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Abreviaturas.

EP: Enfermedad de Parkinson.

L-DOPA: 3,4-dihidroxifenilalanina

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina.

SNCA: Gen de alfa sinucleina [synuclein, alpha (non A4 component of amyloid precursor)].

LRRK2: Gen de Dardarina (leucine-rich repeat kinase 2).

PINK1 : PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10)-induced
putative kinase protein 1)

PARK7: Gen de DJ1 (parkinson protein 7)

6-OHDA: 6-hidroxidopamina

LPS: Lipopolisacarido

IL: Interleuquina

(TNF)-a: Factor de necrosis tumoral o

iINOS: Oxido nitrico sintasa inducible (Inducible nitric oxide synthase)

COX: ciclooxigenasa (cyclo-oxygenase-1)

NF-xB: Factor nuclear kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas)

ROS: Especies reactivas de oxigeno

NRS: Especies reactivas de nitrogeno

SOD: Enzima superdxido dismutasa

GSH: glutation

AM: Aminocromo

GPx: Glutation peroxidasa

MPP+: lon 1-metil-4-fenilpiridinio, producto de la metabolizacion de MPTP



Cu/Zn-SOD: Enzima superdxido dismutasa con cobre y zinc
PC12: Linea celular catecolaminérgica de feocromocitoma
SH-SY5Y: Linea celular dopaminérgicas de neuroblastoma
MG-132: Inhibidor del proteosoma

mPTP: Poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
VMAT-2: Transportador de monoaminas 2

MAO-B: Monoamino oxidasa B

DOPAC: acido dihidroxifenilacético

NADH: Dinucle6tido de nicotinamida y adenina

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducido
NSAIDs: Antinflamatorios no esteroidales

NQO1: NAD(P)H: DT-diaforasa, quinona oxidoreductasa
CMA: Autofagia mediada por chaperonas

GST: Glutation-S-transferasa

GSTM2-2: Glutation-S-transferasa de clase Mu 2-2

DMF: Dimetil fumarato

H.0,: Perdxido de hidrogeno

GABA: acido gamma-aminobutirico

GDNF: Factor neurotréfico derivado de células gliales

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos

Nrf2: Factor de transcripcion Nrf2 (NF-E2-related factor 2)
ARE: Elemento de respuesta antioxidante (Antioxidant Response Element)
DAT: Transportador de dopamina

U373MG: Linea celular de astrocitos derivada de astrocitoma


http://www.jbc.org/content/284/20/13291.abstract

Resumen.

Los astrocitos colaboran con las neuronas en el normal desarrollo de sus actividades
metabdlicas, y mas aln son capaces de participar activamente en su proteccion frente a
estimulos potencialmente dafiinos. Se ha demostrado, que la enzima glutation-S-transferasa
M2-2 (GSTM2-2) de astrocitos es capaz de conjugar glutation con aminocromo, un
producto de oxidacién de la dopamina, y por ello es que se propone como hipétesis que la
enzima Glutation-S-transferasa M2-2 producida por astrocitos les confiere proteccion, y
protege neuronas tipo dopaminérgicas de los efectos toxicos de aminocromo. Para validar
esta hipotesis es que en primera instancia se determind la capacidad de los astrocitos
humanos U373MG (glioblastoma) de captar aminocromo mediante utilizacion de
aminocromo tritiado, observandose una incorporacion maxima a los 40 minutos, la que es
parcialmente inhibida por tratamientos con exceso de dopamina, imipramina y nomifensina.
Mediante western blot se determind que la presencia del aminocromo en los cultivos
celulares provoca un aumento en la cantidad proteina, ademas de detectarse aumento en la
actividad enzimética, ambos cambios de manera dependiente de la concentracién, en donde
100 pM de aminocromo aumenta 2,1 veces la cantidad de la enzima en 3 horas. Se detecto
mediante western blot la presencia de la proteina GSTM2-2 en los medios condicionados
de células U373MG, aumentando 2,7 veces al exponer las células a aminocromo 50 uM
por 3 horas en relacién al control sin aminocromo. La linea celular de neuroblastoma SH-
SY5Y es susceptible a toxicidad inducida por aminocromo, determinada por citometria de
flujo, por lo que se probaron los medios condicionados de las células U373MG que
contenian la enzima GSTM2-2 sobre cultivos de SH-SY5Y, evidenciandose la capacidad de
proteger a células SH-SY5Y de la muerte inducida por exposicion a 10 pM de

aminocromo, Yy dicha proteccion frente a la muerte celular es dependiente de la
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internalizacion de la proteina GSTM2-2 por parte de las células SH-SY5Y, tal como se
demostré (i) por captacion de *C-GSTM2-2 liberado por células U373MG, proceso
inhibido por un antisuero contra GSTM2-2, (ii) muerte celular de SH-SY5Y tratadas con
aminocromo, en presencia de medios condicionados de U373MG tratados con antisuero
contra GSTM2-2, (iii) muerte celular de SH-SY5Y tratadas con aminocromo, en presencia
de medios condicionados de células U373MGsiGST6, que expresan un siRNA contra
GSTM2-2. En conclusion, nuestros resultados demuestran que las células U373MG
protegen las células SH-SY5Y contra la toxicidad inducida por aminocromo, por un
mecanismo que involucraria la liberacion de GSTM2-2 al medio condicionado y la
subsecuente internalizacion de esta enzima por parte de las células SH-SY5Y. Estos
resultados sugieren un nuevo mecanismo de proteccion de neuronas dopaminérgicas

mediado por astrocitos.
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Summary

Astrocytes collaborate with neurons in the normal development of their metabolic
activities, and to a greater extent, they are able to actively participate in their protection
from potentially harmful stimuli. It has been shown that the enzyme glutathione S-
transferase M2-2 (GSTM2-2) from astrocytes is able to conjugate glutathione to
aminochrome, an oxidation product of dopamine. Therefore the hypothesis proposed is that
the enzyme glutathione S-transferase M2-2 produced by astrocytes protect them, and also
protects dopaminergic neurons from the toxic effects of aminochrome. To validate this
hypothesis, we assessed the ability of human astrocytes U373MG (glioblastoma) to capture
aminochrome by using tritiated aminochrome, reaching an incorporation peak at 40
minutes, which is partially inhibited by treatment with excess dopamine, imipramine and
nomifensine. Using western blot, we determined that the presence of aminochrome in cell
cultures causes an increase in the protein amount, besides the increasing enzymatic activity,
both changes depending on the aminochrome concentration, with 100 uM aminochrome
increasing 2.1 times the amount of the enzyme in 3 hours. The presence of protein GSTM2-
2 was detected by western blot in conditioned media from U373MG cells, increasing 2.7
times after the exposure to 50 uM aminochrome for 3 hours compared to the control
without aminochrome. The neuroblastoma cell line SH-SYS5Y is susceptible to
aminochrome-induced toxicity, determined by flow cytometry, then U373MG cells
conditioned media containing the enzyme GSTM2-2 cultures were tested on SH-SY5Y,
demonstrating the ability to protect SH-SY5Y against aminochrome-induced cells death,
and that protection against cell death is dependent on internalization of the GSTM2-2
protein by SH-SY5Y cells. This internalization was demonstrated by (i) uptake of **C-

GSTM2-2 released by U373MG cells, process inhibited by an antiserum against GSTM2-2,
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(ii) cell death of SH-SY5Y treated with aminochrome, in the presence of conditioned media
from U373MG treated with antiserum against GSTM2-2, (iii) cell death of SH-SY5Y
treated with aminochrome, in the presence of conditioned media of U373MGsiGST6 cells
expressing siRNA against GSTM2-2. In conclusion, our results demonstrate that U373MG
cells protect SH-SY5Y cells against aminochrome-induced toxicity, by a mechanism which
would involve the release of GSTM2-2 to the conditioned medium and subsequent
internalization of this enzyme by SH-SY5Y cells. These results suggest a novel mechanism

of protection of dopaminergic neurons mediated by astrocytes.
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l. Introduccion.

1. Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es el desorden neurodegenerativo mas comun
después del Alzheimer, caracterizado por ser un padecimiento cronico y de lento progreso
que afecta entre el 1% y 2% de la poblacion mayor de 65 afos (Nussbaum & Ellis 2003).
La caracteristica patoldgica de esta enfermedad es la degeneracion selectiva de neuronas
dopaminérgicas que contienen neuromelanina, en la pars compacta de la sustancia nigra, sin
embargo también existe pérdida de células en el locus coeruleus, nucleo del raphe, y otras
estructuras catecolaminérgicas (Damier et al 1999). Esta pérdida de células nerviosas es
acompariada por agregados proteicos conocidos como cuerpos de Lewy, cuyo componente
principal es la proteina presinaptica a-sinucleina (Wakabayashi et al 2007). En la actualidad
no existe un tratamiento que efectivamente pueda detener el progreso de esta enfermedad,
aunque la suplementacion de 3,4 dihidroxifenilalanina (L-dopa) se utiliza como alternativa
para reemplazar la capacidad disminuida de las neuronas de producirla, aunque solo se
reducen los sintomas sobre la funcion motora, y su efectividad declina a medida que la

enfermedad sigue su curso.

2. Neurodegeneracion en la enfermedad de Parkinson

2.1. Factores ambientales
Aunqgue en mas del 85% de los casos la enfermedad de Parkinson se presenta como
una patologia idiopética, cuyo principal factor de riesgo es la edad, se han encontrado
algunos factores ambientales que podrian estar relacionados con la enfermedad (Dick et al

2007). Se ha reportado una asociacion con la exposicion a ciertos herbicidas e insecticidas
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(paraquat, rotenona, organofosfatos) (Elbaz & Tranchant 2007). Tambien se ha reportado
que la exposicion a toxinas ambientales como 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP), cianuro y tolueno, producen un cuadro clinico de Parkinsonismo atipico (Tanner

& Aston 2000).

2.2.Factores Genéticos

Dentro de los casos de Parkinson, no més del 10% estan relacionados a causas
genéticas, siendo la mutacion de a-sinucleina la primera en asociarse a esta patologia.
Ademas del gen de SNCA (a-sinucleina), del que se conocen tres mutaciones de la proteina
a-sinucleina asociadas a formas familiares de instalacion temprana de la enfermedad de
Parkinson (Kruger et al 1998; Polymeropoulos et al 1997; Zarranz et al 2004), existen diez
genes que presentan mutaciones asociadas a formas hereditarias de Parkinson [para revision
se sugiere (Corti et al 2011)], dentro de los cuales destacan, LRRK2 (leucine-rich repeat
kinase 2, Dardarina) (Funayama et al 2002) que corresponde a la mutacién de mayor
prevalencia presente en pacientes con aparicion tardia (Gilks et al 2005); Parkina (Kitada
et al 1998), la de mayor frecuencia en la aparicion de parkinsonismo temprano (Periquet et
al 2003); PINK1 [PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10)-
induced putative kinase protein 1] (Valente et al 2004) y PARK7 (Bonifati et al 2003)
correspondiente a mutaciones menos frecuentes en parkinsonismo de aparicion temprana

autosdmico recesivo.

2.3.Factores Celulares que predisponen a neurodegeneracion

2.3.1. Daflo mitocondrial

Un factor importante asociado a la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la
patogénesis del Parkinson son los cambios ocurridos en la mitocondria, particularmente el
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complejo | (Papa & De Rasmo ; 2012), idea que se refuerza al considerar que las toxinas
MPTP y rotenona actan como inhibidores del complejo | mitocondrial (Betarbet et al
2000; Mizuno et al 1987), al igual que lo hace la 6-hidroxidopamina (6-OHDA),
comUnmente utilizada para modelos in vivo e in vitro de Parkinson (Dabbeni-Sala et al
2001; Glinka & Youdim 1995). Esta evidencia es apoyada por los antecedentes existentes
de que PINK1 se localiza en la mitocondria (Jin et al 2010) y es esencial, junto a Parkina,
en el proceso de mitofagia (Kazlauskaite & Mugqit ; 2014; Okatsu et al ; 2012). En pacientes
con Parkinson esporadico se encuentra reducida la actividad del complejo 111 mitocondrial
en el cuerpo estriado y del complejo | en la substancia nigra (Bindoff et al 1989; Schapira

et al 1990).

2.3.2. Inflamacion

La inflamacion también es un factor que se ha involucrado en la neurodegeneracion
en la patologia del Parkinson, puesto que tras la inyeccién de lipopolisacarido (LPS) en el
cuerpo estriado de ratas se induce la expresion de citogquinas proinflamatorias, como
interleuquina (IL)-1p, IL-6 y factor de necrosis tumoral (TNF)-a, entre otras (Stern et al
2000), y ademas se produce la degeneracion de neuronas dopaminérgicas con acumulacion
de microglias (Castano et al 1998; Gao et al 2002). En animales tratados con MPTP, las
células astrogliales y microglias se activan en la substancia nigra, asociado a muerte de
neuronas dopaminérgicas, lo que sugiere un mecanismo inflamatorio en el dafio producido
por MPTP (Kurkowska-Jastrzebska et al 1999), tal como se ha observado también en el
cuerpo estriado y substancia nigra de animales tratados con rotenona (Sherer et al 2003). En
la substancia nigra de pacientes con Parkinson se acumulan microglias activadas que

expresan iINOS y COX-1y 2 (Knott et al 2000; McGeer et al 1988), ademas de aumentar



los niveles de citoquinas proinflamatorias y NF-xB, en el estriado y fluido cerebroespinal

(Hunot et al 1997; Nagatsu et al 2000).

2.3.3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo, mediado por la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) o especies reactivas de nitrogeno (NRS), se estima que también participa en la
patogénesis y progreso degenerativo en la enfermedad de Parkinson. En la disfuncion
mitocondrial se produce el escape de ion superdxido al citoplasma, especialmente al inhibir
la actividad de las enzimas respiratorias por efecto de MPTP, 6-OHDA y rotenona (Seaton
et al 1997). En la inflamacion, el ion superdxido es generado enziméaticamente por las
microglias activadas (Sankarapandi et al 1998). El ion superoxido es convertido en
perdxido de hidrégeno por accion de la superoxido dismutasa (SOD), y ademas reacciona
con el 6xido nitrico generando peroxinitrito; especie reactiva involucrada en la nitracién
de residuos de tirosina. Existe evidencia que indica la nitrosilacion de estos aminoacidos en
proteinas, en los cuerpos de Lewy presentes en neuronas dopaminérgicas de pacientes con
Parkinson (Good et al 1998). El peréxido de hidrogeno es tomado por las neuronas y
reducido por antioxidantes como el glutation (GSH), la glutation peroxidasa (GPx) o la
catalasa; sin embargo en aquellos lugares en donde abundan metales como el hierro, el
perdxido de hidrégeno reacciona dando origen al radical hidroxilo. La generacion de ROS y
el aumento de enzimas de naturaleza antioxidante como SOD, GPx y catalasa se ha
reportado en ganglios basales de animales tratados con MPTP y cultivos celulares
expuestos a MPP+ (Cassarino et al 1997). La 6-OHDA en las neuronas dopaminérgicas

produce ROS como superodxido, peroxido de hidrégeno y radicales hidroxilo (Cohen &



Heikkila 1974), y tras su inyeccion intracerebroventricular en ratones se produce un

aumento de la actividad de Cu/Zn-SOD en el cuerpo estriado (Ogawa et al 1994).

2.3.4. Estrés proteolitico

El mal funcionamiento del sistema ubiquitin-proteosoma que genera estrés de
reticulo endoplasmico, en respuesta a proteinas mal plegadas citosolicas y la consecuente
acumulacién de proteinas citotoxicas estan involucradas en la patogénesis de Parkinson [se
sugiere revision de (McNaught et al 2001)], hecho apoyado por la evidencia de que la
Parkina es una ubiquitin ligasa (Shimura et al 2000). Se sabe que la acumulacion de a-
sinucleina es componente de los cuerpos de Lewy (Polymeropoulos et al 1997), y células
PC12 diferenciadas que expresan a-sinucleina mutante presentan actividad disminuida del
proteosoma (Tanaka et al 2001). 6-OHDA, MPP+ y rotenona inducen estrés de reticulo y
respuesta a proteinas mal plegadas en células catecolaminérgicas PC12 (Ryu et al 2002). En
células de neuroblastoma dopaminérgicas SH-SY5Y y catecolaminérgicas PC12, la 6-
OHDA aumenta los niveles de ubiquitina libre y proteinas ubiquitinadas, y la inhibicion del

proteosoma por MG-132, potencia la toxicidad de 6-OHDA (Elkon et al 2001).

2.3.5. Relacién entre factores celulares

El peréxido de hidrégeno generado en la célula activa el factor de transcripcion NF-
kB, relacionado a la inflamacién, promoviendo la transcripcion de iNOS, COX, citoquinas
proinflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a) y moléculas proapoptéticas como Bcl-Xs y Bax
(Meyer et al 1993; O'Neill & Kaltschmidt 1997), ademas tanto el peroxido de hidrégeno

como el superoxido pueden abrir el poro de transicion de permeabilidad



mitocondrial (mPTP), directa o indirectamente, a través de la activacion de NF-xB y
proteinas Bax (Zoratti & Szabo 1995) promoviendo la liberacion de citocromo c y la
posterior muerte celular. El 6xido nitrico es capaz de inhibir el complejo IV mitocondrial,
generandose una mayor cantidad de anion superdxido (Lizasoain et al 1996).

La actividad del proteosoma en cultivos primarios de células dopaminérgicas
tratadas con 6-OHDA aumenta, mientras que en cultivos expuestos a rotenona y MPP+ la
actividad proteosomal disminuye, sin embargo ambos cambios ocurren acompafados de un
aumento de ROS (Hoglinger et al 2003). Los inhibidores del proteosoma reducen la
actividad de los complejos | y Il de la mitocondria, en células SH-SY5Y (Sullivan et al
2004), y aumentan la COX-2 y sus conjugados ubiquitinados (Rockwell et al 2000). Al
tratar células PC12 con lactacistina, un inhibidor del proteosoma, se observan inclusiones
de a-sinucleina ubiquitinada (Rideout et al 2001) y en casos de inyeccion estereotaxica de
lactacistina en la substancia nigra de ratas, se observa degeneracion selectiva de neuronas

dopaminérgicas y acumulacion de a-sinucleina (McNaught et al 2002).

3. Aminocromo como factor de neurodegeneracién

Las hipotesis presentadas anteriormente explican mecanismos de toxicidad
inducidos por 6-OHDA y MPTP y parte de la patogénesis de Parkinson esporadico y
familiar; sin embargo, no clarifican la pérdida especifica de neuronas dopaminérgicas en la
patologia del Parkinson ni tampoco en animales tratados con rotenona, en donde ademas de
la pérdida selectiva de células dopaminérgicas nigroestriatales, se observa degeneracion
con inclusiones citoplasmaticas (Betarbet et al 2000). La deplecion de dopamina atenta la
neurotoxicidad inducida por rotenona (Sakka et al 2003), sugiriendo que la presencia de la

dopamina enddgena esta involucrada en la pérdida selectiva de neuronas.



3.1.0xidacion de la dopamina

La dopamina es sintetizada de novo en las neuronas dopaminérgicas, y la que ha
sido liberada en la neurotransmision es recaptada por las terminales nerviosas. Asi la
dopamina intracelular es incorporada en vesiculas sinapticas a través del transportador de
monoaminas 2 (VMAT-2) para su almacenamiento, permitiendo una concentracion baja de
dopamina en el citosol. La dopamina libre en el citoplasma es metabolizada por la
monoamino oxidasa B (MAO-B), generando peroxido de hidrégeno y 4cido
dihidroxifenilacético (DOPAC). Por otra parte la dopamina, en el citosol, se puede oxidar
en presencia de oxigeno a dopamina-o-quinona (Linert 1996), que se cicla en varios pasos
a aminocromo (Paris et al 2009). La generacion de dopamina o-quinonas puede ocurrir
también por oxidacion enzimética de la dopamina por la prostaglandina H sintasa,
lipoxigenasa, tirosinasa y xantina oxidasa (Foppoli et al 1997; Hastings 1995; Korytowski

et al 1987; Rosei et al 1994) (Figura 1).

:©/v Oxdacmn Ij/\/ C|CIaC|on m O)adacmn ©j>

Dopamina Dopamina-o-quinona Leucoaminocromo Aminocromo

Figura 1, Oxidacion de la dopamina a aminocromo. La dopamina se oxida en el citosol a
dopamina-o-quinona en presencia de oxigeno o por accion enzimatica. La inestabilidad de
la dopamina-o-quinona a pH fisiolégico permite su ciclacion para originar
leucoaminocromo, que al oxidarse origina el aminocromo.



La citotoxicidad de la dopamina o-quinona se ha descrito predominantemente en
neuronas dopaminérgicas (Sulzer et al 2000). La toxicidad es provocada por interaccion de
las 0-quinonas con los aminoacidos de las proteinas, como residuos de cisteina, de manera
de producir 5-cisteinil-dopamina, inhibiendo o alterando irreversiblemente la molécula, y
produciendo citotoxicidad tal como se ha corroborado en cultivos de neuronas
dopaminérgicas SH-SY5Y tratadas con L-DOPA, evidenciando la aparicion de o-quinonas,
5-cisteinil-DOPA y muerte celular (Lai & Yu 1997). Es de particular interés que la enzima
tirosina hidroxilasa, la enzima limitante en la biosintesis de catecolaminas, es una proteina
blanco del aminocromo generado en la oxidacién de la dopamina (Xu et al 1998),
provocando su inactivacion y produccion de una quinoproteina (quinotirosina hidroxilasa)
que contribuye al estrés oxidativo en las neuronas (Kuhn et al 1999). Por otra parte, la
dopamina-o-quinona, el precursor de aminocromo, forma aductos con Parkina, provocando
su inactivacion y pérdida de funcién (LaVoie et al 2005).

En cultivos de células humanas de neuroblastoma SH-SY5Y, dopamina y L-DOPA
producen la formacion de radicales semiquinonas, induciendo toxicidad (Emdadul Haque et
al 2003), incluso se ha demostrado la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia
nigra tras una inyeccion esterotaxica en ratas de aminocromo unilateralmente. (Diaz-Véliz

et al 2002).

3.2.0xidacion de la dopamina relacionada a factores celulares de neurodegeneracién

Uno de los blancos de la dopamina o-quinonas corresponde a la proteina o-
sinucleina, componente de los cuerpos de Lewy (Conway et al 2001). Alfa-sinucleina

puede contribuir a la patogenia de la enfermedad de Parkinson a través de varias vias, pero



generalmente se propone que las protofibras que corresponden a conformaciones
oligoméricas solubles, son las especies toxicas que alteran la homeostasis y promueven la
muerte neuronal, a través de varios blancos intracelulares propuestos, como interfiriendo
con la dindmica del citoesqueleto o con los sistemas de degradacién de proteinas,
disminuyendo la actividad de los complejos mitocondriales, entre otros (Stefanis 2012). La
a-sinucleina mutante (A30P), relacionada a Parkinson familiar autosémico dominante,
aumenta la velocidad de formacién de protofibras tdxicas (Conway et al 2000), que provoca
la permeabilizacion de vesiculas sinapticas (Volles et al 2001). Los productos de oxidacion
de la dopamina reaccionan con a-sinucleina para formar aductos, provocandose la
estabilizacion de las protofibras (Conway et al 2001), en donde el aminocromo es el
responsable directo de esta estabilizacion (Norris et al 2005). Una reaccion altamente toxica
ocurre cuando el aminocromo es reducido con un electron por flavoenzimas que utilizan
NADH o NADPH, en donde se forma leucoaminocromo-o-semiquinona, radical altamente
reactivo con oxigeno. Este radical entra en un ciclo de 6xido-reduccion dando origen al
consumo del NADH y NADPH, provocando la disminucion en la sintesis de ATP, la
merma de la capacidad antioxidante del glutatién, disminucion de la cantidad de O, y
formacion de radicales superdxido, produciendo un colapso energético que es altamente

neurotoxico y un desbalance antioxidante (Segura-Aguilar et al 2001) (Figura 2).
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Figura 2, Reduccion de Aminocromo con un electrdn, es catalizada por flavoenzimas
que utilizan NADH/NADPH como donador de electrones, generando el radical
leucoaminocromo-o-semiquinona. Este radical es extremadamente reactivo con oxigeno,
reduciéndolo a radical superdxido, en un ciclo redox que induce estrés oxidativo y depleta
el NADH requerido para la generacion de ATP en la mitocondria. La deplecion del

NADPH trae como consecuencia el aumento de glutation oxidado (GSSG).
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La citotoxicidad de la formacion de o-quinonas derivadas de la oxidacion de la
dopamina no est4 solamente relacionada al estrés oxidativo, sino también a la disfuncion
mitocondrial, mal funcién del sistema proteosomal y a procesos relacionados a la
inflamacién. La formacién de o-quinonas reduce la funcién de las mitocondrias y provoca
la apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial, tal como se ha
demostrado en mitocondrias neuronales de tejido cerebral de ratas (Berman & Hastings
1999). Antinflamatorios no esteroidales (NSAIDs) son capaces de proteger contra la
pérdida de células dopaminérgicas en animales tratados con MPTP, MPP+ y 6-OHDA
(Aubin et al 1998; Ferger et al 1999; Mohanakumar et al 2000; Teismann & Ferger 2001).
Los niveles de la prostaglandina E2, producida por la prostaglandina H sintasa, esta
aumentada en la sustancia nigra obtenida postmortem de pacientes con Parkinson. Mas adn,
se ha demostrado que su inhibicion en tejido cerebral de pacientes postmortem, utilizando
indometacina y aspirina, previenen la oxidacion enzimética de la dopamina y la generacion
de o-quinonas (Mattammal et al 1995). El uso de NSAIDs bloquea la induccion de
citoquinas proinflamatorias y de moléculas proapoptéticas al suprimir la activacion de NF-
kB y la expresion de iINOS (Asanuma et al 2004). Al reducir la dopamina enddgena se
inhibe la apoptosis y la muerte de células dopaminérgicas con formacion de inclusiones de
a-sinucleina producida por la inhibicion del proteosoma (Fornai et al 2003). EI aumento en
la concentracion endégena de dopamina provoca la inhibicion del proteosoma en células
PC12, previo a la muerte de las células, toxicidad que aumenta al suministrar ademas
inhibidores del proteosoma. Esta inhibicion proteosomal y toxicidad se atenta con glutation
(GSH) o la inhibicién de la recaptura de dopamina con nomifensina (Keller et al 2000),
sugiriendo un rol a los altos niveles de dopamina y sus quinonas en la toxicidad provocada

por la inhibicién del proteosoma. La formacion de protofibras de a-sinucleina inhibe la
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autofagia mediada por chaperonas (CMA) (Martinez-Vicente et al 2008) y aminocromo es
capaz de formar aductos con a-sinucleina estabilizando las protofibras (Conway et al 2001),
de manera que aminocromo esta involucrado en la inhibicion de la CMA. Aminocromo
forma aductos con UCH-L1 (Van Laar et al 2009), afectando su normal funcionamiento,
condiciones en las que se observa una inhibicion de la autofagia (Kabuta et al 2008). El
aminocromo forma aductos con a- y B-tubulina (Paris et al 2010), proteina fundamentales
en la formacion del autofagosoma y fusion de este con el lisosoma, provocando la
acumulacién de autofagosomas en el citosol, incrementandose en condiciones donde la

enzima NQOL es inhibida (Paris et al 2011).

3.3.Mecanismos de proteccién ante la oxidacion de la dopamina

Varias aproximaciones acerca de la neuroproteccion frente a la toxicidad de las o-
quinonas derivadas de la oxidacion de la dopamina se conocen. El dafio celular in vitro e in
vivo provocado por la aparicion de las o-quinonas, se previene por tratamiento con
superdéxido dismutasa (SOD), GSH, N-acetilcisteina o ditiotreitol, pero no con catalasa
(Haque et al 2003; Lai & Yu 1997; LaVoie & Hastings 1999; Offen et al 1996). Frente a la
toxicidad del aminocromo se conoce la actividad protectora de las enzimas NAD(P)H:
quinona oxidoreductasa (NQO1) conocida como DT-diaforasa, y la enzima glutation-S-
transferasa M2-2 (GSTM2-2). DT-diaforasa, enzima presente en neuronas dopaminérgicas
en la substancia nigra (Schultzberg et al 1988), cataliza la reaccion de reduccion con dos
electrones, lo que previene que el aminocromo forme aductos con a-Sinucleina y que se
convierta en el radical leucoaminocromo-o-semiquinona (Baez et al 1995; Paris et al 2001;

Segura-Aguilar & Lind 1989). El tratamiento con dimetil fumarato (DMF) o tert-
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butilhidroquinona, que aumenta la actividad de DT-diaforasa, protege contra la muerte
celular inducida por oxidacion de dopamina (Hara et al 2003; Munday et al 1998). GSTM2-
2 es capaz de conjugar aminocromo al glutation, generando un producto que es resistente a
agentes oxidantes como oxigeno, peroxido de hidrogeno y anion superdxido (Baez et al
1997; Segura-Aguilar et al 1997), ademas GSTM2-2 previene la formacion de aminocromo
al conjugar el precursor dopamina-o-quinona, para formar 5-glutationil dopamina, que se
degrada formando 5-cisteinil dopamina (Segura-Aguilar et al 1997), metabolito que ha sido
detectado en el liquido cefalorraquideo y en la neuromelanina humana (Cheng et al 1996)
(Figura 3). DMF no solo induce la actividad de DT-diaforasa, sino también aumenta el
GSH intracelular total y la actividad de GST y GSH reductasa (Duffy et al 1998). El
aminocromo polimeriza para formar parte de la neuromelanina, en una reaccion
dependiente de la concentracion, fendmeno natural que se acumula con el tiempo, siendo
observable en individuos sanos postmortem (Zecca et al 2002). La neuromelanina posee
propiedades antioxidantes asociadas a su capacidad de inhibir la peroxidacién de lipidos, de
atrapar radicales libres, y previniendo la toxicidad inducida por metales al actuar como
quelante (Zecca et al 2003). Esta formacion de neuromelanina puede ser una importante
reaccion de neuroproteccion, situacion apoyada por el hecho de que al inhibir la tirosinasa,
enzima limitante en la sintesis de melanina, se reduce la viabilidad de neuronas

dopaminérgicas, aumentando el contenido intracelular de dopamina (Higashi et al 2000).
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Figura 3, Conjugacion con glutatién de dopamina-o-quinona y aminocromo catalizada

por la enzima GSTM2-2, generando como producto 5-S-glutationil dopamina y 4-S-

glutationil-5,6-dihidroxindolina, respectivamente. 5-S-glutationil dopamina se degrada a 5-

cisteinil dopamina, que ha sido detectado en el liquido cefalorraquideo y la neuromelanina

[tomado de (Munoz et al 2012a)]
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4. Glutatién-S-Transferasa

Las glutation-S-transferasa (EC 2.5.1.18) (GST), son enzimas que catalizan el ataque
nucleofilico del glutation reducido (GSH) sobre compuestos que contienen carbonos
electrofilicos, nitrogeno o atomos de azufre. Los sustratos de estas enzimas incluyen
halogenonitrobencenos, arenos, 6xidos, quinonas y carbonilos o, insaturados (Armstrong
1997; Keen & Jakoby 1978; Sheehan et al 2001) y su expresion aumenta por exposicion a
pro oxidantes en diferentes organismos (Allocati et al 2003; Kobayashi et al 2002; Veal et
al 2002). Se conocen tres familias de GST, las citosolicas, las mitocondriales y las
microsomales, dentro de las cuales, la citosdlica es la familia méas grande (Sheehan et al
2001). Las enzimas citosolicas son dimeros con subunidades de 199-244 aminodcidos, y de
acuerdo a sus secuencias se reconocen siete clases en mamiferos, designadas Alpha, Mu,
Pi, Sigma, Theta, Omega y Zeta (Armstrong 1997; Hayes & McLellan 1999; Sheehan et al
2001).

En el cerebro, en donde hay un gran consumo de oxigeno, se producen ROS como O,
H,O, y radical hidroxilo, los que son eliminados por la actividad catalitica de enzimas
como la superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa o de manera no enzimatica
por el GSH, acido ascorbico o a-tocoferol. Estas especies reactivas pueden dafar
directamente lipidos de membrana, DNA, proteinas y carbohidratos (Marnett et al 2003) o
pueden generar metabolitos secundarios reactivos que favorecen el estrés oxidativo,
metabolitos que son sustrato de enzimas como la glutation peroxidasa o la GST. En la
oxidacion de la dopamina se genera aminocromo, quinona que puede ser conjugada a GSH
por la actividad de GST. Experimentalmente se ha determinado que la mayor capacidad
para conjugar GSH a aminocromo la posee la enzima GST M2-2 humana (Baez et al 1997),

aungue experimentalmente la enzima rGST M3-3 (GST 6) de rata ha mostrado una buena
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eficiencia catalitica, tanto con aminocromo (datos no publicados S. Baez, M. Widersten, J.
Segura-Aguilar, & B. Mannervik), como con DCNB (Abramovitz et al 1988). Resulta
interesante que tanto GSTM2-2 como rGST M3-3 presentan una estructura similar, que
posiblemente contribuye a su capacidad catalitica (Hansson et al 1999).

En tejido cerebral se ha encontrado que la actividad de GST es superior a la actividad de la

glutation peroxidasa (Carmagnol et al 1983).

5. Astrocitos

Los astrocitos comprenden entre el 20% y 50% del volumen celular del cerebro.
Son células caracterizadas por sus proyecciones, utilizadas para hacer contacto con el soma,
las dendritas y las terminales neuronales (Ventura & Harris 1999), ademas de células
endoteliales (Abbott et al 2006). Los astrocitos ejercen funciones esenciales que aseguran la
homeostasis neuronal, actuando como tampén del contenido iénico del medio extracelular
cerebral. Poseen acuaporina 4 (AQP4), transportadores de K+ (Simard & Nedergaard
2004), ademas de intercambiadores Na+/H+ y transportadores de bicarbonato entre otros
(Obara et al 2008). También participan en la regulacion de los niveles de
neurotransmisores, puesto que expresan algunos transportadores de neurotransmisores,
como glutamato, GABA vy glicina y DA (Minelli et al 1996; Sattler & Rothstein 2006;
Verleysdonk et al 1999). Participan en la mantencion de la funcidén neuronal produciendo
citoguinas que actian como coordinadoras de la comunicacion neurona-glia (Choi et al
2014). Existe evidencia de que los astrocitos se involucran también en la trasmision
sinaptica, mediante la liberacion regulada de moléculas activas como glutamato, purinas
(ATP y adenosina), GABA y D-serina (Halassa et al 2007; Perea et al 2009) ante cambios

en la actividad sinaptica, y ademas tienen el potencial de ejercer influencias a largo plazo
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mediante liberacion de factores de crecimiento, como factor neurotrofico derivado de
células gliales (GDNF) o factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (Ito et al 2005). Se ha
observado disfuncionalidad de los astrocitos en varios desérdenes neurodegenerativos
(Seifert et al 2006), frecuentemente se observa una hipertrofia y un aumento en el nimero
de astrocitos, lo que se conoce como astrogliosis (Stromberg et al 1986). La astrogliosis
aparece en los cerebros de pacientes con Parkinson, analizados post-mortem (Teismann &
Schulz 2004), también se ha descrito en modelo de Parkinson inducido por MPTP (Dervan
et al 2004) y en la sustancia nigra de ratones tratados con 6-OHDA (Stromberg et al 1986).
La funcion protectora de los astrocitos se sustenta en hechos como que las especies
reactivas de oxigeno que dafian neuronas, disminuyen cuando se cocultivan neuronas y
astrocitos (Drukarch et al 1998). La cantidad de GSH en neuronas aumenta, al igual que su
viabilidad frente a rotenona y paraquat, al cocultivarlas con astrocitos (Rathinam et al
2012), la concentracion de glutation es més alta en astrocitos que en la neurona (Dringen et
al 2000), y existe una mayor activacion de la via Nrf2/ARE (Sun et al 2005), responsable
de la regulacion transcripcional de enzimas detoxificantes de fase Il, como DT-Diaforasa y

glutation transferasa (Lee et al 2003).

6. Astrocitos y Glutation transferasa

Los astrocitos pueden captar dopamina, ya que también expresan el transportador de
dopamina (DAT) (Karakaya et al 2007) y el transportador de norepinefrina que también
ingresa dopamina eficientemente (Takeda et al 2002)Por tanto también se puede formar
aminocromo en estas celulas, sin embargo, los astrocitos expresan la glutation transferasa
M2-2 (GSTM2-2), enzima que tiene la mayor actividad de conjugacion reductiva del

aminocromo con glutation (Baez et al 1997; Segura-Aguilar et al 1997). Un antecedente
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interesante es el hallazgo de una mutacion nula de la enzima GST M1 en la poblacion
chilena con Parkinson idiopatico, que sustenta la idea de que esta enzima protege contra el
metabolismo oxidativo toxico de la dopamina previniendo la reduccién de aminocromo con
un electron (Perez-Pastene et al 2007).

Carder, el afio 1990, reporto la presencia de GST Alpha y Pi en células gliales (Carder et al
1990), ademas se sabe de la presencia de GST Pi en oligodendrocitos (Tansey & Cammer
1991) y GST mu en astrocitos de rata (Cammer et al 1989). En astrocitos humanos se ha

detectado la presencia especifica de la enzima GST M2-2 (Rowe et al 1997).
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Il.  Hipotesis.

La hipotesis propuesta para este trabajo fue: “La enzima Glutation-S-transferasa M2-2
producida por astrocitos les confiere proteccion, y protege neuronas tipo dopaminérgicas de

los efectos tdxicos de aminocromo”.

I11. Objetivo general.
El objetivo general de este trabajo es estudiar la capacidad protectora de la enzima GSTM2-
2 en los astrocitos y neuronas dopaminérgicas de los efectos neurotoxicos de aminocromo
usando como modelo de astrocitos las células de glioblastoma humano U373MG vy de

neuronas dopaminérgicas las células humanas SH-SY5Y diferenciadas.

IV. Objetivos especificos.

l. Medir la incorporacién de aminocromo en células de glioblastoma U373MG.

. Estudiar la capacidad de aminocromo de inducir la expresion de GST M2-2 en
células de glioblastoma U373MG.

. Establecer una linea celular que sobreexpresen GSTM 2-2, para demostrar que
la enzima confiere proteccion ante la toxicidad inducida por aminocromo.

IV.  Evaluar si el medio condicionado de células de glioblastoma U373MG tratadas
con aminocromo, confiere proteccion a células SH-SYS5Y, expuestas a

aminocromo.
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V. Materiales y Métodos.

Sintesis y purificacion de Aminocromo: La sintesis de aminocromo fue realizada
oxidando 5 mM de dopamina (Sigma Aldrich, Cat. # H8502-10G) con 25 pg/ml de
tirosinasa (Sigma Aldrich, Cat. # T3824-50KU) en 25 mM tampén fosfato de potasio pH
6.0 por 15-30 minutos a temperatura ambiente. EI Aminocromo fue separado de la
dopamina no oxidada y de la tirosinasa utilizando una columna CM-Sephadex C50-100 (8
x 0.8 cm) equilibrada con 25 mM de fosfato de potasio pH 6.0., eluyendo la columna con el
mismo tampdn. Se determind la absorbancia de aminocromo a 478 nm, y se determind su

concentracion usando el coeficiente de extincion molar 3058 M-1cm-1.

PCR semicuantitativo de GSTM2-2: Para amplificar GSTM2-2 a partir del cDNA obtenido
de ceélulas U373MG o células U373GST, se utilizan los partidores sentido 5’-
GCTCTAGACATGCCCATGACACTGGGG-3’ y antisentido 5’-
ATATCCGGATTGTTGCCCCAGACAGCC-3’. La reaccion de PCR contiene a
concentracion final 1,5nM de MgCl2, 0,2 nM de dNTP, 1X PCR Buffer, partidores sentido
y antisentido 0,5 uM cada uno, 5U DNA polimerasa y 50ng de cDNA, el programa
comprende 5 minutos de denaturacion inicial a 95°C, seguido de 28 ciclos de: 30 seg. a
95°C, 40 seg. a 56°C como temperatura de alineamiento, 1 minuto de extensién a 72°C.

Cultivo células U373MG: Segun experiencias previas en nuestro laboratorio, las células
U373MG se cultivas en medio RPMI 1640 (HyClone Cat. # SH30011.04) suplementado
con 10% de suero fetal bovino, con antibidticos Penicilina G Sodio (10U/ml) y
antimicotico estreptomicina sulfato (10U/ml), 1% de aminoéacidos no esenciales, 1% de
piruvato de sodio, 1% de HEPES en estufa de cultivo con 5% de CO2 y a 37° C. Las
células se crecen en placas de Petri de vidrio y son sub-cultivadas un maximo de nueve
veces. Los ensayos de transfeccion con plasmidos llevando el cDNA de GSTM2-2 se

realizan con células en fase proliferativa, después de dos o tres sub-cultivos consecutivos.

Cultivo de células SH-SY5Y: Las celulas SH-SY5Y son cultivadas en DMEM/F12 10%

suero fetal bovino, 2 mM L-glutamina y con antibiéticos Penicilina G Sodio (10U/ml) y
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antimicotico estreptomicina sulfato (10U/ml),. Las células SH-SY5Y son diferenciadas

incubando con 10 uM de acido retinoico y TPA 80nM, por 8 dias.

Viabilidad celular por citometria de flujo: Las células son mantenidas en cultivo el
tiempo que corresponda a una concentracion determinada de aminocromo, y posteriormente
se lavan y se tratan con tripsina 0,1% hasta soltarlas. Se lavan 3 veces con PBS 1X y el
concentrado celular se resuspende en 200 puL de buffer de citometria y se incuban 45
minutos con 0,5 uM de Calceina AM (FL1, verde) (Invitrogen, Cat. # L3224). y 5 uM de
etidio homodimero (FL3, rojo) (LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit, Molecular
Probes). De cada muestra se adquieren 5000 eventos en citometro de flujo (FACSCalibur;
BD Biosciences, San Jose, CA, USA) vy los datos son analizados con el software WinMDI
2.9 (TSRI Flow Cytometry Core Facility, La Jolla, CA, USA). En grafico tamafio v/s
granularidad (FSC/SCC) se selecciona la poblacién celular (R1) y posteriormente de esta
poblacién se seleccionan las células que resultan positivas para FL1 o FL3, determinandose

el porcentaje de cada una.

Extraccion de proteinas: Las células se cultivaron en placas de 10 cm y crecieron hasta
una confluencia de 70-80%. Las células se lavaron con 2 ml de PBS 1X para luego retirar el
PBS. Se tripsinizaron agregando 2 ml de tripsina 0.3%, y dejandolas 5 minutos a 37°C. Se
agregaron 5 ml de medio de cultivo o PBS para inactivar la tripsina. Se recolectaron las
células con pipeta esteril y se depositd la suspension celular en tubos falcon de 15 ml. Se
centrifugaron 5 minutos a 1500-2000 rpm. Y se elimind el sobrenadante. Se agregd 100 pl
de buffer RIPA al pellet de células, mezclando bien con pipeta. Se dejo el pellet celular con
RIPA en hielo por 30 minutos para luego centrifugar el pellet de células por 30 minutos a
14.000 rpm. hasta obtener el sobrenadante.

Electroforesis: A 50 pg de proteinas del extracto celular se adiciond buffer de carga y se
Ilevd a 95°C por 5 minutos para denaturar las proteinas, y luego se cargo en los pocillos de
gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) al 12%. Las proteinas se resolvieron a 120

volt por 1 hora 30 minutos. Posteriormente se transfirio a membrana de nitrocelulosa a 300
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mA por 1 hora 30 minutos. Se comprobd el éxito de la transferencia tifiendo con rojo

ponceau.

Western Blot: Para bloquear la membrana se utilizd 5% de leche descremada en TBS-T
por 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. Se traté la membrana con el anticuerpo
primario anti-GST M2-2 (policlonal “rabbit” dilucion 1:100), anti-actina policlonal “rabbit”
(dilucidn 1:1000, Sigma Aldrich, Cat. # A2668-2ML) a 4° C “over night” con agitacion. Se
lavé la membrana 3 veces con TBS-T, cinco minutos cada vez en agitacion. Se aplico el
anticuerpo secundario anti-rabbit 1gG-HRP (dilucion 1:2000; Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Cat. # sc-2034), acoplado a peroxidasa, por 1 hora 30 minutos a temperatura ambiente
en agitacion. Se lavd la membrana 3 veces con TBS-T, cinco minutos cada vez en agitacion
y al término de la incubacion, se detecto6 GSTM2-2 y actina mediante quimioluminiscencia.
En todos los casos la reaccion de quimioluminiscencia se realizé utilizando el kit ECL. Las
intensidades de las bandas resultantes se cuantificaron por densitometria utilizando el
software ImageJ. Los resultados se expresaron como la razon de los pixeles detectados de
proteina GSTM2-2/actina.

Medicion de Actividad enzimatica: Para medir actividad enzimatica de las GST se realiz6
un ensayo utilizando aminocromo como sustrato, donde se registra la conjugacion de GSH
a aminocromo catalizada por GST, monitoreando la disminucién de la absorbancia a
475nm. Para los calculos de actividad se utiliza un coeficiente de extincién de 3058 M™cm’
! Las reacciones de medicion de actividad se llevaron a cabo en tampén fostato 0,1M pH
6.5, con una concentracion de GSH 1mM y CDNB 1mM o aminocromo 100 uM. La

reaccion se inicio por la adicién de 50 ug de proteina del extracto celular.

Actividad enzimética de los medios condicionados: Se recolectaron alrededor de 8 ml de
medio desde la placa de cultivo, se centrifugo para remover restos celulares, y la totalidad
del volumen recogido se adiciond a un tubo Falcon 25ml conteniendo 1ml de resina
agarosa-GSH, para someterla a un proceso de purificacion segin la metodologia descrita

por el fabricante. El volumen final recogido, que ya contiene GSH, es de 1ml y se utilizaron
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50 ul para el ensayo de actividad enzimatica con aminocromo 100 uM. La reaccion se

efectud en tampon fosfato 0,1M pH 6,5.

Sintesis de aminocromo radiactivo: Se utiliza [2,5,6-*H]-Dopamina (TRK284, actividad
especifica 8.5 Ci/mmol, Amersham Biosciences Limited, UK) a una concentracion final
50nM y Dopamina fria a concentracion final 5mM, para generar aminocromo tritiado (*H-
AM) segln la metodologia establecida (Arriagada et al 2004).

Captacion de *H-AM: Las células U373MG mantenidas en cultivo en medio RPMI-1640
suplementado, se tripsinizaron, se lavaron con PBS y se resuspendieron en 500l de Buffer
Hank a 37°C (10 mM HEPES, 130 mM NaCl, 1.3 mM KCI, 2.2 mM CaCl,, 1.2 mM
MgSQy4, 1.2 mM H,PO,4, 10mM glucosa, pH 7.4) conteniendo una concentracion final de
’H-AM de 50uM. Bajo estas condiciones, las células son mantenidas por periodos de entre
5-120 minutos a 37°C. Transcurrido el tiempo correspondiente, las células se centrifugaron
5 minutos a 3000 x g, y se lavaron con 1 ml de buffer Hank frio. La suspension de células
se centrifugd y lavé 3 veces para asegurar la remocién del *H-AM extracelular. Se estimulé
la lisis de las células con 0.5 ml de 1% Triton X-100, y luego de 15 minutos de incubacion,
400 pl se removieron para analisis en contador de centelleo y 100ul se utilizaron para
determinacion de proteinas. Como control se utilizan muestras a 0°C, valor que se resta de
la captacién. Las desintegraciones por minuto (dpm) se convierten en pmol/mg utilizando
la actividad especifica 8.5 Ci/mmol y considerando 1 mCi = 2.22 x 10° dpm y los mg de

proteina presentes en la reaccion.

Eflujo de especies radiactivas: Las células U373MG se incubaron en Buffer con *H-AM
durante 40 minutos a 37°C, y luego se lavaron cinco veces con buffer Hank frio para
remover la mayor cantidad de radiactividad extracelular. Posterior a los cinco lavados, el
sobrenadante obtenido de las células se resuspendio en 500ul de Buffer Hank y se
centrifugd 5 minutos a 3000 x g, considerandose este ensayo como el tiempo cero. Para los
experimentos de eflujo a 20 minutos y 40 minutos, luego de los cinco lavados, se
resuspendio el sobrenadante en 500ul de Buffer Hank y se mantuvo a 37°C, luego de

transcurrido el tiempo deseado, las celulas se centrifugan 5 minutos a 3000 x g, vy el
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sobrenadante se utilizé para evaluacion de radiactividad en centelleo liquido y el pellet
celular se utilizdé para la determinacion de proteinas totales. Para los experimentos de
inhibicion de la captacion, se utilizé 2uM de nomifensina o 100uM de Imipramina en el
Buffer que tiene *H-AM. En los experimentos donde se usa Dopamina fria para inhibir, el
pellet celular se incubd durante 5 minutos en 1 ml de solucion 2mM de Dopamina, luego
las células se lavaron, se centrifugaron y finalmente se agregé el Buffer que contiene *H-
AM.

Determinacion de GSTM2-2 en medios de cultivo: Se cultivaron células U373MG o
células U373GST, durante 3 horas, en medio RPMI-1640 (HyClone Cat. # SH30011.04)
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de aminoacidos no esenciales, 1% de
piruvato de sodio, 1% de HEPES y con antibidticos Penicilina G Sodio (10U/ml) y
antimicético estreptomicina sulfato (10U/ml), en estufa de cultivo con 5% de CO, y a 37°
C, en presencia o0 ausencia de aminocromo 50 pM, en placas de vidrio de 10cm. Luego de
las 3 horas, las células son lavadas con PBS y se agrega medio nuevo RPMI-1640 y se
mantienen en estufa a 5% CO; a 37°C por 24 horas. Transcurridas las 24 horas, se recoge la
totalidad del medio condicionado y se filtra a través de filtro 0.2 um, obteniéndose
aproximadamente 8 ml. La totalidad de medio condicionado se purifica utilizando esferas
de agarosa-glutation Thermo Scientific (Pierce Chemical Company, Rockford, IL, USA,
Cat. #16100), segun las recomendaciones del fabricante, con la finalidad de obtener una

fraccion rica en proteinas GST.

Obtencion de concentrado rico en GST: Se centrifugd un ml de resina de agarosa-
glutation en un tubo Falcon de 15ml a 700 x g durante 2 minutos a temperatura ambiente
para descartar el buffer de almacenamiento. Las esferas obtenidas se resuspendieron en 10
volimenes de buffer de Equilibrio/lavado (BEL) (50mM Tris, 150mM NaCl, pH 8.0) y se
mezcld hasta obtener una suspension homogénea, luego se centrifugo 2 minutos a 700 x g.
Para obtener un concentrado rico en proteina GST, 8 ml de medio condicionado (de células
U373MG o U373GST) se incubaron junto a las esferas de agarosa-glutation obtenidas del
paso anterior, mas 1 ml de BEL 10X, para obtener 10 ml totales. El tubo con la mezcla se

deja en agitacion suave durante 2 horas a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se
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centrifuga 2 minutos a 700 x g y se descarta el sobrenadante. Para lavarlas se les agrego 5
volimenes de BEL y posteriormente se centrifugd 2 minutos a 700 x g, procedimiento que
se repite 3 veces. Para eluir las proteinas GST de las esferas, se resuspendio en un volumen
(1 ml) de buffer de elucion (50mM Tris, 150mM NaCl, pH 8.0 que contiene 10mM
glutation reducido) mezclando suavemente por un par de minutos, luego se centrifugé 2
minutos a 700 x g. El sobrenadante obtenido (1 ml) es rico en proteinas GST, y de €l se
utilizan 25 pl para ensayos de western blot.

Incorporacion de *C-GSTM2 en células SH-SY5Y: Células U373MG se cultivaron en
medio habitual conteniendo 2 uCi de L-leucina marcada con **C, durante 1 hora. Las
celulas se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con medio normal con 50 puM de
Aminocromo por 3 horas. Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con
medio normal por 24 horas. Células SH-SY5Y se incubaron con 1 ml del medio
condicionado proveniente de las células U373MG y 1 ml de medio de células SH-SY5Y
normal por 5 horas. Las células se lavaron 3 veces con PBS y se centrifugaron a 2000 rpm.
A una parte del extracto celular se le adiciono la solucion de centelleo, y la radiactividad se
determind en contador de centelleo liquido. Un antisuero anti_GSTM2-2 se agregé al

cultivo de 24 horas para bloquear la incorporacion de **C-GSTM2-2 en células SH-SY5Y.

Medios condicionados de células U373MG (MC): Células U373MG, luego de ser
tratadas 3 horas con 50 uM de aminocromo, se lavaron con PBS vy se cultivaron 24 horas
con RPMI 1640 fresco completo. Este medio se recoge y es el que se utiliza para los
experimentos de proteccion. Para medir la actividad enzimatica y la cantidad de proteinas,
los medios de cultivo y medios condicionados de U373MG y U373GST, tratados o no
tratados con aminocromo, se purifican en contacto con agarosa-GSH, segun las
recomendaciones del fabricante (Pierce® Glutathione Agarose, Thermo), obteniéndose un

volumen final concentrado de 800 pL. Para Western Blot se utilizan 20 L y se corrige por
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la cantidad de actina del lisado celular correspondiente, y para actividad enzimatica se

utilizan 50 pL, y se corrige de la misma manera.

Proteccién de SHSY5Y con MC: Células SHSY5Y se cultivaron en placas de 24 pocillos
y se incubaron con 250 uL de DMEM/F-12 y 250 uL del medio condicionado de astrocitos,

en presencia de una concentracion 10uM de Aminocromo.

Marcaje fluorescente de GSTMZ2-2: Se disuelve proteina recombinante GSTM2-2 a una
concentracion 5mg/mL en buffer bicarbonato de sodio 0.1M pH 9.0. Se prepar6 una
solucién de Oregon Green (OG) (Life Technologies CN:0-6147) en DMSO (concentracién
10mg/mL en volumen final 0.5 mL) y se agregé 100uL de esta solucion de OG a la
solucion de proteina recombinante en agitacion, se incub6 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion. Posteriormente la mezcla se pasé por una columna Sephadex G-25 para eliminar
el colorante libre. Como control se utiliz6 el mismo procedimiento utilizando la proteina
Albumina (BSA). Se adiciono a cultivos de células SH-SY5Y proteinas marcadas a una

concentracion 200 ng y se incubd por 3 horas en estufa a 37° y 5% CO..
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VI. Resultados

1. Incorporacién de aminocromo en células U373MG

Las células de glioblastoma U373MG expresan constitutivamente la enzima GSTM2-2 y
captan dopamina (Huenchuguala et al 2014). La incorporacion de aminocromo en células
U373MG se determiné incubando estas células con 50 puM 2,5-*H-aminocromo durante
diferentes periodos de tiempo. La incorporacién de 2,5-*H-aminocromo alcanza un
maximo a los 40 minutos del experimento (14.3 £ 0.8 pmol / mg), para disminuir a partir de
los 60 minutos, aunque luego de 120 minutos, la incorporacion de aminocromo (7.6 £ 0.5
pmol / mg) es aln mayor que a los 5 minutos (6.3 = 0.4 pmol/mg; Fig 4A). La
incorporacién de 2,5-*H-aminocromo a los 40 minutos (14.0 + 0.6 pmol / mg) es inhibida
un 39% al incubar con 2 uM nomifensina (8.6 = 0.3 pmol /mg; P<0.001), al igual que con
100 pM imipramina, en donde se inhibe un 54% (6.5 + 0.4 pmol/ mg; P<0.001) y con 2
mM dopamina, en donde se consigue una inhibicion de 16% (11.8 £+ 0.4 pmol / mg;
P<0.001; Fig.4B). Considerando que compuestos conjugados a GSH son exportados al
exterior de las células como mecanismo de excrecion (Ballatori et al 2005; Hoffmann &
Kroemer 2004), esperamos que luego de la incorporacién de 2,5-*H-aminocromo se genere
un conjugado -*H-aminocromo-GSH o algtn derivado del Aminocromo conjugado a GSH
que podria ser detectado en el extracelular, por ello se midio el eflujo de radiactividad en
células U373MG tratadas por 40 minutos con 2,5-*H-aminocromo. Se registra una
radiactividad basal equivalente a 0.57 + 0.09 pmol / mg de proteina, la que aumenta
significativamente luego de 20 minutos a 2.54 £+ 0.3 pmol / mg (P<0.0) y a los 40 minutos
es 3.6 £ 0.5 pmol/ mg; (P<0.001; Fig. 4C). La naturaleza exacta del compuesto radiactivo

generado no se ha determinado.
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Figura 4, Incorporacién de aminocromo a células U373MG, (A) La incorporacion de
2,5-*H-aminocromo a las células U373MG aumenta durante los primeros 40 minutos del
experimento, seguido por una disminucion paulatina. (B) La incorporacion de aminocromo
a las células U373MG es inhibida por 2 uM nomifensina (N), 100 uM imipramina (1) y 2
mM dopamina (DA). (C) El eflujo o liberacion de un compuesto radiactivo desde las
células U373MG aumenta en el tiempo, (Los valores son promedios + SD (n= 3),
**pP<0.01; ***P<0.001)
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2. Aumento de la expresién de la enzima GST M2-2

La expresion de GST M2-2 en células U373MG puede ser aumentada por tratamiento con
aminocromo de manera dependiente de la concentracion. La incubacion de células
U373MG con concentraciones crecientes de aminocromo (0, 30, 50 y 100 uM) aumento la
cantidad de proteina GST M2-2 2.1 veces el nivel basal luego del tratamiento con una
concentracion de 100 uM aminocromo por 3 horas (P<0.001; Fig 5A y B), determinado tras
el andlisis de Western blot.

El aumento en la expresion de la enzima GST M2-2 es transitorio, como se observa a
tiempos 0, 3, 6, 12 y 24 horas, a una concentraciéon de aminocromo de 50 uM (Fig. 5C),
mostrando una induccion evidente a las 3 horas, seguida de una disminucién progresiva; sin
embargo permanecen elevados en relacion a la cantidad basal de GST M2-2 (Fig. 5D).
Cabe sefialar que utilizando una concentracién de 100 uM de aminocromo por mas de 6
horas, se observa una baja en la expresion de la proteina, atribuible a la pérdida de

viabilidad celular.
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Figura 5, Aumento de GST M2-2 en células U373MGs, (A) Aminocromo produce el
aumento en la expresion de la enzima GST M2-2 en células U373MG de manera
dependiente de la concentracion. La expresion se determind utilizando Western blot y la
cuantificacion de pixeles se grafica en (B) expresada en pixeles de GST M2-2 / actina. La
induccién de GST M2-2 se midio a los tiempos 0, 3, 6, 12 y 24 h (C). La cuantificacién de
los western blot se grafica en (D). El analisis estadistico se realiz6 utilizando analisis de
varianza (ANOVA) para multiples comparaciones, (Los valores son promedios + SD (n=5,

*P<0,05; ***P<0,001).
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3. Proteccidn de células U373MG por la enzima GSTM2-2

Si bien hemos comprobado que las células U373MG poseen expresion constitutiva de la
enzima GSTM2-2 y que esta expresion se incrementa por la exposicion de las células a
diferentes concentraciones de aminocromo o durante periodos de tiempo diferentes, es de
particular interés estudiar que la expresion de la enzima confiere a las células U373MG
protecciéon ante la toxina aminocromo. Con el objetivo de observar, en células, que la
enzima GSTM2-2 es capaz de detoxificar de la toxina aminocromo, se ha establecido una
linea celular que sobreexpresa la enzima GSTM2-2 humana (U373GST), a partir de células
U373MG de astrocitoma humano. En la figura 6 se muestra que las células U373GST
presentan 92.5 + 6.47 % mas cantidad de RNA que las células U373MG o las transducidas
con el vector vacio (Fig. 6A y 6B), asi mismo, la expresion de la proteina GSTM2-2
alcanza cerca de un 96.4 + 6.93 % mas de expresion, en relacion al control con el vector
vacio y la linea celular sin intervenir (Fig. 6C y 6D). Las células U373MG y U373GST son
expuestas a concentraciones crecientes de aminocromo durante 24 horas, y mediante
citometria de flujo se midié la muerte celular inducida por esta toxina. Como se puede
observar en la figura 7, las células U373MG son resistentes en cultivo hasta una
concentracion de 50uM de aminocromo mientras que a concentraciones superiores de
aminocromo se observa un aumento en la muerte celular. En la citometria, se puede
observar que las células sin tratamiento (Fig. 7B) se ubican en la zona FL1 correspondiente
a las células vivas, mientras que tras el tratamiento con 100 UM de Aminocromo parte de la
poblacién se ubica en la zona FL3 correspondiente a células muertas (Fig. 7C). Las células
U373GST no presentan diferencia significativa en la viabilidad en todas las

concentraciones de aminocromo usadas en el experimento, y en la citometria se observa
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que estas celulas tratadas con 100 pM de Aminocromo presentan practicamente una
poblacion en FL1 equivalente al control (Fig. 7D) y a 200 uM la muerte alcanza el 7.62 +
1.29 %, demostrando que la enzima GSTM2-2 es capaz de proteger a las células incluso a

concentracion elevadas de aminocromo.
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Figura 6, Caracterizacion de las células U373GST. A) La cantidad de mRNA aumenta
en las células que poseen el vector que lleva el cDNA de la enzima GSTM2-2 (VGST), en
relacion a las células normales U373MG (C) y células transducidas con un vector vacio
(VV), la cuantificacion de los geles de agarosa se muestra en B) como pixeles de GST M2-
2 / actina. C) muestra western blot representativo en donde se observa aumento de proteina
GSTM2-2 en células U373GST, cuya cuantificacion promedio se muestra en D). Los
valores son promedios = SD (n=5) y la significancia estadistica fue determinada por T

student, (***P<0,001).
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Figura 7, Efectos del aminocromo en la muerte celular de células U373MG vy
U373GST, Las ceélulas que sobreexpresan la enzima (U373GST) son resistentes a la
toxicidad inducida por aminocromo a las concentraciones de 75, 100 y 200 uM (P<0.001),
durante 24 horas de exposicion, y no se observa muerte celular significativa (A) en
comparacion a la muerte celular de las células U373MG (m) (A). Grafico de citometria
representativo para células U373MG controles sin tratamiento (B), células U373MG
tratadas con 100 uM de Aminocromo (C) y células U373GST tratadas con 100 uM de
Aminocromo (D), indicandose como R1 la poblacién seleccionada. Los valores indican el
promedio + SD (n= 6) y la significancia estadistica se determind usando analisis de

varianza (ANOVA) para multiples comparaciones, (***P<0,001).
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4. Liberacién de GSTM2-2 desde las células U373MG

Se ha reportado que los astrocitos de raton secretan al medio de cultivo una gran cantidad
de proteinas (Choi et al 2014; Dowell et al 2009), incluyendo superoxido dismutasa y
tioredoxina peroxidasa (Lafon-Cazal et al 2003) estableciéndose la posibilidad de si las
celulas U373MG podian liberar GST M2-2 al medio de cultivo. Se evalud la cantidad de
enzima GST M2-2 en medios de cultivo de células U373MG, los que se concentraron
haciendolos pasar por una columna de afinidad agarosa-GSH. Toda proteina GST adsorbida
se eluy6 con GSH vy analiz6 utilizando western blot, con anticuerpo especifico para GST
M2-2. El anélisis de Western blot reveld la presencia de GST M2-2 en el medio
condicionado de células U373MG, que aumentaba de manera significativa cuando las
celulas eran pre tratadas con una concentracion 50 uM de aminocromo por 3 horas (Fig.
8A). Medimos la actividad enzimatica glutation transferasa en el medio condicionado
utilizando aminocromo como sustrato, ya que la actividad de esta enzima con aminocromo
excede en varios 6rdenes de magnitud la actividad de otras GST humanas (Baez et al 1997,
Segura-Aguilar et al 1997). El analisis del medio condicionado de células U373MG
mantenidas en cultivo durante 24 horas mostré una actividad enzimética de 25 + 4 nmol
/min/mg de proteina, la que aumenta significativamente a 56 + 2 nmol /min / mg de
proteina (P<0.001) en los medios de células U373MG pre tratadas durante 3 horas con
aminocromo 50 puM (Fig. 8C). También se midié la cantidad de proteina y actividad
enzimatica GSTM2-2 en los medios condicionados de celulas U373GST, en presencia o
ausencia de aminocromo, pero no se observaron diferencias significativas con respecto a

los resultados obtenidos con las células U373MG (Figura 8).
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Figura 8, Liberacion de GST M2-2 desde células U373MG a medios de cultivo A) La
liberacion de GST M2-2 desde células U373MG fue medida en ausencia (C) y presencia de
aminocromo 50 uM (AM) durante 3 horas, y la cuantificacion del western blot es graficada
en B como pixeles de GST M2-2 / actina, C) Un incremento significativo en la actividad
enzimética de GST M2-2 se observé en células U373MG tratadas con aminocromo 50 pM
por 3 horas (AM) en comparacion a las células no tratadas (C), la actividad de GST M2-2
se midio utilizando aminocromo 100 pM como sustrato en fosfato de sodio 0,1M pH 6,5 a
30 °C como se describe en materiales y métodos. Los valores son promedios £ SD (n=3) y

la significancia estadistica fue determinada por T student, (***P<0,001).
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5. Efecto de medio condicionado de U373MG sobre células SH-SY5Y

Para evaluar el posible rol protector de los medios condicionados de células U373MG sobre
células SH-SY5Y, primero determinamos los efectos toxicos de aminocromo sobre las
celulas SH-SY5Y incubéndolas con concentraciones variables de aminocromo. La muerte
celular en SH-SY5Y aumenta con la concentracion de aminocromo (Fig. 9A). Incubamos
células SH-SY5Y con medios condicionados de células U373MG, para determinar el efecto
protector de la enzima GST M2-2 secretada al medio condicionado frente a la toxicidad
inducida por el aminocromo. Con el fin de aumentar el nivel de enzima GST M2-2
secretada al medio condicionado es que se pre incubaron células U373MG con una
concentracion de 50 UM de aminocromo por 3 horas antes de cambiar el medio de cultivo e
incubar las celulas por 24 horas. Las células SH-SY5Y incubadas con una concentracion de
10 uM de aminocromo por 24 horas mostraron 31.6 + 2.1 % de muerte celular (Fig. 9B).
Sorprendentemente la adicion del medio condicionado de las células U373MG a las células
SH-SY5Y incubadas con 10 uM de aminocromo, disminuyé la muerte celular de manera
significativa hasta 14.5 + 1 % (P<0.001). Este resultado abre la pregunta de si la proteccion
observada al utilizar el medio condicionado de las células U373MG depende de la enzima
GST M2-2 u otro componente del medio, para despejar esta duda se incubaron células SH-
SY5Y con 10 uM de aminocromo, medio condicionado de células U373MG y la presencia
de un antisuero en contra de GST M2-2, de lo que se esperaba observar que la presencia de
anticuerpos contrarrestara los efectos de la GST M2-2 presente en el medio condicionado.
En presencia del antisuero, el efecto protector del medio condicionado de células U373MG
sobre células SH-SY5Y desaparecio, observandose una muerte celular de 30.3 + 2.4%,
similar a lo observado en ausencia del medio condicionado. Como control se incubaron

células SH-SY5Y con 10 uM de aminocromo en presencia de antisuero contra GST M2-2;
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1mM GSH; 1 mM GSH vy antisuero contra GST M2-2; 1 mM GSH y medio condicionado
de células U373MG; o 1 mM GSH, antisuero contra GST M2-2 y medio condicionado de
células U373MG. Bajo todas las condiciones la proteccion fue similar a la observada al

utilizar medio condicionado (Fig. 9B).
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Figura 9, Efectos del medio condicionado de células U373MG sobre la muerte de
células SH-SY5Y inducida por aminocromo, (A) Aminocromo induce muerte celular
dependiente de la concentracion sobre células SH-SY5Y. Para 10 uM de concentracion, la
muerte promedio es de 26 = 3% (P<0.001), para 30 uM, la muerte promedio es 35 + 0.6%
(P<0.001), mientras que para 50uM, la muerte promedio es 47 + 3% (P<0.001). , (B) Una
disminucion significativa en la muerte de células SH-SY5Y tratadas con 10 pM de
aminocromo se observa cuando estas células se incuban en presencia de medio
condicionado de células U373MG (CM) pre tratadas con 50 uM de aminocromo por 3
horas, efecto que desaparece en presencia de un antisuero contra GST M2-2 (ab), La
posible participacion de 1 mM GSH (GSH) se determiné incubando junto con el antisuero
contra GST M2-2 (GSHab); GSH en presencia del medio condicionado de células
U373MG (CMGSH) y medio condicionado de U373MG con GSH vy antisuero contra GST
M2-2 (CMGSHab), los valores indican el promedio + SD (n= 3) y la significancia
estadistica se determind usando andlisis de varianza (ANOVA) para multiples

comparaciones, (***P<0,001).
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6. Efectos de siRNA dirigido al mMRNA de GSTM2-2

El resultado anterior muestra el hallazgo de que la enzima GST M2-2 secretada por las
células U373MG al medio condicionado, protege celulas SH-SY5Y de la toxicidad
inducida por aminocromo. Para confirmarlo, quisimos probar si el medio condicionado de
células U373MGsiGST6, las que expresan siRNA contra el mRNA de GST M2-2
(Huenchuguala et al 2014) también confiere proteccion a las células SH-SY5Y. El incubar
células SH-SY5Y con 10 uM de aminocromo induce 31 £ 2 % de muerte celular, mientras
que las células SH-SY5Y incubadas con el medio condicionado de células U373MG pre
incubadas con 50 UM de aminocromo durante 3 horas provoca una reduccién significativa
de la muerte celular hasta un 14.3 + 1 % (P<0.001). Por el contrario, la incubacion de
células SH-SY5Y con medio condicionado de células U373MGsiGST6 pre incubadas con
50 uM de aminocromo durante 3 horas no protege de manera significativa a las células SH-
SY5Y de la toxicidad inducida por aminocromo (muerte celular 29 + 2 %; Fig. 10A),
presumiblemente debido a que las células U373MGsiGST6 muestran solo 26 % de la
expresion normal de GST M2-2, comparadas con células U373MG wild type
(Huenchuguala et al 2014). De la misma manera, se determind la muerte celular utilizando
los medios condicionados de las células U373GST, observandose que la proteccion no es

superior a la observada utilizando las células U373MG (Figura 10A)
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7. Efectos de la enzima recombinante GSTM2-2

El resultado del experimento utilizando medio condicionado de células U373MGsiGST6
confirma la interpretacion de que GSTM2-2 liberada al medio por las células U373MG
protege a las células SH-SY5Y de la toxicidad inducida por aminocromo. Por consiguiente,
esperamos que la incubacion de las células SH-SY5Y con GSTM2-2 recombinante pura
previniera los efectos toxicos del aminocromo. La incubacion de células SH-SY5Y con 200
ng de GST M2-2 pura protege estas celulas de la toxicidad inducida por 10 uM de
aminocromo, puesto que esta toxicidad disminuye de 26 + 1.5% hasta un 10 = 1% del total
(P<0.001). Este efecto protector es parcialmente contrarrestado al incluir antisuero contra
GST M2-2 al incubar células SH-SY5Y junto a los 200 ng de GST M2-2 pura 'y 10 uM de
aminocromo, observandose un aumento significativo en la muerte celular (14.4 £1.5 %)

con respecto a lo observado en ausencia del antisuero (10 + 1%; P<0.05; Fig. 10B).
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Figura 10, Proteccion de GST M2-2 contra la muerte de células SH-SY5Y inducida
por aminocromo (A) Una disminucién significativa en la muerte de células SH-SY5Y
incubadas con 10 uM de aminocromo se observa cuando el medio condicionado de células
U373MG (+ CM WT) o U373GST (+ CM GST) se agrega al cultivo, sin embargo, el
medio condicionado de células U373MGsiGST6 en las que la expresion de GST M2-2 esta
fuertemente disminuida, no confiere proteccion, (B) La incubacion de células SH-SY5Y
con GST M2-2 recombinante pura disminuye de manera significativa la muerte celular
inducida por aminocromo y el antisuero contra GST M2-2 disminuye el efecto protector de
GSTM2-2 recombinante, los valores indican promedio £ SD (n= 3) y la significancia
estadistica se determind usando andlisis de varianza (ANOVA) para multiples

comparaciones, (***P<0,001; *P<0,05).
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8. Incorporacion de **C-GSTM2-2 a células SH-SY5Y

Para inducir la sintesis de enzima marcada *C-GSTM2-2 las células fueron tratadas con 50
UM de aminocromo por 3 horas en presencia de 2 pCi de **C-leucina, aminoacido que
constituye aproximadamente al 14% de la proteina. La expresion de GSTM2-2 continu6
por 24 horas en ausencia de aminocromo, pero aun con **C-leucina para obtener *C-
GSTM2-2 en el medio condicionado. Las células SH-SY5Y fueron incubadas utilizando
iguales volimenes de medio de cultivo normal y medio condicionado de células U373MG
conteniendo *C-GSTM2-2 con la finalidad de determinar si GSTM2-2 era internalizada
por las células SH-SY5Y. Un aumento significativo en la radiactividad se observo en
células SH-SY5Y incubadas con medio condicionado de células U373MG tratadas con **C-
leucina y 50 uM de aminocromo (54.1 + 3.6 cpm; P<0.001), comparado a las células SH-
SY5Y incubadas con medio condicionado de células U373MG sin exponer a aminocromo
(26.7 £ 5 cpm) o células SH-SY5Y expuestas al medio condicionado de células U373MG
tratadas solo con *C-leucina (22.6 + 1.5 cpm). Para determinar si la radiactividad
incorporada por las células SH-SY5Y era derivada de GSTM2-2, se incubaron células SH-
SY5Y con medio condicionado de células U373MG que contenia *C-GSTM2-2 y
antisuero contra GSTM2-2. Una disminucion significativa en la radiactividad (31.4 £ 1.5
cpm; P<0.001) se observd en las células SH-SY5Y incubadas en presencia de antisuero

contra GSTM2-2 (Fig. 11).
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Figura 11, Incorporacioén de *C-GSTM2-2 en células SH-SY5Y. La incorporacién de
1C-GSTM2-2 en células SH-SY5Y se determing incubando las células SH-SY5Y con (C)
medio condicionado de células U373MG; (C14) medio condicionado de células U373MG
incubadas con 2 pCi **C-leucina; (C14-AM) medio condicionado de células U373MG
incubadas con 2 pCi '*C-leucina y 50 pM de aminocromo; y (C14-Am-Ab) medio
condicionado de células U373MG incubadas con 2 uCi **C-leucina y 50 pM aminocromo
ademas de antisuero contra GSTM2-2. Los valores son promedio £ SD (n= 3) y la
significancia estadistica se determino usando analisis de varianza (ANOVA) para maltiples

comparaciones, (***P<0,001).
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Para comprobar que la enzima GSTM2-2 efectivamente ingresa a las células SH-SY5Y, la
enzima recombinante GSTM2-2 se incubo con el colorante Oregon Green, para formar un
complejo fluorescente (GST-OG), el que se purificd en una columna Sephadex G-25 para
eliminar el colorante libre. GST-OG se adiciond a células SH-SY5Y, y se mantuvo en
cultivo durante 3 horas para luego detectar la fluorescencia intracelular producto de la
incorporacion de la proteina, por microscopia. Las células SH-SY5Y tratadas con GST-OG
muestran una fluorescencia intracelular que no se observa en las células SH-SY5Y tratadas
con un complejo Albumina-Oregon green (A-OG) utilizado como control (Fig. 12),
demostrando que la fluorescencia observada es producto de la captacién de la proteina

GSTM2-2.
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Figura 12, Fluorescencia intracelular de GTSM2-2 en células SH-SY5Y. Células SH-
SY5Y incubadas durante 3 horas con 200 ng de GST-OG, (A) o incubadas durante 3 horas

con A-OG (B), lavadas y luego analizadas por microscopia de fluorescencia aumento 10X.
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VII. Discusion.

1. Rol protector de GSTM2-2

Hemos propuesto anteriormente que GSTM2-2 tiene un rol protector basandonos en el
hecho de que el producto generado al conjugar GSH con aminocromo, 4-S-glutationil-5,6-
dihidroxiindolina, es estable en presencia de agentes oxidantes como el oxigeno, radical
superdxido y peroxido de hidrogeno (Segura-Aguilar et al 1997). Ademas, la 5-glutationil
dopamina, producto de la conjugacién de GSH con dopamina-o-quinona (Dagnino-
Subiabre et al 2000) es el precursor del 5-cisteinil dopamina (Shen et al 1996), producto
que ha sido detectado en fluido cefalorraquideo de pacientes con la enfermedad de
Parkinson, asi como formando parte de la neuromelanina (Carstam et al 1991; Cheng et al
1996; Rosengren et al 1985). Aminocromo es uno de los mejores sustratos para la enzima
GSTM2-2, y esta isoforma es por lejos la isoenzima mas activa en la conjugacion del
aminocromo dentro de la familia de la glutatién-S-transferasa, por ejemplo, GSTM-M2 es
4774 veces mas activa que GST A2-2 y 194 veces mas activa que GST M1-1 (Segura-
Aguilar et al 1997). Un mecanismo por el cual las células se protegen del dafio oxidativo, es
por el aumento de la expresién de genes citoprotectores. Bajo condiciones de estrés
oxidativo, el factor de transcripcion Nrf2 se une al elemento de respuesta antioxidante
(ARE) induciendo la expresion de enzimas antioxidantes y de detoxificacion de fase Il
(Calkins et al 2009). Algunos genes que contienen ARE son NQO1 (Wang & Williamson
1994) y GST (Rushmore & Pickett 1990), al igual que enzimas que participan en la sintesis
de GSH (Galloway et al 1999). Si bien no hemos comprobado que el tratamiento con
Aminocromo aumente Nrf2 nuclear en estas células, creemos que es un mecanismo

probable, puesto que existe evidencia que tras el tratamiento con dopamina este factor de
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transcripcion activa cascadas neuroprotectoras (Shih et al 2007), Existe evidencia in vivo e
in vitro, de que la falta del factor Nrf2 provoca mayor susceptibilidad a la toxicidad
inducida por 6-OHDA y MPTP (Jakel et al 2005; Jakel et al 2007). Chen y colaboradores
demostraron el 2009 que la activacion del factor de transcripcion Nrf2 en astrocitos era
suficiente para proteger neuronas dopaminérgicas de la toxicidad provocada por inyeccion
de MPTP en ratones (Chen et al 2009). Recientemente se ha propuesto un rol protector para
GSTM2-2 en astrocitos, dado que la enzima previene la toxicidad inducida por
aminocromo mediada por autofagia y disfuncion lisosomal en células U373MG

(Huenchuguala et al 2014).

2. Astrocitos protegen a neuronas dopaminérgicas

En la presente investigacion utilizamos células U373MG como modelo celular de
astrocitos, derivadas de un astrocitoma maligno debido a que (i) no fue posible usar
cultivos primarios de astrocitos de animales, puesto que GSTM2-2 se expresa solo en
células humanas, tampoco fue posible utilizar cultivos primarios derivados de humanos
debido a su dificultad de obtencién, cultivo y manejo, ademas la dificultad ética de la
obtencion de tejido humano necesario; (ii) Las células U373MG poseen una expresion
constitutiva de GSTM2-2, tal como se comprob6 en cuanto a cantidad de proteina y
actividad enzimaética (Fig 2 y 3) y como se habia reportado recientemente (Huenchuguala et
al 2014); (iii) Las celulas U373MG tienen transportadores de dopamina (Huenchuguala et
al 2014), (iv) poseen expresion constitutiva de proteina acida fibrilar glial (GFAP), que es
un marcador de células gliales (Koh et al 2009), (iv) en el laboratorio contdbamos con

celulas U373MGsiGST6 que expresan un siRNA contra GSTM2-2 que solo posee el 26%
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de la expresion de la enzima comparado con las células normales, y ademas las células
U373GST que sobreexpresan la enzima producen cerca de dos veces de la cantidad normal.
Utilizamos células SH-SY5Y diferenciadas como modelo de neuronas dopaminérgicas
puesto que poseen propiedades funcionales y bioquimicas de este tipo de neuronas,
expresan tirosina hidroxilasa y dopamina-p-hidroxilasa, expresan transportador de
dopamina (DAT) (Takahashi et al 1994).

Existe abundante evidencia de que los astrocitos poseen la habilidad de proteger neuronas:
Astrocitos producen enzimaticamente cisteinil-glicina (CysGly) gracias a su ectoenzima y-
glutamil transpeptidasa (yGT) (Taniguchi & lIkeda 1998) y este dipéptido (CysGly) es
utilizado eficientemente por neuronas como precursor para la sintesis de GSH (Dringen et
al 1999). Tanto en astrocitos de raton (Dowell et al 2009; Lafon-Cazal et al 2003) como en
astrocitos humanos (Choi et al 2014) se han detectado un centenar de proteinas secretadas
(secretoma), incluyendo enzimas de naturaleza antioxidante como superéxido dismutasa,
peroxiredoxina -1 y -2, ademas de una enzima GST de clase mu (GST1) (Lafon-Cazal et al
2003). Nuestro resultado con las células U373MG sugiere un rol protector sobre las células
dopaminérgicas, debido a que la liberacion de GSTM2-2 al medio condicionado por parte
de las células U373MG protege de la toxicidad inducida por el aminocromo a las células de
tipo neuronal que estan en contacto con el medio condicionado. Resulta interesante que la
proteccion entregada por GSTM2-2 secretada por las células U373MG sobre las células
SH-SY5Y contra la toxicidad de aminocromo era dependiente de la incorporacion de la
enzima GSTM2-2 a las células SH-SY5Y. La incorporacion de GSTs en células ha sido
reportada previamente, como la GST26 de Schistosoma japonicum que es eficientemente
internalizada en células COS7, HelLa, NIH3T3 y PC12 mediante un mecanismo

dependiente de energia que involucra endocitosis (Namiki et al 2003), especificamente
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mediante la captacion de exosomas, mecanismo que se ha identificado en transporte
transcelular de otras proteinas (Bourdonnay et al 2015; Jaworski et al 2014)Proteinas que
comparten el plegamiento estructural de GST son internalizadas por diferentes lineas
celulares, demostrandose que el dominio C-terminal de las proteinas es responsable de esta
internalizacion, lo que fue demostrado utilizando la GSTM2-2 humana (Morris et al 2011).
La posibilidad de que la proteccion conferida por el medio condicionado de células
U373MG sobre las células SH-SY5Y pudiera deberse Unicamente a la liberacion de GSH
se descart6 producto de que al incluir el antisuero contra GSTM2-2 se elimina totalmente el
efecto protector conseguido por el medio condicionado de U373MG, ademas el nivel de
proteccion contra la toxicidad de aminocromo en células SH-SY5Y mantiene el mismo
nivel al exponerse a medio condicionado de células U373MG en presencia 0 ausencia de
GSH. La presencia de una concentracion exdgena de 1mM de GSH es suficiente para
alcanzar una méaxima proteccién en el experimento. En condiciones en las que no se agrega
GSH exdgeno la proteccion por el medio condicionado de U373MG también alcanza un
maximo, posiblemente debido a que los astrocitos pueden liberar 2 nmol/hora de GSH al
medio de cultivo para otorgar proteccion a neuronas (Dringen et al 1997), concentracion
que disminuye en el tiempo. El rol protector de la GSTM2-2 liberada por las células
U373MG al medio condicionado sobre las células SH-SY5Y tratadas con aminocromo
también es reafirmado por el hecho de que el medio condicionado de células
U373MGsiGST6 que expresan un SiRNA contra GSTM2-2 no otorga proteccion
significativa a las células SH-SY5Y contra la toxicidad del aminocromo. Resulta llamativo
que los medios condicionados de ceélulas U373GST que sobreexpresan la enzima no
aumenten el grado de proteccion sobre las células SH-SY5Y (resultado no mostrado),

posiblemente por saturacion del sistema utilizado para su secrecion, mecanismo que
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permanece como una incognita, aunque podria corresponder a una secrecion via exosomas
(Denzer et al 2000), mecanismo ya descrito en astrocitos como una via de intercambio de
DNA mitocondrial (Guescini et al ; 2010), y que en los ultimos afios ha recibido gran
atencion por ser un mecanismo relacionado a la comunicacion glia-neurona (Fruhbeis et al
2012). Por otra parte, la enzima *C-GSTM2-2 sintetizada por las células U373MG y
posteriormente secretada al medio condicionado fue internalizada por las células SH-
SY5Y, confirmando que la proteccién conferida por los medios condicionados depende de
la presencia de GSTM2-2 y la subsecuente internalizacion de la enzima por parte de las
células SH-SY5Y. Este resultado neuroprotector se reprodujo al incluir en los cultivos de
celulas SH-SY5Y la proteina recombinante GSTM2-2 en ausencia de GSH, efecto que era
revertido al agregar antisuero contra GSTM2-2, confirmando la importancia de la secrecion
de la enzima al medio de cultivo como factor neuroprotector.

El proceso de degeneracion en la enfermedad de Parkinson se inicia mucho tiempo antes de
la pérdida significativa de neuronas dopaminérgicas que contienen neuromelanina, que
provocan los sintomas motores (Braak et al 2004), y parece plausible que la pérdida de
astrocitos es un evento que puede preceder la degeneracién de neuronas dopaminérgicas,
puesto que los astrocitos confieren proteccion a las neuronas liberando diferentes
moléculas, incluyendo glutamina y glutamato, sustratos para la sintesis de
neurotransmisores, proporcionan energia Yy precursores para sintetizar GSH (Dringen &
Hirrlinger 2003; McKenna 2007; Schousboe et al 2007; Yang et al 2008). La liberacion de
GSTM2-2 desde las células U373MG al espacio intersinaptico, y la captacion de la enzima
por parte de las células SH-SY5Y, sugieren que GSTM2-2 puede ser liberada por astrocitos
para proteger neuronas dopaminérgicas contra la toxicidad inducida por aminocromo,

mecanismo que podria ser de gran importancia fisioldgica, puesto que proporciona
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proteccion tanto a astrocitos como a neuronas frente a la toxicidad del aminocromo,

previniendo la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson.

3. Oxidacion de la dopamina

La dopamina liberada por neuronas dopaminérgicas durante la neurotransmision al espacio
sinaptico es reincorporada a la célula por transportadores de dopamina presentes en las
neuronas. Sin embargo, células como los astrocitos son capaces de recaptar la dopamina,
capturéndola del espacio sindptico mediante transportador de dopamina (DAT) (Miyazaki
et al 2011), o por otros transportadores expresados en estas células (Huenchuguala et al
2014), lo que significa que esta dopamina eventualmente podria oxidarse al interior de los
astrocitos para formar aminocromo, lo que induciria toxicidad. Para caracterizar la
captacion del Aminocromo por parte de las células, es que se utilizaron bloqueadores de
algunos transportadores (DAT, SERT) ya utilizados anteriormente en el laboratorio
(Huenchuguala et al 2014), reduciéndose pero no evitandose la incorporacién de
aminocromo en las células, efecto similar conseguido con un exceso de dopamina, lo que
da cuenta de la existencia de varios mecanismos de transporte.

Se ha demostrado que aminocromo es toxico para las neuronas dopaminérgicas (Arriagada
et al 2004; Lozano et al 2010; Munoz et al 2012b; Paris et al 2011; Paris et al 2010) y
también para los astrocitos (Huenchuguala et al 2014), aunque resulta evidente que los
astrocitos son mas resistentes a la toxicidad inducida por aminocromo, puesto que a
concentraciones tan altas como 50 uM la muerte observada en los astrocitos no es
significativa (Figura 7), mientras que en neuronas la misma concentracion provoca la
muerte del 50% de las células (Figura 9). La resistencia a la toxicidad radicaria en la

presencia de la enzima GSTM2-2, y asociada a esta actividad, la capacidad de eliminar

52



hacia el medio extracelular los conjugados a GST, puesto que es conocido que astrocitos
poseen proteinas MRP1 que participan en la eliminacion de este tipo de conjugados
(Hirrlinger et al 2001), aunque la naturaleza exacta del conjugado que rastreamos con
marcaje radiactivo, se desconoce, pudiendo ser el conjugado aminocromo-glutation o un
metabolito derivado de este. La toxicidad inducida por aminocromo en células puede
deberse a que: (i) induce y estabiliza la formacidn de protofibras tdxicas de alfa sinucleina,
formando aductos con esta proteina en el motivo 125YEMPS129 (Conway et al 2001;
Dibenedetto et al 2013; Munoz et al 2015; Norris et al 2005). Recientemente, se ha
reportado que los oligomeros generados por formacion de aductos con alfa sinucleina son
neurotoxicos cuando se inhibe la enzima DT-diaforasa (Munoz et al 2015); (ii) induciendo
disfuncion de la degradacion de proteinas, interfiriendo el sistema de degradacion
proteosomal (Zafar et al 2006; Zhou & Lim 2009); y el sistema lisosomal/autofagia
(Huenchuguala et al 2014; Munoz et al 2012a); (iii) interfiriendo con la cadena
transportadora de electrones, por inhibicion del complejo | (Aguirre et al 2012); (iv)
induccion de estrés oxidativo durante su reduccion con un electron a radical
leucoaminocromo-o-semiquinona, especie extremadamente reactiva con oxigeno, lo que
genera un ciclo redox aminocromo-leucoaminocromo cuando las flavoenzimas que
transfieren un electrén catalizan esta reaccion. Este ciclo redox depleta a la célula del
NADH necesario para producir ATP en la mitocondria, depleta el NADPH utilizado en
reacciones de biosintesis y depleta de oxigeno, requerido para la produccién de ATP, con la
formacion concomitante de radical superoxido, peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo
(Arriagada et al 2004; Segura-Aguilar & Lind 1989; Segura-Aguilar et al 1998). El
aminocromo también afecta el transporte axonal anterégrado de las mitocondrias, al formar

aductos con las proteinas o- y B-tubulina, generando agregados anormales que previene la
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formacion de microtibulos necesarios para el transporte en el axon (Paris et al 2010). La
oxidacion de la dopamina origina tres o-quinonas de manera secuencial, donde a pH
fisiologico la dopamina-o-quinona sufre una ciclacion intramolecular para formar el
aminocromo, con una constante de velocidad de 0.15s™ (Tse et al 1976). El aminocromo se
reordena a 5,6-indol quinona con una constante de velocidad de 0.06 min™ (Bisaglia et al
2007) sugiriendo que es aminocromo la quinona mas estable. Varios reportes indican que la
dopamina-o-quinona es capaz de formar aductos con proteinas (Van Laar et al 2009), como
con los complejos I, 111 y V de la cadena transportadora de electrones de la mitocondria;
con DJ-1, una proteina que protege a las mitocondrias del estrés oxidativo; con UCHL-1,
involucrada en el sistema de degradacion de proteinas via proteosoma, ya que hidroliza en
enlace péptido-ubiquitina, reciclando mondmeros de ubiquitina (Blackinton et al 2009;
Canet-Aviles et al 2004; Trempe & Fon 2013; Van Laar et al 2009), ademas los productos
de la oxidacién de la dopamina inactivan a Parkina, una E3 ubiquitin ligasa, componente
del sistema de degradacion de proteinas via proteosoma (LaVoie et al 2005). La pregunta es
si los aductos con las proteinas son formados por la dopamina-o-quinona o por
aminocromo, debido a la corta vida media de la 0-quinona.

En neuronas dopaminérgicas la toxicidad inducida por aminocromo puede ser prevenida
por la reduccion con dos electrones para originar leucoaminocromo (Segura-Aguilar &
Lind 1989), evitandose su participacion en reacciones que puedan originar neurotoxicidad
(Arriagada et al 2004; Huenchuguala et al 2014; Lozano et al 2010; Munoz et al 2015; Paris
et al 2011; Paris et al 2010). La formacion de leucoaminocromo estabiliza la forma
monomerica de alfa sinucleina previniendo la formacion de fibras, desde una estructura alfa
a una estructura beta (Mufioz et al., 2015). Mientras que en astrocitos, aminocromo y su

precursor dopamina-o-quinona pueden ser conjugados con GSH por la actividad de
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GSTM2-2, para originar 4-S-glutationil-5,6-dihidroxiindolina y 5-glutathionil dopamina,

evitando los efectos tdxicos de las o-quinonas (Baez et al 1997; Segura-Aguilar et al 1997).

VIIl. Conclusion.

Los resultados demuestran que la presencia de GSTM2-2 en astrocitos les confiere
proteccion frente a los efectos toxicos del aminocromo, en un amplio rango de
concentraciones. La expresion de GSTM2-2 en astrocitos aumenta en presencia de
aminocromo, de una manera dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicion.
Queda claro que esta enzima, expresada en células U373MG, puede ser secretada a los
medios condicionados, y participar en la proteccion de células SH-SY5Y contra la
toxicidad del aminocromo, gracias a su internalizacion en las células SH-SY5Y. Este
resultado propone un nuevo mecanismo por el que los astrocitos pueden conferir proteccion
a las células dopaminérgicas, pudiendo ser la secrecion de la enzima al espacio sinaptico y
la posterior internalizacion de la proteina en células neuronales, la manera por la cual
puede se puede prevenir la toxicidad inducida por aminocromo. Con estos antecedentes
podemos proponer un modelo (Figura 13), en donde aminocromo estimularia el aumento de
la GSTM2-2 posiblemente via factor de transcripcion Nrf2; su secrecion al medio
extracelular por mecanismo desconocido (cuadrado en figura), desde donde las células
dopaminérgicas podrian captarla por un mecanismo desconocido (rectangulo en figura), de

manera de que la enzima ejerza su actividad dentro de estas células.
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Figura 13, Mecanismo propuesto mediante el cual aminocromo provoca el aumento de
GSTM2-2 en astrocitos. Aminocromo provoca el aumento de GSTM2-2 en astrocitos, su

secrecion al medio extracelular para la posterior internalizacion en células dopaminérgicas.
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