la
década de los 70’s fue redescubierto y se reconocié como el tiol no proteico mas
importante de la célula (Cotgreave and Gerdes, 1998; Aoyama et al., 2008). El
glutation o usualmente abreviado GSH, es un tripéptido formado por los
aminoéacidos L-glutamato, L-cisteina y glicina, por lo que su hombre quimico es: y-

L-glutamil-L-cisteinil-glicina (Bains et al., 1997).

1.1.Sintesis del glutation

La sintesis del glutation (GSH) se lleva a cabo por la accidn consecutiva de
dos enzimas: la y-glutamilcisteina sintetasa (y-GCS) o también denominada
glutamato cisteina ligasa (GCL), usa glutamato y cisteina como sustratos para
formar el dipéptido y-L-glutamil-L-cisteinil, el cual es combinado con glicina en una
reaccion catalizada por la enzima glutation sintetasa para formar al GSH. Cabe
mencionar que ambas enzimas emplean adenosina trifosfato (ATP) como
cosustrato, y que la y-GCS es la enzima limitante en la sintesis de GSH. El nivel
intracelular de GSH es regulado por la inhibicién de la enzima y-GCS por el producto
final de la reaccién, el GSH. Por lo tanto, la sintesis y el consumo de GSH estan en
balance (Dringen, 2000).
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Figura 1. Sintesis de glutatiéon.

1.2.Funciones del glutation

El GSH es un tiol celular que se encuentra presente en altas concentraciones
(hasta 12mM) en las células de los mamiferos. Tiene funciones importantes como
antioxidante, participa en reacciones de desintoxicacion de xenobidticos, es cofactor
en reacciones de isomerizacion y sirve como almacén y transporte de cisteina
(Meister and Anderson, 1983). Ademas, el GSH es esencial para la proliferacion
celular y mantiene el potencial redox de los tioles en las células, conservando los
grupos sulfhidrilo de las proteinas en su forma reducida (Cotgreave and Gerdes,
1998). También existe evidencia que el glutation participa en la regulacién de la
apoptosis (Franco and Cidlowski, 2009). Es cofactor de varias enzimas
desintoxicantes, como la GSH peroxidasa y transferasa y participa en la conversién
de las vitaminas C y E a sus formas activas (Briden et al. 2012). El sistema del GSH
es muy importante ya que defiende a la célula contra las especies reactivas de
oxigeno (ERO). ElI GSH, gracias al grupo sulfhidrilo de la cisteina (-SH), tiene la
capacidad de reaccionar directamente con radicales en reacciones no enzimaticas,
por lo que constituye la primera linea de defensa de la célula contra el dafio oxidativo
causado por las ERO. También puede formar conjugados con xenobidticos y

participa en la reduccion de peroxidos.



1.3.Metabolismo del glutatién

Durante la desintoxicacion de las ERO, el GSH participa en dos tipos de

reaccion:

1. El GSH reacciona de manera no enzimatica con radicales como el radical
anion superoxido, 6xido nitrico o el radical hidroxilo.
2. ElI GSH participa como donador de electrones para la reduccién de peroxidos

en la reaccion catalizada por la enzima Glutation peroxidasa (GPXx).

El producto final de la oxidacion de GSH es el glutatién disulfuro (GSSG). El
GSH es regenerado desde el GSSG dentro de las células por la reaccidn catalizada
por la enzima glutation reductasa (GR). El producto de la GPx es GSSG, el cual es
convertido a GSH por accion de la enzima GR.

Durante las reacciones catalizadas por la GPx y la GR, el GSH no es
consumido, es reciclado, sin embargo, durante la generaciéon de conjugados por
accion de la enzima glutation-S-transferasa (GST) y durante la liberacion de GSH al
espacio extracelular, el GSH es consumido, lo cual se ve reflejado en el nivel
intracelular de GSH. A pesar de que el GSH es consumido, este es re-sintetizado a
partir de los aminoacidos que lo constituyen. El GSH puede ser excretado a los
espacios extracelulares en sus tres formas: GSH, GSSG y conjugados de GSH, los
conjugados son hidrolizados en sus diferentes componentes y son reabsorbidos, sin
embargo, los residuos de cisteina generalmente permanecen conjugados con
xenobibticos y son liberados por los organismos en las heces. La mayoria de los
conjugados de GSH se metabolizan a conjugados de N-acetil cisteina (acidos
mercapturicos) correspondientes y se liberan en la orina y la bilis. Los residuos de
glutamato y glicina generalmente se recuperan, pero los residuos de cisteina
permanecen conjugados y se pierden (Volodymyr 2012). El GSH extracelular y sus
conjugados son substratos de la ectoenzima y-glutamil transpeptidasa (y-GT), la
cual cataliza la transferencia del grupo y-glutamil del GSH o del conjugado a una

molécula aceptor, generando asi el dipéptido Cisteina-Glicina (y-CysGly). Este



dipéptido puede ser hidrolizado por las ectopeptidasa a cisteina y glicina,
aminoacidos que posteriormente seran reabsorbidos por las células y serviran como

sustratos para la sintesis de novo de GSH (Lieberman et al., 1996).

GSSG

GSSG

I

-GluCys GS-Y ———@—> GS-Y
7_’ L y 7_’ GST

7-GT

1-GluX

Y-CysGly

+ 1 Ectopeptidasa 7-GT

Cys + Gly CysGly

v-GluX

Figura 2. Metabolismo del Glutatién. X: aceptor del y-glutamil proveniente del GSH, Y: substrato de
la GST, GSH: Glutation, y-GCS: y-glutamilcisteina sintetasa, GPx: Glutation peroxidasa, GSSG:
Glutation disulfuro, GR: Glutation reductasa, GST: Glutatibn S-transferasa, y-GT: y-glutamil

transpeptidasa, GS: Glutation sintetasa (modificado de Drigen, 2000).

1.4.Funciones del glutatién diferentes a la antioxidante

Existen un gran numero de estudios sobre el metabolismo del GSH, pero
poco se sabe si el GSH tiene funciones diferentes a la antioxidante. De los primeros
estudios que evidencian que el GSH puede tener otras funciones distintas a la de
un antioxidante es el de Lieberman y colaboradores (1996), donde muestran que la

disminucién del contenido de GSH intracelular provocada por la deficiencia de la

8



enzima y-GT en ratones tiene efectos como anormalidades esqueléticas,
crecimiento lento, muerte prematura y la pérdida del color del pelaje. La
administracion del antioxidante N-acetil cisteina (NAC) a estos ratones les permite
un desarrollo casi normal, pero caracteristicas como el color del pelaje no son
totalmente reestablecidas, lo que sugiere que el GSH tiene funciones diferentes a
la de ser simplemente un antioxidante (Lieberman et al., 1996; Levasseur et al.,
2003).

Mas tarde, con el propésito de ahondar en el estudio de las funciones del
GSH, Shi y colaboradores en el 2000 generaron un raton knockout para la enzima
GCL y por lo tanto incapaz de sintetizar GSH. Los embriones knockout no gastrulan,
no forman el mesodermo y finalmente mueren por apoptosis antes del dia 8.5. De
estos embriones se aislo la linea celular knockout de la GCL denominada GCS-2
mediante el cultivo en medio adicionado con GSH, aunque también pueden crecer
indefinidamente en medio suplementado con NAC y con niveles indetectables de
GSH. Estos datos sugieren que el GSH es necesario para el desarrollo de los
mamiferos, pero no para el crecimiento celular, ya que los embriones no pudieron
ser rescatados con NAC como se hizo con las células, debido a que el NAC solo
puede suplir las funciones del GSH como antioxidante y ser fuente de cisteina, pero
no aquellas que dependen de la molécula “per se” y que aun resultan desconocidas
(Shi et al., 2000).

En otro contexto, en el proceso de apoptosis, estudios iniciales sugerian que
la disminucion del GSH era una consecuencia del estrés oxidativo generado durante
la muerte celular, sin embargo, estudios recientes sugieren que la diminucion del
GSH y la modificacion de proteinas a través de la glutationilacién son reguladores
criticos de la apoptosis (Franco and Cidlowski, 2009).



2. Citoesqueleto

El citoesqueleto es un entramado tridimensional de filamentos que provee el
soporte interno en las células, esta conformado por cientos de proteinas que forman
redes filamentosas que se extienden desde la membrana plasmética hasta la
envoltura nuclear e interconecta el nucleo celular con la matriz extracelular, por lo
gue se ve involucrado en todos los aspectos estructurales y dinamicos de la célula,
organiza las estructuras internas e interviene en los fendmenos de transporte, trafico
y division celular (Ramaekers y Bosman, 2004). Estas redes filamentosas son de
tres tipos: microfilamentos, filamentos intermedios y microtubulos, todos ellos
polimeros construidos por subunidades proteicas que se unen no-covalentemente
(Lodish et al., 2008).

2.1.Microtubulos

Los microtdbulos estan construidos de protofilamentos, lo cuales son el
resultado de la polimerizacion de heterodimeros de a y B tubulina. La mayoria de
los microtubulos estan constituidos por 13 protofilamentos que interactian para

formar una estructura tubular (Wickstead and Gull, 2011).

2.2.Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios son diferentes a los microtibulos en estructura,
bioguimica y distribucion filogenética. Son formados por dimeros de proteinas que
se superponen para formar filamentos no polarizados (Wickstead and Gull, 2011).

2.3.Microfilamentos

La actina es una proteina globular llamada G-actina, la cual es ubicua y forma

filamentos, F-actina. Los filamentos de actina, también llamados microfilamentos,

10



estan formados por dos protofilamentos, lo cuales estan enrollados entre si,
formando una doble hélice a la derecha (Wickstead and Gull, 2011). Estos
filamentos de actina son altamente dindmicos, lo que permite a la célula responder
a sefales extracelulares mediante el movimiento, cambio de forma o mediante la

translocacion de organelos (Chen et al., 2000).

Aunque la polimerizacién de la actina in vivo no requiere factores como
proteinas accesorias, la dinamica del citoesqueleto de actina esta altamente
regulada por proteinas accesorias que hacen que la dindmica de polimerizacién y
despolimerizacion sea unas 100 a 200 veces mas rapida (Lodish et al., 2008).

2.3.1. Proteinas de unién actina

Todos los eventos moviles de una célula no-muscular involucran la
reorganizacion de los filamentos de actina, dicha reorganizacion siempre esta
acompafiada de la accién de proteinas accesorias, llamadas proteinas de unién
actina, que regulan la polimerizacion y despolimerizacién de la actina a través de
distintas actividades. Algunas proteinas secuestran mondmeros de actina para
prevenir la formacién espontanea de filamentos (timosina p4), otras interaccionan
con mondémeros de actina para facilitar el intercambio de nucleétidos de ATP
(profilina), otras rompen los filamentos de actina para generar nuevos filamentos o
para desensamblar los ya formados (ADF/Cofilina y gelsolina), otras se unen a los
extremos crecientes de los filamentos para evitar su elongacién (proteinas cap,
gelsolina y el complejo Arp2/3) y otras sirven de nucleo para iniciar la polimerizacion
de nuevos filamentos (complejo Arp2/3). Aunque existe un gran numero de
proteinas de unidon a actina, las proteinas antes mencionadas, timosina (34,
gelsolina, profilina, ADF/Cofilina y el complejo Arp2/3 son ubicuas en células
eucariontes ademas de que con ellas se cubren las funciones necesarias para

regulacion del citoesqueleto de actina (Chen et al., 2000).

11



2.3.1.1. Timosina 34

La proteina citosélica timosina 34 tiene una alta afinidad por ATP-G-actina,
por lo que es considerada la principal secuestradora de monomeros de actina; esta
proteina forma un complejo 1:1 con la actina lo que impide su polimerizacion, sin

embargo, se encuentra en equilibrio con la concentracion de F-actina:

F-actina < G-actina + timosina 4 < G-actina-timosina 34

Por lo anterior, la concentracion de filamentos de actina es sensible a
cambios en la concentracion de timosina 34 en el citosol (Lodish et al., 2008), lo

cual repercutird en la dinamica del citoesqueleto de actina.

La proteina timosina 4, ademas de ser una proteina secuestradora de G-
actina, se le ha involucrado en procesos como apoptosis, angiogénesis,
carcinogénesis, inflamacion y cicatrizacion, por otro lado, dada su abundante
expresion en el cerebro y que el citoesqueleto de actina juega un papel de suma
importancia en la sinaptogénesis y en la plasticidad sinaptica, la proteina timosina
B4 tiene un rol importante en el sistema nervioso central (Ying et al., 2004; Popoli et
al., 2007).

2.3.1.2. Profilina

Profilina es una proteina citosdlica que tiene la capacidad de secuestrar
monomeros de ATP-actina de manera estable, formando un complejo 1:1; a
diferencia de la proteina timosina (4, profilina solo puede formar complejo con
alrededor del 20% de la actina no polimerizada. Aunque esta proteina también
secuestra actina, se le ha atribuido la funcion de promover la polimerizacion de
actina, ya que el analisis de la estructura tridimensional del complejo profilina-actina

sugiere gue se puede unir transitoriamente al extremo creciente del filamento de

12



actina, acercando el mondmero de actina para que polimerice y crezca el filamento,
ademas facilita el intercambio de ADP por ATP (Wang et al., 2003).

2.3.1.3. Gelsolina

Es una proteina de union a actina, perteneciente al grupo denominado
separadoras o fragmentadoras de filamentos de actina, esta se une a los laterales
de los filamentos de actina y los rompe, para favorecer la despolimerizacion de los
filamentos en &reas donde ya no son requeridos y ser reutilizados en otras areas
(Lodish et al., 2008). Principalmente se encuentra en el citosol, aunque también

existe una forma que es excretada al plasma (Qiao et al., 2005).

D ATP-actina
o ADP-Pj-actina “ry
D ADP-actina <
Wl Complejo Arp2/3 ©

= VWASP ADP

s [Cofilina/Gelsolina|

2 |Timosina B4
Profilina

. Proteina capping

ATP

Figura 3. Modelo de la dindmica de polimerizacion y despolimerizacion de los filamentos de actina,

donde se representa la funcién de las proteinas de unién a actina.
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2.4.Citoesqueleto en la enfermedad

Dado que el citoesqueleto esta involucrado en la gran mayoria de los
procesos celulares, anormalidades en él, generalmente resultan en condiciones
patoldgicas, evidenciando que esta estructura es crucial para la célula. De hecho,
se han asociado anormalidades en el citoesqueleto con algunas enfermedades tales
como enfermedades cardiovasculares, en el proceso de invasion en cancer, cirrosis
hepatica, fibrosis pulmonar y sobre todo neurodegeneraciones (Ramaekers y
Bosman, 2004). Algunas neurodegeneraciones se caracterizan por la presencia de
agregados de proteinas anormales en neuronas y glia del sistema nervioso central,
que incluso han permitido la clasificacién molecular de algunas de la gran variedad
de neurodegeneraciones, relacionandolas con la presencia de agregados de
filamentos intermedios neuronales o de la proteina asociada a microtubulos tau, ya
que aparentemente comparten mecanismos patoldgicos comunes. Estos
desdrdenes han sido llamados filamentopatias y tauopatias, respectivamente,
destacando en el primer desorden la enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral
amiotréfica, neuropatia diabética y enfermedad de Parkinson, y en el segundo la
enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica, degeneracion corticobasal,
sindrome de Down, demencia frontotemporal, distrofia mioténica, enfermedad de
Pick, entre otras. Estudios también sugieren que el citoesqueleto de actina, en
particular proteinas de union a actina, también pueden tener implicaciones en

algunas neurodegeneraciones (Cairns et al., 2004).
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HIPOTESIS

Cambios en el nivel de glutation intracelular modificaran la expresion génica
y proteica de gelsolina, profilina y timosina B4 causando alteraciones en la dinamica

del citoesqueleto de actina.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si el glutation juega un papel en la regulacién del citoesqueleto

de actina.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar si el glutation juega un papel en la regulacion del citoesqueleto

de actina en la linea celular GCS-2 (incapaz de sintetizar glutation).

Determinar el efecto de la inhibicion farmacologica de la sintesis de glutation
en la linea celular MSN sobre la regulacién del citoesqueleto de actina.

Evaluar si la disminucién del nivel intracelular de glutation tiene efectos sobre

la viabilidad celular.
Disminuir el nivel intracelular de glutation en la linea celular MSN.

Evaluar si existe generacién de estrés oxidativo tras la disminucion del nivel

intracelular de glutation.

Evaluar si hay cambios en la expresion génica y proteica de actina, timosina

B4, gelsolina y profilina tras la disminucion de glutation intracelular.

Evidenciar si la disminucion de glutation tiene efectos sobre la dindmica del

citoesqueleto de actina.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Modelo celularGCS-2
Funciones Genesreguladosa la
Moleculares: alta:
*Cofilina1y2
MF00261: Actin *Homdlogo de fascina 1

binding cytoskeletal *Gelsolina
protein.

Genesreguladosa la

MF00091: baja:
Cytoskeletal protein *Timosina B4
Anélisis de Microarreglos *Profilina
Modelo celularMSN
*Gelsolina
*Timosina p4 o
*Profilina
\ﬂ ~ Viabilidad
MSN B GSH
1 Control 24h
\ 4 ERO
|GSH— BSO5mM — 1 Lpx
BSO 12.5mM 1 48h Expresiéngénica
i - Expresionproteica

~— Microscopia confocal

Figura 4. Estrategia Experimental. Modelo celular GCS-2. Para el andlisis de microarreglos se
empled la linea celular GCS-2, incapaz de sintetizar glutation dado que es knockout para la enzima
glutamato cisteina sintetasa, obtenida a partir de ratones GCS -/-. Las células control se obtuvieron
a partir de ratones BDC1 (wild type). Los resultados del analisis de microarreglos mostraron que la
via del citoesqueleto de actina es fuertemente afectada por la ausencia de GSH. Modelo celular
MSN. La linea celular MSN proviene de un neuroblastoma humano, en dicha linea se disminuyo el
contenido intracelular mediante tratamientos con BSO. Se evalué la viabilidad celular, el contenido
intracelular de glutatién, especies reactivas de oxigeno y lipoperoxidacién para corroborar que la
disminucién del contenido de glutatién es compatible con la viabilidad celular y no genera un estado
de estrés oxidante. Mediante microscopia confocal se evalu6 la morfologia de las células.
Posteriormente se evallo la expresion génica y proteica de gelsolina, profilina y timosina (4.
Finalmente, mediante microscopia confocal se evalud la distribucién de las proteinas de gelsolina,

profilina y timosina 4.
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METODOLOGIA

Modelo celular GCS-2
Cultivo celular

Se obtuvieron blastocistos de ratdn a partir de ratones deficientes de la
enzima yGCS (GCS-/-) y por lo tanto incapaces de sintetizar glutation, los cuales se
denominaron como GCS-2. Como células control se emplearon blastocistos
obtenidos de ratones BDC1 (wild type). Los ensayos se llevaron a cabo usando
medio completo M15, DMEM knockout suplementado con 15% de suero fetal bovino
(SFB) certificado para células madre embrionarias, 2 mM de glutamina, 0.1 mM B-
mercaptoetanol, 100 unidades/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. Las
células GCS-2 se mantuvieron en medio suplementado con 2.5 mM de GSH,
cambiando el medio todos los dias. En los experimentos donde se retird el
suplemento de GSH, las células se lavaron dos veces con PBS 1x y se coloc6 medio
fresco sin suplementar con GSH. Las células se incubaron a 37°C en incubadora
con CO2 al 5%. Se cuantificaron los niveles de GSH en células con medio
suplementado o sin suplementar con GSH. La viabilidad y cuantificacién de células
se determind usando tincion de exclusion con azul tripano (Zheng-Zheng et al.,
2000).

Analisis de expresion diferencial de genes

Para hacer el analisis de la expresion diferencial de genes se aisl6 el ARN
total por medio de trizol y purificandolo posteriormente por medio del kit de
aislamiento de RNA total RNeasy. Se llevo a cabo la sintesis de cARN de doble
cadena mediante el sistema Super Script Choice. El cCARN obtenido se purifico
mediante extracciones fenol-cloroformo. Mediante el kit Bioarray Highyield RNA se
marcé el cARN con biotina. Los productos de la transcripcion in vitro fueron

purificados usando columnas de centrifugacidon RNeasy y cuantificados por analisis
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espectrofotométrico. Después de la purificacion, el cCARN se fragmento usando el
procedimiento estandar de Affymetrix para obtener fragmentos de ARN de
aproximadamente 35-200 bases. La integridad del ARN fragmentado se verifico por
medio de electroforesis en gel de agarosa.

A partir del cARN fragmentado se preparé un coctel de hibridacién mezclando
0.05 pg/puL de cARN fragmentado; 50 pM del control oligonucleétido B2; 1.5, 5, 25
y 100 pM de controles eucariéticos de hibridacion con genes bioB, bioC, bioD y cre
respectivamente; 0.1 mg/mL de ADN de esperma de arenque; 0.5 mg/mL de BSA
acetilada y 1x de buffer de hibridacion. El coctel se calent6 a 99°C por 5 minutos y
posteriormente se coloco el cartucho. La hibridacién se realizé durante 16 h con
rotacién a 60 rpm en un horno a 45°C. Después de la hibridacion, se retiré el coctel
de la matriz de la sonda y se llen6 con el buffer de lavado. La estacion GeneChip
fluidics station 400 se utilizd para lavar y tefir los microarreglos. Se siguié el
protocolo de tincién del fabricante. Los microarreglos fueron lavados dos veces y
tefiidos con 10 pg/L de solucion de ficoeritrina estreptavidina. Después de la tincion

se realizd un lavado final con buffer de lavado y se escanearon los microarreglos.

Analisis bioinforméatico DAVID

Los recursos de bioinformatica de DAVID consisten en una base de
conocimientos bioldgicos integrados y herramientas analiticas destinadas a extraer
sistematicamente el significado biolégico de grandes listas de genes o proteinas. Es
un entorno de mineria de datos integrado y de alto rendimiento para analizar listas
de genes derivadas de experimentos gendmicos de alto rendimiento (Huang et al.,
2009).
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Modelo celular MSN

Cultivo celular

La linea celular MSN proviene de un neuroblastoma humano (Reynolds et
al., 1986), son células adherentes, que crecen en monocapa. Se cultivaron en cajas
de cultivo utilizando medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB, 1% de
aminoéacidos no esenciales, 1% de antibidtico-antimicotico (penicilina-
estreptomicina-anfotericina) y 1% de QSN (gutamina-serina-asparagina). Para
llevar a cabo los experimentos, las células se incubaron a 37°C en atmosfera de
CO2 al 5%. Las células fueron sub-cultivadas a una densidad de 1x10° células por

caja de cultivo y cosechadas por pipeteo.

Disminucién del nivel de GSH intracelular mediante tratamiento con

butionina sufolximina

Se sembraron 1X108 células MSN en placas de cultivo de 100 mm con 7 mL
de medio RPMI 1640 suplementado. Después de 72 horas, las células en cultivo se
lavaron cuidadosamente con PBS 1x estéril y se adicionaron 10 mL de medio RPMI
1640 suplementado. Los tratamientos con butionina sufolximina (BSO) se
administraron en concentraciones finales de 0, 5, 12.5, 25 y 50 mM. Las células

fueron tratadas por 24 y 48 horas.

Viabilidad celular por la prueba dual de fluorocromos (FDA/EtBr)

La viabilidad celular se midié usando el método de doble tincion usando
diacetato de fluoresceina (FDA)/bromuro de etidio (BrEt). Por cada muestra, se
tomaron 10 pL de suspension celular y fueron mezcladas con 10 pL de la solucion
de fluorocromos que contenia 0,02 ug/ml de Et-Br y 0,015 ug/ml de FDA (Sigma-

Aldrich). Las células se analizaron usando un microscopio de fluorescencia Olympus
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BX-60 con un filtro UM61002 (Olympus, Tokio, Japén). El analisis en el microscopio
de fluorescencia permite diferenciar las células vivas (verdes) de las células muertas
(rojo). Realizando un conteo aleatorio de 100 células por muestra se determiné un
porcentaje de viabilidad.

Cuantificacién de GSH reducido

Para cuantificar el nivel de glutation reducido se empleé el agente
derivatizante orto-ftalaldehido (OPT), debido a que forma un aducto fluorescente
con el GSH, pero no con el GSSG. Se tom6 una alicuota de 100 pL de suspension
celular en PBS e inhibidores y se adicion6 100 pL de acido meta-fosférico, agente
precipitante (1.67 g de acido meta-fosforico, 0.2 g de EDTA y 30 g de NaCl en 100
mL de agua destilada), colocandolos en un tubo eppendorf de 600 uL, se agitaron
en vortex y centrifugaron para recolectar el sobrenadante, el cual se congel6 a -
70°C para posteriormente cuantificar GSH. Para cuantificar GSH se tomaron 50 pL
de sobrenadante, se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 mL, adicionando 1 mL
de buffer de GSH (0.1M NaH2PO4 y 0.005M de EDTA a pH 8). Posteriormente se
adicion6 50 pL de OPT (1 mg/mL en metanol) para obtener un conjugado
fluorescente de GSH. Se tomaron 200 pL de la mezcla y se colocaron en una placa
opaca de 96 pozos, la cual se incubd durante 15 minutos en oscuridad. La
fluorescencia se ley6 en un lector de microplacas de fluorescencia BioTek FLx800

con la emisién ajustada a 420 nm y la excitacion ajustada a 350 nm.

Determinacion de Especies Reactivas de Oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) se determinaron con un ensayo
flurométrico modificado, usando dihidrorodamina 123 como sonda. El principio de
este método esta basado en la oxidacion de la dihidrorrodamina 123 dependiente
de la cantidad de ERO, para formar el compuesto fluorescente de rodamina 123. A

partir de una alicuota de 100 pL de suspension celular en PBS e inhibidores, se
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centrifuga a 12,000 rpm por 5 minutos. Se descartd el sobrenadante y se
adicionaron 180 uL de buffer A (140 mM de NaCl, 5 mM KCI, 0.8 mM MgSQOas - 7
H20, 1.8 mM de CaCl2, 5 mM de glucosa, 15 mM de HEPES) y 20 pL de
dihidrorodamina. Las muestras se incubaron por dos minutos a 37°C. El producto
fluorescente de rodamina 123 se midié usando un espectrofotometro a 505 nm e

interpolando a partir de una curva estandar de rodamina 123.

Cuantificacion de lipoperoxidacion

Para medir la concentracion de malondialdehido (MDA) se emple6 el método
del &cido tiobarbiturico. Se tomé una alicuota de 100 pL de células suspendidas en
PBS e inhibidores de proteasas y se afiadieron 100 pL de acido tricloroacético (10%
p/v) y se centrifugd a 3,000 g por 10 minutos. Se tomé el sobrenadante y se le
adicion6 1 mL de acido tiobarbitarico (0.375%) y la mezcla se calentd6 a 92°C
durante 45 minutos. La absorbancia del complejo acido tiobarbitirico-MDA se midio
a 532 nm usando un espectrofotdmetro ELISA. Los datos se interpolaron en una
curva de concentracion de MDA (1, 1, 3, 3-tetraetoxipropano) de 0 a 10 nM.

Determinacion de la expresion génica por RT-PCR

El ARN total se aisl6 usando el reactivo trizol siguiendo las instrucciones del
fabricante (Invitrogen). La cantidad y pureza del ARN se determiné
espectrofotométricamente. Para la reaccion de RT-PCR (del inglés Reverse
transcription-polymerase chain reaction) se empled el sistema Access RT-PCR,
siguiendo las indicaciones del fabricante (Promega). Los productos de RT-PCR se
cargaron en un gel de agarosa al 3% y los niveles de mARN se analizaron usando

el software Kodak 1D v3.5.3. Se utilizaron los siguientes primers:
Actina: catcatgaagtgtgacgtgg (forward), atactcctgcttgctgatcc) (reverse).

Thymosin B4: tgaacaggagaagcaagcag(forward), tagacagatgggaaaggcag (reverse).
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Gelsolin: acggctgaaggacaagaaga (forward), ttccaacccagacaaagacc (reverse).
Profilin: ggaggcggattgaataagaag (forward), ccatcaccctgcattgctaa (reverse).

Ribosomal Protein L32: aagaagttcatccggcaccag (forward), gcgatctcggcacagtaagat

(reverse).

Se empleo la proteina ribosomal L32 como control.

Determinacion de la expresion proteica por western blot

Las células MSN se lisaron en buffer RIPA (150 mM de NacCl, 0.1% de Triton
X-100, 0.5% de desoxicolato de sodio, 0.1% de dodecilsulfato de sodio y 50 mM de
Tris-HCL, pH 8) con inhibidores de proteasas y se centrifugaron. Las proteinas
totales se cuantificaron usando el kit de &cido bicinconinico (Thermo-Fisher
Scientific Inc.). Se tomaron cantidades iguales de proteinas y se cargaron en geles
de poliacrilamida, se llevo a cabo la electroforesis para poder separar las proteinas.
Terminada la electroforesis se llevo a cabo la transferencia en membranas de
nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno, la primera se empleé para detectar
proteinas con peso molecular superior a 20 kDa, mientras que la segunda se emple6
para proteinas por debajo de 20 kDa. La membrana se bloqued con leche
descremada al 5% y albumina al 1% en TBS y luego se incub6 secuencialmente
con anticuerpo primario y posteriormente con anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano. Los anticuerpos primarios empleados fueron anti-Timosina
B4 policlonal de cabra (1:2000), anti-Gelsolina monoclonal de ratén (1:2000), anti-
Profilina 1/2 policlonal de conejo (1:2000) y anti-p tubulina monoclonal de ratén
(1:2000). Los anticuerpos se diluyeron en solucién de bloqueo y se incubaron con
las membranas a 37°C durante 1 hora. Posteriormente las membranas se lavaron
con TBS-Tween 20 al 0.1% y se incubaron con anticuerpo secundario, de la misma
manera que el anticuerpo primario. Las bandas se visualizaron usando los reactivos

de deteccion Amersham ECL de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Una
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vez obtenidas las bandas se analizaron por medio de densitometria, para asi poder

cuantificar la cantidad de proteina presente en cada una de las muestras

Inmunofluorescencia

Se sembraron un total de 10° células MSN en cubreobjetos recubiertos con
gelatina al 0.1% en una placa de 12 pozos y se incubaron durante 72 horas o hasta
que estuvieran subconfluentes. Posteriormente se lavaron las laminillas con PBS
1x, se renovd el medio y se adicionaron los tratamientos de BSO a una
concentracion de 5y 12.5 mM. Después de 24 o 48 horas de tratamiento con BSO,
se eliminaron los medios y las células MNS se fijaron con paraformaldehido al 4%
y se permeabilizaron las células con PBS-Triton X-100 al 0.2%. Previo a la
incubacion con anticuerpos, las muestras se bloquearon con albumina al 1% y SFB
al 5% en PBS. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-B-tubulina
monoclonal de ratén (1:50), anti-Timosina B4 policlonal de cabra (1:50), anti-
Gelsolina monoclonal de raton (1:50) y anti-Profilina 1/2 policlonal de conejo (1:50).
Los anticuerpos se diluyeron en solucién de bloqueo y se incubaron a 37°C durante
1 hora. Transcurrida la incubacion, los cubreobjetos se lavaron tres veces con PBS-
Tritobn X-100 al 0.2% durante 5 minutos. Los anticuerpos secundarios empleados
fueron: anticuerpo de cabra anti-ratbn marcado con FITC (1: 100), anticuerpo de
cabra anti-conejo marcado con FITC (1: 100) y anticuerpo bovino anti-cabra
marcado con FITC (1:100). También se empleé Faloidina marcada con Alexa Flour
594 (1:50) para tefiir los filamentos de actina y 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI),
300nM, para contrastar los nucleos de la célula. Todos los anticuerpos secundarios
se disolvieron en solucion de bloqueo. Las células se incubaron con los anticuerpos
secundarios y con Faloidina Alexa Flour 594 a 37°C durante 1 hora. Se afiadié DAPI
durante los ultimos 5 minutos de incubacion del anticuerpo secundario. Finalmente,
los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS-Triton X-100 al 0.2% y se montaron
en portaobjetos empleando el medio de montaje Dako (Dako North America, Inc.)
para su posterior analisis. Las muestras fueron examinadas en un microscopio

invertido Axio Observer acoplado a un microscopio de escaneo laser confocal LSM
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710 DUO (Carl Zeiss), empleando un objetivo sumergido en aceite Plan Apochromat
40X/1.3. Las imagenes fueron capturadas empleando el software ZEN 2008 (Carl
Zeiss) y analizadas empleando el paquete Fiji para el procesamiento de imagenes
de ImageJ.

Andlisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como porcentaje de error estandar
(EE). La significancia estadistica se analiz6 utilizando ANOVA de una via, la prueba
t-Student y los valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
Todos los analisis se realizaron utilizando el software SigmaStat y los histogramas
se realizaron utilizando el software SigmaPlot. Se realiz6 también una regresion
lineal con el software SigmaStat para determinar si los tratamientos con BSO
estaban relacionados con los cambios en la viabilidad celular, los niveles de ROS y

la lipoperoxidacion.
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RESULTADOS

Expresion de los genes del citoesqueleto de actina en células deficientes de
GSH (GCS-2)

En la Tabla 1 se observa el analisis global de las funciones moleculares en
células incapaces de sintetizar GSH, obtenido por los patrones de expresion génica

y el nUmero de genes implicados con sus respectivos valores de p.

El andlisis de expresién mostré que la via del citoesqueleto de actina se
observa fuertemente afectada por la ausencia de GSH y que las proteinas de union
a actina tales como cofilina 1 y 2, homélogo de fascina y Gelsolina se encontraron
sobre expresadas, mientras que proteinas como Timosina B4 y Profilina se

encontraron sub expresadas, datos mostrados en la Tabla 2.

Tabla 1. Andlisis de las funciones moleculares alteradas por la falta de GSH en células

embrionarias de raton GCS-2. Analisis bioinformatico DAVID.

S Veces de I
0,

Término Conteo % Valor de p enriquecimiento Benjamini FDR
MF00107: Kinase 86 5.77956989 6.68968E-07 1.72558967 1.398E-4 8.4452E-4
MF00108: Protein kinase 68 4.56989247 9.29454E-06 1.73700140 9.7081E-4 0.01173303
MF00126: Dehydrogenase 32 2.15053763 2.8276E-4 2.00021197 0.01950907 0.35638051
MF00123: Oxidoreductase 71 4.77150537 5.9677E-4 1.49772870 0.02464379 0.75077381
MF00261: Actin binding

. 40 2.68817204 2.80201E-3 1.62442364 0.07068307 3.48030055

cytoskeletal protein
MFO00091: Cytoskeletal

. 73 4.90591397 7.63658E-3 1.34716657 0.10130483 9.22408705
protein
MF00071: Translation
fact 17 1.14247311 2.81380E-3 2.28303897 0.06333992 3.49470003
actor
MF00166: Isomerase 21 1.41129032 3.76944E-3 2.00593441 0.07589561 4.65577076
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Tabla 2. Analisis de la expresién génica implicada en la ruta del citoesqueleto de actina en

células embrionarias de ratén GCS-2. Analisis bioinformatico DAVID.

Unigene ID Simbolo del gen Nombre del gen Veces de cambio (log2)
Mm.261329 Myll2a Myosin -7.7
Mm.2647 Pfnl Profilin -5.16
Mm.97858 KiflB Kinesin family member 1B -4.04
Mm.142729 Tmsb4 Thymosin beta 4 -2.9
Mm.25321 Nudcd3 NudC domain containing 3 -1.92
Mm.21687 Limd2 Lim domain containing 2 -1.91
Mm 392504 Capza2 Capping protein muszcle Z-line beta alpha 178
Mm.253564 Actnl Actinin, alpha 1 -1.63
Mm.441340 Kif6 Kinesin family member 6 -1.55
Mm.329322 Fhod3 Formin homolog 2 containing 3 -1.41
Mm.52297 Fnbpl Formin binding protein 1 -1.41
Mm.428571 Septin 11 Septin 1l -1.39
Mm.272460 Gabarap Gamma':sr:mgt‘égrﬁgg%receptor 128
Mm.143877 Maprel Microtubule assfgﬁleiil;eg protein RP/EB 1.25
Mm.157770 Cnn2 Calponin 2 1.01
Mm.28357 Map1lc3b Microtubule 2f]sa(i)r(1:i§t§gtaprotein 1 light 12
Mm.99996 Kiflc Kinesin Family member 1c 1.23
Mm.478285 Dcin5 Dynactin 5 1.26
Mm.278357 Klcl Kinesin light chain 1 1.26
Mm.276826 Cfl2 Cofilin 2 1.27
Mm.295284 Stom Stomatin 1.27
Mm.276504 Nudcd2 NudC domain containing 2 1.28
Mm.40068 Tubb3 Tubulin beta 3 Class Il 13
Mm.7688 Kif3c Kinesin Family member 3c 1.32
Mm.258986 Mark2 Microtubule affinity regulating kinase 2 1.34
Mm.299774 Jup Junction plakoglobin 1.34
Mm.272368 Cripl Cystein-Rich protein 1 1.38
Mm.249479 Dyncli2 Dynein cytoplasmic 1 intermediate chain2 1.38
Mm.5567 Paliml PDZ and Lim domain 1 (elfin) 1.42
Mm.27063 Trip6 Thyroid hormone receptor interactor 6 1.44
Mm.205601 Cttn Cortactin 1.48
Mm.30010 Arpcib Actin related proteirléls complex subunit 1.49
Mm.273538 Tubb5 Tubulin beta 5 classl 1.49
Mm.392113 Tubalb Tubulin alpha 1B 1.56
Mm.20829 Emp3 Epithelial membrane protein3 1.6
Mm.271967 Laspl Lim and SH3 protein 1 1.61

27



Mm.208601 Tinl Talin 1 1.62
Actin related protein 2/3 complex subunit

Mm.289306 Arpc4d 4 1.64
Mm.289106 Add1 Aduccin 1 (alpha) 1.64
Mm.6919 Dctnl Dynactin 1 1.65
Mm.238285 Ketd10 Potassium channel tetramerisation 1.74
Mm.38450 Sept 9 Septin 9 1.88
Mm.21109 Gsn Gelsolin 1.93
Mm.271711 Tagin2 Transgelin 2 211
Mm.329655 Cfll Cofilin 1 2.27
Mm.289707 Fscn Fascin homologl 2.44
Mm 288974 Arpcs Actin related protein52/3 complex subunit 201
Mm.1287 Mapt Microtubule-associated protein TAU 3.08
Mm.275648 Pdlim7 PDZ and Lim domain 7 4.18
Mm.441431 Syn2 Synapsin Il 4.64
Mm.371777 Pmp2 Peripheral myelin protein 2 5.34
Mm.218624 Sh3yl1l SH3 domain YSC-like 1 13.25

Deplecion de los niveles intracelulares de GSH

Para lograr la maxima deplecion de GSH en el menor tiempo posible, las
células MSN se trataron a concentraciones de 25y 50 mM de BSO durante 24 horas.
En la Grafico 1 se observa que hay una disminucion significativa de la viabilidad
celular junto con niveles de GSH indetectables en ambas concentraciones (Grafico
1, Panel A y B). Debido a lo anteriormente encontrado, se evaluaron
concentraciones mas bajas de BSO, 5y 12.5 mM con el fin de no afectar la viabilidad
celular, pero que sean capaces de disminuir el contenido intracelular de GSH. Los
tratamientos con 5y 12.5 mM de BSO durante 24 horas demostraron ser efectivos
al disminuir los niveles de GSH en aproximadamente un 70% en comparacion con
el control, por lo que estas concentraciones se usaron para ensayos posteriores.
Una vez establecidas las concentraciones de BSO evaluamos la viabilidad celular y
el nivel de GSH a las 48 horas. Los tratamientos de BSO no afectaron la viabilidad
celular en las células MSN y se observd que a las 48 horas se redujo
aproximadamente en un 80% los niveles de GSH en comparacion con el control
(Tabla 3).
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Gréfico 1. La disminucién de los niveles de GSH intracelular disminuye la viabilidad celular. A)
Viabilidad celular de células MSN tratadas con altas concentraciones de BSO (25 y 50 mM) durante
24 horas, evaluadas mediante tinciéon dual de fluorocromos. B) Niveles correspondientes de GSH
intracelular de las células MSN tratadas con BSO (&: no detectado). Los niveles se determinaron
fluorométricamente (el limite estimado de deteccion por el método fluorométrico fue de 0.31 nmol de
GSH/mg de proteina). La significancia estadistica se determiné mediante la prueba de t-Student.

*p<0.05, **p<0.01. Los resultados mostrados son de tres experimentos independientes.
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Tabla 3. Ausencia de estrés oxidativo bajo deplecion de GSH.

Horas? Tratamiento Viabilidad celular ¢ GSHP¢ ERQP* LPxbf
Control 100.00 + 4.82 100.00 £ 9.05 100 £6.95 100.00 + 14.02
24 BSO 5 mM 105.40 + 2.88 31.33+6.03* 106.75+10.03 82.21 +22.06
BSO 12.5 mM 102.35+0.36 23.21 £6.23* 100.91+12.87 104.26 +19.08
Control 100.00 £ 0.74 100.00 + 6.05 100.00 £ 6.95 100.00 = 14.02
48 BSO 5 mM 92.21 £5.07 15.45 + 6.10* 109.50+9.35 103.61 +19.59
BSO 12.5 mM 89.14 £ 0.36 18.21 £5.09* 113.06£13.96 128.81+19.74

a Duracion del tratamiento en horas. P Los datos son expresados como porcentaje respecto a los
controles + error estandar. ¢ Viabilidad celular determinada por FDA/EtBr después de los tratamientos
con BSO. 9 Valores de GSH determinados por el método de orto-ftalaldehido (OPT) después de los
tratamientos con BSO. ¢ERO: especies reactivas de oxigeno, cuantificadas por la generacion de
rodamina 123 en células MSN después del tratamiento con BSO. Se uso CdCl> como control positivo
en concentracion de 50 uM por 2 horas: 138.29 + 13.55. {LPx los niveles de lipoperoxidacion se
determinaron por el método TBARS usando una curva de MDA en células MSN después del
tratamiento con BSO. Los experimentos se realizaron 3 a 7 veces. * Prueba t-Student; p<0.01

respecto al control.

Ausencia de estrés oxidante bajo deplecion de GSH

La evaluacion del estado redox de las células MSN después del tratamiento
con BSO se determiné midiendo los niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO)
y midiendo los productos finales de la lipoperoxidacion (Lpx). Es importante enfatizar
que el objetivo fue disminuir los niveles intracelulares de GSH sin promover un
estado de estrés oxidante, con el fin de establecer el efecto de la deplecion de GSH
sobre la regulacién del citoesqueleto de actina. La determinacién de ERO se midi6

por la generacion de rodamina 123 en células MSN tratadas con BSO a
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concentraciones de 5y 12.5 mM durante 24 y 48 horas. En la Tabla 3 se observa
gue no hubo cambios en los niveles de ERO en comparacioén con la condicion
control, lo que sugiere que la deplecidn intracelular de GSH no indujo la generacion
de ERO. Ademé4s, se midieron los productos finales de LPx y se observo que las
células MSN tratadas con 5y 12.5 mM de BSO durante 24 horas no generaron mas
productos finales de LPx que el tratamiento control, sin embargo, en el tratamiento
con 12.5 mM de BSO por 48h se observo un ligero aumento en los productos de
Lpx sin ser significativo. Para confirmar que la disminucién de GSH intracelular no
indujera estrés oxidante, se realizdé un analisis multivariado de los marcadores de
estrés oxidante (ERO y Lpx) contra la viabilidad celular en los tratamientos con BSO.
En la Tabla 4 se muestra que ni ERO ni Lpx afectaron la viabilidad celular por lo que
se puede inferir gue no hubo generacién de estrés oxidante.

Tabla 4. Analisis multivariado de marcadores de estrés oxidante con la viabilidad celular

Regresién lineal

mltiple Coeficiente Error estandar p VIF
Constante 139.162 50.107 0.069
ERO -0.222 0.568 0.722 2.425
LPx -0.153 0.118 0.284 2.425

El modelo de regresion lineal multiple usa un conjunto de variables independientes (ERO y LPx) para
explicar las influencias en la variable dependiente (viabilidad celular). En este caso, el andlisis
muestra que ninguna de las variables independientes parece necesaria para predecir la viabilidad

celular, lo que significa que los niveles detectados de ERO y Lpx no afectan la viabilidad celular.

La deplecion de GSH provoca cambios en la morfologia celular

En la Figura 5 se muestran las imagenes de microscopia confocal, en donde
se evidencian los cambios morfologicos en las células MSN, resultado de la

deplecion de GSH debido al tratamiento con BSO.
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Tras el tratamiento por 24 horas, las imagenes de confocal correspondientes
a la proteina actina muestran que las células control tienen una morfologia
caracteristica ademas de que se encuentran polarizadas. En un extremo de las
células se observaron estructuras tipo lamelipodia (flecha) con algunas
proyecciones citoplasmaticas o filopodios (punta de flecha), mientras que en el
extremo contrario se observéo una forma de cono (flecha vacia) con algunas
proyecciones citoplasmicas y estructuras en forma punto (punta de flecha vacia)
que aparentan ser adherencias focales. En las imagenes de confocal de las células
control, se observan perfectamente los microtubulos como fibras largas que se
distribuyeron a lo largo del citoplasma, en la periferia de la célula y delimitando el
espacio ocupado por el nucleo. Las imagenes de confocal de la proteina actina
después del tratamiento con 5 mM de BSO mostraron pérdida de la morfologia
celular caracteristica y cambios en la polaridad celular, incluyendo grandes
proyecciones citoplasmicas a lo largo de la superficie celular, asi como la presencia
de estructuras tipo lamelipodia (flecha), filopodia (punta de flecha) y estructuras en
forma de punto cerca de estas proyecciones (punta de flecha vacia). Por el
contrario, los microtibulos mostraron las mismas caracteristicas y distribuciéon que
en el tratamiento control. Después del tratamiento con 12.5 mM de BSO, las
imagenes de confocal de la proteina actina mostraron cambios drasticos en la
polaridad celular con la presencia de estructuras tipo lamelipodia (flecha), gran
namero de filopodios (punta de flecha) y varias estructuras en forma de puntos
(punta de flecha vacia). También observamos la presencia de un filopodio que se
asemeja a una neurita en el extremo de la célula (flecha vacia). En el caso de los
microtUbulos, permanecieron sin cambios en la estructura y organizacion. Los
microtubulos tanto en la condicion control como en los tratamientos con BSO,
mostraron cambios en su distribucién que corresponden a los cambios en la forma
de la célula debido al reordenamiento del citoesqueleto de actina (Figura 5, Panel
A).

Después del tratamiento por 48 horas, los filamentos de actina y los
microtubulos en las células MSN control mostraron un patrén similar al descrito en

el control de 24 horas. En las imagenes de confocal del tratamiento por 48 horas
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con 5 mM de BSO, la pérdida de la morfologia celular caracteristica, presente en
las células MSN control, fue evidente, con cambios drasticos en la polaridad y
retraccion del citoplasma, dando como resultado una forma redonda, con
proyecciones citoplasmaticas o filopodios (punta de flecha) que se extiende mas alla
del borde de la membrana y una marcada presencia de estructuras en forma de
punto (punta de flecha vacia). En cuanto a los microtibulos no se observaron
alteraciones. Después del tratamiento con 12.5 mM de BSO por 48 horas, las
células MSN mostraron cambios similares a los observados después del tratamiento
a 48 horas con 5 mM de BSO: el citoplasma se retractd, se redondeo, los filopodios
estaban presentes a lo largo de la periferia de la célula (punta de flecha) y en
algunas células fue muy evidente la presencia de estructuras tipo neuritas (flecha
vacia), lo que les dio a las células una morfologia tipo neurona. Sin embargo, no se
evidenciaron cambios importantes en la estructura u organizaciéon de los
microtubulos, pero si cambios en la distribucion que corresponden a los
reordenamientos del citoesqueleto de actina y en la forma de la célula (Figura 5,
Panel B)

Comparacion de las formas celulares

Para poder visualizar y comparar los cambios en la morfologia celular, se
utilizé el paquete Fiji de ImageJ para el procesamiento de imagenes, con el fin de
aislar 25 imagenes de la morfologia celular predominante, tanto en los controles
como en los tratamientos con BSO, por lo cual se utilizaron las imagenes de
microscopia confocal correspondientes a la tincion de actina. En la Figura 6 se
muestra la morfologia celular predominante en la condicion control (24 y 48 horas,
panel superior). En estas imagenes se observa que las células estan polarizadas,
en un extremo tienen una estructura tipo lamelipodio (flecha) con algunas
proyecciones citoplasmicas o filopodios (punta de flecha) y en el otro extremo se
observa la forma de cono (flecha vacia) con la presencia de algunos filopodios
(punta de flecha). En contraste, los diferentes tratamientos con BSO (panel inferior)

muestran pérdida de la morfologia celular caracteristica de la célula MSN
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(aproximadamente un 70% de las células), cambios drasticos en la polaridad, y un
mayor numero de proyecciones citoplasmaticas de tipo lamelipodio y filopodio
(flecha y punta de flecha respectivamente), y en algunos casos el tamafno del
filopodio asemeja a un axén (flecha vacia) dandole a la célula una morfologia de

tipo neurona (Figura 6).
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A) 24 h B) 48 h

Tubulina Actina Merge Tubulina Actina Merge

Control

BSO S5mM

BSO 12.5mM

Figura 5. Comparativa de los cambios morfolégicos inducidos por los tratamientos de BSO por 24 y 48 horas. Imagenes de microscopia confocal de células MSN,
gue muestran que los tratamientos con BSO por 48 horas causaron cambios morfolégicos mas drasticos en comparacion a los tratamientos con BSO por 24 horas.
El panel A corresponde a los tratamientos con BSO 5y 12.5 mM por 24 horas. El panel B corresponde a los tratamientos con BSO 5y 12.5 mM durante 48 horas.
Los microtubulos fueron tefiidos con una inmunofluorescencia empleando anticuerpos contra B-tubulina y anticuerpo secundario marcado con FITC. Los filamentos
de actina se visualizaron mediante la tincién con faloidina acoplada a Alexa Flour® 594. La barra representa 10 pm a 40x. Flecha: lamelipodia; punta de flecha:

filopodia; flecha vacia: forma de cono; punta de flecha vacia: proyecciones citoplasmicas y estructuras en forma de puntos.
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Control

Tratamientos
con BSO

Figura 6. Cuadro comparativo de las formas predominantes en 25 células MSN control y
tratadas con BSO. Utilizando el paquete Fiji de ImagenJ, para el procesamiento de imagenes, se
obtuvieron imagenes de la morfologia predominante en células control (panel superior) y células
tratadas con BSO (panel inferior). Flecha: lamelipodia; punta de flecha: filopodia; flecha vacia:
proyecciones citoplasmicas.

Niveles de expresion génica y abundancia de las proteinas de unidn a actina

en condiciones de deplecion de GSH

Se determinaron los niveles de expresidn génica y abundancia proteica de
las proteinas de union a actina: timosina 4, gelsolina, profilina y actina después del
tratamiento con 5y 12.5 mM de BSO durante 24 y 48 horas. El tratamiento con BSO
a ambas concentraciones por 24 horas indujo una disminucion importante en la
expresion de timosina P4, gelsolina y profilina (grafico 2, panel A). Sin embargo, en
el tratamiento con BSO a ambas concentraciones, por 48 horas se observa que esta
disminucion se pierde, obteniéndose valores de expresion similares al control
(grafico 2, panel B). En el caso de la expresion génica de actina se mantiene sin

cambios significativos en ambas concentraciones a 24 y 48 horas de tratamiento.

La expresion proteica se evalué de igual manera que la expresion génica,
después de los tratamientos con BSO 5y 12.5 mM por 24 y 48 horas. En el
tratamiento con BSO 5 mM por 24 horas, las proteinas gelsolina y timosina p4
presentan una reduccion de la expresion de aproximadamente 20%, sin embargo,

en el tratamiento con 12.5 mM de BSO por 24 horas solo se observé una ligera
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disminucién en la expresion de la proteina profilina. En el tratamiento con BSO 5
mM por 48 horas se observo una ligera disminucion en la expresion proteica de

timosina P4 y profilina (Grafico 3).
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Grafico 2. Efecto del tratamiento de BSO en la expresion génica en células MSN. A) Expresion
génica en células MSN tratadas con BSO 5y 12.5 mM por 24 horas. B) Expresion génica en células
MSN tratadas BSO 5y 12.5 mM por 48 horas. Las barras representan las veces de cambio respecto
al control. Todos los datos se normalizaron previamente contra el gen de constitutivo RPL32. La
diferencia estadisticamente significativa se determin6 mediante t-Student *p<0.05. Los valores

corresponden a la media de tres experimentos independientes.
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Gréfico 3. Efecto del tratamiento de BSO en la expresion proteica en células MSN. A) Expresion
de las proteinas en células MSN tratadas con BSO 5y 12.5 mM durante 24 y 48 horas. B) Im4genes
de Western Blot representativos de las células MSN tratadas con BSO 5y 12.5 mM durante 24 y 48
horas. Las barras representan las veces de cambio respecto al control. Todos los datos se
normalizaron contra R-Tubulina. Los valores corresponden a la media de tres experimentos

independientes.
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Localizacion celular de proteinas de unién a actina: Timosina B4, Gelsolina y

Profilina

Evaluamos la presencia de las proteinas timosina 4, gelsolina y profilina
mediante inmunofluorescencia para comparar su distribucion contra la distribucion
de los filamentos de actina, estos resultados se muestran en la Figura 7. Se observé
que en la condicién control en el tratamiento por 24 horas, la proteina gelsolina se
distribuyé tanto en el citoplasma como en las proyecciones citoplasmicas de las
células (ya sea lamelipodios o filopodios). En el citoplasma observamos que la
gelsolina se encuentra tanto libre (punta de flecha vacia) y colocalizada con los
filamentos de actina (punta de flecha), sin embargo, se observa que también
colocaliza con los filamentos de actina cuando esta cerca de la membrana y en las
proyecciones citoplasmicas (flecha). En los tratamientos con 5y 12.5 mM de BSO
por 24 horas, la gelsolina se encontro libre en el citoplasma (punta de flecha vacia)
y colocalizada con los filamentos de actina (punta de flecha), siendo similar a lo
observado en la condicion control, sin embargo, cerca de la membrana celular y las
proyecciones citoplasmicas, se observa que gelsolina esta fuertemente colocalizada
con los filamentos de actina. Esta colocalizacion fue mas evidente en las
proyecciones citoplasmicas (flecha). No obstante, en el tratamiento con 12.5 mM de
BSO, gelsolina se encontré libre en los extremos distales de las proyecciones
(flecha vacia). En el tratamiento por 48 horas, en la condicién control, observamos
qgue gelsolina se encontrd distribuida en el citoplasma y en las proyecciones
citoplasmicas: se encontro gelsolina libre en el citoplasma (punta de flecha vacia) y
otra parte se encontré colocalizada con los filamentos de actina cerca de la
membrana celular (punta de flecha) y en las proyecciones citoplasmaticas (flecha).
En los tratamientos con 5y 12.5 mM de BSO por 48 horas, gelsolina se distribuy6
en el citoplasma (punta de flecha vacia), en las proximidades de la membrana
celular (punta de flecha) y en las proyecciones citoplasmaticas (flecha). Su
colocalizacion con los filamentos de actina fue mas evidente en las proyecciones
citoplasmicas, donde se encuentra fuertemente colocalizada (flecha). De forma
similar al tratamiento de 24 horas, gelsolina se encontraba libre en el extremo distal

de las proyecciones citoplasmicas o filopodios (flecha vacia).
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En cuanto a la proteina profilina, en el tratamiento por 24 horas, se encontro
una distribucion similar tanto en las células control como en las células tratadas con
5y 12.5 mM de BSO. Profilina fue confinada en el citoplasma localizado lejos de la
membrana celular y no colocalizé con los filamentos de actina (punta de flecha
vacia). Posteriormente, en el tratamiento por 48 horas, las células control exhibieron
el mismo comportamiento, con profilina confinada en el citoplasma sin alcanzar la
region de la membrana citoplasmética (punta de flecha vacia). Sin embargo, la
distribucion de la proteina se extendié mas en las células tratadas con 5y 12.5 mM
de BSO por 48 horas (punta de flecha), llegando incluso a la membrana celular y

colocalizando con los filamentos de actina (flecha).

Respecto a timosina 4, se observa que en las células control solo se
encuentra en citoplasma y no se encontro localizacidén simultanea con los filamentos
de actina (punta de flecha vacia) en el tratamiento por 24 horas con 5y 12.5 mM de
BSO. En el tratamiento por 48 horas, se observa que timosina 34 se distribuy6 en
el citoplasma (punta de flecha vacia) en las células control, sin embargo, después
del tratamiento con 5y 12.5 mM de BSO, la distribucion de timosina 34 alcanzo las

proyecciones citoplasmicas y colocalizé con los filamentos de actina (flecha).
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24h 48h

Control BSO5mM BSO 12.5mM Control BSO 5mM BSO 12.5mM

Actina  Timosina 4 Merge Actina Profilina Merge Actina Gelsolina

Merge

Figura 7. Distribucion celular de las proteinas de unidn a actina Gelsolina, Profilinay Timosina
B4. Para visualizar las proteinas Gelsolina, Profilina y Timosina P4 se emplearon los anticuerpos
primarios correspondientes y anticuerpos secundarios acoplados a FITC (verde), mientras que los

filamentos de actina se tifieron con Faloidina Alexa Fluor® 594. Se empleo objetivo 40x.
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DISCUSION

Dado el papel esencial del GSH en las funciones fisiolégicas de las células y
las predicciones obtenidas del analisis gendmico de las células GCS-2, incapaces
de sintetizar GSH (Rojas et al., 2003; Valverde et al., 2006), se demostré que la
remodelacion del citoesqueleto de actina y las vias accesorias pueden estar
reguladas por el GSH. Para comprobar esta hipétesis, evaluamos el papel del GSH
en la regulacion del citoesqueleto de actina en células de neuroblastoma MSN.
Evaluamos las concentraciones 5 y 12.5 mM de BSO, con las cuales se logré
disminuir el contenido intracelular de GSH en aproximadamente un 70% sin afectar
la viabilidad celular ni generar ERO a 24 y 48 horas de tratamiento. Los resultados
mostraron que las células MSN son mas sensibles a la deplecion de GSH que otros
tejidos (tales como el rifibn e higado), concordando con las investigaciones previas,
sin embargo, la deplecion de GSH resulté compatible con la viabilidad de las células
(Stabel-Burow et al., 1997).

El tratamiento con BSO disminuyd el contenido intracelular de GSH de
manera parcial, lo que sugiere que hay dos fuentes de GSH en las células MSN:
uno que se agota facilmente por el tratamiento con BSO y otro que es mas resistente
al agotamiento (Chen et al., 2005). Este hallazgo apoya la existencia de dos fuentes
de GSH.

Una vez demostrada la deplecion de los niveles intracelulares de GSH,
evaluamos el estado redox de las células MSN después del tratamiento con BSO,
midiendo los niveles de ERO y los productos finales de la lipoperoxidaciéon. Cabe
destacar que nuestro objetivo fue disminuir los niveles intracelulares de GSH sin
generar estrés oxidante para asi poder determinar el papel de GSH en la regulacion
del citoesqueleto de actina, esto dado que ya se ha demostrado que el estrés
oxidante altera al citoesqueleto de actina (Fiaschi et al., 2006; Johansson and
Lumberg 2007; Pierozan et al., 2016). En los tratamientos con BSO no encontramos

cambios en los niveles de ERO en comparacion con la condicion control, lo que
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sugiere que la deplecion intracelular de GSH no indujo la generacion de ERO (tabla
3). Se midieron también los productos finales de la lipoperoxidacién y se encontrd
que las células MSN tratadas con 5y 12.5 mM de BSO por 24 horas no generaron
lipoperoxidacion; en contraste, se observd un ligero aumento después del
tratamiento por 48 horas con 12.5 mM de BSO. Para garantizar que la deplecion de
GSH no indujera estrés oxidante, realizamos un analisis de regresion lineal multiple
para evaluar la influencia de ERO Yy la lipoperoxidacion sobre la viabilidad celular,
en los tratamientos con BSO. El andlisis mostr6 que tanto ERO como la
lipoperoxidacidn parecen no ser necesarios para predecir la viabilidad celular, dicho
de otra manera, los niveles de ERO vy lipoperoxidacion no afectaron la viabilidad
celular, infiriendo que no hay generacion de estrés oxidante. Esto concuerda con lo
observado por Franco y Cidioswki (2009), asi como por Han et al. (2007), apoyando
la nocion de un papel directo del GSH, independiente del estrés oxidante. La
sobreproduccion de ROS puede ser un epifendmeno asociado con la deplecion de
GSH

Los datos del microarreglo de las células GCS-2 y los resultados de expresion
de genes y proteinas de las células MSN confirman que la falta de GSH intracelular
modula la expresion génica de timosina P4, gelsolina y profilina, observando una
disminucién importante en la expresién de estos genes. Sin embargo, los datos de
microarreglo indicaban solo la regulacion negativa de timosina R4 y profilina,
mientras que gelsolina estaba regulada positivamente. Esta discrepancia podria
deberse a los diferentes tipos de células utilizadas en cada estudio (blastocistos y
neuroblastos) o debido a que las células GCS-2 son incapaces de sintetizar GSH,
conteniendo aproximadamente el 2% de los niveles normales de GSH. Nuestros
experimentos no obtuvieron los valores de inhibicion de GSH obtenidos en
investigaciones previas (Shi et al.,, 2000), sin embargo, observamos el mismo
comportamiento en el nivel de proteina, donde obtuvimos una reduccion discreta

del 20% a las 24 horas de tratamiento, estando ausente a las 48 horas.

Las imagenes de microscopia confocal mostraron cambios morfologicos

drasticos en las células MSN cuando se disminuyo el GSH por el tratamiento con
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BSO. Tefimos los filamentos de actina y los microtubulos (otro componente
importante del citoesqueleto) para visualizar la distribucion del citoesqueleto de
actina, y, por lo tanto, la forma de la célula en comparacion con la distribucion de
microtUbulos. Se observa que los filamentos de actina son abundantes debajo de la
membrana citoplasmica, donde forman una red extendiéndose por todo el
citoplasma. Las células control mostraron una forma caracteristica celular y se
polarizaron: un lamelipodio y algunos filopodios estaban presentes en un extremo,
mientras que en el otro extremo tenian una forma de cono y habia adherencias
focales presentes. Los tratamientos con BSO dieron como resultado la pérdida de
la forma celular caracteristica y cambios en la polaridad celular. Se observaron
grandes proyecciones citoplasmicas a lo largo de la superficie celular, tanto
lamelipodios como filopodios y se detectaron adherencias focales con una
relocalizacién de las proteinas timosina P4, gelsolina y profilina. Ademas, las células
formaron una estructura tipo neurita. En este caso, la estructura se parecia a un
axon debido al origen neuronal de las células MSN. Estas observaciones
concuerdan con nuestros resultados previamente obtenidos (Ramos-Espinosa et
al., 2012) y con los obtenidos por Mollinari et al. (2009) que mostraron una mayor
extensién de neuritas acompafiada de un incremento en las adherencias focales,

debido a la regulacion negativa de timosina p4.

Para visualizar los cambios descritos anteriormente, usamos el paquete
procesador de imagenes Fiji para poder analizar 25 imagenes de formas celulares
representativas en las células control y las tratadas con BSO. Las formas celulares
predominantes en las condiciones control se polarizaron con un lamelipodio y con
filopodios presentes en un extremo, mientras que el otro extremo tenia forma de
cono. Sin embargo, los diferentes tratamientos con BSO dieron como resultado la
pérdida constante y evidente de la forma caracteristica de la célula, cambios
dramaticos de polaridad, proyecciones citoplasmicas mas evidentes, presencia de
lamelipodios y filopodios y en algunos casos los filopodios asemejaban a un axon
gue daba a la célula una forma de neurona. Los cambios drasticos inducidos por los
tratamientos con BSO fueron mas alla de la ultraestructura del citoesqueleto de

actina. Encontramos que la deplecion de GSH podria alterar la regulacion de la
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dinamica de citoesqueleto de actina, causando la formacion de neuritas en células
MSN cultivadas. Sin embargo, estos cambios no ocurrieron en un cultivo celular
indiferenciado, eliminando un posible efecto per se del BSO. El proceso de
formacién de neuritas estd regulado de maneras complejas. Su crecimiento y
orientacion dependen de una dindmica citoesquelética bien coordinada y ocurre
junto con los procesos de diferenciacion y plasticidad celular (Wilson et al. 2016).
Por lo tanto, estos resultados sugieren que la deplecion de los niveles intracelulares
de GSH pueden afectar los procesos implicados en la via de sefializaciébn que
regulan el crecimiento de las neuritas (Bradke and Dotti 2000a, b; Luo 2002; Madduri
et al., 2009; Wilson et al., 2016)

En conclusion, la deplecion de GSH produjo una subexpresion de las
proteinas de unién a actina, profilina, timosina P4 y gelsolina a las 24 horas de
tratamiento con BSO. Esta regulacidbn negativa parece ser suficiente para
desencadenar cambios importantes en su localizacion y forma celular de una
manera no dependiente del estrés oxidante. Estos resultados son relevantes porque
la exposicion a xenobidticos podria disminuir los niveles de GSH y presentar un
cofactor que desencadene cambios en el citoesqueleto para facilitar la adquisicion
de varias caracteristicas distintivas de ciertas enfermedades, incluidas las

relacionadas con el cancer y las enfermedades neurodegenerativas.
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CONCLUSIONES

La dindmica del citoesqueleto de actina puede ser regulada por el contenido

intracelular de GSH y por su efecto sobre las proteinas de union a actina.

La deplecién de aproximadamente un 70% de los niveles intracelulares de
GSH no generé ERO, lipoperoxidacion ni afecté la viabilidad celular.

Los tratamientos con BSO generaron cambios en la morfologia celular

caracteristica de las células MSN, asi como cambios en la polaridad celular.

La disminucion de los niveles intracelulares de GSH en las células MSN
genero proyecciones citoplasmaticas, adherencias focales y la adquisicion de una

morfologia tipo neurona.
GSH regula la expresion de las proteinas de unién a actina, tales como

profilina, timosina B4 y gelsolina, desencadenando cambios en su localizacion y

distribucion en la célula, independiente de los niveles de ERO.
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Abstract

The importance of glutathione (GSH) in alternative cellular roles to the canonically proposed, were analyzed in a
model unable to synthesize GSH. Gene expression analysis shows that the regulation of the actin cytoskeleton
pathway is strongly impacted by the absence of GSH. To test this hypothesis, we evaluate the effect of GSH de-
pletion via buthionine sulfoximine (5 and 12.5 mM) in human neuroblastoma MSN cells. In the present study, 70%
of GSH reduction did not induce reactive oxygen species, lipoperoxidation, or cytotoxicity, which enabled us to
evaluate the effect of glutathione in the absence of oxidative stress. The cells with decreasing GSH levels ac-
quired morphology changes that depended on the actin cytoskeleton and not on tubulin. We evaluated the ex-
pression of three actin-binding proteins: thymosin 4, profilin and gelsolin, showing a reduced expression, both at
gene and protein levels at 24 hours of treatment; however, this suppression disappears after 48 hours of treat-
ment. These changes were sufficient to trigger the co-localization of the three proteins towards cytoplasmic pro-
jections. Our data confirm that a decrease in GSH in the absence of oxidative stress can transiently inhibit the
actin binding proteins and that this stimulus is sufficient to induce changes in cellular morphology via the actin

cytoskeleton.
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Introduction

Gluthathion (GSH) is a tripeptide synthesized in two
adenosine triphosphate-dependent steps: the glutamate cys-
teine ligase (GCL; rate-limiting enzyme in GSH synthesis)
forms the dipeptide y-L-glutamyl-L-cysteine, and then the
glutathione synthetase binds a glycine to form GSH or
y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycine (Bains and Shaw, 1997;
Dringen, 2000). GSH acts as a redox buffer due to its
cysteine sulthydryl group (-SH); GSH can therefore react
directly with radicals through non-enzymatic reactions and
constitutes the main barrier against oxidative damage cau-
sed by reactive oxygen species (ROS). GSH can also form
xenobiotic conjugates through its enzymatic glutathione
S-transferase activity and acts as an electron donor in the
peroxide reduction catalyzed by the glutathione peroxidase
enzyme (GPx) (Camera and Picardo, 2002).

Additionally, GSH and GSH metabolism have been
implicated in cancer prevention, progression and treatment
response. As a scavenger molecule, GSH can inhibit the ac-
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tion of different molecules through their interaction, in-
cluding harmful molecules and anticancer drugs (Siddik,
2003; Wang and Lippard, 2005; Franco and Cidlowski,
2009; Chen and Tien Kuo, 2010). Also, GSH levels appear
to be reduced after exposure to some xenobiotics (Becker
and Soliman, 2009; Pierozan et al., 2016). In the nervous
system, GSH is needed for defense against oxidative stress,
and alterations in GSH metabolism have been reported in
different pathologies including Parkinson’s disease and Al-
zheimer’s disease (Bains and Shaw, 1997; Ramackers and
Bosman, 2004). Thus, a reduced level of GSH appears to
represent an important step in cell destabilization.

In addition to its several functions, data generated in
our workgroup on a GCS-2 cell line (a GCL knockout cell
line that is unable to synthesize GSH (Shi et al., 2000;
Rojas et al., 2003; Valverde et al., 2006) suggested that the
reduced level of intracellular GSH (2% of the wild type
value of GSH) could generate changes in the expression of
several genes. In addition, these cells can survive in the
complete absence of GSH if N-acetyl cysteine is provided
in the medium; thus, the reducing equivalents provided by
GSH, and not GSH itself, protect cells from apoptosis. This
means that GCS-2 cells with a severe reduction in GSH
produce a metastable state compatible with survival. The



results provided by this particular cell model could indicate
that cell survival is compatible with low GSH intracellular
levels without alterations of redox. In the present study,
from the analysis of global expression of the GSC-2 model
identifies the role of the absence of GSH in the pathways in-
volved in the remodeling of the actin cytoskeleton and ex-
plores the hypothesis in a neuroblastoma model, under
intracellular GSH modulation.

This study used MSN neuroblastoma cells to repre-
sent an early stage in neuronal development in which cells
are pluripotent and retain the capability of expressing mul-
tiple neural crest-derived phenotypes (Abemayor and Si-
dellt, 1989). These cells also appear to be very sensitive to
thiols depletion and have been used previously to observe
changes in the cytoskeleton (Arias ef al., 1993; Ko et al.,
1997; Stabel-Burow et al., 1997).

The cytoskeleton is a dynamic system that consists of
several filamentous networks that extend from the plasma
membrane to the nuclear envelope and interconnect the cell
nucleus to the extracellular matrix. Actin polymerizes to
form filaments and participates in the generation and main-
tenance of cell morphology, polarity, endocytosis, intra-
cellular trafficking, contractility, motility and cell division
(Ramackers and Bosman, 2004; Fu et al., 2015). However,
actin filaments by themselves are not able to perform the
processes involved. Instead, these processes require many
proteins, including actin-binding proteins. Actin-binding
proteins are responsible for orchestrating rounds of poly-
merization-depolymerization of the actin filaments. Our
work focuses on three of the relevant functions of the actin
binding proteins in disease development: thymosin (4,
gelsolin and profilin (Winder and Ayscough, 2005; Lee et
al.,2013; Cui et al., 2016).

Thymosin 4 is a monomer-sequestering protein that
maintains a large pool of actin that allows rapid filament
growth, clamps ATP-actin, and prevents its incorporation
into filaments (Dedova et al., 2006). Gelsolin is a capping
and severing protein that controls filament length by cap-
ping the barbed end, blocking the addition of new mono-
mers and severing actin filaments to increase actin dynam-
ics (Sun et al, 1999). Finally, profilin is also a
monomer-sequestering protein but is involved in binding to
ADP-actin to promote the nucleotide exchange (ADP for
ATP) and facilitate new rounds of polymerization (Hertzog
et al., 2004; Birbach, 2008).

Abnormalities in these essential cell components of-
ten result in disease (Ramaekers and Bosman, 2004). Stu-
dies have shown that the actin cytoskeleton and the
actin-binding proteins participate in many processes related
to carcinogenesis, such as invasion, metastasis and the epi-
thelial-mesenchymal transition (Kedrin et al., 2007; Lo-
rente et al., 2014; Cui et al., 2016). Moreover, alterations in
cytoskeletal components have been implicated in the pro-
gression of some neurodegenerative disorders (McMurray,
2000; Ying et al., 2004).

Given the essential roles of the actin cytoskeleton and
GSH in physiological and pathological processes, the aim
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of the present study was to confirm the hypothesis gener-
ated by the model GCS-2 in a scenario of GSH depletion in
the regulation and remodeling of the actin cytoskeleton in
human MSN neuroblastoma cells.

Materials and Methods

GCS-2 cell model

Cell culture

All studies used M 15 complete medium, “knockout”
DMEM supplemented with 15% embryonic stem cell-qua-
lified FBS, 2 mM glutamine, 0.1 mM B-mercaptoethanol
(BME), 100 units/mL of penicillin, and 100 pg/mL of
streptomycin (all from GIBCO/BRL, Carlsbad, CA, USA,
except BME, from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Mouse blastocyst cells derived from GCS ™ and the ™"
BDCI1 mice were obtained. yGCS-deficient cells (GCS-2)
were maintained in the above medium with 2.5 mM GSH
(Sigma-Aldrich) and changed with fresh GSH containing
medium daily. In the experiments involving GSH with-
drawal, cells were washed twice with 1X PBS
(GIBCO/BRL) and replaced with complete medium with-
out supplemental GSH. Cultures were maintained at 37 °C
in humidified incubators containing 5% CO,. Intracellular
GSH levels in yGCS-deficient cells grown in the presence
or absence of GSH were determined using HPLC/EC de-
tection as described by Kleinman and Riche Jr (1995). Via-
bility and cell number were determined using trypan blue
exclusion staining (Sigma-Aldrich). Briefly, aliquots of
2.5 x 10° cells/mL were mixed with the trypan blue, and
cells were examined by light microscopy. The results repre-
sent the average of three independent experiments with du-
plicate determinations.

cRNA preparation

We isolated total RNA using Trizol reagent (Invi-
trogen, Carlsbad, CA, USA) and purified the RNeasy Total
RNA Isolation Kit (Qiagen, Hilden, Germany). The Super-
Script Choice system (Invitrogen) was used to synthesize
double-stranded cDNA. Phase Lock Gels-phenol and chlo-
roform extractions (Eppendorf, Hamburg, Germany) were
used to clean up the cDNA template. We then generated bi-
otin-labeled cRNA from this template using a BIOARRAY
HIGHYIELD RNA Transcript Labeling Kit (Enzo Life
Sciences, Farmingdale, NY, USA). In vitro transcription
products were purified using RNeasy spin columns (Qia-
gen) and were quantified by spectrophotometric analysis.
After the purification, the cRNA was fragmented using the
standard procedure by Affymetrix to obtain a distribution
of RNA fragments sized from approximately 35 to 200
bases. Fragmented RNA was checked with agarose gel
electrophoresis.

Microarray analysis

A hybridization cocktail was prepared as recommen-
ded by Affymetrix, containing 0.05 ng/pL fragmented cR-
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NA, 50 pM control oligonucleotide B2, 1.5, 5, 25 and
100 pM eukaryotic hybridization controls with bioB, bioC,
bioD and cre genes, respectively, 0.1 mg/mL herring sperm
DNA, 0.5 mg/ml acetylated BSA and 1X hybridization
buffer. This hybridization cocktail was heated to 99 °C for
5 min and then used to fill the probe array cartridge. Hy-
bridization was performed for 16 h with a rotation of
60 rpm in a rotisserie oven at 4 5°C.

After 16 h of hybridization, the hybridization cocktail
was removed from the probe array, and the array was filled
with non-stringent wash buffer. The GeneChip® Fluidics
Station 400 (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA, USA) oper-
ated using Microarray Suite was used to wash and stain the
probe arrays. We followed the manufacturer’s single stain
protocol for eukaryotic targets. Arrays were washed twice
and stained with a 10 pg/L streptavidin phycoerythrin solu-
tion. After staining, a final wash with non-stringent buffer
was performed, and the arrays were scanned.

Data analysis

Image quantification, background subtraction and
scaling were carried out with dChip software (Harvard,
Boston, MA, USA) with 100% recall between control and
lower GSH level chips and p<0.05 for the statistical algo-
rithm (Li and Wong, 2001). DAVID Bioinformatics re-
sources 6.8 was used to analyze the impacted pathways
(Huang ef al., 2009).

MSN cell model

Adherent human neuroblastoma MSN cells were
grown in monolayers (Reynolds et al., 1986; Ramos-Es-
pinosa et al., 2012). The cells were cultured in RPMI 1640
medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% fetal bo-
vine serum (Gibco, Life Technologies Corporation, Grand
Island, NY, USA), 1% antibiotic-antimycotic (penicillin-
streptomycin-amphotericin) (Gibco), 1% MEM non-essen-
tial amino acids (Gibco) and 1% QSN (glutamine-seri-
ne-asparagine) in tissue culture dishes in a humidified incu-
bator under 95% air and a 5% CO, atmosphere at 37 °C.
Cells were subcultured at a density of 1x10° cells per dish
and harvested by gently pipetting.

GSH depletion (BSO treatments)

A total of 1x10° MSN cells were seeded into a
100 mm tissue culture dish with 7 mL of supplemented
RPMI 1640 medium. After 72 h, the culture was gently
washed with PBS buffer, and 10 mL of supplemented
RPMI 1640 medium was added. Buthionine sulfoximine
(BSO, L-Buthionine-sulfoximine Sigma-Aldrich) treat-
ments were administered at final concentrations of 0, 5,
12.5, 25 and 50 mM.

Cell viability

Cell viability was measured using the dual stain fluo-
rescein diacetate (FDA)/ethidium bromide (BrEt) method
as previously described (Hartmann and Speit, 1997). Brie-
fly, the cells were mixed with a fluorochrome solution con-

taining 0.02 pg/mL Et-Br and 0.015 pg/mL FDA (Sigma-
Aldrich). The cells were then analyzed under an Olympus
BX-60 fluorescence microscope with a UM61002 filter
(Olympus, Tokyo, Japan). One hundred randomly chosen
cells were evaluated per condition.

Reduced glutathione quantification

We used o-phthalaldehyde (OPT) (Sigma-Aldrich) as
the fluorescent reagent to quantify the level of reduced
glutathione due its specificity for GSH. A total of 100 uL of
cells in PBS supplemented with protease inhibitors and
100 pL of meta-phosphoric acid (Sigma-Aldrich) precipi-
tating reagent (1.67 g meta-phosphoric acid, 0.2 g EDTA
(AMRESCO, Solon, OH, USA) and 30 g NaCl in 100 mL
of distilled water) were added to a 0.6 mL Eppendorf tube,
vortexed and centrifuged. The supernatant was decanted
and frozen at -70 °C prior to further quantification. A total
of 50 uL of the supernatant was added to a 1.5 mL Ep-
pendorf tube with 1 mL of GSH buffer (0.1 M NaH,PO,
and 0.005 M EDTA, pH 8.0). Then, 50 puL of OPT
(Img/mL in methanol) was added to obtain a GSH-fluo-
rescent conjugate. Next, 200 uL of the mixture from each
Eppendorf tube was plated in an opaque 96-well plate and
incubated for 15 min in the dark. The fluorescence was read
in a BioTek FLx800 Fluorescence Microplate Reader (Wi-
nooski, VT, USA) with the emission set at 420 nm and the
excitation set at 350 nm (Browne and Armstrong, 1998).

Reactive Oxygen Species (ROS)

ROS were determined with a modified fluorometric
assay (Lee et al., 2003), which employs dihydrorhodamine
123 (DHR; Calbiochem-EMD Chemicals Inc. San Diego,
CA, USA) as the probe. When DHR is oxidized by H,O, in
the presence of peroxidases, it produces the fluorescent
compound rhodamine 123. Briefly, 100 uL of cells in PBS
supplemented with protease inhibitors were centrifuged at
1,200 rpm for 5 min. Then, the supernatant was discarded,
and 180 uL of buffer A (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 0.8 mM
MgS0O47H,0, 1.8 mM CaCl,, 5 mM glucose and 15 mM
HEPES, Sigma-Aldrich) and 20 uL of DHR (1 uM) were
added and incubated at 37 °C for 2 min. The fluorescent
product rhodamine 123 was measured using a spectro-
photometer at 505 nm and interpolated in a curve of rho-
damine 123.

Lipid Peroxidation (Lpx)

The thiobarbituric acid method was used to measure
the concentration of malondialdehyde (MDA) (Bouaicha
and Maatouk, 2004). Briefly, 100 uL of cells in PBS sup-
plemented with protease inhibitors and 100 pL of trichlo-
roacetic acid (10% w/v) (Avantor Performance Materials
Inc. Center Valley, PA, USA) were added to 1.5 mL Ep-
pendorf tubes and centrifuged at 3,000 x g for 10 min. The
supernatant was added to 1 mL of the thiobarbituric acid re-
agent (0.375%) (ICN Biomedicals Inc. Aurora, OH, USA),
and the mixture was heated at 92 °C for 45 min. The



absorbance of the thiobarbituric acid-MDA complex was
measured at 532 nm using an ELISA spectrophotometer
(Model 550 microplate reader, Bio-Rad, Hercules, Cali-
forna, USA). The data were interpolated onto a concentra-
tion curve of MDA (1,1,3,3-tetracthoxypropane) ranging
from 0 to 10 nM.

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction

Total RNA was isolated using TRIzol Reagent (Inv-
itrogen) following the manufacturer’s protocol. The RNA
quantity and purity were determined spectrophotometri-
cally. The reverse transcriptase-polymerase chain reactions
(RT-PCR) were performed using the Access RT-PCR Sys-
tem (Promega, MADISON, WI, USA) according to the
manufacturer’s recommendations. The RT-PCR products
were loaded onto a 3% agarose gel, and the mRNA levels
were analyzed using the Kodak 1D v3.5.3 software. The
following primers were used:

Actin (forward: catcatgaagtgtgacgtgg; reverse: ata-
ctectgettgetgatcee),

Thymosin 34 (forward: tgaacaggagaagcaagcag; re-
verse: tagacagatgggaaaggceag),

Gelsolin (forward: acggctgaaggacaagaaga; reverse:
ttccaacccagacaaagacc),

Profilin (forward: ggaggcggattgaataagaag; reverse: c-
catcaccctgeattgctaa) and

Ribosomal Protein L32 (forward: aagaagttcatccggca-
ccag; reverse: gegatctcggeacagtaagat).

Western blot analysis

MSN cells were lysed in RIPA buffer (150 mM NaCl,
0.1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% so-
dium dodecyl sulfate and 50 mM Tris-HCI, pH 8.0) with a
protease inhibitor mixture and then centrifuged. Total pro-
teins were quantified using a bicinchoninic acid kit (Ther-
mo-Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA). Equal amo-
unts of protein were loaded onto a polyacrylamide gel and
then transferred to a nitrocellulose or polyvinylidene fluo-
ride membrane as required (Schiagger, 2006). The mem-
brane was blocked with 5% nonfat milk and 1% albumin in
TBS and then sequentially incubated with a primary anti-
body and horseradish peroxidase-conjugated secondary an-
tibody. The primary antibodies employed were goat po-
lyclonal anti-Thymosin B4 (1:2000), mouse monoclonal
anti-Gelsolin (1:2000), rabbit polyclonal anti-Profilin 1/2
(1:2000), and mouse monoclonal anti-B Tubulin (1:2000)
(all Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); the
antibodies were dissolved in blocking solution and incu-
bated at 37 °C for 1 h. Then, the membranes were washed
with TBS-0.1% Tween-20 and incubated with the second-
ary antibody. The secondary antibodies employed were
HRP-conjugated goat anti-rabbit, HRP-conjugated rabbit
anti-goat and HRP-conjugated goat anti-mouse, all sup-
plied by Zymed (San Francisco, CA, USA). The antibodies
were dissolved in blocking solution and incubated at 37 °C
for 1 h. The bands were visualized using the Amersham

Zepeta-Flores et al.

ECL Western blotting detection reagents according to the
manufacturer’s guidelines (GE Healthcare, Piscataway,
NJ. USA).

Immunofluorescence

A total of 10° MSN cells were seeded onto coverslips
coated with 0.1% gelatin in a 12-well plate and incubated
for 72 h or until sub-confluent. Then, the culture was gently
washed with PBS buffer, the medium was renewed and the
5 and 12.5 mM BSO treatments were added. After 24 or
48 h of BSO treatment, the media was removed and the
MSN cells were fixed with 4% paraformaldehyde and per-
meabilized with PBS-0.2% Triton X-100. Prior to antibody
incubation, the samples were blocked with 1% albumin and
5% fetal bovine serum in PBS. The primary antibodies em-
ployed were mouse anti-B3-Tubulin (1:50; Invitrogen), goat
polyclonal anti-Thymosin 34 (1:50, Santa Cruz Biotechno-
logy), mouse monoclonal anti-Gelsolin (1:50, Santa Cruz
Biotechnology) and rabbit polyclonal anti-Profilin 1/2
(1:50, Santa Cruz Biotechnology). The antibodies were dis-
solved in blocking solution and incubated at 37 °C for 1 h.
Then, the coverslips were washed three times with PBS-
0.2% Triton X-100 for 5 min. The secondary antibodies
employed were FITC-goat anti-mouse (1:100, Invitrogen),
FITC-goat anti-rabbit (1:100, Invitrogen) and FITC-bovine
anti-goat (1:100, Santa Cruz Biotechnology). Alexa
Fluor® 594 Phalloidin (1:50, Invitrogen) was also em-
ployed to stain the actin filament, and 300 nM 4’,6-dia-
midino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich) was used
to counterstain the cell nuclei. All of the secondary antibod-
ies were dissolved in blocking solution. The cells were in-
cubated with the secondary antibodies and Alexa Fluor®
594 Phalloidin at 37 °C for 1 h; DAPI was added during the
last 5 min of the secondary antibody incubation. Finally,
the coverslips were washed three times with PBS-0.2% Tri-
ton X-100 for 5 min, embedded in Dako Fluorescent
Mounting Medium (Dako North America, Inc., Carpin-
teria, CA, USA) and mounted onto slides. The slides were
examined using an Axio Observer inverted microscope
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) coupled to a confocal
laser scanning LSM 710 DUO from Carl Zeiss (Plan
Apochromat 40X/1.3 oil objective). Images were acquired
using the ZEN 2008 software (Carl Zeiss) and analyzed us-
ing the Fiji image processing package, which is distributed
by ImageJ (Schindelin et al., 2012).

Statistical analysis

The results are expressed as the percentage * standard
error (SE). Statistical significance was analyzed using
one-way ANOVA and Student’s #-test, and p-values < 0.05
were considered statistically significant. All analyses were
performed using the statistical software SigmaStat (Systat
Software Inc., San Jose, CA, USA), and histograms were
generated using the SigmaPlot software. We also perfor-
med a multiple linear regression using the SigmaStat soft-
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ware to determine whether the BSO treatments were related
to the changes in cell viability, ROS and lipid peroxidation.

Results

Expression of actin cytoskeleton genes in cells
unable to synthesize GSH-GCS-2

Global analysis of molecular functions in cells unable
to synthesize GSH, obtained by the gene expression pat-
terns and the number of genes involved with their respec-
tive p-value is presented in Table 1.

Expression analysis showed that the actin cytoske-
leton pathway is largely impacted by GSH absence and that
actin binding proteins, such as cofilin 1 and 2, fascin ho-
molog and gelsolin, were overexpressed. In contrast, the
thymosin B4, profilin and capping protein muscle z-line
beta alpha-2 were underexpressed (Table 2).

Depletion of intracellular GSH levels

To achieve the maximum GSH depletion in the short-
est amount of time, MSN cells were treated with 25 and
50 mM BSO for 24 h. We found significantly decreased cell
viability and GSH levels at both concentrations (Figure 1A
and 1B, respectively). Therefore, we tested lower BSO con-
centrations (5 and 12.5 mM) without a cell viability effect
(Table 3). The 5 and 12.5 mM BSO treatments for 24 h
could decrease the GSH level to approximately 70% com-
pared with the control (Table 3). Therefore, we used these
conditions for the assays. After we set up the working BSO
concentrations, we evaluated the cell viability and GSH
level following treatment for 48 h. The BSO treatments did
not affect the cell viability of the MSN cells (Table 3), and
the intracellular GSH level was decreased to approximately
80% compared with the control (Table 3).

Absence of oxidative stress under GSH depletion

The redox state evaluation of MSN cells after BSO
treatment was determined by measuring ROS levels and the
end products of Lpx. It is important to emphasize that our

aim was to decrease intracellular GSH levels without initi-
ating an oxidative stress state to establish the effect trigger
by GSH depletion on the regulation of the actin cytoske-
leton. ROS were measured by the generation of rhodamine
123 in MSN cells treated with 5 and 12.5 mM BSO for 24
and 48 h. No changes in the ROS level were found com-
pared to the control condition, suggesting that the depletion
of the intracellular GSH level did not induce ROS genera-
tion (Table 3). Additionally, we measured Lpx end prod-
ucts and found that MSN cells treated with 5 and 12.5 mM
BSO for 24 h were unable to generate Lpx end products; in
contrast, a slight increase was observed after the 48 h treat-
ment with 12.5 mM BSO. To ensure that the loss of GSH
did not induce oxidative stress, we conducted a multiple
linear regression analysis to evaluate the influence of ROS
and Lpx due to GSH depletion by BSO treatment for cell vi-
ability (Table 4). Neither ROS nor lipid peroxidation ap-
peared to be necessary to predict cell viability. Thus, the
detected ROS and Lpx levels did not affect cell viability,
and non-oxidative stress generation could be inferred.

Glutathione depletion triggers changes in the cell
shape

Confocal microscopy images showed drastic mor-
phological changes in the MSN cells when GSH was de-
pleted by the BSO treatments (Figure 2). After 24 h of GSH
depletion, the actin confocal images showed that the con-
trol cells displayed the characteristic cell shape and were
polarized. Lamellipodia (arrow) with some cytoplasmic
projections or filopodia (arrowhead) were observed at one
end, whereas a cone shape (empty arrow) with a few cyto-
plasmic projections and dot-shaped structures (empty ar-
rowhead) that appeared to be focal adhesions was observed
at the other end. In the confocal images of control cells the
microtubules were clearly resolved as long fibers that were
distributed throughout the cytoplasm to the cell periphery
and delimited the space occupied by the nucleus. Actin con-
focal images following the 5 mM BSO treatment showed
the loss of the characteristic cell shape and changes in cell

Table 1 - Analysis of molecular functions impacted by the lack of GSH in mouse embryonic cells GCS-2 by DAVID Bioinformatics Resources 6.8.

Term Count p value Fold Enrich- Benjamini FDR
ment

MF00107: Kinase 86 5.77956989  6.68968E-07  1.72558967 0.00013980 0.00084452
MF00108: Protein kinase 68 456989247  9.29454E-06  1.73700140 0.00097081 0.01173303
MF00126: Dehydrogenase 32 2.15053763 0.00028276 2.00021197 0.01950907 0.35638051
MF00123: Oxidoreductase 71 4.77150537 0.00059677 1.49772870 0.02464379 0.75077381
MF00261: Actin binding cytoskeletal protein 40 2.68817204 0.00280201 1.62442364 0.07068307  3.48030055
MF00091: Cytoskeletal protein 73 4.90591397 0.00763658 1.34716657 0.10130483 9.22408705
MFO00071: Translation factor 17 1.14247311 0.00281380 2.28303897 0.06333992 3.49470003
MF00166: Isomerase 21 1.41129032 0.00376944 2.00593441 0.07589561 4.65577076

DAVID Bioinformatics Resources 6.8;Term: Enrichment terms associated with the gene list; Count: Gene involved in the term; % : involved genes / total
genes; p-value: modified Fisher exact p-value; Fold Enrichment: To globally correct enrichment p-values of individual term members.; Benjamini and
FDR: To globally correct enrichment p-values to control family-wide false discovery rate under certain rate.
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Table 2 - Analysis of gene expression involved in actin cytoskeleton pathway in mouse embryonic cells GCS-2 by DAVID Bioinformatics Resources

6.8.

Unigene ID Gene Symbol Name of the gene Fold Change (log2)
Mm.261329 Myll2a Myosin -7.7
Mm.2647 Pfnl Profilin -5.16
Mm.97858 KiflB Kinesin family member 1B -4.04
Mm.142729 Tmsb4 Thymosin beta 4 -2.9
Mm.25321 Nudcd3 NudC domain containing 3 -1.92
Mm.21687 Limd2 Lim domain containing 2 -1.91
Mm.392504 Capza2 Capping protein muscle Z-line beta alpha 2 -1.78
Mm.253564 Actnl Actinin, alpha 1 -1.63
Mm.441340 Kif6 Kinesin family member 6 -1.55
Mm.329322 Fhod3 Formin homolog 2 containing 3 -1.41
Mm.52297 Fnbpl Formin binding protein 1 -1.41
Mm.428571 Septin 11 Septin II -1.39
Mm.272460 Gabarap Gamma.aminobutyric acid receptor associated protein -1.28
Mm. 143877 Maprel Microtubule associated protein RP/EB family 1 -1.25
Mm.157770 Cnn2 Calponin 2 1.01
Mm.28357 Mapllc3b Microtubule associated protein 1 light chain 3 beta 1.2
Mm.99996 Kifle Kinesin Family member lc 1.23
Mm.478285 Dcin5 Dynactin 5 1.26
Mm.278357 Klel Kinesin light chain 1 1.26
Mm.276826 Cfl2 Cofilin 2 1.27
Mm.295284 Stom Stomatin 1.27
Mm.276504 Nudcd2 NudC domain containing 2 1.28
Mm.40068 Tubb3 Tubulin beta 3 Class IIT 1.3
Mm.7688 Kif3c Kinesin Family member 3¢ 1.32
Mm.258986 Mark2 Microtubule affinity regulating kinase 2 1.34
Mm.299774 Jup Junction plakoglobin 1.34
Mm.272368 Cripl Cystein-Rich protein 1 1.38
Mm.249479 Dyncli2 Dynein cytoplasmic | intermediate chain2 1.38
Mm.5567 Palim1 PDZ and Lim domain 1 (elfin) 1.42
Mm.27063 Trip6 Thyroid hormone receptor interactor 6 1.44
Mm.205601 Cttn Cortactin 1.48
Mm.30010 Arpclb Actin related protein 2/3 complex subunit 1B 1.49
Mm.273538 Tubb5 Tubulin beta 5 classl 1.49
Mm.392113 Tubalb Tubulin alpha 1B 1.56
Mm.20829 Emp3 Epithelial membrane protein3 1.6
Mm.271967 Laspl Lim and SH3 protein 1 1.61
Mm.208601 Tinl Talin 1 1.62
Mm.289306 Arpc4 Actin related protein 2/3 complex subunit 4 1.64
Mm.289106 Add1 Aduccin 1 (alpha) 1.64
Mm.6919 Dctnl Dynactin 1 1.65
Mm.238285 Ketd10 Potassium channel tetramerisation 1.74
Mm.38450 Sept 9 Septin 9 1.88
Mm.21109 Gsn Gelsolin 1.93
Mm.271711 Tagln2 Transgelin 2 2.11
Mm.329655 Cfll Cofilin 1 2.27
Mm.289707 Fscn Fascin homologl 2.44
Mm.288974 ArpcS Actin related protein 2/3 complex subunit 5 291
Mm. 1287 Mapt Microtubule-associated protein TAU 3.08
Mm.275648 Pdlim7 PDZ and Lim domain 7 4.18
Mm.441431 Syn2 Synapsin 1T 4.64
Mm.371777 Pmp2 Peripheral myelin protein 2 5.34

Mm.218624 Sh3yll SH3 domain YSC-like 1 13.25
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Table 3 - Absence of oxidative stress under GSH depletion.

Hours® Treatment Cell viability™ GSH "¢ ROS™* Lpx"f
Control 100.00 + 4.82 100.00 + 9.05 100.00 + 6.95 100.00 + 14.02
24 BSO 5 mM 105.40 + 2.88 31.33 +6.03% 106.75 +10.03 82.21 +22.06
BSO 12.5 mM 102.35+0.36 2321 +6.23% 100.91 + 12.87 104.26 + 19.08
Control 100.00 + 0.74 100.00 + 6.05 100.00 + 6.95 100.00 + 14.02
48 BSO 5 mM 92.21+5.07 15.45 £ 6.10% 109.50 +9.35 103.61 +19.59
BSO 12.5 mM 89.14 +0.36 18.21 £ 5.09% 113.06 + 13.96 128.81+19.74

“Length of treatment in hours. *Data are expressed as the percentage with respect to controls + standard error. °Cell viability after BSO treatments assessed
by FDA/EtBr dual fluorochrome stain.®GSH values determined by o-phthalaldehyde (OPT) method after BSO treatment. °ROS: reactive oxygen species;
ROS were measured by the generation of thodamine 123 in MSN cells after BSO treatment. ROS positive control (Cadmium chloride 50 uM, 2 h): 138.29
+13.55. "LPx: Lipid peroxidation; LPx level assessed with the TBARS method using a MDA curve in MSN cells after treatment with BSO. Experiments
were performed three to seven times. * Student’s 7-test; p<0.01 versus control.
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Figure 1 - Maximum depletion of intracellular GSH levels generate ef-
fects on survival. (A) Cell viability of MSN cells treated with high concen-
trations of buthionine sulfoximine, BSO, (25 and 50 mM) for 24 h as-
sessed by fluorescein diacetate/ethidium bromide (FDA/EtBr) dual
fluorochrome staining. (B) Corresponding intracellular GSH levels of
MSN cells treated with BSO (&: not detected) determined
fluorometrically (estimated limit of detection for the fluorometric method
was 0.31 nmol of GSH/mg of protein). Statistical significance was deter-
mined by Student’s #-test. *p<0.05, **p<0.01. Experiments were per-
formed three times.

polarity, including large cytoplasmic projections along the
cell surface, the presence of both lamellipodia (arrow) and
filopodia (arrowhead) and dot-shaped structures (empty ar-
rowhead) near the projections. In contrast, the microtubules
showed the same characteristics and distribution as the con-
trol treatment. Following the 12.5 mM BSO treatment, the
actin confocal images showed drastic changes in cell polar-
ity, with the presence of lamellipodia (arrow), many filo-
podia (arrowhead) and several dot-shaped structures (emp-
ty arrowhead). A large filopodium that resembled a neurite
(in this case an axon) was observed at one end of the cell.
Conversely, the microtubules remained unchanged in st-
ructure and organization. The microtubules in both the con-
trol and GSH-depleted conditions showed changes in dis-
tribution that corresponded to the changes in cell shape due
to the actin cytoskeletal rearrangements (Figure 2A).
After the 48 h treatments, the actin filaments and
microtubules in the MSN control cells showed a similar
pattern to that described following the 24 h control treat-
ment. In the confocal images of the 48 h 5 mM BSO treat-
ment, the loss of the characteristic cell shape present in the
MSN control cells was evident, with dramatic polarity
changes, retraction of the cytoplasm resulting in a round
shape, cytoplasmic projections (filopodia, arrowhead) that
extended beyond the leading edge of the membrane and the
marked presence of dot-shaped structures (empty arrow-

Table 4 - Multivariate analysis of oxidative stress markers with cell viabil-
ity.

Multiple linear Coefficient Standard Error P VIF*
regression

Constant 139.162 50.107 0.069

ROS® -0.222 0.568 0.722 2.425
LPx* -0.153 0.118 0.284 2.425

*VIF: variance inflation factor; "ROS: reactive oxygen species; “LPx: lipid
peroxidation. Multiple linear regression model uses a set of independent
variables (ROS and LPx) to explain influences on the dependent variable
(cell viability). In this case, the analysis shows that none of the independ-
ent variables appear necessary to predict cell viability, which means that
the detected ROS and Lpx levels do not affect cell viability.
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Figure 2 - Comparative morphological changes induced by 24 and 48 h BSO treatments. Confocal microscopy images of MSN cells showing that the 48 h
BSO treatments caused more drastic morphological changes compared to the 24 h BSO treatments. Panel A corresponds to Control, BSO 5 mM and BSO
12.5 mM 24 h treatments; Panel B corresponds to Control, BSO 5 mM and BSO 12.5 mM 48 h treatments. Microtubules were visualized by staining with
FITC-labeled B-Tubulin (mouse anti-B-tubulin/FITC-goat anti-mouse), and actin filaments were visualized by staining with Alexa Fluor® 594
Phalloidin-labeled F-actin. The bar represents 10 pm 40X. Arrow: lamellipodia; arrowhead: filopodia; empty arrow: cone shape; empty arrowhead: cyto-

plasmic projections and dot-shaped structures.

head). No changes were observed in the microtubules. Af-
ter the 48 h 12.5 mM BSO treatment, the MSN cells showed
changes similar to those observed after the 48 h 5 mM BSO
treatment: the cytoplasm retracted and became rounded,
filopodia (arrowhead) were present along the cell periphery
and in some cells a neurite axon-like structure was very evi-
dent and gave the cells a neuron-like shape (empty arrow).
No important changes were evident in the structure or the
organization of the microtubules, however they exhibited
changes in distribution corresponding to the actin cytos-
keletal rearrangements and the changes in cell shape
(Figure 2B).

Comparison of cell shapes

To visualize the changes in cell shape in the confocal
images we used the image processing package Fiji (distrib-
uted by Imagel) to isolate 25 images of the predominant
cell shapes in the control and BSO treatments. For this, we
used the actin confocal images. Figure 3 shows the predom-
inant cell shapes in the control conditions (24 and 48 h, up-
per panel). In these images, the cells are polarized, one end
has a lamellipodium (arrow) with some cytoplasmic pro-
jections or filopodia (arrowhead), and the far end has a cone
shape (empty arrow) with a few filopodia (arrowhead). In
contrast, the different BSO treatments (lower panel) re-
sulted in the constant (approximately 70% of the cells) and
very evident loss of the characteristic cell shape, dramatic
changes in polarity, more evident cytoplasmic projections,

either lamellipodia (arrow) or filopodia (arrowhead) and in
some cases the filopodia resembles an axon (empty arrow)
and gives the cell a neuron-like cell shape (lower panel).

Gene expression levels of actin-binding proteins
under GSH depletion

Gene expression of the actin-binding proteins thy-
mosin 4, gelsolin, profilin and actin was evaluated after
treatment with 5 and 12.5 mM BSO for 24 and 48 h. The
GSH depletion for 24 h induced an important decrease in
the expression of thymosin 4, gelsolin and profiling

Control
)

BSO treatments

Figure 3 - Comparative chart of the predominant cell shapes in 25 cells in
the control vs. BSO treatments. Using the image processing package Fiji
(distributed by ImageJ), we obtained representative images of the predom-
inant cell shapes in the control conditions (upper panel) and BSO treat-
ments (lower panel). Arrow: lamellipodia; arrowhead: filopodia; empty
arrowhead: cytoplasmic projections and dot-shaped structures.
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(Figure 4A). However, 48 h of GSH depletion show that
this sub-expression is lost (Figure 4B).

Protein expression levels of actin-binding proteins
under GSH depletion

The protein expression of thymosin 4, gelsolin, pro-
filin and actin were evaluated after treatment with 5 and
12.5 mM BSO for 24 and 48 h. Analysis showed that
gelsolin and thymosin 4 had a 20% reduction in their ex-
pression at 24 h after 5 mM treatment. For the treatment
with 12.5 mM, however, we only observed an effect on the
profilin protein. For 48 h of treatment with 5 mM, we ob-

served only a slight decrease for thymosin 4 and profilin
(Figure 5A,B).

Cell localization of actin-binding proteins: thymosin
B4, gelsolin and profilin

We performed an immunofluorescence analysis of
thymosin (4, gelsolin and profilin for a comparison with
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Figure 4 - Gene expression. (A) Gene expression in MSN cells treated
with 5 and 12.5 mM BSO for 24 h (black and grey bars, respectively). (B)
Gene expression in MSN cells treated with 5 and 12.5 mM BSO for 48 h
(black and grey bars, respectively). The bars represent fold changes versus
the control (open bars); all control values are set to 1. All data were previ-
ously normalized to the housekeeping gene RPL32. Statistical signifi-
cance was determined by Student’s #-test. *p<0.05. Experiments were per-
formed three times.

the actin filament distributions (Figure 6). After 24 h treat-
ment, gelsolin was widely distributed in both the cytoplasm
and cytoplasmic projections of the control cells (either
lamellipodia or filopodia). In the cytoplasm, we found
gelsolin both free (empty arrowhead) and somewhat co-
localized with actin filaments (arrowhead), whereas it co-
localized with actin filaments when near the membrane and
cytoplasmic projections (arrow). After the 5 and 12.5 mM
BSO treatments, gelsolin was found free in the cytoplasm
(empty arrowhead) and co-localized with actin filaments,
similar to the control cells (arrowhead). However, near the
cell membrane and in the cytoplasmic projections, gelsolin
was strongly co-localized with the actin filaments. This
co-localization was more evident in the cytoplasmic pro-
jections (arrow). Notably, in the BSO treatments, espe-
cially with 12.5 mM, free gelsolin was present at the distal
ends of the projections (empty arrow). After 48 h in the
control cells, gelsolin was distributed in both the cytoplasm
and the cytoplasmic projections; some cytoplasmic gelsolin
was free (empty arrowhead), whereas it was found co-
localized with actin filaments near the cell membrane (ar-
rowhead) and in the cytoplasmic projections (arrow). After
48 h in the 5 and 12.5 mM BSO treatments, gelsolin was
distributed in the cytoplasm (empty arrowhead), in the vi-
cinity of the cell membrane (arrowhead) and in the cyto-
plasmic projections (arrow). Its co-localization with actin
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Figure 5 - Protein expression. (A) Protein expression in MSN cells treated
with 5 and 12.5 mM BSO for 24 h. and 48 h (black and grey bars, respec-
tively). (B) Representative western blots of MSN cells treated with 5 and
12.5 mM BSO for 24 h. and 48 h (black and grey bars, respectively). The
bars represent fold changes versus the control (open bars); all control val-
ues are set to 1. All data were previously normalized to the B-tubulin. Ex-
periments were performed three times.
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Figure 6 - Cell distribution of the actin-binding proteins gelsolin, profilin and thymosin 4. Gelsolin was stained with mouse anti-Gelsolin/FITC-goat
anti-mouse (green), Profilin was stained with rabbit anti-Profilin/FITC-goat anti-rabbit (green), Thymosin 4 was stained with goat anti-Thymosin
B4/FITC-rabbit anti-goat (green) and actin filaments were stained with Alexa Fluor® phalloidin (red), 40X. Arrows: lamellipodia; arrowheads: filopodia;
empty arrow: cone shape; empty arrowheads: cytoplasmic projections and dot-shaped structures.
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filaments was more evident in the cytoplasmic projections,
where it strongly co-localized with the actin filaments (ar-
row). Similar to the 24 h treatments, free gelsolin was pres-
ent at the distal end of the cytoplasmic projections or
filopodia (empty arrow).

After 24 h of treatments, profilin showed a similar
distribution in both the control cells and the cells treated
with 5 and 12.5 mM BSO. Profilin was confined in the cy-
toplasm located away from the cell membrane and did not
co-localize with the actin filaments (empty arrowhead). Af-
ter 48 h of treatment, the control cells exhibited the same
behavior, with the protein confined to the cytoplasm with-
out reaching the region of the cytoplasmic membrane
(empty arrowhead). In contrast, the distribution of the pro-
tein became more widespread in the cells treated with 5 and
12.5 mM BSO (arrowhead), even reaching the cell mem-
brane and co-localizing with actin filaments (arrow).

Thymosin 4 distribution in the control cells was re-
stricted to the cytoplasm, and no co-localization with actin
filaments was observed (empty arrowhead), after 24 h of 5
and 12.5 mM BSO treatments, Thymosin 34 also showed
the same distribution in the cytoplasm as the control cells
(empty arrowhead). After 48 h of treatment, thymosin 34 in
the control cells was distributed in the cytoplasm (empty ar-
rowhead). However, after treatment with 5 and 12.5 mM,
the distribution of thymosin B4 reached the cytoplasmic
projections and was co-localized with the actin filaments
(arrow).

Discussion

Considering the essential role of glutathione in physi-
ological cell functions and from the predictions obtained
from genomic analysis in GCS-2 cells, unable to synthesize
GSH (Rojas et al., 2003; Valverde et al., 20006), it was
shown that the remodeling of the actin cytoskeleton and ac-
cessory pathways are regulated by the tripeptide. To test
this hypothesis we evaluated the role of GSH in regulating
the actin cytoskeleton in neuroblastoma MSN cells. We as-
sessed the 5 and 12.5 mM BSO concentrations, which de-
pleted GSH by 70% but did not affect cell viability at 24 or
48 h. These results show that MSN cells are more sensitive
to GSH depletion than other tissues (such as those in the
kidney or liver) and agree with previous research (Sta-
bel-Burow et al., 1997).

BSO treatment triggers a consistent but not complete
GSH depletion. According to the literature, the GSH deple-
tion was partial, suggesting that two pools of GSH are pres-
ent in MSN cells: one that is easily depleted by BSO and
another that is more resistant to depletion (Chen et al.,
2005). This finding supported the existence of two sources
of GSH.

Having demonstrated the decrease in intracellular
GSH levels, we evaluated the redox state in MSN cells after
treatment with BSO by measuring the ROS levels and end
products of lipid peroxidation. Notably, our aim was to de-
crease the intracellular GSH level without reaching oxida-

tive stress to determine the role of GSH in regulating the
actin cytoskeleton because oxidative stress has already be-
en demonstrated to alter the actin cytoskeleton (Fiaschi et
al., 2006; Johansson and Lumberg, 2007; Pierozan et al.,
2016).

No changes in the ROS level were found compared to
the control condition, suggesting that the depletion of the
intracellular GSH level did not induce ROS generation
(Table 3). Additionally, we measured lipid peroxidation
end products and found that MSN cells treated with 5 and
12.5 mM BSO for 24 h were unable to generate lipid
peroxidation end products; in contrast, a slight increase was
observed after the 48 h treatment with 12.5 mM BSO. To
ensure that the loss of GSH did not induce oxidative stress,
we conducted a multiple linear regression analysis to evalu-
ate the influence of ROS and lipid peroxidation due to GSH
depletion by BSO treatment on cell viability (Table 4). The
analysis showed that neither ROS nor lipid peroxidation
appeared to be necessary to predict cell viability.

Thus, the detected ROS and lipid peroxidation levels
did not affect cell viability and non-oxidative stress genera-
tion could be inferred. This agrees with Franco and Cidio-
swki (2009), as well as Han ef al. (2007), who support the
notion of a direct role for GSH independent from oxidative
stress. ROS overload may simply be an epiphenomenon as-
sociated with the depletion of GSH.

GSC-2 microarray data and MSN gene and protein
expression results confirms that the lack of intracellular
GSH modulate the gene expression of thymosin 4, gel-
solin and profilin. We observed an important decrease in
the expression of these genes. However, the microarray
data indicated only the down-regulation of thymosin 34
and profilin, while gelsolin was up-regulated. This discrep-
ancy could be due to different cell types used in each study
(blastocysts and neuroblasts), or because blastocyst cells
were unable to synthesize GSH, with approximately 2% of
the normal amount of GSH. Our study never reached the
levels of GSH inhibition obtained by previous research (Shi
etal.,2000). The same behavior was observed at the protein
level, where we observed only a discrete 20% reduction at
24 h that was absent at 48 h.

The confocal microscopy images showed drastic
morphological changes in MSN cells when GSH was de-
pleted by BSO treatment. We stained actin filaments and
microtubules (another important component of the cytos-
keleton) to visualize the distribution of the actin cytos-
keleton and, therefore, the cell shape compared to the mi-
crotubule distribution. Actin filaments are abundant
beneath the plasma membrane, where they form a network
and extend throughout the cytoplasm. The control cells
showed a characteristic cell shape and were polarized: a
lamellipodium and some filopodia were present at one end,
while the far end had a cone shape and focal adhesions were
present.

The BSO treatments resulted in the loss of the charac-
teristic cell shape and changes in cell polarity. Large cyto-
plasmic projections were observed along the cell surface,



both lamellipodia and filopodia were present and focal ad-
hesions with a re-localization of thymosin f3, gelsolin and
profilin proteins were detected. Moreover, the cells con-
tained a neurite-like structure. In this case, the structure re-
sembled an axon due to the neuronal origin of the MSN
cells. These observations agree with our previous results
(Ramos-Espinosa et al., 2012) and with Mollinari et al.
(2009), which showed enhanced neurite outgrowth accom-
panied by increased focal adhesions due to the down-re-
gulation of thymosin 4.

To visualize the changes described above, we used
the image processing package Fiji to analyze 25 representa-
tive images of the cell shapes in the control and BSO-
treated cells. The predominant cell shapes in the control
conditions were polarized with a lamellipodium, with filo-
podia present at one end, whereas the far end had a cone
shape. However, the different BSO treatments resulted in
the constant and evident loss of the characteristic cell sha-
pe, dramatic polarity changes, more evident cytoplasmic
projections, the presence of either lamellipodia or filopodia
and in some cases filopodia that resembled an axon that
gave the cell a neuron-like cell shape. The drastic changes
induced by the BSO treatments went beyond the ultra-
structure of the actin cytoskeleton. Notably, we found that
GSH depletion could alter the regulation of actin cytoske-
leton dynamics, thereby causing the formation of neurites
in cultured MSN cells. Notably, these changes did not oc-
cur in an undifferentiated cell culture, eliminating a possi-
ble effect of BSO per se. The neurite formation process is
regulated in complex ways. Its growth and guidance de-
pend on well-coordinated cytoskeletal dynamics and occur
in conjunction with differentiation and plasticity processes
(Wilson et al., 2016). Thus, these results suggest that a de-
crease in the intracellular GSH content can affect processes
involved in the signaling pathway that regulates neurite
growth (Bradke and Dotti, 2000a,b; Luo, 2002; Madduri
et al., 2009; Wilson et al., 2016).

In conclusion, GSH depletion produced a downre-
gulation of the actin binding proteins profilin, thymosin 34
and gelsolin after 24 h BSO treatments. This down-re-
gulation appears to be sufficient to trigger important chan-
ges in their localization and cellular shape in a non-oxi-
dative stress-dependent manner. These results are relevant
because exposures to xenobiotics could decrease the levels
of GSH and could represent a cofactor that triggers changes
in the cytoskeleton to facilitate the acquisition of several
disease hallmarks including those related to cancer and
neurodegenerative diseases.
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