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Mecanismos involucrados en la induccion del gen de@41 en células adrenales.
Efecto de ACTH, NO y LPS

La actividad de HO-1 ha sido asociada a una pl@erafectos biologicos. En
particular estudios previos de nuestro grupo deajeahan demostrado su rol como
modulador autdcrino/paracrino de la esteroidogéneni la corteza adrenal de ratas
estimuladas con ACTH [1] y LPS [2], asi como sui@tcitoprotectora como parte del
sistema antioxidante adrenal.

En el presente trabajo de tesis estudiamos mecasidminduccion de HO-1
en células adrenales. Los resultados obtenidosreanf que el tratamiento de células
Y1 con ACTH induce la transcripcion de HO-1. Seal@ una zona del promotor
murino de HO-1 de 400 pb aledafa al inicio de dadcripcion, donde se encontraron
secuencias consenso para la union de los facterésadiscripcion CREB y AP-1. Se
demostré también la participacion de la via de tlaosion de sefales de
AMPCc/PKA/CREB y de Akt/PKB en el mecanismo de incida de HO-1 por ACTH.

El LPS incrementd la transcripcion de HO-1 por uecamismo que involucra
una zona del promotor de aprox. 516 pb (entre -3215700). Tras el estimulo con
LPS constatamos, ademds, la activacion del faceortrdnscripcion N&B y la
regulacion de la expresion de HO-1 por la via deKaA.

Finalmente, encontramos evidencias que nos pernaemar que el NO
también induce a la HO-1 incrementando su transonp@or un mecanismo que
involucra la activacion del factor de Nrf2, la aotad de PKC, la activacion de la GCs
y la generacion de GMPc.

En suma, demostramos que diferentes estimulos apaces de activar la
transcripcion de HO-1, en células adrenales Ylizatido diferentes mediadores y
factores de transcripcion. Dado su rol modulat@tiola sintesis de glucocorticoides
adrenales ademas de sus efectos citoprotectores c@socimiento podria utilizarse
para disefar estrategias dirigidas a inducir H@+ha un blanco novel alternativo en el

tratamiento de patologias que cursan con disfuneidrenal.

Palabras claves: HO-1; ACTH; adrenal; LPS; NO; AMARKA,; CREB; Nrf2; ROS;
GCs; NB; NADPHox; MAPKs; Akt/PKB; promotor; esteroidogé&is.



Mechanisms involved in the induction of HO-1 geneniadrenal cells. Effects of
ACTH, NO and LPS

HO-1 activity has been involved in a plethora oblbgical effects. In
particular, previous studies from our group havenolestrated an autocrine/paracrine
modulatory role in steroidogenesis in the adrepdlex of the rat under the stimulation
of ACTH [1] or LPS [2]. In addition, HO-1 inductiowas shown to exert a
citoprotective effect in these cells [1].

Present studies were designed to analyze diffeneethanisms of HO-1
induction in adrenal cells. Our results confirmttA&TH treatment of Y1 adrenal cells
results in an increase in the transcription of iH{@-1 gene. Results showed a 400 bp
zone of the murine HO-1 promoter near the initiatad the transcription site housing
consensus sequences for the binding of CREB and..AFhe involvement of the
cAMP/PKA/CREB and Akt/PKB transduction pathwaysAQTH-induced regulation
of the HO-1 gene was also demonstrated.

HO-1 transcription was also increased by LPS, &l dffect was dependent
on the presence of a ~516 bp zone in the murine gemibetween -3216 y -2700 bp).
LPS-dependent HO-1 gene induction was mediatedhbyatctivation of the N&B
transcription factor. The modulation of this patipviyy PKA was also demonstrated.

Finally, we also showed that NO also increased HORINA expression levels
through the activation of Nrf2, PKC, and sGC witle tesulting production of cGMP.

In summary we demonstrated that different stimedi @le to induce HO-1 in
the murine adrenocortical cell line Y1, using saVsignaling pathways that ultimately
activate this enzyme’s gene by means of differeamtscription factors. Considering its
role as a modulator of adrenal glucocorticoid sysif)en addition to its cytoprotective
effects, this knowledge could be used to desigatesres aimed at inducing HO-1 as a
novel alternative target in the treatment of diesashat presents with adrenal

dysfunctions.

Key words: HO-1; ACTH; adrenal; LPS; NO; AMPc; PKEREB; Nrf2; ROS; GCs;
NF«B; NADPHox; MAPKs; Akt/PKB; promoter; steroidogengs
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Introduccién

1- INTRODUCCION

1.1- La glandula adrenal

La glandula adrenal es un 6rgano enddécrino parpowuion de dos entidades
funcionales de origen embriologico diferente. Latexa, que comprende el 80-90% de
la glandula, deriva del tejido mesodérmico y efuknte de hormonas esteroideas. La
médula que se origina a partir de células neurdéatoicas del ganglio simpatico y
produce catecolaminas (Figura 1).

- glandula adrenal :

capsula

W R 3 A N AT Jhe LB L

Figura 1: Corte histolégico transversal de la glandula adrén&n ella se observa una capa de
tejido conectivo externo; la capsula y mas intemraa la corteza, que se encuentra rodeando la

médula.

Las glandulas adrenales en mamiferos estan lodakzan el retroperitoneo
sobre el rifidn y reciben sangre arterial proveeigle la aorta, de las arterias renales y
de las arterias frénicas (Figura 2).
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corteza medula
Adrenal

Adrenal :
Izquierda

derecha

Figura 2: Localizacién de la glandula adrenal con respedabrifién.

La corteza adrenal se divide en tres zonas histalog funcionalmente
diferentes que se disponen de forma concéntricearmtb a la médula. Estas tres
regiones son la zona glomerulosa (ZG), la zonadalst¢a (ZF) y la zona reticularis
(ZR). En un corte transversal de la glandula seembsen el exterior una cubierta de
tejido conectivo, denominada capsula, compuesthbdes de colageno paralelas a la
superficie del 6rganddacia el interior se encuentra la capa mas deldad&;, cuyas
células son mas pequefas que las de la ZF, edidmeéte unidas formando racimos y
sintetizan mineralocorticoides. La ZF es la maemrsd y esta constituida por células
columnares que forman cordones y que contienenaguatidad de vacuolas lipidicas en
su citoplasma. Es la zona donde se sintetizan llacgprticoides. La ZR es la mas
interna, contiene redes celulares con menor cahtdayotas lipidicas y es alli donde se

producen androgenos y también, en menor medideogbuticoides (Figura 3).
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Figura 3: Corte histolégico transversal de la glandula adrénha Figura muestran detalle

las tres zonas de la corteza.

De acuerdo a esta descripcion histologica clasiistee una diferenciacion
funcional de la glandula en una corteza productieraesteroides, cuyas zonas estan

claramente delimitadas, y una médula central prtodaicle catecolaminas.

1.2- Esteroidogénesis adrenal

La corteza adrenal es un tejido esteroidogéniceleque diferentes zonas
sintetizan distintos esteroides como respuesta #eredies estimulos. La
esteroidogénesis en las ZF y ZR esta regulada ipaintente por la hormona
hipofisaria adrenocorticotrofina (ACTH) mientras cgere la ZG, el principal estimulo
para la sintesis de esteroides es la angioterisjrel K*, y en menor medida la ACTH.

El precursor de todas las hormonas adrenocortiedesl| colesterol que es
provisto principalmente por las lipoproteinas plasoas. Las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) interactian con receptores espesifie membrana que reconocen a la
apoproteina B100 ubicada en la capa exterior fipéfliita. Luego de su endocitosis se
libera el colesterol, que es esterificado y almaderen vacuolas citoplasmaticas. Por
otro lado, es sabido que las células esteroidogénjgueden captar colesterol
esterificado de las lipoproteinas de alta dens{#til) luego de su interaccién con el
receptor SR-BI [3]. Las células adrenales tambiétetizan colesterale novopero la
contribucion de esta via es cuantitativamente meRor condiciones basales, las

hormonas esteroideas se sintetizan principalmepteta del colesterol del plasma. Sin
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embargo, cuando la produccion de corticosteroidesestimulada, el colesterol
almacenado es el precursor mas importante [4].

La mayoria de las reacciones de sintesis de hosrestaroideas involucra a
las enzimas citocromo P450, complejos de oxigengsas catalizan reacciones de
hidroxilacion y que se localizan en la membranaoaaihdrial interna y en el reticulo
endoplasmatico (Figura 4).

En la ZF, la union de ACTH a su receptor, acopkadna proteina Gs, produce
la activacion de la adenilato ciclasa y consecumetée el aumento en los niveles de
AMPc, su segundo mensajero principal. Este mecanistesencadena efectos
inmediatos, como la fosforilacion de proteinas médi por la PKA y también un
aumento de la transcripcion de genes que codifieaa las enzimas involucradas en la
esteroidogénesis.

La etapa limitante en la sintesis de esteroides gansporte del colesterol a la
membrana mitocondrial interna, donde ocurre el @ripaso enziméatico de la via. La
regulacion de la sintesis se ejerce fundamentabmemtesta etapa, demostrandose la
participacion de la proteina reguladora de la egtegénesis aguda (StAR) y de la
proteina translocadora (18 kDa, TSPO), entre otrasel mecanismo de accion de
ACTH [5-7]. Por otra parte el ACTH aumenta tantotaghafio como la complejidad
funcional de las organelas, y el tamafio y el nardertas células del tejido [8].



Introduccién

1 2
jﬂr’a\z_{‘%’;m Mineralocorticoidas
17 .uH |
e |

u]
i

G‘S

L g | F’logeslemna __ corticosterona T

2 J““ —j e /[ | i,

% ,x', = 1,-.\_|,[\_|_ ) N Lﬁ‘ ,J._j,f___} £

~ S % i e 7 SN =| {4 | |Corticosterona

E H-Dfﬁ ~Pregnenciona g g 'E o e ".; e

g |1?u hidroxilasa| &} E =

O {

N Y | % '*' iﬁ_ OH E‘ ?H
1To-lydmy. P 8| Tohydocy -‘er' = Oy, - % a
pregnenobna __,M| %. progesterona ﬂ E 11-deoxycortisol | Lon g -

— E Sy =5
o V M | § B / J g O ,rL-./
r ' | - 1l Cortid
o A T oo

HO

Gucocorticoidas
mitocondria reticul o endoplasmatico lizeo

Figura 4: Localizacion subcelular de las reacciones invotadas en la biosintesis de
esteroides adrenalg®avid Richfield y Mikael Haggstrom).

1.3- La linea celular Y1

La linea celular Y1, desarrollada por Yasametral [9], fue originada a partir
de un tumor de corteza adrenal de ratdén, y clona€go de su adaptacion a las
condiciones de cultivo. Las células en cultivo ere@n monocapa y poseen una
morfologia similar a la de las células epiteliales.

Las células Y1 se comportan en forma semejantesacdéulas adrenales
murinas normales en varios aspectos: 1) tienempaaidad de concentrar colesterol y
acido ascorbico en su citoplasma toméandolo del nddicultivo, 2) sintetizan’*-3-
ceto-G-esteroides, principalmente Z2@hidroxiprogesterona y B120a-dihidroxi-
progesterona a partir de colesterol y secretars gstmluctos al medio y 3) responden al
estimulo de ACTH incrementando la esteroidogéresdi® 4 y 10 veces [10].

El mecanismo de accion del ACTH involucra la distede AMPc y la
activacion de la PKA, en forma semejante a lo querecen las células normales de la
corteza adrenal. En presencia de una dosis maxenda chormona, estas células
producen 3,7 + 0.13 microgramos @€-3-ceto-Gy-esteroides por miligramo de

proteinas por hora [9, 10].
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1.4- Mecanismo de accion del ACTH

La union de ACTH a su receptor MC2R (de la famiia 7TMS) de la
membrana plasmatica de las células adrenales, @elssracla activacion de las vias de
transduccion de sefales de AMPc/PKA, de PKC y dasofuinasas y factores de
transcripcion que actuan como intermediarios exttdon de ACTH en este tejido [11].

Los efectos genomicos de ACTH estdn mediados ipdimente por la via
que involucra al AMPc y PKA, la cual incluye a Idactores de transcripcion
dependientes de AMPc: CREMAMP responsive element modulatgrCREB CAMP
responsive element binding proteinrSu activacion resulta en la transcripcion de
enzimas esteroidogénicas y en la proliferaciorfgreinciacion celular [12].

Se ha demostrado que ACTH también es un activaeltasdiMAPKSs [11]. Esta
via participa de las respuestas celulares al estgidando la expresion génica, la
proliferacion celular y la apoptosis. Se han idaaddo tres subfamilias de MAPKSs:
guinasas reguladas por sefales extracelulares (ERkBeasas del N-terminal de c-Jun
(INK) y p38 quinasas (p38). Estas quinasas (MKsgcsiwan por fosforilacion de sus
residuos treonina o tirosina catalizadas por laskBlkque a su vez son fosforiladas y
activadas por otras quinasas (MKKKs). En particularactivacion de ERK 1/2 es
mediadora de los efectos mitoticos desencadenamtad ACTH [11] y de la activacion
por fosforilacion del factor de transcripcion SFEkte factor esta involucrado en la
induccion por ACTH de las enzimas esteroidogéniR&s0scc (CYP11A1l), P450cl7
(CYP17A1), B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 21-hidroxilas€¢RZ1A2) y 11p—
hidroxilasa (CYP11B1) como asi también de otrasemas involucradas en la via de
sefalizacion tales como el receptor de ACTH MC2R proteina StAR [13]. ACTH
también estimula la activacion de JNK por un mesrani dependiente de PKC y de la
movilizacién de C# intracelular [14]. La activacién de las vias de Ris lleva a la
estimulacién de la transcripcion de Fos y Jun, rbdfemeros del complejo AP-1,
también asociada a la accion del ACTH. Estas praseforman hetero- u homo-
dimeros que inducen la transcripcion a través denson a los sitios de AP-1. La
activacion de esta via lleva a la induccion, emtas, de diversas proteinas que
participan de la mitosis y su inhibicion lleva atesto del ciclo celular en la fase de
transicion G1-S [15, 16].
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1.5- El lipopolisacarido bacteriano

El lipopolisacéarido bacteriano (LPS) es un compbaele la pared celular de las
bacterias Gram negativas. Esta compuesto porlaesertos estructurales: un centro de
oligosacarido, una cadena de antigeno-O y el ligid¢Figura 5). Entre los tipos
celulares que clasicamente se han descrito comuabletls por LPS se pueden
mencionar a los monocitos y los macréfagos, queymed como respuesta mediadores

proinflamatorios.
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Figura 5: Estructura quimica del lipopolisacarido de la parede las bacterias Gram

negativas

El LPS actia mediante su unién a los receptoranatabrana TLR-4t6ll-like
receptor 4 y en menor medida a receptores TLR-2 por un megancon involucra su
interaccion con la proteina de unién al LPS (LBEB¢ @s una proteina de fase aguda
sintetizada en el higado y que reconoce a la redgbtipido A del LPS. EI complejo
formado (LPS: LBP) es reconocido por el receptonsgnbrana (antigeno) CD14, lo
que permite entonces transferir al LPS al complegeptor compuesto por TLR-4 y la
proteina MD-2. Esta interaccion ocasiona la acibrade dos vias de sefalizacion
diferentes, conocidas como la via de MyD88 y |aBéF, dependiendo de la proteina

adaptadora asociada al receptor [17, 18]. Estas pizeden o no converger,
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dependiendo de las moléculas que se activan en tgaalacelular (Figura 6). Por
ejemplo, la utilizacién de cualquiera de las viesutta en la activacién del factor de
transcripcion NkB, un regulador central de las respuestas a LR#juinas y estrés en
muchos tipos celulares, incluyendo a los macrofdtyos18]. En cambio, la activacion
de la via independiente de MyD88 (TRIFF) puede miesdenar la activacion, ademas
de NKB, de la familia de factores de transcripcion IER. esta familia de factores se
encuentra IRF3 que esta involucrado en la inducd&®NFf entre otros genes [18].

Membrana

Mal TRAM

J\ IRAK 1 IRAKA Via independiente
PKB@) o .

de MyD88
Pyk2 Syk

\ \ TRAF 6
I - KK 1 |KKiC?TBK-1
0 T

IKK 2 i
Via dependiente  P38/p44/p54 RAF-3

de MyD88 MAPKs gks alpha
transcripcion

estabilizacion mRNA | /

Figura 6: Esquema de la cascada de transduccion de sefiadesntadenada por la unién de

LPS al TRL-4 y activacion de las vias de MyD88 yIFRn macrofagos [19].

La familia del factor nucleakB (NFxB, nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B célles una de las mas estudiadas en vertebradoseyasqu
clave en el control de la respuesta inmune innadaptativa. Desde su descubrimiento
se ha demostrado su participacion en una ampli@dad de procesos, incluyendo
inflamacion, sobrevida celular, proliferacion y etdénciacion [20]. Esta familia de
factores de transcripcion esta formada por cincembros: pl05 (procesada consti-
tutivamente a p50), p100 (procesada a p52 en donég finamente reguladas), p65

(también conocido como RelA), RelB y c-Rel. Estabunidades forman homo y
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heterodimeros para configurar el factor de traps@ih NFB. Este factor se une a
secuencias de consenso WBF (5-GGGRNYYYCC-3') presentes en las regiones
promotoras de una gran cantidad de genes [20].

Muchos estimulos activan NB, incluyendo citoquinas, activadores de proteina
quinasa C, virus, estrés oxidativo y LPS. En ldslag estimuladas se gatillan cascadas
de sefializacion que convergen en la activacion desgs especificas (quinasa «B |
o IKK). En las células que no han sido estimulatikB se encuentra en el citoplasma
unido a sus inhibidorexB (IkBa, IkBp, 1kBe). A través de la activacion de IKK se
produce la fosforilacion decB, siendo posteriormente ubiquitinada y degradamaep
proteosoma. La degradacion @ Ipermite la liberacién de NiB y su desplazamiento
al nucleo donde se une a secuencias especificasDidel EI complejo IKK posee dos
subunidades cataliticas, Ikke IKK, y una subunidad regulatoria llamada “modulador
esencial de NiEB” (NEMO), la que transduce la sefial de activa@das subunidades
cataliticas [21, 22].

Las principales cascadas de sefializacion invalasran los efectos de LPS son
las de NikB, MAPK y PI3K/Akt [23, 24]. Estas vias culminan knestimulacion de la
transcripcion de diversos genes entre los que seeetran, TNFe, IL-6, COX-2,
citoquinas pro-inflamatorias, y en la inducciénales sistemas como los de las éxido
nitrico sintasas (NOS) y hemo oxigenasas (HO) 92,24, 25]. A modo de ejemplo, el
grupo de Perrella demostro la activacion del pramdé HO-1 y su induccion por LPS
en macrofagos, por una via que involucra la padmon del factor de transcripcion
Ets-2, involucrado en la regulacion de la respugstaine, y la via PI3K [26, 27]. En
monocitos, en cambio, se ha descripto que el LBScamHO-1 a través de la activacion
de la PKC y del factor de transcripciéon Nrf2 pormaacanismo que involucraria estrés
oxidativo [28].

1.6- El 6xido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es un gas diatomico y un cadlilibre altamente reactivo.
Sus caracteristicas quimicas le permiten su intEnacon metales de transicion y con
otros radicales, las dos especies que pueden daadtrones para completar su orbital

de union.

Debido a su corta vida media, su naturaleza ligafiy su bajo peso molecular,

el NO atraviesa rapidamente las membranas biol§gigj@rciendo sus efectos en la
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célula donde es producido y en células vecinaselaxsos biologicos del NO dependen
entonces del tipo celular, de la actividad de lama que lo sintetiza y de su sitio de

sintesis.

El NO ejerce efectos bifuncionales en la supengigelular. Mientras que a
altas concentraciones se considera citotoxico, @ettraciones relativamente bajas

promueve la citoproteccion y supervivencia celidare

A bajos niveles, el NO reacciona con los iones licegde los grupos hemo de
las enzimas guanilato ciclasa soluble (GCs), aimor C oxidasa, citocromo P450 y la
misma NOS. La GCs se ha descripto clasicamente comdolanco del NO. Su
activacion lleva a un incremento en los nivele&#dPc y a la activacion de la proteina
guinasa dependiente de GMPc (PKG) y de la ADP itibmslasa, un reconocido
inductor de la liberacién de &429].

Por otro lado, como se discutira mas adelanteasgemostrado que el NO es
capaz de activar al factor de transcripcion Nrf@eyha sugerido que este mecanismo
media los efectos de citoproteccion del NO [30].

A concentraciones mas altas, el NO se combina t@s @species oxidantes
para formar las especies reactivas del nitrégens{jRque pueden dafiar una variedad
de blancos celulares incluyendo al ADN y a lasgir@s y en Ultima instancia inducir
mutagénesis y/o llevar a la apoptosis celular.

El 6xido nitrico (NO) se sintetiza por la actividdd la enzima éxido nitrico
sintasa (NOS) a partir de L-arginina en una reaceid la que se genera ademas L-

citrulina y que requiere NADPH y oxigeno molecukaig(ra 7) [31, 32].

H
O " NADP
NADP
\\ f L-citrulina
L-arginina >
Oxido Nitrico
Sintasa
.

Figura 7: Esquema de la sintesis de 6xido nitrico por la emaiéxido nitrico sintasa.
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Se ha demostrado que el NO generado por la isofoeneonal de la NOS
(NOS1) cumple un rol en la regulacién de la trasgni neuronal, la liberacién de
neurotransmisores, el desarrollo neuronal, la ipldad sinaptica y la regulacion de la
expresion génica [31]. También se ha comprobadumasicipacion en la regulacion de
la funcion sexual masculina [32] y en el controumendocrino del eje hipotalamo-
hipofisario [33].

El NO generado por la isoforma endotelial de la N@SOS o NOS 3) esta
involucrado principalmente en la regulacion del towmascular y la agregacion
plaquetaria [34]. En este sentido se ha observado upa desregulacion en la
produccion de NO esta asociada a la patogénesidelenedades cardiovasculares.

Si bien las isoformas nNOS y eNOS fueron clasiisadomo “constitutivas”,
se ha demostrado ampliamente que la expresion basapuede variar en respuesta a
determinados estimulos. En particular, la expred@®nNOS puede ser modificada por
hipoxia, cambios en el nivel de luz ambiental, éssty dafio tisular, hormonas
esteroideas y otros factores [35].

En macrofagos y otros tipos celulares, el NO eslymiolo por la actividad de
la isoforma iNOS inducida por LPS, interfergrii=N-y), factor de necrosis tumoral
(TNF-a), interleuquina-g (IL-1B) y otras citoquinas. EI NO generado en altas
concentraciones por la actividad de la iINOS pueddyzir dafio tisular, inflamaciéon y
muerte celular [36, 37].

En trabajos previos de nuestro laboratorio se tdentificado ambas isoformas
“constitutivas” de NOS en la zona fasciculata decdateza adrenal de rata y se ha
detectado la expresion de la iINOS (NOS-2) en leezaradrenal de ratas inyectadas con
LPS [2, 38]. En la linea celular adrenocortical mairY1l se ha detectado la isoforma
eNOS (NOS-3) en condiciones basales y la expred@iNOS (NOS-2) luego del
tratamiento con medio condicionado de macrofagtmekados con LPS [25].

En cuanto a la funcion del NO en la corteza adrbaalos demostrado que el
NO es un modulador de la esteroidogénesis adrdadbres de NO [39] y L-arginina
[40] disminuyen significativamente la sintesis de#emides en este tejido por un
mecanismo que es independiente de la formacionMieaG/ que implica la interaccién
del NO con citocromos P450scc. En forma analodgsasgemostrado que el NO inhibe
la esteroidogénesis en células de la granulosled y de la linea de células de Leydig
MA-10 tanto como en células Leydig de ratas estwas con hCG [41, 42]. De
acuerdo a éstas evidencias, hemos postulado aloN® an modulador autdcrino y/o

11
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paracrino de la fisiologia adrenal [38]. Finalmenteemos demostrado que el
tratamientan vivo con LPS genera un incremento en la actividad yeskgn de iNOS
y sugerimos que el incremento concomitante enddymcion de NO esta involucrado

en la induccidon de HO-1 en la corteza adrenal te[23

1.7- Estrés oxidativo y nitrosativo

El estrés oxidativo/nitrosativo se define comodasecuencia de un exceso en
la formacién o una insuficiencia en los sistemagmbeeccion contra los efectos de las
especies reactivas del oxigeno (ROS) y/o las espeaeactivas del nitrogeno (RNS).
Los ROS incluyen a los radicales libres como eksixido {O,), el hidroxilo (HO), el
peroxilo (RO;) y el hidroperoxilo HRO,) y otras especies, como peréxido de
hidrogeno (HO,) y acido hipocloroso (HCIO). Los RNS incluyen icales libres como
el 6xido nitrico NO) y el radical diéxido de nitrgendNQ;) asi como también el
peroxinitrito (ONOO), el &cido nitroso (HNE) y alquil peroxinitratos (RONOO).

Entre las moléculas reactivas, las mas importaytess estudiadas por sus
efectos biolégicos son el anion superéxid®,f, el oxido nitrico NO) y el
peroxinitrito (ONOO) [43]. El anidon superoxido es producido normalreeen el
citoplasma por la reduccion parcial del oxigenoteGsroceso es mediado por la
actividad de distintas enzimas incluyendo a la NRJB( oxidasa, xantino oxidasa,
ciclooxigenasa y eNOS (solo en bajas concentrasiatee L-arginina). También se
genera anion superoxido en la cadena de transgertelectrones mitocondrial. En
condiciones normales, el anién superdxido es elidunmediante la actividad de
enzimas antioxidantes ya que es sustrato de ladguge dismutasa que lo transforma
en HO, (Cu 6 Zn-SOD, en el citoplasma, y Mn-SOD, en lagocondrias).
Consecutivamente, el.B, es convertida en 4@ y O, en la reaccién catalizada por la
glutation peroxidasa citosoélica (GSH-Px) o pordsatasa en peroxisomas [44]. B4
también puede generar el radidtaD en presencia de elementos de transicion como el

hierro o el cobre (Figura 8).
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Figura 8: Generacién de especies reactivas de oxigeno pgéno en el metabolismo celular
Se resaltan en gris las principales ROS y RNS ypssibles origenes y destinos metabolicos.
Recuadradas se pueden ver las enzimas que intemvgnlas reacciones indicadas [44].

El producto de oxidacion del NO, el ion nitrosoiifdO"), puede reaccionar
con los grupos tioles de los residuos cisteinadadeproteinas produciendo su S-
nitrosilacion. También debe considerarse la reied/ del producto de reduccion del
NO, el anién nitroxilo (NQ que puede reaccionar con tioles, oxigeno y dbgers
oxidantes para generar otras RNS. Por lo tanto uadade estas formas redox puede
producir diferentes respuestas biolégicas dependiedd su concentracion vy
localizacion, de la presencia de tioles y de la pasition del microambiente celular
[45]. En forma adicional, el NO reacciona con eldansuperoxido para generar el
potente agente oxidante peroxinitrito (ONQ@ue provoca la nitracion en tirosina de
proteinas [29]. A su vez, el peroxinitrito puedacaonar con el GMPc para formar 8-
nitro-GMPc, una molécula con propiedades oxidacépsz de modificar proteinas [46]
(Figura 9).

El sistema redox GSH/GSSG mantiene las proteinAdames en estado
reducido. En condiciones normales la forma cudititmente mas importante del
glutation es la reducida (GSH), mientras que s6l@% se encuentra en su forma

oxidada (GSSG). Normalmente, las proteinas S-ilddess son rapidamente reducidas
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por el GSH, que puede ser S-nitrosilado para forni@osoglutation (GSNO). Los

GSNO pueden, a su vez, transferir en NO hacia tites proteicos [47]. En la Figura

8 se resumen los derivados del NO y sus efectos stdncos celulares.
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Figura 9: Esquema del mecanismo de accién del 6xido nitrico.

1.8- El sistema hemo oxigenasa

NO-Tyr

8-nitro-GMPc

La enzima hemo oxigenasa (HO) se ha descriptoceal@&nte como una

enzima microsomal que cataliza la sintesis de mdodate carbono (CO) por clivaje

oxidativo del hemo en presencia dgyOode NADPH-citocromo P450 reductasa (CPR),

produciendo ademas biliverdina y ¥e(Figura 10).

NADPH

Hemo
Oxigenasa
=

~ \ f
NADPH NADP* Biliverdina ﬁBilirubina

Biliverdina

N T
HEMO ﬁ Fe 2+ Reductasa

NADP*

Figura 10: Catabolismo del grupo hemo por el sistema de Henxagénasa
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El sistema de HO fue descripto y caracterizadoppianera vez por Tenhune
al en 1968. [48]. Al presente, se han identificadss tisoformas de HO producto de
distintos genes: una inducible (HO-1) y dos coustias (HO-2 y HO-3) [49, 50]. Se ha
demostrado que ambas, HO-1 y HO-2 catalizan laadiegion del hemo, y la funcion
mas probable de la HO-3, dada su baja actividadnétiza seria la de unirse al hemo
como biosensor. Por técnicas de inmunolocalizasgma demostrado que la enzima
HO-2 se expresa constitutivamente en diversosotgjithcluyendo cerebro y sistema
nervioso, higado, rifion, vasculatura y testiculils p2]. La HO-1, también conocida
como HORASP32 (proteina ddocktérmico de 32kDa), esta presente en condiciones
normales en higado y bazo, donde participa de @radacion del hemo de la
hemoglobina. No obstante, puede observarse un daardersu expresion en una amplia
variedad de tejidos frente a estimulos estresaoi@® metales pesadaockiérmico,
disminucién de los niveles de glutation reducidagiacion UVA, endotoxinas y
citoquinas, hipoxia, hiperoxia, dadores de NO yopitrito, y su propio sustrato,
hemo [53]. Ciertamente parece no haber sistemandtizo que responda a tanta
variedad de agentes y condiciones como lo hace kel HO-1.

Numerosas evidencias experimentales han llevadopoper que la induccion
de HO-1 es parte de un mecanismo de defensa cgltikular frente a situaciones de
estrés. Entre ellas, podemos citar los estudidizaeas en ratones knock-out para la
HO-1, los cuales son mas sensibles al dafio caygadoPS y ademas exhiben pobre
tolerancia al estrés oxidativo (por peroxido derdgéno, hemina y endotoxina),
anormalidades severas en el crecimiento, anenfi@, @adotelial y deposicion de hierro
hepatico y renal [54]. Un fenotipo similar se obseen la deficiencia de HO-1 humana,
con marcado retardo del crecimiento, anemia y b#idsid extrema a los oxidantes
[55].

En general, la funcion protectora de la HO-1 séaye a un aumento del
metabolismo del hemo, una molécula pro-oxidanta,lg produccién concomitante de
los poderosos antioxidantes biliverdina y bilirmdgi al mediador gaseoso vasoactivo
CO vy a la liberacion de hierro, un regulador génfse han adjudicado a cada uno de
estos productos efectos propios sobre la fisiologialar.

El hemo es un complejo de ¥eon protoporfirina 1X, que se transforma en
hemina cuando el hierro se oxida. El grupo hemanesmolécula esencial para la vida
de los organismos aerobios, al servir como grupostptico de numerosas

hemoproteinas con funciones biologicas diversak &ociado a proteinas, el grupo
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hemo participa en reacciones de 6xido reduccidigeoacion, hidroxilacion, transporte
y almacenamiento de oxigeno, monodxido de carbor®) §Coxido nitrico (NO. En
contraposicion, cuando el grupo hemo se encuebtedn altas concentraciones es un
pro-oxidante lipofilico que promueve la lipoperoxidm de las membranas lipidicas;
también desestabiliza el citoesqueleto y las prateasociadas a la membrana, con lo
gue compromete tanto su estructura como el tratespelular [57, 58]. En este sentido,
la degradacion del hemo libre contribuye al mamtégmto del estado redox celular
[59].

La biliverdina y la bilirrubina, producto de la aidad de la enzima biliverdina
reductasa, son moléculas con capacidad de capecies reactivas del oxigeno como
anion superoxido, radical peroxilo y peroxinitri&D] 61].

Por ultimo, el monodxido de carbono es una molégakeosa cuya vida media
es de aproximadamente 4 horas y que circula libnesr@or el microambiente donde es
producido. Es conocido por ser toxico para el delarde la vida a concentraciones
elevadas ya que, 1) tiene unas 250 veces mas afirpdr el grupo hemo de la
hemoglobina que el oxigeno formando una nueva &spkec carboxihemoglobina y
disminuyendo la concentracion de oxihemoglobinegty ello, la difusion de oxigeno a
los tejidos; 2) inhibe la actividad de otras pnodsi que contienen el grupo hemo, como
los citocromos, entre ellos, la citocromo oxidddagueando la cadena de transporte de
electrones en la mitocondria, por lo que reduceajgacidad de la célula para producir
energia; 3) al bloguear la cadena respiratoriagrgemoléculas con alto poder oxidante
como anion superoxido y peréxido de hidrogeno, dpf@an proteinas, lipidos y acidos
nucleicos. A menores concentraciones se lo haioelado con diversas funciones
biologicas de la HO-1, como citoproteccion, vasadiion, y efectos anti-

inflamatorios, anti-apoptaticos, o anti-prolifexats [62].

1.9- Mecanismos de induccién de HO-1

Si bien se ha estudiado extensamente la reguldeida actividad de HO-1 en
diversos sistemas tanto en condiciones fisiolégamaso patoldgicas, su participacion
en la regulacién de la fisiologia de las glanduisseroidogénicas aun no se ha
caracterizado completamente. Ambas isoformas de (HO-1 y HO-2) han sido
detectadas en testiculo de rata sugiriéndose ogieplasion de HO-1 en las células de

Leydig regula la apoptosis de las células germingbeemeioticas, modula la
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espermatogénesis en condiciones de estrés y tienfincion protectora en las células
espermatogénicas [63]. Mas recientemente se ha tathogjue la induccion de HO-1
también modula la esteroidogénesis en células delige[64]. Asimismo se ha
detectado actividad de HO en placenta y ovaricgulamdose a la misma con efectos
vasculares y de citoproteccion [65].

En 1992 Maines y Trakshel describieron una actividazimética de HO en la
glandula adrenal [66]. Posteriormente, en nuesatmorhtorio se identificaron las
isoformas HO-1 y HO-2 en la corteza adrenal deyada una linea celular derivada de
un tumor adrenal murino (Y1). También demostraradaduccién de HO-1 por ACTH
en células de ZF adrenal de rata, efecto que inkella actividad de PKA y un
incremento en la transcripcibn génica sin afectar dstabilidad del ARNmM
correspondiente [1]. En forma semejante a lo olaskrpara el NO, nuestros resultados
sugirieron que el CO regula la esteroidogénesim®rcélulas adrenales [67]. También
demostramos que el tratamiento con LPS induce paesion de HO-1 en la corteza
adrenal de rata, un efecto posiblemente mediad@IlphdO producido por la isoforma
inducible de NOS [2] y que la incubacion con comimones suprafisiolégicas de
glucosa induce la expresion de HO-1 en célulashaths [67].

El analisis del promotor del gen hmox-1 de ratéernptid identificar un
motivo de 10 pb (T/CGCTGAGTCA) denominado elemed® respuesta al estrés
(StRE). Este motivo esta presente en multiplesasopn dos regioneshancer(E1 y
E2, localizadas a -4 y -10 kb del sitio de iniofercde la transcripcion) y se ha postulado
gue media la activacion del promotor en respuestehos de los inductores de HO-1
analizados hasta el momento [68]. Otras secuenomsenso para la unién de factores
de transcripcion que se solapan con los StRE (APefros) son el sitio de unién de
factores de transcripcion diméricos constituidasrp@mbros de la familia de Jun, Fos,
ATF, CREB, Maf y otros que pertenecen a la supdli@me factores de transcripcion
con dominios de cierre de leucina. Un papel pdeiatente importante en la regulacion
del gen hmox-1 se atribuye actualmente a los CNip:liztos factores incluyen a p45,
a los factores eritroides nucleares Nrfl, Nrf2,3\yfa Bachl1/2 que se heterodimeriza
principalmente con las pequefas proteinas Maf (Msli&fG y MafK). El factor Nrf2
(Figura 11), que contiene un dominio de activacttanscripcional muy potente,
participa en la induccidén de genes antioxidantdstgxificantes de fase Il como hmox-
1 en respuesta a multiples agentes, incluyendo henetales pesados, arsenito,

curcumina, 15-deoxA12,14-prostaglandina J2 y varios reactivos eleiticos [69]. En
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estado basal, Nrf2 esta anclado al citoplasmauyaorteraccion con la proteina Keapl y
es degradado por el proteosoma por un mecanismangokicra su ubiquitinacion

mediada por Cul3. Keapl posee dominios sensiblemgyemtes electrofilicos que
provocan la liberacion de Nrf2 y su acumulaciodgsplazamiento al nicleo. A su vez,

la fosforilacion de Nrf2 también produce su actigad69].

estresores /inductores m
Degradacidn

- Difenoles, diaminas protecsomica
- Aceptores micaelicos Ub
- Isctiozianatos
- Tiocarbamatos
Ditioletiones
- Hidroperoxidos
- 15d-PGJ2 - Ar=senico trivalente SH SH
- Estrés de RE - Metales pesados Fiy
- ROS - Dirmercaptos
- HO. - Polienos conjugadas
' @ Ep
quinasas importina
Funcicnes de los genes blanco
- Artioxidantes directos
- Metabolismo de radicales libres
Q - Detoxificacion electrofilica
Other ) CHM1 - Homeostasi= del glutatisn
proteins CBPip300 - equivalentes reductores
aMad - Transporte de solutos

- Inhibicién de |z irflamacion
- Reconoci mierta del dafio al ADH

ARE — - Funcidn prateasomica
transcripcion de genes

sobrewvida celular

Figura 11: Esquema general de induccion de genes por la déasefializacion Keapl-Nrf2-
ARE. Pequefias moléculas de origen enddgeno o exdgedogaro la activacion de genes
regulados por Nrf2. Estos agentes interrumpendaiasion entre Keapl y Nrf2, llevando a la
fosforilacion de Nrf2 y a su estabilizacion y deggimiento al nacleo. Este mecanismo lleva a
la induccién de genes antioxidantes y que particiga el catabolismo de xenobioticos, que
confieren a la célula una respuesta adaptativ@sistencia frente al estrés ambiental mediado
por radicales libres y agentes electrofilicos [44].

Las proteinas Bach no poseen dominios de activdcamscripcional y por lo
tanto se postula que los heterodimeros Bach/Mafidoadan como represores,
blogueando la union de factores activadores coni® &lisus sitios en los promotores.
Se ha demostrado que el factor Bachl reprime lactidn del gen de HO-1 mediante

su unién a los sitioenhancer La unién de hemo a Bachl provoca su exportacgn d
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nacleo dejando lognhancerslibres para su ocupacion por factores activad¢egs
Nrf2) [70].

Si bien el hemo puede funcionar como ligando eactear directamente con
el ADN para activar al gen de HO-1, este no esadanismo utilizado por la mayoria
de los inductores. Las evidencias indican que,esei@l, los inductores incrementan la
expresion de HO-1 activando una 0 mas cascadasfi@izacion que eventualmente
convergen en activadores de la transcripcion. bgsrsdos mensajeros AMPc y GMPc,
que activan a la PKA y a la PKG respectivamentetigi@an en algunas de esas
cascadas de sefalizacion, interviniendo en ladwaeson de las sefiales de diversas
hormonas y estimulos extracelulares. Podemosantao ejemplo los experimentos de
Immenschuhet al que demostraron que la induccién de HO-1 por AM#fccultivos
primarios de hepatocitos de rata, es mediada poel@hento de respuesta a
AMPc/proteina activadora-1 en el promotor proximaequiere la activacion de la via
de sefalizacién de PKA [71]. Esta via también piadi de la induccion de HO-1 en
células de musculo liso vascular y en células estidées estimuladas con fosfolipidos
oxidados [72, 73]. Dado que el NO activa la produtale GMPc se sugirido que éste
podria ser un activador del gen hmox-1, lo que damostrado en hepatocitos y en
células endoteliales [71, 74].

Las vias de las MAPKs participan de las respuestdslares al estrés
regulando la expresion geénica, la proliferacioruleely la apoptosis. Con relacién a la
induccion de HO-1, la bibliografia indica que ldizacion de las diferentes cascadas de
sefalizacion de MAPKs y sus factores de trans@ipblanco depende del inductor, del
tipo celular y de la especie. Por ejemplo, se maodérado la participacion de la via de
p38 MAPK en la activacion por hipoxia de HO-1 [§5ja de ERK y p38 MAPK en la
activacion por arsenito de sodio, metales pesadN® §76, 77].

También se ha demostrado la participacion de ladeiaNB, un factor
proinflamatorio y sensible al estado redox, ennlduccion de HO-1 por compuestos
polifendlicos como el resveratrol [78].

Finalmente, un estimulo puede provocar la actbracde mas de una via de
induccion de HO-1. En este sentido, Cle¢ral demostraron que la induccion de HO-1
por estatinas depende de la accién conjunta deidasGMPc/PKG y MAPKs ERK y
p38 en macrofagos murinos [79].
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El estrés oxidativo es considerado uno de los jpates inductores de HO-1 y entre
los mecanismos de transduccion de sefiales demosteaddiversos sistemas celulares
pueden mencionarse los que involucran la activad@tas vias de MAPKSs, PI3K/Akt,
PKC y los factores de transcripcion ®B; AP-1, Nrf2, p53, HIFF, entre otros [80-82].
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OBJETIVOS

En trabajos previos de nuestro grupo de trabajtasgemostrado la induccion
de la expresion de HO-1 por ACTH [1] y por LPS 2] células adrenocorticales y se
ha sugerido que el aumento en la actividad de Hi@tege a las células de las injurias
oxidativas [68, 83, 84]. Sin embargo, el estudidademecanismos moleculares y de los
factores de transcripcion involucrados en estost@$eno habia sido encarado hasta el

momento.

En ese contexto nos planteamos los siguientes\aiggiarticulares:

1. Analizar la participacion de la actividad de HOen la modulacion de la
esteroidogénesis adrenal.

2.  Caracterizar los efectos de ACTH, LPS y NOeaaXpresion de HO-1 en células
adrenales.

3. Identificar los elementos responsables dedpuesta a ACTH, LPS y NO en la
region promotora del gdmmoxl1murino.

4.  Estudiar los factores de transcripcion invados en la induccién del gen por
ACTH, LPS y NO.

5. Determinar los mecanismos de transduccioreialss involucrados.
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2- MATERIALES Y METODOS

2.1- Reactivos

La hormona adrenocorticotropina (ACTH) en forméilimada fue provista por
Laboratorios Elea (Buenos Aires, Argentina), 8BMiA 8-Br-cGMP, 1H-[1,2,4]
oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ), dietileamina/nonoato (DETA/NO),
etilen glicol-bis  (2-aminoetileter)-N,N,/\W’-tetraacético (EGTA), SB203580,
SP600125, PD98059 (inhibidores de MAPKS), wortmar(inhibidor de PI3K), H89
(inhibidor de PKA), apocinina (inhibidor de NADPHkidasa), PS1145 (inhibidor de
IKK:1 «B:NFxB), lipopolisacérido bacteriano de coli, Albumina sérica bovina (BSA),
R032-0432, Ro31-8220, queleritrina, staurosporimailfidores de PKC), Triton X-100,
aprotinina, leupeptina, PMSF, pepstatina A, Twe@nHEPES, EDTA fueron provistos
por SIGMA Aldrich (Buenos Aires, Argentina). La DNA I, RNAsiff y el plasmido
pGL2 fueron adquiridos a Promega — Biodynamics SEL.BAPTA-AM fue
gentilmente cedido por la Lic. Maria Gracia Gervaali Laboratorio de la Dra. Silvina
Perez Martinez. El suero fetal bovino, el suero aballo, la penicilina, la
estreptomicina, el medio HAM F10, el medio F12/DMEMaq polimerasa,
Lipofectamina 2000 y el TRIz8Ifueron comprados a Invitrogen, Life Technologies
(BA, Argentina). La membrana de PVDF fue adquitd@aTecnolab S.A. (Biorad). Los

demas reactivos fueron productos comerciales dejar calidad disponible.

2.2- Lineas celulares

La linea celular adrenocortical murina Y1 fue addai a la American Type

Culture Collection (ATCC). Esta linea fue desaadl por Yasumura et al [9] a partir
de un tumor adrenocortical de raton, y clonadadudg que el tumor fuera adaptado a
las condiciones de cultivo. Las células en cultivecen en monocapa y poseen una
morfologia similar a la de las células epitelial@sanzando una densidad aproximada
de saturacién de 2.7 X 10élulas/cm2. Una descripcién de los métodos deévoslde
estas células ya ha sido publicada [10]. Breveméasecélulas fueron cultivadas en
medio de crecimiento HAM F10 suplementado con sukercaballo (12,5%), suero
fetal bovino (2,5%) 6 DMEM/HAM F12 1:1 v/v suplentado con suero fetal bovino al
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5 %, penicilina (100 Ul/ml) y estreptomicina (106/ml) en estufa a 37°C, con gaseo
constante (5% CO2).

2.3- Extraccion de ARN total

Se aisl6 ARN total de cultivos de células Y1 usiido la técnica de
isotiocianato de guanidinio (TRIZ)l En todos los casos se utilizd material libre de
ARNasas. Luego de los distintos tratamientos seser@n el medio de cultivo, y se
lisaron las células con el reactivo TRZo(1 ml de reactivo cada 10 én
Posteriormente se agreg6 0.2 ml de cloroformo pdaanl de reactivo utilizado y se
centrifugd durante 15 minutos a 1200@ & 4°C. La fase acuosa fue transferida a un
tubo limpio al cual se le agregaron 0.5 ml de abtdblopropilico por cada ml de
reactivo inicial y se centrifugé a 12000ydurante 10 minutos a 4°C. La fase organica
se guardo para la obtencion de proteinapelét resultante se lavd 3 veces con etanol
75% frio. En el paso final el ARN obtenido se resuislid en agua libre de ARNasas.
La cantidad y pureza del ARN obtenido se verifiod medicion de la absorbancia de la
luz U.V. a 260 nm y 280 nm. Por ultimo las muesfieeron almacenadas a -70 °C

hasta ser utilizadas para los ensayos de RT-PCR.

2.4- RT-PCR

Las muestras de ARN fueron tratadas con ADNasaablfgde amplificacion)
para eliminar cualquier posible contaminacion c@NA Para la sintesis del ADN copia
(ADNC) se utilizaron 2 ug de ARN total obtenido atpale los cultivos de células Y1.
La sintesis de la primera hebra del ADNc se realiitizando 200 Ul de la transcriptasa
reversa del MMLV (Moloney murine leukemia virus) xheneros de secuencia variable
(random primers) 14 ng/pl, dNTP 0.5 mM cada un®yJ2 de RNAsitf inhibidor de
ribonucleasas en un volumen total de 20 pl. Enralguubos se omitié el agregado de
transcriptasa reversa como control de pureza gecf@aracion de ARN. La reaccion se
llevo a cabo a 37°C durante 50 minutos y posteroits la enzima se inactivd por

calentamiento durante 15 minutos a 70°C.
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2.5- PCR

Se procedié a la amplificacion por PCR gqmmers especificos disefiados a
partir de secuencias publicadas en el Gene Barkseeuencias utilizadas fueron las
siguientes: hHO-1: forward: 5-GAGTGTAAGGACCCATCGGHA reverse: 5'-
GCCAGCAACAAAGTGCAAG-3". Para la normalizacion desloesultados se uso el
ARN ribosomal 18S; forward 5-ACGGAAGGGCACCACCAGGH-y reverse 5'-
CACCACCACCCACG GAATCG-3'. Las reacciones de amgditiion se llevaron a
cabo en un termociclador Tpersonal (Biometra, Algiajaa partir de 5 pl de ADNc (2
png aproximadamente). El ADN se agreg6 a 15 pl dagaiente mezcla de reaccion:
MgCl, 1.5 mM; dNTPs 0.2 mM de cada uno, primers esmasfien una mezcla
forward/reverse 0.5 uM de cada uno, Taq polime@a®25 Ul y buffer de PCR 1X. La
amplificacion se realiz0 segun el siguiente protocgéneral: 1) desnaturalizacion
inicial: 2 minutos a 94°C, 2) n ciclos (se deterdn@ nimero de ciclos adecuado para
asegurar la fase lineal de la amplificacion i) dasadizacion por 30 segundos a 94°C,
i) temperatura de hibridacion de 30 segundos a ¥5%( extension de 1 min a 72°C,
3) extension de 10 minutos a 72°C. Los productosP@R se detectaron por
electroforesis en geles de agarosa con bromurtidie en buffer TAE 1X (Tris 2M pH
8; EDTA 0,5 M). Luego de la separacion electrofiogét las bandas obtenidas se
cuantificaron por iluminacién con luz U.V. y demsitetria utilizando el programa

FluorChem, AlphaEaseFC software.

2.6- PCR en tiempo real

ADNCc total proveniente de la retro-transcripcion fuiizado como molde.
Como fluoréforo se uso el reactivo Eva GredBIOTIUM, GenBiotech SRL), y el
ciclado se llevé a cabo en el equipo ROTOR-GENE 06QQiageff). Para la
amplificacion de genes especificos se usaron ladic@aciones de primers listados en
la Tabla 1 que se muestra a continuacion. Los dditenidos mediante la PCR tiempo

real fueron analizados usando el método 2-DDCTGrig#e previamente [85].
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Primer

Secuencia

Gclc Forward

5 -AGTGGCCCAGAAGCGAGATGC-3

Gclc Reverse

5-ACCACAGCGTTGCCGCCTTT-3

Gclm Forward

5-GCATCCCCGAGGTGCGAGTG-3

Gclm Reverse

5-AGTGGTTCCTGTGAGCGCGC-3

NQO1 Forward

5 -CATGGCGGCGAGAAGAGCCC-3

NQO1 Reverse

5-CAGCAGCCTCCTTCATGGCGT-3'

HO-1 Forward

5-CAACAGTGGCAGTGGGAATTT-3

HO-1 Reverse

5-CCAGGCAAGATTCTCCCTTAC-3]

18S Forward

5-ACGGAAGGGCACCACCAGGA-3

18S Reverse

5-CACCACCACCCACGGAATCG-3

Tabla 1 Listado de primers utilizados para las reaccionesRigR en Tiempo Real.

2.7- Obtencion de proteinas totales

Las proteinas totales de los cultivos de célulass®& bbtuvieron luego de la
purificacion del ARN total a partir de la fase ang#&. Se precipitaron las proteinas
agregando 1.5 ml de isopropanol por cada ml de diRlg se centrifugé a 12000 g
durante 10 minutos a 4°C. El pellet resultanteas® I3 veces con hidrocloruro de
guanidina 0.3 M en etanol 95 % y se resuspend®s 1%.

En otros experimentos se lisaron las células etivouutilizando 0.4 ml de
buffer de lisis por pocillo (Tris HCI pH 7.4 20 mMNaCl 150 mM; EDTA 1 mM;
EGTA 1 mM; Tritdn X-100 1%; leupeptina 10 uM; apnita 0.8 uM).

2.8- Determinacion de la concentracién de proteinas

La concentracion de proteinas en las muestras pives de los cultivos de
células Y1 se determino segun el método de Lowsy, [&ilizando BSA como estandar
con las siguientes modificaciones: se mezclaramuaiés del lisado celular de 10 ul con
1 ml de una solucion conteniendo: deoxicolato ddicsgqDOC) 0.04%, acido

tricloroacético (TCA) 8% vy luego de la centrifugatia 1000 rpm por 5 minutos se
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resuspendieron los precipitados correspondientes reactivo de Lowry procediendo a

las determinaciones por el método clasico.

2.9- Inmunoblot

Las muestras de proteinas de las células Y1 fuseparadas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida con SB&a ello, se tomaron alicuotas
correspondientes a 50 ug de proteina y se agredél ¥olumen de muestra de TCA
100% manteniéndose a 4 °C durante toda la nochéiaAdiguiente se centrifugaron las
muestras durante 5 minutos a 15000 rpm a 4 °C,eseadd el sobrenadante y se
realizaron dos lavados con acetona fria. Se deja®rar las muestras y se
resuspendieron en 20 pl de SB 1X (Tris-HCI pH @578V, Glicerol 10%, SDS 2% y
Azul de bromofenol) calentando 15 minutos a 65 S€.agregdb DTT 0.1 M y se
continuo calentando durante 5 minutos a 95°C. Raieparacion electroforética se
utilizaron geles de poliacrilamida 10%. Las prodsifiueron electrotransferidas a una
membrana de PVDF en un aparato Trans Blot SD (Bjorkercules, CA, USA) en
buffer de transferencia (Tris HCI 25 mM pH 8.3;d8la 192 mM y metanol 20%) a
15V, 280 mAmp durante 60 minutos. Las membranaofugratadas con solucion de
bloqueo (leche en polvo descremada 5% en TBS-Twéelt?) durante una hora y
luego fueron incubadas toda la noche a 4 °C caousnpos policlonales obtenidos de
conejos contra HO-1, Nrf2, Akt/PKB fosforilado, ARKB total y actina. Se utilizé
como segundo anticuerpo un anticuerpo policlonatlg@ de conejo conjugado con
peroxidasa de rabano picante y el sistema de d@bepor quimioluminiscencia ECL
(Amersham Life Sciences). Para corroborar la edéetnsferencia y como control de
carga se tifieron las membranas de PVDF con Ponc2#ueh TCA 3%.

2.10-Determinacién de niveles de lipoperdxidos

Se midieron los niveles de lipoperéxidos celularesliante la determinacion
de la base de Schiff formada entre los lipopemsig el acido tiobarbittirico (TBA).
En algunos pocillos de células se agreg®+80 uM y SO,Fe 50uM con el objeto de
analizar el comportamiento del sistema citoprotefrtnte al estrés oxidativo exogeno
y se incubd durante una hora en estufa de culfimalizados los tratamientos, las

células se lavaron tres veces con 0.5 ml de budffsfato salino (PBS) 1X y se
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homogeneizaron en 1 ml de buffer PBS 1x conteni&ids 0.75%. Luego se agrego a
cada tubo 0.5 ml de una solucién de TBA 10 mg/mbeffier acetato de sodio pH 2.3.
Las muestras se incubaron 1 hora a°@0Q se determind la fluorescencia emitida a
555nm (exitacién 515 nm). Los valores se expresaoomo concentracion de MDA en
uM por mg de proteina, usando como estandar el M@dgado a partir del 1,1,3,3-

tetrametoxipropano.
2.11- Glutation reducido (determinacién de los grups tioles totales no proteicos)

Los compuestos con grupos —SH reaccionan con BIEX@itionitrobenceno)
para formar TNB (tionitrobenceno) que absorbe amth2Brevemente, se homogenizo
el cultivo celular de cada pocillo en 30QDde buffer fosfato 50 mM pH 7.4. Luego se
agrego 75 pl de TCA 50% y EDTA 1mM manteniendose aninutos en frio y se
centrifugo durante 5 minutos a maxima velocidads@drenadante de la centrifugacion
se le agregd DTNB (0.25mg/ml en buffer fosfato 0)sMdterminandose su absorbancia

a 412 nm. Para la curva de calibracion se utiliz@standar de glutation reducido.
2.12- Determinacion de especies reactivas de oxigen

Luego de los distintos tratamientos, las célulakgaron tres veces con PBS
1X (sin C&" ni Mg®) y se suspendieron con 50 de medio sin suero (100l se
guardaron para determinar proteinas totales). Aimeh restante se le agregéul@e
una solucion de diacetato de 2°, 7-dihidro dicl@umresceina (DCF/DA) 100X en
DMSO para llegar a una concentracion final dguD Se incub6 durante 30 minutos a
37 °C, luego se centrifugd y se resuspendié ebpedlular en PBS 1X (sin €ani
Mg®") incubandose durante 45 minutos en las mismas conds. Se determiné la
fluorescencia emitida a 525 nm (480 nm de excitgcio

2.13- Actividad de catalasa
La actividad de catalasa se evalmdvitro mediante la determinacion del

consumo de peroxido de hidrogeno, segun procediosetescritos sobre los que se

realizaron modificaciones menores [87]. Brevemelaig células se homogenizaron en
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buffer K;POH/KPOsH2 15 mM KCI 60 mM pH 7.4 con Tritdn X-100 20% encfriSe
calibré el espectrofotometro con una mezcla dgls@l homogenato y 90@ de buffer
fosfato 50 mM pH 7.4. Se agregaron B@le HO, (90 ul de HO, 100 volumenes en 5
ml de buffer), se mezcld por inversion y se detatnia absorbancia cada 10 segundos
durante cuatro minutos. Finalmente a partir deokdividad molar a 240 nm deb®,
(0.0394 mM'cm™) se calculé la actividad de la enzima, expreséidosomouM de
H.O, consumidos por minuto pqgramo de proteina de tejidpM H.O./min/ ug de

proteina).
2.14- Transfeccion de células Y1

Se realizaron transfecciones transitorias utilizaatdoeactivo Lipofectamina
2000. Con este fin, se sembraron aproximadament@02@&lulas/pocillo en placas de
96 pocillos en medio con suero y antibiéticos HAMF@ DMEM/HAMF12. Se
utilizaron 0.2 pug de ADN plasmidico total. Las siodmes de plasmido y 2 pl de
lipofectamina se diluyeron separadamente en 50ephddio optiMEM vy luego de 5
min de incubacion se mezclaron y se prosiguid eomt¢ubacion durante 20 min a
temperatura ambiente. EI complejo ADN-lipofectaméeaagregd entonces a las células
gue se mantuvieron a 37°C en atmosfera humedecié&%eaire y 5% C@ Luego de
3 horas, se repuso el medio con suero y antibigtias células se incubaron durante 24
horas antes de iniciar los ensayos. En todos kssdas células se cotransfectaron con
un pldsmido de expresion pCM3/galactosidasa para la normalizacion de la activida

de luciferasa.
2.15- Construcciones plasmidicas

El plasmido conteniendo el fragmento de -4045;+&lplomotor murino de
HO-1 (p[-4]HO-1) fue gentilmente cedido por Dr. MPerrella (Pulmonary and Critical
Care Medicine, Brigham and Women's Hospital, BaostbtA 02115, USA.); los
reporteroskB/LUC, CRE/LUC y los pldsmidos de expresion p65REB y pCREB-
DN-M1 fueron gentilmente cedidos por Dra. A. Pe(Departamento de Quimica
Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturdlésversidad de Buenos Aires,
Buenos Aires, Argentina.); el plasmido de expres$ibi®-1 fue cortesia de la Dra Elba

Vazquez (Departamento de Quimica Biologica, Fadultee Ciencias Exactas y
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Naturales, Universidad de Buenos Aires, Buenos sAisgrgentina.); los plasmidos
pNrf2/LUC, pNrf2-FL, pNrf2gal4 y pG5/LUC fueron cielbs amablemente por Dr. O.
Coso (Laboratorio de Fisiologia y Biologia Moleculgacultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires, IFYBINE-{€et) Buenos Aires, Argentina.).
Utilizando como molde el plasmido p(-4)HO-1, se gramnon los siguientes
fragmentos del promotor utilizando la técnica deRP{©ng range -4045,+74;
-3216,+74; -2700,+74; -2050,+74; -1200,+74; -353,+145,+74, -16,+74 y +14;+74.
Para su obtencion se diseflaron primers especifiaps cada zona del promotor
anexandoles en el sitio 5° la secuencia consensolas enzimas de restriccion Nhel
para primers forward y Xhol para primers reverdéA[BN molde se agrego a 15 pl de
la siguiente mezcla de reaccion: MgQI5 mM; dNTPs 0.2 mM de cada uno, primers
especificos en una mezcla forward/reverse 0.5 pkhda uno, Pfu Tag polimerasa con
actividadproofreading(Invitrogen, Life Technologies, Argentina) 0.625 ybuffer de
PCR 1X. La amplificacion se realiz6 segun el sigtge protocolo general: 1)
desnaturalizacion inicial: 2 minutos a 94°C, 2) @8os i) desnaturalizacién por 30
segundos a 94°C, ii) a la temperatura de hibridad&80 segundos (variable para cada
set de primers) vy iii) extension de 0,5 a 5 min 8C72e acuerdo al tamafo del
fragmento, 3) extension de 10 minutos a 72°C. lrodyxtos de PCR se detectaron por
electroforesis en geles de agarosa con bromurtidie en buffer TAE 1X (Tris 2M pH
8; EDTA 0,5 M). Luego de la separacion electrofigggtlas bandas correspondientes a
los fragmentos amplificados fueron purificadas dsaAccuprep PCR Purification Kit
(GenBiotech SRL). Los fragmentos purificados fuedigeridos con las enzimas de
restriccion Xhol y Nhel y subclonados rio arribd geen de luciferasa de luciérnaga en
el plasmido basico pGL2. Luego fueron amplificadtizando bacterias competentes
crecidas en medio LB conteniendo el antibiotico aiipa 1pg/ml y purificados
usando AccuPrep Plasmid Mini Extraction Kit (BIONEEGenBiotech SRL) o el

protocolo de miniprep o maxiprep de Maniatis [88].
2.16- Determinacion de la actividad enzimatica de$ plasmidos reporteros
La actividad de luciferasa de luciérnaga ypegalactosidasa se determinaron

con kits adecuados (Steady-Glo® Firefly Luciferassay System, Promega, USR;

Galactosidase Assay Kit, GE Healthcare, Argentusgndo un lector de microplaca
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multidetector (OMEGA, BMG-LabTech) y de acuerdo as linstrucciones de los

fabricantes.

2.17- Transfeccion de siRNAs

Se disefid un siRNA con el objetivo de inhibir Igpesion del gen de HO-1
(No. de acceso NM_010442.2). Se sintetizaron laseseias 5 -CTGACAGAGG
AACACAAAGA-3" (nucleodtidos 793-812 de ADNc de HO;1l)y 5'-
AAGGTAATGCTGCGCTAAAT-3" (siRNA random) segun el protocolo publicado
[89]. Un dia antes de la transfeccién, las célfleson sembradas en placas de 24
pocillos a una concentracién de 2.5 t@élulas/pocillo para lograr una confluencia de
aproximadamente 80% al dia siguiente. Las transfees fueron llevadas a cabo
usando 400 ng/ml de siRNA en medio Opti-MEM y 2del reactivo Lipofectamina
2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdas ihstrucciones del fabricante.
Luego de las transfecciones las células se mantuvien medio de crecimiento hasta

comenzar los tratamientos.

2.18- Viabilidad celular

La viabilidad celular fue analizada usando la tézrde exclusion por tincion
con azul tripan. Luego del tratamiento con disirdeogas las células se tifieron en una
dilucion al 1/2 con azul tripan y se montaron ema @gamara de Neubauer. Aquéllas
células tefiidas de azul oscuro fueron consideradaso “no viables”, el resto
(brillantes y sin color) como “viables”. Ningune dbs tratamientos provocd cambios

en la viabilidad celular.

2.19- Produccién de esteroides

Se determind la concentracion de progesterona enedio de cultivo por

radioinmunoensayo, segun lo descripto previame&@eq7].
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2.20- Estadistica

Los resultados se presentan como media + SEM.v8lecela distribucion
normal de los resultados mediante el método de &agov-Smirnov (parametro KS).
Se realizaron los analisis estadisticos utilizaedtest t de Student o ANOVA segun
corresponda seguidos de los tests de Tukey, Bonfeor Dunnett. Todos los célculos
fueron realizados usando GraphPad InStat versiOd %for Windows (GraphPad

Software, San Diego, CA).
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3- Participacion de HO-1 en la requlacion de la estoidogénesis adrenal

Se analizo el rol de la actividad enzimatica de H@n la modulacion de la
produccion de esteroides en células adrenales & 1tikz6 un enfoque molecular que
permitié determinar los efectos del bloqueo dexfar&sion o de la sobreexpresion de la
enzima sobre la esteroidogénesis adrenal. En ehepricaso, las células fueron
transfectadas con siRNAs especificos para HO-1 ainarsecuencia oligonucleotidica
random (inespecifica) como control. Se verifico la effm& de la inhibicion de la
expresion de HO-1 por western blot y se evaludrdayccion de esteroides por RIA.
Los resultados obtenidos mostraron que el bloquda depresion de HO-1 produjo un
aumento significativo de la esteroidogénesis tamaondiciones basales como luego
del tratamiento con ACTH 12.5 mUI/ml durante 5 lsoflaigura 12A).

Para evaluar el efecto de la sobreexpresion delH@s células fueron
transfectadas con el plasmido hHO-1, que contiémdélc de HO-1 humana bajo el
control de un promotor constitutivo fuerte o conplédasmido conteniendo el ADNc de
B-galactosidasa. La sobreexpresion de HO-1 se eenior RT-PCR. En la Figura 12B
se observa que la sobreexpresion de hHO-1 dismitantd la esteroidogénesis basal
como la estimulada con ACTH 12.5 mU/ml durante &abo

Los resultados obtenidos refuerzan la hipétesisraemoduladotorio local de

esta actividad enzimatica sobre la esteroidogéadsenal.
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Figura 12: Efecto de HO-1 en la esteroidogénesis adrerfgl células Y1 fueron transfectadas
con un siRNA especifico para HO-1 o con una segaamntrolrandomy se incubaron durante
48 horas. Se cambié el medio y se continud la iacidm durante 5 horas en ausencia (panel
izquierdo) o presencia de ACTH 12.5 mU/ml (paneiticad). Se determiné la concentracion de
esteroides en el medio de cultivo y los nivelesH@®1 por western blot (derecha). B) Las
células fueron transfectadas con los plasmidos bH@-Gal y se incubaron durante 48 horas.
Se cambid el medio y se continud la incubaciénmtara& horas en ausencia (panel izquierdo) o
presencia de ACTH 12.5 mU/ml (panel central). Serd@nd la concentracién de esteroides en
el medio de cultivo. A la derecha se muestra efrobde sobreexpresion de HO-1 realizado por
RT-PCR. Los datos se presentan como media + SEM, 1§=0.05,” p<0.01vs. Control 6p-

Gal segun corresponda por el test t.
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4- Efecto del ACTH sobre la expresion de HO-1

4.1- Actividad del promotor de HO-1

Con el objeto de estudiar el efecto del ACTH sdaractividad del promotor
de HO-1 se generaron fragmentos del promotor muknblO-1 por la técnica de PCR
long range como se describié en Materiales y Métodos, yiagacon rio arriba del gen
de luciferasa en el esqueleto plasmidico pGL2. fragmentos clonados fueron: -
4045;+74, -3216; +74, 2700; +74, -2050;+74, -120@0@;y -353;+74, -145;+74, -16;+74
y +14;+74. Para evaluar la actividad de los fragoemlel promotor se transfectaron
células Y1 con los plasmidos recombinantes indicades evaluaron las actividades
enzimaticas luego de la incubacion con ACTH 12.5/miUdurante 24 horas. De
acuerdo a los resultados indicados en la Figurael@oncluye que el tratamiento con
ACTH produce un aumento significativo en la actiddde todos los plasmidos
analizados, lo que sugiere que al menos un elendentespuesta a ACTH se encuentra
localizado en el fragmento mas pequeiio estudiamloprendido entre -353 y +74 pb
del promotor. Los plasmidos conteniendo los fragoenl145;+74, -16;+74 y +14; +74
y pGL2 vacio no presentaron actividad detectablmg$dao mostrados).

|-
4045+ T4 e e 1 . 3 control
3216 +74 H ACTH 12.5 mU/mi 24 hs
’ L e ek
-2050;+74 o
L e
_ )
-353; +74
T kekek
0.0 0.5 1.0 15 2.0

Luminiscencia relativa
(Luciferasa / 3-galactosidasa)

Figura 13: Actividad del promotor de HO-1Las células Y1 fueron transfectadas con
plasmidos pGL2 conteniendo diferentes fragmentdgpremotor del gen de HO-1 murino: -
4045;+74, -3216; +74, -2050;+74 y -353; +74 clorsado arriba del gen de luciferasa y un
plasmido de expresién dg-galactosidasa. Ambas actividades se evaluarongoluw®e la
incubacion de las células con ACTH 12.5 mU/ml dte&4 horas. Los datos se presentan como
media + SEM, N=4p<0.05"" p<0.001vs el respectivo control, por el test t.
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Es sabido que la unién del ACTH a su receptor prava activacion de la
enzima adenilato ciclasa con la consecuente pratiude AMPc y la activacion de la
PKA. En este sentido, nos preguntamos si esta evirathsduccion de sefiales podia
estar involucrada en la activacion del promotor He-1 por ACTH. Para estos
experimentos se transfectaron células Y1 con doslade construcciones antes
mencionadas, -4045;+74 y -353; +74 y se evalu&tiidad de luciferasa luego de la
estimulacién con el analogo permeable del AMPc,ABBPc. En la Figura 14 se
observa que el 8Br-AMPc, tiene la capacidad devactambos plasmidos. Este
resultado sugiere que la activacion del promotoH@el por ACTH podria depender
del aumento en los niveles de AMPc y que existamehtos de respuesta al
ACTH/AMPCc en la region -353; +74.

H =3 control
8Br-AMPc 0,5 mM 24 hs

-4045;+74

-353; +74

0 1 2 3
Luminiscencia relativa
(Luciferasa / 3-galactosidasa)

Figura 14: Induccion de la actividad del promotor de HO-1 pAMPc. Las células Y1 fueron
transfectadas con plasmidos conteniendo los fragmeatel promotor de HO-1: -4045;+74 vy -
353; +74 clonados rio arriba del gen de lucifergseon el plasmido de expresién @e
galactosidasa. La actividad de los mismos se evakgp de la incubacion de las células con
8Br-AMPc 0.5 mM durante 24 horas. Los datos se gmtasm como media + SEM, N=4
" p<0.001vs el control respectivo, por el test t.

4.2- Rol del factor de transcripcion CREB ¢AMP Response Element Binding

Protein) en la induccion de HO-1

En trabajos previos de nuestro laboratorio se detdes participacion de la
actividad de PKA en la induccion de HO-1 (aumemnolas niveles de ARNm y de

proteinas) por ACTH. Por otra parte, es sabidolgurKA tiene la capacidad activar al
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factor de transcripcion CREB por fosforilacion arskrina 133. Estudiamos entonces el
efecto de un anélogo permeable del AMPc sobretiaidad del plasmido conteniendo
el fragmento -353;+74 del promotor de HO-1 murimthibiendo la actividad de la
quinasa PKA. La Figura 15 muestra que el inhibld8® bloquea la induccién de HO-1
por 8Br-cAMP confirmando la participacion de PKA @mtmecanismo de induccion de
HO-1.

= control
3 5- 8Br-AMPc 1 mM 24 hs
g _(-g *kk
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Figura 15: Participacion de la PKA en la activacion del pronootde HO-1 por AMPc Se
transfectaron células Y1 con el plasmido contervesldfragmento -353;+74 del promotor de
HO-1 murino y con el plasmido de expresién faalactosidasa. Ambas actividades
enzimaticas se evaluaron luego de la incubaciér88rAMPc 0.5 mM con o sin el agregado
de H89 10uM durante 24 horas. Los datos se presentan com@mmeSEM, N=4," p<0.001
vs control,”#p<0.01vs.8Br-AMPc 1 mM por el test de Tukey.

Se realiz6 un andlisis “in silico” de los sitiosneenso para la unién de
factores de transcripcion contenidos en el fragmeeiquefio del promotor de HO-1
(fragmento -353; +74), utilizando el programa Mageactor (Genomatix) que permitio
identificar secuencias consenso para 123 familasfattores. Entre ellas pueden
mencionarse las familias que contienen a los fast@P-1, CREB, ETs, E/BOX,
CAAT, HIFF y p53. En particular, nuestro interés gentr6 en aquellos factores
relacionados con la via de transduccion del ACTHR&EMLa Figura 16 muestra la
localizacion de dos sitios consenso para CREB ypara AP-1 ubicados en una zona

aledafia al inicio de la transcripcion (-153, -48 yespectivamente).
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ccttttttitGT AAcagactt cgcgggtcACGTggtggecge +1

;
-353 -153 -44 -3 +74

agaccgT GAGcgagcagctge

Figura 16: Analisis in silico del fragmento 353; +74 del pronow de HO-1: Representacion
esquemética del promotor de HO-1 realizada utitizael programa Matinspector Release
professional 8.0.5 (Marzo 2011). Se muestran kizsstonsenso para los factores CREB (-153
y -44)y AP-1 (-3).

Estudiamos entonces la participacion del factotraescripcion CREB en este
mecanismo, utilizando un plasmido reportero, CREZL.due contiene multiples sitios
de union de CREB (sitios CRE) rio arriba del pramnaninimo de citomegalovirus
(CMV) y del gen de luciferasa. La Figura 17 muegtra el tratamiento con 8Br-AMPc
1 mM durante 24 horas incrementa significativamdatectividad del reportero de
CREB en células Y1.
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Figura 17: Actividad del reportero CRE/LUC en células Y1 trats con AMPc.Las células
se transfectaron con el plasmido reportero CRE/LYJ@n pladsmido de expresion de
galactosidasa y se trataron durante 24 horas coABBc 1 mM. Los resultados se muestran
como media + SEM, N=4, p<0.001vs.control por el test t

Como control se determiné el efecto de la sobrexsk@n del factor CREB
sobre el reportero de CRE en estas células. Cerfiasse co-transfectaron células Y1
con el plasmido de expresion de CREB y el reportier& RE y se analizo la actividad
de este ultimo. La Figura 18 muestra que el plasmegortero CRE/LUC se activa en
forma dosis dependiente con los niveles de plasrdelexpresion de CREB. Esto
indica que el factor de transcripcion CREB prodadiéne la capacidad de migrar al

nucleo y actuar como factor de transcripcion aativepromotores especificos.

39



Resultados

CRE/LUC

T 8-

3
S o
2D
T C 6
L O
- @
S @
o o
o
QO ~
9 o
c 0
. —_— E 2_
Es a

1:0 4:1 1:1 1:2

Relaciéon CRE/LUC:CREB

Figura 18: Sobreexpresion de CREB en células Wlas células se transfectaron con los
siguientes plasmidos: reportero CRE/LUC y de exprnede CREB en las relaciones indicadas,
y el plasmido de expresion f@iegalactosidasa, y se incubaron durante 24 horasideron las
actividades enzimaticas en homogenatos celulares.résultados se indican como media +
SEM, N=4, tienen letras diferentes las columngsicativamente diferentes con pr0.01
por el test de Tuckey.

Una vez determinada la funcionalidad de CREB easestlulas, se estudio el
efecto de la sobreexpresion de CREB sobre el pamu# HO-1. Para esto se co-
transfectaron células Y1 con los plasmidos contefudos fragmentos del promotor -
4045;+74 6 -353;+74 y el plasmido de expresion BEB. En la Figura 19 se puede
observar que la sobreexpresién de CREB activa aplbemidos de HO-1. También se

observa la activacion por 8Br-AMPc.
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Figura 19: Activacion del promotor de HO-1 por CREB.as células se transfectaron con
plasmidos conteniendo los fragmentos -4045;+7458;-374 del promotor de HO-1 murino y
el plasmido de expresion de CREB en relacion 1dl de p-galactosidasa y se incubaron
durante 24 horas. Luego se trataron con o sin 88R& 1 mM durante 24 horas y se
determinaron ambas actividades enziméaticas endnsg*genatos celulares. Los resultados se

muestran como media + SEM, N=4<0.05; p<0.01;" p<0.001vs. control por el test de
Tukey.

La Figura 20 muestra los niveles de ARNm y de pnaede HO-1 en células
Y1 que sobreexpresan CREB en presencia o auseea@8dAMPc 1 mM durante 5
horas. Se observa que la sobreexpresion provoc&rdonanto en los niveles de

ARNmM como de proteinas de HO-1.
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Figura 20: Induccion de HO-1 por sobreexpresion de CRHBEas células se transfectaron con
el plasmido de expresion de CREB y se trataron @nrAMPc 1 mM durante 5 horas.
Finalizadas las incubaciones las células se tmataom TRIzol para obtener el ARN y las
proteinas totales. Se analizaron los niveles demARor RT-PCR real time para HO-1 y para
18S RNAr (A). Los resultados se muestran como me@&M, N=3, **p<0.01vs. control por

el test de Tukey. En B) se muestra un westernrbfoesentativo de los niveles de proteinas de
HO-1y de actina.

Con el fin de confirmar la participacion de CREBI&mduccion de HO-1 por
ACTH/AMPCc se utilizé un plasmido que expresa un gh@mte negativo de CREB, DN-
CREB-M1. Este plasmido codifica para una proteine cprece del sitio de activacion
por fosforilacion (serina-133 >Alanina) pero conseel sitio de unién al ADN. Este
dominante negativo compite con la proteina CREB)gada por los sitios de union al
ADN, lo que provoca la inhibicion de su actividad.

La Figura 21 muestra que el DN-CREB-M1 bloquea relramento de la
actividad del plasmido reportero CRE/LUC inducida 8Br-AMPc.
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Figura 21: DN-CREB-M1 inhibe la activacion de CRE/LUC por AMP Las células Y1 se
co-transfectaron con los plasmidos CRE/LUC y DN-BR¥1 6 con el plasmido de expresion
vacio (control) y se estimularon con 8Br-AMPc 0.8 rdurante 24 horas. Los resultados se
muestran como media + SEM, N=4<0.01vs.control por el test t.
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Se analizé a continuacion el efecto del dominaetggtivo sobre la activacion
del promotor de HO-1 por ACTH. Los resultados iadicque el DN-CREB-M1
previene la activacion por ACTH de los plasmidositeniendo los fragmentos -
4045;+74 y -353;+74 del promotor (Figura 22).
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Figura 22: Participacion de CREB en la activacién del promotde HO-1 por ACTH Las
células se co-transfectaron con el plasmido coatela el fragmento -4045;+74 (A) o -353;
+74 (B) del promotor de HO-1 y con el DN-CREB-MXan el plasmido de expresion vacio
(control) en relacion 1:1 y luego fueron estimukdarante 24 horas con ACTH 12.5 mU/ml.
Los resultados se muestran como media + SEM, N4#0:01 vs control *#p<0.001 vs.
ACTH por el test de Tukey.

El tratamiento con el DN-CREB-M1 también previnoaletivacion por 8Br-
AMPc de los plasmidos conteniendo los fragment0454+74 y -353;+74 del promotor
de HO-1 (Figura 23).
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Figura 23: Participacion de CREB en la activacion del promotde HO-1 por AMPc.Las
células se co-transfectaron con el plasmido coatelai el fragmento -4045;+74 (A) o -353;+74
(B) del promotor de HO-1 y con el DN-CREB-M1 o cehplasmido de expresién vacio
(control) en relacion 1:1 y luego fueron estimukdarante 24 horas con 8Br-AMPc 1 mM.
Los resultados se muestran como media + SEM, N=#0.01vs control *#p<0.001 vs.
ACTH por el test de Tukey.

Con respecto a la expresion de HO-1 enddgenaglad&P4 muestra el analisis
de los niveles de proteinas de HO-1 en células ¥lsgbreexpresan el DN-CREB-M1
con o sin estimulaciéon por 8Br-AMPc 1 mM duranteh&ras. Se observa que la
sobreexpresion del dominante negativo de CREB disydi los niveles proteicos de

HO-1 tanto en condiciones basales como luego dstilamulacion por 8Br-AMPCc.
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Figura 24: Induccion de HO-1 por la sobreexpresion de DN-CREBBE. Las células se
transfectaron con el plasmido de expresién del DEB-M1 y luego se trataron con 8Br-
AMPc 1 mM durante 5 horas. Finalizadas las incudras se obtuvieron las proteinas totales, y
se analizaron mediante SDS-PAGE con anticuerp@shp@r1 y actina. Se muestra un western
blot representativo de dos experimentos indepetetien

4.3- Generacion de estrés oxidativo por ACTH

Una de las principales vias de induccion de HOvblutra la generacion de
especies reactivas del oxigeno. En trabajos predg@osuestro laboratorio se demostro
que la incubacién de células Y1 con ACTH 10 mU/mtashte 1 hora generaba un
incremento en los niveles de lipoperdxidos y préasiade oxidacion de proteinas
(carbonilos proteicos) y que el tratamiento corioxidantes prevenia el aumento en
dichos parametros. En el siguiente grupo de expgerios se estudio la generacion de
especies reactivas del oxigeno en células Y1 irdagaon ACTH utilizando el reactivo
diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina, que permitetectar especies reactivas del
oxigeno (ROS), en particular, anion superoxido ippielo de hidrogeno. Los resultados
mostrados en la Figura 25 indican que ACTH induténaremento en la generacion de
ROS en forma dosis y tiempo dependiente.

Por otro lado se analizé la capacidad de respaésttimulo oxidante en células
Y1 previamente incubadas con ACTH durante 5 hokaggo del tratamiento, las
células fueron expuestas durante 1 hora,@.Mfe’* y se determino la generacién de
ROS. La Figura 25C muestra una disminucién en teigeion de ROS en las células
pre-tratadas con ACTH. En conjunto los resultadesgntados indican que el ACTH
genera estrés oxidativo en la corteza adrenal, pembién induce sistemas de

citoproteccion compensatorios.
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Figura 25: Generacion de especies reactivas del oxigeno pof ACA) Las células Y1 fueron
incubadas en presencia de ACTH 12.5 mU/ml duraose geriodos indicados o B) con
concentraciones crecientes de ACTH durante 5 h@sndican letras diferentes letras en las
columnas significativamente diferentes conps9.05 por el test de Bonferroni. C) Células
preincubadas con ACTH durante 5 horas fueron exgsies HO, 100 uM/FeS@80 uM por
una hora. Luego de los tratamientos se determipddduccion de ROS con el reactivo DCF-
DA. Los resultados se expresan como media = SEM, Ng<0.01vs control por el test t.

4.4- Factores de transcripcion dependientes del aesio redox celular involucrados
en la induccién de HO-1 por ACTH.

Estudiamos el efecto del ACTH sobre la activaciénfactor NkB, uno de los
mecanismos por los que se inducen las defensasidaites celulares, utilizando el
plasmido reporter@B/LUC (el cual posee varios sitios de union acRFio arriba del
gen de luciferasa), que se activa fuertemente cullif@d® se desplaza al ndcleo y se
une a estos sitios en los promotores de sus gearsoblEn estos experimentos no se
observaron cambios en la actividad dexRFcuando las células fueron transfectadas
con kB/LUC e incubadas durante 24 horas con ACTH 12.5/mhUdatos no
mostrados). Como control positivo mostramos quedireexpresion del factor p65
(componente del dimero NB) produce la activacion del plasmid8/LUC (seccidn
5.3 Figura 38).

Otra via de transduccion de sefales que participdaeinduccién de las
defensas antioxidantes y detoxificantes celulaiedaeque involucra al factor de
transcripcion Nrf2. Ante una injuria oxidativa, @$actor se estabiliza en el citoplasma
(deja de ser degradado) y se desplaza al nuclatedoduce enzimas antioxidantes de
fase Il, entre las que se encuentra la HO-1. Raataa@r la activacion de este factor, se
transfectaron células Y1 con el plasmido reportéri2/LUC (que contiene multiples
sitio de union a Nrf2 rio arriba de un promotor imio y del gen de luciferasa) y se
estimularon con ACTH 12.5 mU/ml u 8Br-AMPc 0.5 mMrdnte 24 horas (Figura
26A). No se observaron diferencias significativadaactividad de éste plasmido con
los tratamientos mencionados. Como control positivastramos que la sobreexpresion
del factor Nrf2 resulté en la activacion del plédmieportero Nrf2/LUC (Figura 26A).

Se ha descripto que el factor Nrf2 se une a dilistsles del promotor de HO-1
denominados E2 y E1 ubicados aproximadamente ab-YOKKDb del sitio de inicio de
la transcripcion respectivamente. Con el objetevdduar la union de Nrf2 a estos sitios
del promotor de HO-1, se clon6 un fragmento dedgdn E1 (de 533 pb), rio arriba del
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promotor minimo del plasmido pGL3 promoter que @@ un promotor minimo
seguido del gen de luciferasa. La Figura 26B maestie el tratamiento con ACTH
12.5 mU/ml u 8Br-AMPc 0.5 mM no tiene efecto solaectividad de este plasmido.
Notese aqui también, que la sobrexpresion de Nd®2ogo la activacion del plasmido

conteniendo el enhancer E1.
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Figura 26: Participacion del factor Nrf2 en la via de sefialdan de ACTH/AMPc A)
Células Y1 fueron transfectadas con el plasmidortepp Nrf2/LUC y luego tratadas durante
24 horas con ACTH 12.5 mU/ml u 8Br-AMPc 0.5 mM. ®3lulas Y1 fueron transfectadas con
pGL3-HO-1(E1) y tratadas durante 24 horas con AQRES mU/ml u 8Br-AMPc 1 mM. Las
células se co-transfectaron con los plasmidos teqpar y con un plasmido de expresion para
Nrf2 murino en relaciéon 1:1. Los resultados se esan como media + SEM, N=*21p<0.01,

™ p<0.001 Nrf2vs.control por el test de Tukey.
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Otra via que puede ser activada por estrés oxidasvéa que involucra al
factor de transcripcién heterodimérico AP-1, formguwr c-Fos y c-Jun. Con el
objetivo de analizar la participacion de éste faetola activacion del gen de HO-1 por
ACTH/AMPc, se transfectaron células Y1 con el plégnreportero AP-1/LUC (que
contiene multiples sitios de union a AP-1 en tandienarriba de un promotor minimo y
del gen de luciferasa) y luego se trataron con AQRES mU/ml u 8Br-AMPc 1 mM
durante 24 horas (Figura 27). Los resultados mamstjue ambos tratamientos
incrementaron la actividad del reportero, lo quairsere que ambos estimulos

conducen a la activacion de AP-1.

AP-1/LUC
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control ACTH 8Br-AMPc

Figura 27: Efecto del ACTH/AMPc sobre la actividad del repartede AP-1 Las células Y1
fueron transfectadas con el plasmido reportero ARC y luego tratadas durante 24 horas con
ACTH 12.5 mU/ml u 8Br-AMPc 1 mM. Los resultadosesgoresan como media + SEM, N=4,
"p<0.05,” p<0.001vs.control;*p<0.05 vs. ACTH por el test de Tukey.

4.5- Rol de las MAPKs en la induccién de HO-1 por BTH/AMPc

Una vez determinada la activacion del factor APdr pACTH/AMPCc,
analizamos su participacion en el mecanismo de @dncde HO-1. Dado que la
activacion del factor de transcripcion AP-1 es umtp en el que convergen distintas
cascadas de activacion de MAPKs se analizo lacgaation de cada una en la
activacion del promotor de HO-1 (fragmento -35374) por ACTH/AMPc. Con este
fin se estudio el efecto de inhibidores especifigasa las vias ERK1/2 (PD98059 50
uM), IJNK (SP600125 1uM) y p38 mapk (SB203580 pM). La Figura 28 muestra la
actividad del plasmido conteniendo el fragmento3:834 del promotor de HO-1

murino transfectado en células Y1 preincubadasl@®imhibidores antes mencionados
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y luego tratadas con 8Br-AMPc 1 mM durante 24 hdgsnhibidor de la via ERK1/2
produjo un incremento en la actividad basal, méntgue no tuvo efecto sobre la
actividad estimulada por 8Br-AMPc. Los inhibidodslas vias INK y p38 no tuvieron
efecto sobre la actividad del promotor basal aoredgtda por 8Br-AMPc.
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Figura 28: Efecto de inhibidores de MAPKs sobre la actividadl ggromotor de HO-1Las
células fueron transfectadas con el plasmido cdarido el fragmento -353;+74 del promotor
HO-1 murino y tratadas durante 24 horas con 8Br-8NMIFnM en presencia o ausencia de los
inhibidores: (A) PD98059 50M, (B) SP600125 1M 6 (C) SB203580 mM. Los resultados se
expresan como media + SEM, N=#<0.05, p<0.01 y"~ p<0.001vs control por el test de
Tukey.

o

SB203580 5 uM

4.6- Rol de la via Akt/PKB en la induccion de HO-por ACTH/AMPc

Se analiz6 la participacion de la via Akt/PKB enifdduccion de HO-1 por
ACTH/AMPc. En primer lugar se estudio el estadofaforilacion de Akt/PKB en
distintos intervalos luego del tratamiento con &BAPc 1 mM. La Figura 29 muestra
los niveles proteicos de fosfo-Akt/PKB y Akt/PKB abtSe puede observar que el 8Br-
AMPc aumenta el grado de fosforilacion de Akt/PKigecalcanza un maximo a las 2

horas y disminuye por debajo de los niveles basalas 5 horas de tratamiento.

A
Horas de
8Br-AMPc 1mM
0 0,5 2 5
P-Akt/PKB R— ———
Akt/PKB - - vt
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Figura 29: Efecto de 8Br-AMPc sobre la via Akt/PKBas células fueron tratadas durante los
tiempos indicados con 8Br-AMPc 1 mM. Terminadoratadmiento, se aislaron las proteinas
totales y se determinaron los niveles proteicop-édét/PKB y Akt/PKB por SDS-PAGE. (A)
Western blot representativo. (B) Cuantificacionsiemeétrica de los resultados presentados en
(A). Los resultados se expresan como media + N, ~ p<0.01 vs Oh por el test de Tukey.

A continuacion se evalué la participacion de lavacion de la via Akt/PKB
en el mecanismo de induccién de HO-1 por ACTH/AMBIlizando un inhibidor
especifico de la activacion de Akt/PKB. En primagdr se analizé el efecto del
inhibidor (wortmanina) sobre la actividad del pléagoreportero CRE/LUC estimulada
por 8Br-AMPc 1 mM durante 24 horas. La Figura 30estta que el tratamiento con
wortmanina previno parcialmente el aumento en fieidad del reportero inducido por
8Br-cAMP. Esto sugiere la existencia de cross-talk entre la via PKA/CREB vy
Akt/PKB.
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8Br-cAMP + wortmanina 0.25 pM
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Figura 30: La inhibicion de la via Akt/PKB previene la acteion de CREB inducida por
8Br-AMPc. Las células Y1 fueron transfectadas con el plasmegortero CRE/LUC y luego
tratadas durante 24 horas con 8Br-AMPc 1 mM engmi@a 0 ausencia de wortmanina 0,25
MUM. Los resultados se expresan como media + SEM, Nz=2D.05 vs 8Br-AMPc por el test
det.

Se estudid entonces la relacion de la via Akt/PKB & activacion del
promotor de HO-1 por ACTH/AMPc. Con este fin, ladutas Y1 fueron transfectadas
con el pldsmido conteniendo el fragmento -353;+74pdemotor de HO-1 murino y
luego tratadas con 8Br-AMPc 1 mM en presencia @razia de wortmanina 0.28M.
En la Figura 31 se puede apreciar que el tratamieonh el inhibidor previno

significativamente la activacion del promotor.
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Figura 31: La inhibicion de la via Akt/PKB previene la activeim del promotor de HO-1
inducida por 8Br-AMPc. Las células fueron transfectadas con el plasmiddeoiendo el
fragmento -353;+74 del promotor HO-1 murino y tdas durante 24 horas con 8Br-AMPc 1
mM en presencia o ausencia de wortmanina @)5Los resultados se expresan como media +
SEM, N=4,"p<0.01 vs Control;*p<0.01vs.8Br-AMPc, por el test de Tukey.
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Resultados similares se obtuvieron cuando se anatiZos niveles de ARNm

de HO-1 enddgenos (Figura 32).

=3 control
8Br-cAMP 1 mM 5hs

0 [ I

Wortmanina 1 uM

Figura 32: La inhibicion de la via Akt/PKB previene la induain de HO-1 inducida por 8Br-
AMPc. Las células fueron peincubadas con wortmaninavildurante 30 minutos y luego
tratadas con 8Br-AMPc 1 mM durante 5 horas. Sevab#ll ARN total con el reactivo de Trizol
y se analizaron los niveles de ARNm de HO-1 y ARRS por RT-PCR en tiempo real. Los
resultados se expresan como media + SEM, N5#0.001, p<0.05 vs. control; “p<0.05vs
8Br-AMPc por el test de Tukey.
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5- Efecto del LPS sobre la expresion de HO-1

Trabajos previos de nuestro laboratorio indicarom @uratamientan vivo con
LPS induce un aumento en la concentracion de ostétona en suero y en los niveles
de expresion de HO-1 en la corteza adrenal de falaPosteriormente demostramos
efectos directos del LPS en células adrenalesugdagincubaciéon de células de la linea
adrenocortical murina Y1 con LPS (8/ml durante 24 horas) indujo un aumento en
los niveles de expresion de COX-2 y en la concerdtinade esteroides en el medio de
cultivo [90].

El objetivo del siguiente grupo de experimentos déséudiar los efectos del
LPS sobre la expresion de HO-1 en células Y1.

5.1- Induccioén de HO-1 por LPS

Se analiz6 en primer lugar el efecto del LPS stdbexpresion de HO-1 en las
células Y1. Para esto se incubaron las célulasLéd® 10 pug/ml durante distintos
periodos y se analizaron los niveles proteicos @elbpor western blot. En la Figura 33
se puede observar un aumento significativo eniledeas proteicos de HO-1 entre las 4

y 24 horas de incubacion.
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Figura 33: Efecto del LPS sobre la expresion de HO{las células Y1 fueron tratadas con
LPS 10 ug/ml durante los periodos indicados. Finalizadanlkeubacion se analizaron las
proteinas por SDS-PAGE y western blot para HO-ttina. (A) Western blot representativo
mostrando los niveles de HO-1/actina luego de @ 2,6 horas de tratamiento, (B) Western
blot representativo mostrando los niveles de H@tiha luego de 0, 8, 12 y 24 horas de
tratamiento. (C) Cuantificacién densitométrica @& resultados mostrados en las Figuras Ay B.
Los resultados se expresan como media + SEM, h=®,05vs.0, ~p<0.01vs.0 por el test de

Tukey.
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Se analizaron también los niveles proteicos de H@edo de la incubacion de

las células Y1 con dosis crecientes de LPS duthteoras (Figura 34).
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Figura 34: Efecto de concentraciones crecientes de LPS sobseniveles proteicos de HO-1.
Luego de la incubacion de las células Y1 con lagsdodicadas de LPS durante 24 horas se
extrajeron las proteinas totales y se analizaronvgstern blot para HO-1 y actina. (A) Western
blot representativo, (B) Cuantificacion densitono@trde los resultados obtenidos en dos
experimentos independientes. Los resultados seesagprcomo media + SEM, N=%<0.05,
“p<0.01vs.0 por el test de Tukey.

5.2- Actividad del promotor de HO-1

Para analizar la activacion del promotor de HO-t [g@S se utilizaron las
construcciones del promotor murino de HO-1 clonaéas el vector pGL2 ya
mencionadas en la seccion anterior. Las célulasriueansfectadas en forma transitoria
con las siguientes construcciones: -4045;+74, -321@l, 2700; +74, -2050;+74, -
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1200;+74 y -353; +74 y luego de la incubacion c&8L10 pg/ml durante 24 horas se
evalué la actividad de luciferasa en los homogena@silares. Los resultados,
mostrados en la Figura 35 indican que el LPS induc@aumento significativo en la
actividad del plasmido conteniendo 4 kb del promd® HO-1 y que dicha activacion
no se detecta en los fragmentos -2700;+74 y maes;oo que sugiere que el/los
posibles elementos de respuesta al LPS se locaizana zona ubicada entre -3216 y -
2700 pb rio arriba del inicio de la transcripcidd. andlisisin silico (Transfact,
Genomatix) de esa zona del promotor permitié ifieati 372 sitios de unidén para
familias de factores de transcripcion. Entre efposlemos nombrar los que han sido
relacionados con los mecanismos de sefalizaciohRi®) por ejemplo, NéB, IRFs,
AP-1, Nrf2, ETs, GATA, entre otros.

-4045;+74 H
L e e
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o e I
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e
) 3 control
12007 e LPS 10 pg/mi 24 hs
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Luminiscencia relativa
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Figura 35: Localizacion de los sitios de respuesta al LPS epremotor de HO-1Las células
Y1 fueron transfectadas con construcciones comduialistintos fragmentos de promotor de
HO-1 y luego incubadas en ausencia (barras clargsgsencia de LPS 1@/ml durante 24
horas (barras oscuras). Los resultados se expcesam media + SEM, N=4p<0.05,” p<0.01
vs. el control respectivo por el test t.
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5.3-Participacion de la via NKB en la induccion de HO-1 por LPS.

La via de sefalizacion de LPS involucra su unidacaptores de membrana
(TLR2/4), lo que desencadena la activacion de difies vias de transduccion de
sefales. Entre los factores de transcripcion abtsgpor LPS se cuenta NB, que
luego de la degradacion deBl se desplaza al ndcleo activando la transcripcién
distintos genes blanco entre los que se incluy®dlH

Con el fin de evaluar la activacion de ®-en las células Y1 luego del
tratamiento con LPS se transfectaron las célulastplasmido reporteroB/LUC y se
estudio su activacion luego de la incubacion co P ug/ml durante 24 horas en
presencia o ausencia del inhibidor PS1145.180 (inhibidor de la quinasa IKK que
fosforila a kBa y desencadena su degradacion). Los resultadosianios en la Figura
36, indicaron que el tratamiento con LPS incremeigaificativamente la actividad del
plasmido y que dicho incremento fue prevenido dotratamiento con el inhibidor
PS1145.
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Figura 36: Efecto del LPS sobre la actividad de KB. Las células fueron transfectadas con el
plasmido reportereB/LUC y luego tratadas con LPS {§/ml durante 24 horas en presencia o
ausencia de PS1145 u®1. Se midieron las actividades enzimaticas en h@matps celulares
obtenidos luego del tratamiento. Los resultadosesgresan como media + SEM, N=6,
" p<0.001vs control,"*p<0.001vs LPS 10ug/ml 24 horas por el test de Tukey.

A continuacion se evalud la participacion de la déaNB en la activacion
del promotor de HO-1 por LPS. Con este fin, selacan células Y1, transfectadas con

el plasmido conteniendo el fragmento -4045;+74, Idé8 10ug/ml durante 24 horas,
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en presencia o ausencia del inhibidor PS1145uM0 La Figura 37 indica que el
tratamiento con el inhibidor bloquea tanto la amtion del promotor de HO-1 (Figura
37A) como el aumento en los niveles proteicos delHtor LPS (Figura 37B), lo que

sugiere la participacién de NB en el mecanismo de induccion de HO-1 por LPS.
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Figura 37: Participacion de N&B en la induccion de HO-1 por LPSA) Las células Y1
fueron transfectadas con el pldsmido conteniendi@gmento -4045;+74 del promotor de HO-
1 y luego tratadas con LPS 1@/ml durante 24 horas en presencia o ausencia #4850
UM. Los resultados se expresan como media + SEM, N6:0.001 vs. controf/p<0.001 vs.
LPS 10ug/ml 24 horas, por el test de Tukey. B) Las célMadueron incubadas como en A) y
luego se analizaron las proteinas por westerngal HO-1 y actina. Se muestra un western
blot representativo.

En otra serie de experimentos se estudié el efdetta sobreexpresion de la
subunidad p65 de NB sobre la actividad del plasmido conteniendo agrnento -
4045;+74 del promotor de HO-1. La Figura 38A mwesie la sobreexpresion de p65

inhibid la actividad del promotor de HO-1 en totksconcentraciones ensayadas.
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Como control del experimento se determind que laesipresion de p65

incrementé la actividad del plasmido reportero péfaB (Figura 38B).
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Figura 38: Sobreexpresion de p65 en células.Ys células fueron co-transfectadas con el
plasmido de expresion de p65 y con el plasmidoerendo el fragmento -4045;+74 del
promotor de HO-1 en las relaciones indicadas (&p el reporteraB/LUC en relacién 1:1

(B). Luego de 36 horas se determinaron las actiggla@nzimaticas en homogenatos celulares.

Los resultados se expresan como media + SEM, N580.001vs control (plasmido de
expresion vacio) por el test 1<0.05,” p<0.01vs 1:0 por el test de Tukey.
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5.4- Patrticipacion de la via AMPc/PKA/CREB en la imluccion de HO-1 por LPS

En primer lugar se analizd la participacion de ¢dvadad de PKA en la
activacion del promotor de HO-1 por LPS. Se trastafen las células Y1 con el
plasmido conteniendo el fragmento de -4045;+74 yasetrat6 con LPS 1@g/ml
durante 24 horas en presencia del inhibidor de R#&9(10uM). La Figura 39 muestra
que el inhibidor bloquea completamente la activadémplasmido por LPS.

El tratamiento con LPS durante 24 horas, no aflectictividad del plasmido

reportero para CRE/LUC (datos no mostrados).
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Figura 39: Participacién de la via de AMPc/PKA en la activanidlel promotor de HO-1 por
LPS. Se transfectaron células Y1 con el plasmido céetelo el fragmento -4045;+74 del
promotor de HO-1 murino y el pldsmido de expresitinf-galactosidasa. Las actividades
enzimaticas se evaluaron luego de la incubacion ld®8 10 pg/ml durante 24 horas en
presencia o ausencia de H89 |iM. Los resultados se expresan como media + SEM,, N=4
" p<0.001vs control,"#p<0.01vs.LPS 10ug/ml por el test de Tukey.

5.5- Participacion del estrés oxidativo en el mecamo de accion de LPS

La siguiente serie de experimentos se disefi6 cdm ele determinar si el
tratamiento con LPS producia estrés oxidativo enddélulas Y1 y si esto podria
relacionarse con la activacion de la via deBlF

Se estudié entonces la generacion de especiesvasadel oxigeno (ROS) en
células Y1 tratadas con LPS. Los resultados mostradda Figura 40 indicaron que el
LPS induce un aumento significativo en la producaénROS desde los 15 minutos

hasta las 24 horas de iniciado el tratamiento.
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Figura 40: Efecto del LPS sobre la generacion de especiestreasdel oxigeno Las células
Y1 fueron tratadas con LPS 1@/ml durante distintos periodos. Luego se agregaedio el
reactivo DCF-DA 10QuM, se incub6 durante 30 minutos, se realizarondasaon PBS y se
midio la fluorescencia como se indica en Materigldglétodos. Los resultados se expresan
como media + SEM, N=6, p<0.001vs.0, por el test de Dunnett.

Uno de los principales radicales libres que se prexawen el microambiente
intracelular es el radical anion superoxido. Dade gma de las fuentes de anion
superoxido es la actividad del complejo NADPH oxzalae analizd su participacion en

la activacion de NEB por LPS. Se transfectaron células Y1 con el pidsmeportero

kB/LUC y se trataron con LPS 1@/ml durante 24 horas en presencia o ausencia de un

inhibidor especifico del complejo NADPH oxidasa. Eggura 41A muestra que el
tratamiento con el inhibidor apocinina P evitd ligera pero significativamente la
activacion del plasmido reportero de - por LPS.

En otra serie de experimentos se evalud la actwadel promotor de HO-1 y
los niveles proteicos de HO-1 luego del tratamiexato LPS 1Qug/ml durante 24 horas
en presencia 0 ausencia de apocininaubD No se observaron diferencias en los
efectos del LPS sobre la activacion del promotaguia 41B) o sobre los niveles
proteicos de HO-1 (Figura 41C) cuando las célutadrataron con apocinina. Estos
resultados sugieren que la actividad de NADPH wddao esta involucrada en la

induccion de HO-1 por LPS en células Y1.
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Figura 41. Participacion de la actividad de NADPHox en la agicion de NwB por LPS.
Las células fueron preincubadas con apociningi0y luego tratadas con LPS 1@/ml
durante 24 horas. A 'y B) Se midi6 la actividad wigférasai-galactosidasa en homogenatos de
células transfectadas caB/LUC o con el plasmido conteniendo el fragmentd4st+74 del

*kk

promotor de HO-1. Los resultados se expresan comdiant SEM, N=4, p<0.001 vs.
control; ’p<0.05 vs. LPS en ausencia de apocinina por edtedtukey. C) Las células Y1 se
incubaron como en A) y B) y se analizaron las pnate por western blot para HO-1 y actina. Se
muestra un western blot representativo.

Con el objeto de analizar la participacion deléstxidativo en la activacion
del factor NKkB, se transfectaron células con el reporteBdLUC y se trataron con
LPS, en presencia y ausencia de los siguientegxatdntes: acido ascorbico 108/,
bilirrubina 1 uM y alfa tocoferol 100uM. La Figura 42 muestra que ninguno de los
antioxidantes utilizados tuvo efecto sobre lavaciion del reportero por LPS.

En forma analoga, el tratamiento con antioxidatdagpoco tuvo efecto sobre

el incremento en los niveles proteicos de HO-1LR® (datos no mostrados).

[e]
1

(o]
1

control

LPS 10 pg/ml 24 hs
acido ascorbico 100 uM
Bilirrubina 1 pM

I.-.I |=| . alfa tocoferol 100 uM

Figura 42: Efecto de antioxidantes sobre la activacion de AB-por LPS Las células Y1
fueron transfectadas con el reportero KB-LUC, m@ibadas con acido ascérbico 104,
bilirrubina 1 uM o alfa-tocoferol 10QuM durante 30 minutos y luego tratadas con LPS 10
pug/ml durante 24 horas. Luego de este periodo siemidambas actividades enzimaticas en
homogenatos celulares. No se observaron diferesmadicativas entre los tratamientos con
LPS. Los resultados se expresan como media + SEM, Np<0.001vs.su control respectivo
por el test de Tukey.
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5.6- Participacion de MAPKs

Por dltimo se analizo la participacion de las di@sMAPKs sobre la activacion
del factor NikB. Para esto se utilizaron inhibidores especiffas ERK1/2 (PD98059
10 uM), INK (SP600125 M) y p38 (SB203580 muM). La Figura 43A muestra la
actividad del plasmido reportekd®/LUC en células preincubadas con los inhibidores

antes mencionados y tratadas con LPSul durante 24 horas. Ninguno de los
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inhibidores tuvo efecto significativo sobre la aation dexB/LUC por LPS. Los

inhibidores utilizados tampoco afectaron el efeettimulatorio del LPS sobre la
actividad del promotor, ni sobre los niveles prateide HO-1 (datos no mostrados). No
obstante se observo un efecto estimulatpgo sedel inhibidor PD98059 sobre los

niveles proteicos de HO-1 (Figura 43B).

A
KB/LUC

7
CZU -c'; *k*
B O gd =
050 o
; NI I N e Fkk
S & . 3 control
g < LPS 10 pg/mi 24 hs
2 g [J PD98059 10 pM
E 5 3 SP600125 5 UM
-8 B SB20358 5 uM

30

B
PD98059
10 uM

- + - +

LPS 10 pg/ml
24 horas

Figura 43: Efecto de inhibidores de MAPKSs sobre la actividad NF«kB y la expresion de
HO-1 inducida por LPS Las células fueron transfectadas con el plasmagdorterokB/LUC y
tratadas durante 24 horas con LPSud@0nl en presencia o ausencia de los inhibidores8P5®

10 uM, SP600125 M 6 SB203580 uM. Se midié la actividad de luciferafegalactosidasa
en homogenatos celulares. Los resultados se erpresao media + SEM, N=4, p<0.001 vs.
control respectivo solamente por el test de Tukdy $e analizaron las proteinas de HO-1 y
actina por western blot en células tratadas duraéteoras con LPS 10g/ml en presencia o
ausencia del inhibidor PD98059 {iM (B). Se muestra un western blot representativo.
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6- Efecto del Oxido Nitrico sobre la expresién de HO-1

6.1- Induccién de HO-1 por DETA/NO

En trabajos previos de nuestro laboratorio demwstsaque la induccion de
HO-1 por LPS en corteza adrenal de rata era blaguear el tratamiento con un
inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (NOS). De adeea esos resultados el objetivo de
los siguientes experimentos fue estudiar la pag@on del 6xido nitrico (NO) en el
mecanismo de induccion de HO-1 en células de coedenal.

En estos experimentos se utilizé el generador @e dNetilentriamina/oxido
nitrico (DETA/NO), para el tratamiento de las catu¥1. Las Figuras 44 y 45 muestran
que la incubacion con el dador de NO produjo unemimen los niveles de ARNm que
alcanz6 un maximo con 0,25 mM del dador y fue §igativo a partir de las 5 horas de
tratamiento. El andlisis por western blot muestra gl incremento en los niveles
proteicos de HO-1 es evidente a partir de una cdraa@én de 0,25 mM del dador y

desde las 5 horas de tratamiento.
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Figura 44: Efecto del DETA/NO sobre los niveles de ARNm de H@n células YlLas
células fueron tratadas con concentraciones citesi@le DETA/NO durante 5 horas (A) o con
DETA/NO 1 mM durante distintos tiempos (B). Finalitas las incubaciones las células se
trataron con TRIzol, se obtuvo el ARN total y sali@ RT-PCR para el ARNm de HO-1 y
para el ARNr 18SLos datos se presentan como media + SEM, N58;0.001, 'p<0,05 vs. 0

y #<0.001,p<0.01 vs. 25@QM por el test de Tukey.
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A
HO-1 - — — D
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Figura 45: Efecto del DETA/NO sobre los niveles proteicos d®H en células YlLas
células se incubaron durante diferentes intervalopresencia de DETA/NO 1 mM (A) o con
concentraciones crecientes de DETA/NO durante &sh(®). Finalizadas las incubaciones se
aislaron las proteinas y se analizaron por westietrpara HO-1 y actina. Se muestran western
blots representativos de 3 experimentos indepetetien

6.2- Efecto del DETA/NO sobre la actividad del prorator de HO-1

Se estudié a continuacion el mecanismo por el eudlO incrementa los
niveles de HO-1. En primer lugar se estudi6 eltefedel DETA/NO sobre la actividad
de los plasmidos conteniendo los fragmentos del pt@m4045;+74 y -453;+74. El
tratamiento con DETA/NO durante 8 o 24 horas nm tefecto sobre la actividad de
ninguno de los pladsmidos analizados (datos no amss).

Se analizé luego el efecto del bloqueo de la trgmsEdn sobre el incremento
en los niveles de ARNm y proteina de HO-1 por DEN®/ En este grupo de
experimentos las células fueron tratadas con actoweanD durante 30 min y luego
incubadas con DETA/NO 1 mM durante 5 horas. Serabsgue la actinomicina D
bloqued el efecto del DETA/NO sobre los niveles ARNm y proteina de HO-1
(Figura 46).
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Figura 46: Efecto de la actinomicina D sobre los niveles depeesion de HO-1 por
DETA/NO. Las células se incubaron durante 30 minutos erenaigs 0 presencia de
actinomicina D y luego se continué la incubaciomadte 5 horas en presencia 0 ausencia de
DETA/NO 1 mM. Finalizada la incubacion las célutes homogeneizaron con el reactivo de
TRIzol y se extrajeron el ARN y las proteinas ®@galA) Andlisis por PCR en tiempo real de los
niveles de ARNm de HO-1 normalizados con el ARNrSL8) Western blq:[* representativo

mostrando HO-1/actina. Los datos se presentan amewlia + SEM, N=3, p<0.001 vs.
control,”p<0.001 vs. DETA/NO por el test de Tukey.

A continuacion se evalud la estabilidad del memsajie HO-1. Para esto, las
células se trataron durante 5 horas con DETA/NO M. rhuego se les agrego
actinomicina D y se determinaron los niveles de ARNe HO-1 por RT-PCR en

tiempo real a distintos intervalos luego del agdegael inhibidor. Los resultados
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indicaron que no existen cambios en la tasa deadagidn del mensajero por el
tratamiento con DETA/NO. Esto sugiere que la ebtia del mensajero de HO-1 no

es afectada por el tratamiento con NO, al meno$ peri@do estudiado (Figura 47).

Estabilidad ARNm HO-1

1.5-
control: -0.1083 + 0.0264

;:T - DETA/NO: -0.1342 +0.0148
9 1.0
=
pd
X
— 0.5+
< | |
-

0.0 T T |

0 2 4 6

horas

Figura 47: Estabilidad del mensajero de HO-Luego de una incubacién de 5 horas en
presencia o ausencia de DETA/NO 1 mM se agregdanicina D 2ug/ml al medio de cultivo

y se continud la incubacion por los tiempos indisad.a Figura muestra la cuantificacion de

los niveles de ARNm de HO-1en funcién del tiempdrdribacion en ausencia o presencia de
DETA-NO luego del agregado de actinomicina D. Latod se presentan como media + SEM,
N=4. Las pendientes de ambas rectas no son safnificnente diferentes, ANOVA de dos vias,

p=0,2166.

6.3- Parametros de estrés oxidativo

En esta serie de experimentos estudiamos paranugrestrés oxidativo en
células Y1 incubadas en presencia de DETA/NO. S&iakon los niveles de glutation
reducido (GSH), la generacion de especies reactighoxigeno (ROS), los niveles de
lipoperdxidos (como especies reactivas al acidaattmhirico, TBARS) y la actividad
de la enzima catalasa en células tratadas con INEJAl mM durante 5 horas. La
Figura 48 muestra que el tratamiento con DETA/N@dpjo una disminucién
significativa en la generacion de ROS y en loslesrele TBARS y GSH mientras que

la actividad de catalasa se mantuvo sin cambios.
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Figura 48 Efecto del DETA/NO sobre pardmetros de estrés otiida Las células fueron
incubadas durante 5 horas con DETA/NO 1 mM y serdehd: A) Niveles de glutation
reducido; B) Generacion de especies reactivas xigeno; C) Actividad de catalasa y, D)
Niveles de lipoperdxidos, como se describe en Niéw y Métodos. Los datos se presentan

*kk

como media + SEM, N=4,p<0.01,” p<0.001 vs. control por el test t.

A continuacion se analizo la participacion del&stxidativo en la induccion de
HO-1 por DETA/NO. En estos experimentos se preiapui las células con
antioxidantes y se analiz6 el efecto del NO sobseniveles de HO-1. Las células Y1
fueron incubadas en presencia de los antioxidaalis tocoferol ¢-T 100 pM),
butilhidroxitolueno (BHT 25uM) y bilirrubina (Bi tM) 30 min antes de la incubacion
con DETA/NO 1 mM durante 5 horas. Ninguno de lofcaidantes utilizado tuvo
efecto sobre la induccidon de HO-1 por DETA/NO (F&y49).
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DETA/NO 1 mM 5h
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Figura 49: Efecto de antioxidantes sobre la induccion de HQpér DETA/NO. Las células
fueron preincubadas con alfa tocoferol 100 pM-TY, bilirrubina 1 pM (Bi) o
butilhidroxitolueno 25 pM (BHT) durante 30 min yelgo tratadas durante 5 horas con
DETA/NO 1 mM. Se utilizaron los homogenatos celesapara analizar los niveles de proteinas
de HO-1 y actina por western blot. Se muestra mregén representativa de 3 experimentos
independientes.

6.4- Participacion del factor de transcripcion Nrf2en el mecanismo de accion del
DETA/NO

Con el objeto de evaluar la participacion del fadi® transcripcién Nrf2 en los
efectos del dador de NO en las células Y1 se éstedi primer lugar, la actividad del
plasmido reportero Nrf2/LUC en células tratadas &dfTA/NO 1 mM durante 24
horas. Los resultados indicaron que la actividddo@esmido reportero no fue afectada
por el tratamiento con NO (Figura 50A). Se estudimbién el efecto del NO sobre la
actividad de transactivacion de Nrf2. Con estedeutilizé un plasmido de expresion
para una proteina quimera que contiene el dommimathsactivacion de Nrf2 fusionado
al dominio de unién al ADN de Gal4 (Nrf2:Gal4) y ptasmido reportero (pG5) que
contiene sitios de union a Gal4 rio arriba de uammtor minimo y del gen de
luciferasa. Este sistema de plasmidos permite avahodificaciones en el dominio de
transactivacion del factor Nrf2 en forma indepentiede su unién al ADN. Los
resultados indicaron que el tratamiento con NO tampfecté el dominio de trans-
activacion de Nrf2 ya que no se observaron efestdse la activacion del plasmido
reportero PG5 (Figura 50B).
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Figura 50: Actividad de Nrf2 en células Y1 tratadas con DEMNO. Las células fueron
transfectadas con los plasmidos Nrf2/LUC (A) o N&24/PG5 (B) e incubadas durante 24
horas con DETA/NO 1 mM. Se midié la actividad deciferasap-galactosidasa en
homogenatos celulares. Los datos se presentan owd@ + SEM, N=3, no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientosgd test t.

A continuacion se evaluaron los niveles de expred@®Nrf2 mediante western
blot (Figura 51). Las células fueron tratadas deralos tiempos indicados con
DETA/NO 1 mM 6 con CoGl10 uM 6 H,O, 400 uM durante 4 horas y luego se
analizaron los niveles proteicos de Nrf2. Los reslds mostraron que el tratamiento
con NO produce un aumento en los niveles de Nr&sguevidencia entre los 120 y 240
minutos. Como control positivo se muestra el efeetotratamiento con Cogy H,O,.

El andlisis de los niveles proteicos de Nrf2 enitplasma mostré un aumento a las 2
horas seguido de una disminucion a las 4 y 6 hdlase detect6 la expresion de Nrf2

en los extractos nucleares (datos no mostrados).
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Figura 51: Niveles proteicos de Nrf2 en células Y1 tratadasm DETA/NQ Las células fueron
incubadas durante 0, 60, 120, 180, 240 minutosDdSRA/NO 1 mM o conCoCh 10 uM o

H20, 400uM por 240 minutosSe analizaron los niveles proteicos de Nrf2 y agpiar SDS-
PAGE.

6.5- Induccién de genes de detoxificacion de fade |

Se analizo el efecto del NO en los niveles de ARMnmenzimas de fase Il, que
contienen sitios de unién a Nrf2 en sus promotgrgse participan en el mecanismo de
induccion en situaciones de estrés oxidativo o itt#ogicidad como la Glutamato-
cisteina ligasa, subunidad regulatoria (GCLM) yaliata (GCLC) y la NAD(P)H
deshidrogenasa [quinona] 1 (NQO1). Luego del tregato con DETA/NO 1 mM
durante 5 horas se observé un aumento significativims niveles de ARNm de las tres

enzimas analizadas (Figura 52).
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Figura 52: Efecto del DETA/NO sobre los niveles de ARNm deieras de fase llLas células
fueron incubadas con DETA/NO 1 mM durante 5 hofasalizado este periodo las células se
trataron con TRIzol, se obtuvo el ARN total y salimron RT-PCR en tiempo real para
determinar los niveles de los ARNm de GLCL, NQOG@LM y para el ARNr 18S. Los datos
se presentan como media + SEM, Np30.05,” p<0.001 vs. control por el test t de Student

6.6- Participacion de los factores de transcripcio€REB y NFkB en el mecanismo

de accion del NO

Se evalud la actividad de los factores de transiompCREB y NFkB mediante
el uso de plasmidos reporteros, en células Yldastaon DETA/NO 1 mM durante 24
horas. En ambos casos el tratamiento provocd undididn significativa de la

actividad de los plasmidos (Figura 53).
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Figura 53: Actividad de CREB y de NFKB en células Y1 tratadeon DETA/NQ Las células
fueron transfectadas con los plasmidos CRE/LUC ¢AB/LUC (B) como se describe en
Materiales y Métodos e incubadas durante 24 haa®dETA/NO 1 mM. Se midid la actividad
de luciferasg@-galactosidasa en homogenatos celulares. Los datpsesentan como media +
SEM, N=3,*p<0.05 vs. control por el test t.

6.7- Vias de transduccion de sefales involucradas ¢ induccién de HO-1 por
DETA/NO

6.71- Via de PKC

Se analiz6 la participacion de la actividad de RiGa induccién de HO-1 por
NO utilizandose los inhibidores R0320432, Ro31-82(&leritrina y staurosporina. En
estos experimentos las células Y1 fueron preincabaturante 30 minutos con los
inhibidores y luego incubadas durante 5 horas cBRAINO 1 mM, determindndose
los niveles de ARNm y de proteinas de HO-1. Loalltados indicaron que la
staurosporina previno completamente la inducciorH@el por NO tanto a nivel del
ARNmM como de proteinas (Figura 54), mientras quRo820432 bloqued parcialmente
el aumento en los niveles proteicos de HO-1 (Figabp Resultados similares se
obtuvieron utilizando queleritrina, mientras queRel318220 no tuvo efecto (datos no

mostrados).
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Figura 54: Induccion de HO-1 por DETA/NO en presencia de iibidores de PKCLas
células fueron preincubadas con staurosporina (&Tl&p dosis indicadas durante 30 min y
luego tratadas durante 5 horas con DETA/NO 1 mMaisaizaron los niveles de ARNm de
HO-1 y ARNr 18S por RT-PCR en tiempo real (A) y jpmsteinas por western blot para HO-1 y
actina (B). Los datos se presentan como media +,$EN, ™ p<0.001 vs. controfp<0.001
vs. DETA/NO por el test de Tukey.
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Figura 55: Induccién de HO-1 por DETA/NO en presencia de infdores de PKC Las
células fueron preincubadas con R0320432 5 uM third@ min y luego tratadas durante 5
horas con DETA/NO 1 mM. Se utilizaron los homogergiara analizar las proteinas de HO-1
y actina, por western blot. Se muestra una imaggmesentativa de tres experimentos
independientes.

6.72- Via del C&

Para analizar la participacion de alteracioned éinje de C&" en la induccién
de HO-1 por NO, se preincubaron las células Y1 s quelantes de cationes
divalentes EGTA (extracelular) y BAPTA-AM (intracér) 30 minutos antes de
comenzar el tratamiento con DETA/NO 1 mM durantédsas. No se observaron
diferencias en el efecto del DETA/NO sobre los leseroteicos de HO-1 (datos no
mostrados).
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6.73- Cascadas de MAPKs

Se estudié la participacion de las vias de MAPKsekmmecanismo de
induccion del NO, utilizando los inhibidores esfieos para ERK1/2 (PD98059 10
uM), IJNK (SP600125 M) y p38 (SB203580 mM). Se analizé por western blot la
induccion de HO-1 por DETA/NO en presencia de fdshidores mencionados. Los
resultados indicaron que los inhibidores utilizadostienen efecto sobre la induccién
de HO-1 por DETA/NO (Figura 56).

DETA/NO 1 mM 5hs

- + - + - + - +
HO-1 —— — —
acting | —— s —

PD98059  SP600125 SB203580
10 uM 5 uM 5 uM

Figura 56: Induccién de HO-1 por DETA/NO en presencia de inidbres de MAPKsLas
células fueron preincubadas con SB203058 5 uM, GEAD5 pM o PD98059 25 uM durante
30 min. Luego se agreg6é DETA/NO 1 mM y se prosidaidncubacion durante 5 horas. Se
utilizaron los homogenatos para analizar las pnmatepor western blot. Se muestra un western
blot representativo de tres experimentos indepeteie

6.74- Via de PI3K

En estos experimentos se inhibié la via de PI3K @omhibidor especifico
wortmanina (5uM) y se analizé la induccion de HO-1 por DETA/NOnM durante 5
horas. Los resultados mostraron que si bien lamanina disminuyo los niveles

basales de HO-1 no afecto la induccion de HO-1 go(datos no mostrados).

6.75- Via del GMPc

Uno de los blancos clasicos de la accién del N@ estividad de la guanilato
ciclasa soluble, cuya activacion genera un incrémen los niveles de GMPc. Con el
fin de evaluar la participacion de esta actividaceemecanismo de induccion de HO-1
por NO se realizaron los siguientes experimentas. pimer lugar se inhibio la
actividad de la guanilato ciclasa soluble con eihiglor especifico ODQ y se analizo
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por western blot la induccion de HO-1 por DETA/NOMM durante 24 horas. Se
observé una inhibicion significativa de la inductide la proteina HO-1 cuando las

células se incubaron con ODQ M (Figura 57).

DETA/NO 1 mM 5hs
- + - + - +

HO-1 T e >

ACtINQ | w——— — cm—— c—— a— ———

0 5 10
UM ODQ

Figura 57: Induccién de HO-1 por DETA/NO en presencia de inkdor de la GCs.Las
células fueron preincubadas con ODQ en las dodisadas durante 30 min y luego incubadas
en presencia de DETA/NO 1 mM por 5 horas. La Fignugstra un western blot representativo
de HO-1 y actina.

A continuacion se analizo el efecto del 8Br-GMPbredos niveles de HO-1.
Los resultados mostraron un incremento en los @svde ARNm y proteinas de HO-1

por el tratamiento con un analogo permeable de GAlgara 58).

250 500 1000 UM 8Br-GMPc
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Figura 58: Induccion de HO-1 por 8Br-GMPcLas células fueron incubadas con 8-BrGMPc
en las dosis indicadas durante 5 horas y luegoos®genizaron en TRiZol. Los niveles de
ARNmM de HO-1y ARNr 18S se analizaron por RT-PCRiempo real. Los datos se presentan
como media £ SEM, N=3, **p<0.01, *p<0.05 vs. cahtpor el test de Dunnett (A). En (B) se
muestra el andlisis por western blot de los nivdieproteinas de HO-1 y actina. Se indica un
experimento representativo.
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7- Discusion

7.1- Participacion de HO-1 en la regulacion de lasteroidogénesis adrenal

En la actualidad se considera que la actividad @elHes clave en la fisiologia,
no solo por su actividad como enzima antioxidamt® sambién por los multiples
procesos en los que esta involucrada. Entre ebboermpos citar la modulacion de la
respuesta inmune innata y adaptativa, la inhibiciéna secrecion de moléculas pro-
inflamatorias en células o tejidos dafados, los amemos de defensa frente a
infecciones microbianas, la regulacion de la eddeggnesis, la diferenciacion a
fenotipo maligno de células tumorales, la reguladiénla actividad de las sinapsis
nerviosas, y la modulacion de la actividad de hewotefnas, como los citocromos,
entre otras [67, 91-93].

En trabajos previos en nuestro laboratorio deteasala expresion de HO-1 y
HO-2 tanto en la linea celular adrenocortical Y1 o@n la zondasciculatade corteza
adrenal de rata. Asimismo demostramos la inducd@®hO-1 por ACTH y por LPS en
ambos sistemas [1, 2].

Como se menciond previamente, se ha adjudicadaetilddad de HO vy, en
particular, a la induccion de HO-1, una funciérogibtectora frente el estrés oxidativo
en diferentes sistemas celulares [94, 95]. Resudtddanuestro laboratorio indican que
la induccion de HO-1 cumple también una funciépprbtectora en las células Y1, ya
que se asocia con una disminucion del dafio cedmaespuesta a la injuria oxidativa
[1].

Con respecto a su rol como modulador de la estegéidesis adrenal, los
resultados presentados en este trabajo de tedigando un enfoque molecular,
confirman los obtenidos previamente con inhibiddesnacoldgicos [67], ya que el
blogueo de la expresion de HO-1 incrementa la @si@génesis, mientras que su
sobreexpresion la disminuye significativamente.uRados similares fueron obtenidos
por Piotrkowski et al quienes demostraron que ludcion de HO-1 por hemina
provoca la inhibicion de la esteroidogénesis bgsastimulada por hCG o dibutiril-
AMPc en la linea de células de Leydig MA-10 [64].

¢.,Cual es el mecanismo mediante el cudl la activitadHO-1 modula la
produccion de esteroides? Al respecto podemos podad siguientes hipotesis: 1) un

aumento en la actividad de HO disminuiria los msetle hemo con la consecuente
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reduccion de la actividad de las enzimas con caowd P450, como las que participan
de la biosintesis de esteroides. 2) el CO, proddetda actividad de HO-1, podria
interactuar con los grupos hemo de las enzimasogdbgénicas inhibiendo su actividad
[64, 96]. En este sentido se ha demostrado la iibib del citocromo ¢ por CO en

células Raw264.7 [96, 97], y 3) los productos dadavidad de HO podrian alterar la
transcripcion de genes involucrados en la esteréitkegjs. Como ejemplo se puede
citar la inhibicién por bilirrubina de la expresidte INOS estimulada por LPS en
hepatocitos de rata [98] y la induccion por COgdaes implicados en la inflamacion
via la activacion de MAPKs y GCs [62].

7.2- Induccién de HO-1 por ACTH

Como se menciond anteriormente, dados sus efeleiosrppicos, se considera
que el ACTH es el principal regulador de la fisgibp de la zondasciculatade la
corteza adrenal. Entre otros, se ha demostradoe@eCTH tiene efectos sobre la
proliferacion celular, aumenta el tamafio y la cagghd funcional de las organelas, y
el tamafio y el numero de las células adrenalempién estimula la esteroidogénesis
tanto en forma aguda, incrementando el aporte digaso para la reaccion catalizada
por la CYP11A1 mitocondrial, primer paso enzimatim la via [99, 100], como en
forma cronica mediante efectos a nivel génico [10P].

El mecanismo clasico de accion del ACTH involueraihion a su receptor de
siete dominios transmembrana, y mediante la adfivate la proteina Gs y la adenilato
ciclasa, el incremento en los niveles del segundonsajero AMPc y la activaciéon de la
proteina quinasa dependiente de AMPc. Por esteniseta se induce en forma aguda
la sintesis y secrecion de hormonas esteroideag. [AO8u vez, una respuesta mas
tardia implica la activacién de genes involucradoda esteroidogénesis, por ejemplo
StAR [104] y CYP11A [103].

La induccion de HO-1 por ACTH en células adrenatesinas de la linea Y1
ha sido descripta previamente por nuestro gruptrat@jo postulandose un efecto del
ACTH a nivel de la transcripcion del gen [1]. Ddselas de evidencia experimental
demostraron la participacion de la via AMPc/PKA enmecanismo de accion de
ACTH: por un lado, analogos de AMPc reprodujerorfetto de la hormona y por el
otro, un inhibidor de PKA, H89, lo bloqued [1].
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Los resultados presentados en esta tesis respiddaipotesis de que el
tratamiento de las células Y1 con ACTH (y con 8BMAc) incrementa la transcripcion
del gen de HO-1 ya que plasmidos reporteros cuysesidn se encuentra bajo el
control del promotor del gen de HO-1 murino fueemtivados por ambos estimulos.
Otros estudios han demostrado la participacioraddd de AMPc en la induccion de
HO-1 en distintos tipos celulares. En este senfddoanteet al demostraron que el
AMPc provoca la induccién de la expresion de HO€stimula la formacion de CO en
células de musculo liso [72] y el grupo de Mulldrerhard demostrd su participacion
en la induccion de la expresion de HO-1 en cultipomarios de hepatocitos de rata
[71].

La participacion de la quinasa PKA en este meoamisue confirmada
evaluando la activacion del promotor de HO-1 porTAICen presencia del inhibidor
H89. Estos resultados nos llevaron a concluir dueeganismo de induccion de HO-1
por ACTH involucra la activacion del promotor de HOnediante la activacion de la
via de AMPCc/PKA.

Se determind también que una zona del promotor@e khurino, de 400 pb
aledaia al inicio de la transcripcion, es necesgpa@a la respuesta a
ACTH/AMPCc/PKA. Andlisis putativos de esta regionstraron elementos de respuesta
para diversos factores de transcripcion, entre ,elRREB, AP-1, HIF y E-BOX.
Nuestro interés se enfoco en los factores CREB yl AR que los mismos han sido
relacionados con la induccién de HO-1 [105]. Ertipalar, Mattoset al han descripto
gue el ACTH y analogos del AMPc estimulan la fokhoidn de CREB en células Y1
[106]. A su vez, la via AMPc/PKA/CREB a sido retatada con la induccion de HO-1
en otros modelos. Por ejemplo, Latmal demostraron que el tratamiento de macrofagos
con ACTH provoca la induccion de HO-1 a travésrdeéptor MC3-R y un aumento en
los niveles de AMPc, sugiriendo la participacionlaeiia PKA/CREB [107]. Por otro
lado, Oeseburgt al demostraron que la induccién de HO-1 por el péptisimilar a
glucagon (GLP-1) en células endoteliales vasculdegende de la activacion de la via
PKA/CREB [108].

Los sitios consenso encontrados para el factor CRE#-1 en el promotor
murino de HO-1 se encuentran en la zona mas proalnracio de la transcripcion (-
153 y -44). Este hallazgo es consistente con ebmsmo de induccion de genes por
CREB, propuesto por el grupo de Montminy, que destnaemediante un analisis

“genome-wide del genoma de distintos organismos, que estégssi#ie encuentran
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dentro de las 300 pb mas cercanas a los sitiogicladion de la transcripcion [109]. A
su vez, la cercania entre los sitios de CREB y Afedria asociarse con la formacion
de complejos de transcripcion por los dos factereforma simultanea o alternandose,
para activar o inhibir la transcripcion. A modoajemplo, por un lado se ha descripto la
existencia de complejos proteicos formados por CREBL capaces de activar el
promotor del gen de colageno en osteoblastos [¥1@pr otro, Manna y Stocco
demostraron la existencia de aross-talkentre ambos factores en la regulacién del
promotor de StAR por AMPc en las células de Leytida linea MA10, donde CREB
activaria el promotor reclutando el cofactor CBkentras que AP-1, por competencia
por el sitio consenso en el ADN, lo inhibiria [15].

Dado que diversos autores han demostrado la aidivadel factor de
transcripcion CREB en la via de transduccion de AFRA [109, 111, 112] decidimos
analizar su participacion en la induccion del pranmate HO-1 en células Y1. Nos
propusimos entonces investigar si 1) el tratamientoACTH produce la activacién de
CREB y 2) si el factor CREB activado induce la s@ipcion del gen de HO-1.

Experimentos realizados con plasmidos reporter&E(CUC) demostraron la
activacion de CREB por 8Br-AMPc. En forma semejaigigaet al demostraron un
aumento en los niveles de CREB fosforilado y deaactivador TORC en el nlcleo de
células adrenales provenientes de ratas inyectemasACTH [113]. Por otra parte,
nuestros resultados también demostraron que laexmi@sion de CREB aumento la
actividad promotora de los fragmentos -4045, +7358; +74, asi como los niveles de
expresion de HO-1 enddgena.

Es sabido que la fosforilacion de CREB (en serin8) I8ediada por la
actividad de PKA patrticipa en el mecanismo de acd®®CTH a nivel gendmico. Sin
embargo, el hecho de que el 8Br-AMPc no incremgigtaficativamente el efecto de la
sobreexpresiéon de CREB sobre la actividad del ptonie HO-1 pareceria indicar que
la sobrexpresién de CREB es capaz de inducir laesi®pr de HO-1. Sin embargo, se
ha demostrado que diversas proteinas quinasas édmiBKB, PKC, CAM KIl y
PO90ORSK, entre otras, son capaces de activar CREEqgsdorilacion [114-117], por lo
que una posible explicacion para estos resultadaosigoser la existencia de una
actividad de quinasa basal en las células Y1, estras condiciones experimentales,
responsable del incremento en la fosforilacion B&B. Evidencias en este sentido han
sido aportadas por el grupo de Armelin que demasirgue la linea celular Y1

presenta una actividad constitutiva de Akt/PKB [1189]. De hecho, los experimentos
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con un dominante negativo de CREB, que no puedeaderado por fosforilacion,
confirman la participacion de CREB en el mecanisteoinduccion de HO-1 por
ACTH/AMPc, la localizacion del sitio de reconocimie de CREB en el fragmento
pequeiio del promotor y la necesidad de fosforitaaé este factor. Krontet al
demostraron de esta forma la participacion de CREBHa induccion de HO-1 por
fosfolipidos oxidados en células endoteliales uicddgés humanas [73].

Resultados previos de nuestro laboratorio [1] @munto con los presentados
en esta tesis demuestran que la incubacion deaséll con ACTH genera estrés
oxidativo. El aumento en la produccion de ROS @oder consecuencia del incremento
en la actividad de las enzimas citocromos P450 amitdriales que participan del
proceso esteroidogénico. En este sentido se haladstque la fuga de electrones del
sistema mitocondrial P450c11 es la fuente prindeajieneracion de radical superoxido
en las células adrenales [120, 121].

En nuestro sistema, las células incubadas con AGHtestran una
disminucién en la generacién de ROS cuando se expain40,. Este efecto podria, al
menos en parte, ser consecuencia de la inducciét©Odg, que produce biliverdina y su
derivado bilirrubina, ambas moléculas con reconocdsividad como moléculas
antioxidantes con capacidad de captar radicabessliy disminuir el estrés oxidativo.
Como se plante6 anteriormente el tratamiento cofA@enera estrés oxidativo y
también induce sistemas antioxidantes de citopc@eaue evitan dafios mayores.

Se ha demostrado en numerosos sistemas experieseqta el mecanismo de
induccion de HO-1 por estrés oxidativo involucraaletivacion de los factores de
transcripcion Nrf2 (mediante su estabilizacion y itiwacion al nucleo), y/o NiB,
(mediante su fosforilacion y desplazamiento al eoicl[122-125]. Los resultados
presentados en este trabajo sugieren que estosefcto participan en la inducciéon de
HO-1 por ACTH en las células Y1. En conclusiénpsn la incubacién con ACTH
genera estrés oxidativo y promueve la induccionHi®1 en las células Y1, el
mecanismo de induccion utilizado no parece invaluerlos factores que clasicamente
se activan por desbalance redox.

Otro factor de transcripcion que podria estar iogulo en la induccién de HO-
1 por estrés oxidativo es AP-1. Este factor destrapcion puede ser activado por una
amplia variedad de estimulos (MAPKSs, citoquinastdiges de crecimiento, sefiales de

estrés, etc.) [126]. En particular, se ha descrpt® ACTH induce la activacion de la
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via ERK1/2 en las células Y1 [127] y que el bloqukp esta via, con el inhibidor
especifico PD98059, evita la induccion de c-foséulas Y1 tratadas con ACTH [16].

En las células Y1, el tratamiento con ACTH/AMPcvweoo la activacion de AP-
1, medida con un plasmido reportero. Este resuksdmnsistente con lo publicado por
Mukai et al, quienes demostraron que el tratamiento con ACTid analogo de AMPc
provoca aumento en los niveles de ARNm de los géoesy jun (que forman el
heterodimero AP-1) en la linea celular Y1 [128]g@eestos autores, la estimulacion de
la actividad de AP-1 se observa a partir de ladoofun de c-fos y c-jun a partir de las 5
horas de tratamiento. Resta por analizarse lacgetion de AP-1 en la induccion de
HO-1 por ACTH. Sin embargo, debe tenerse en cugmaHO-1 también se induce
luego de 5 horas de tratamiento por lo que es lgosjbe estos genes se activen
simultdneamente por un factor comun, como por d@mpPREB. En este sentido,
numerosas referencias bibliograficas describendadcion de las subunidades de AP-1
(fos y jun) a través de la unién del factor CRE&1a promotores [129].

Los experimentos realizados con inhibidores de Ma&RKlican que estas vias
no participarian en la induccion de HO-1 por ACTibtablemente, los resultados
obtenidos con el inhibidor de la via de ERK1/2 stgg un efecto inhibitorio de esta via
sobre la actividad “basal” del promotor de HO-1las células Y1 (ver también los
resultados de la seccion de LPS). En este sent@yg, Schimmer han demostrado que
la via de ERK1/2 esta activa en células Y1 creostesiedio conteniendo 15% de suero
animal [127].

En suma los resultados presentados permitiriaradasda participacion de las
MAPKSs y de AP-1 en la induccion de HO-1 por ACTH/R#iI

La linea celular Y1 ha sido caracterizada por lavacion constitutiva del
protooncogen c-Ki-Ras [130]. Como consecuenciasesédulas exhiben una mayor
actividad de PI3K y de su quinasa efectora Akt/HKB3]. La activacién de PI3K y de
la proteina quinasa Akt/PKB por fosforilacion (SE4y Thr308), estan involucradas en
los efectos mitogénicos y antiapoptéticos desenwmttes por factores de
crecimiento[131]. En este sentido, el grupo de Aimmiea descripto que ACTH induce
la defosforilacion (inactivacion) de esta quinasacélulas Y1 creciendo en forma
exponencial (10% suero fetal bovino) o arrestada$:6/G1 (medio libre de suero)
[118]. El efecto observado sobre Akt/PKB es de taaérdpida (se observa a los 2
minutos), y depende exclusivamente de la via aatenticlasa/AMPc/PKA sin cambios

en los niveles de c-Ki-Ras-GTP. Notablemente, estnag condiciones experimentales
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el tratamiento con un analogo de AMPc provoc6 umenio transitorio en los niveles
de fosforilacion de Akt/PKB (con un pico a las 2dg)r Por otra parte, la inhibicién de
la via de Akt/PKB previno parcialmente el efecttineslatorio del 8Br-AMPc sobre la
actividad de CREB, la activacion del promotor de-H@ragmento -353;+74) y el
incremento en los niveles de ARNm de HO-1. Estesltados sugieren la participacion
de la via PI3K-Akt/PKB en el mecanismo de induccitmHO-1 por ACTH/AMPc.
Mas aun, el efecto observado sobre la activacioBRIEB sugiere la existencia de un
cross-talkentre las vias de Akt/PKB y de AMPc/PKA/CREB. Ehktpétesis ha sido
demostrada en otros sistemas experimentales. @woplg, Hayakawat al estudiaron
la activacion del promotor de prolactina por el tikp liberador de prolactina y por
insulina en células tumorales de hipdfisis de ratdemostraron que este mecanismo
depende de la activacion del factor CREB por la dé PI3K-Akt/PKB [132].
Resultados similares fueron obtenidos al anale&xpresion de Bcl-2 en células PC12
estimuladas con IGF-1 [133]. Por otro lado, el AMBmbién activa a EPAC (proteina
intercambiadora de nucleétidos de guanina), lomo€duce la activaciéon de Ras y de
Akt/PKB [134]. En la corteza adrenal nuevas evidendan sugerido un rol de las
proteinas EPAC en los cambios morfolégicos induxidor ACTH. En este sentido,
Aumo et aldemostraron la expresion de EPAC2B en las linelagaces adrenal murina
Y1 y humana H295R, y postularon su rol como medmdte los efectos del AMPc
sobre la integridad del citoesqueleto y la mignaci@lular [135]. Resta analizar la
relacion entre la activacion de las proteinas EPAG induccion de HO-1 por
ACTH/AMPc en células adrenales.

En forma adicional se ha demostrado que HO-1 pwedefosforilada por
Akt/PKB en la serina 188, y que esta fosforilagabovoca un aumento en su actividad
enzimatica y facilita su interaccion con la NADPHocromo P450 reductasa y la
enzima biliverdina reductasa, ambas implicadasaesiefradacion del hemo [136]. En
este sentido, la activaciéon de AKT/PKB podria nlw sotervenir en el mecanismo de
induccion de HO-1 por ACTH sino también participde un mecanismo de
modificacion post-traduccional. Estos posibles tefesobre la actividad de HO-1 adn
no han sido analizados en las células Y1.

En resumen, los resultados presentados permitauaogue el tratamiento de
células Y1 con ACTH: 1) provoca la activacion devia AMPc/PKA lo que lleva a la
fosforilacion y activacion del factor de transcipt CREB que posiblemente interactie

con sitios del promotor de HO-1 ubicados en un&rnegcotada entre -353 y +74 del
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inicio de la transcripcion, 2) produce un desbataredlox que genera estrés oxidativo,
gue podria actuar en forma complementaria en lactidn de HO-1. No obstante, los
resultados obtenidos permiten descartar la partidpale los factores dependientes de
estrés oxidativo, Nrf2 y NEB en este mecanismo, 3) produce la activacion atgbf
AP-1, aunque es poco probable su participaciéraenduccion de HO-1, por el marco
temporal de induccién y por la falta de efecto de iInhibidores de MAPKSs v,
finalmente 4) induce la activaciéon de la via AktBPHue participa en el mecanismo de
induccion de HO-1 por ACTH/AMPc posiblemente metkda activacion de CREB .

7.3- Induccién de HO-1 por LPS

El LPS induce un amplio espectro de efectos biotigygue han sido asociados a
la infeccion por bacterias Gram negativas. Commpie de la interaccion entre los
sistemas inmune y enddécrino se ha demostrado gaeénténistracionin vivo de LPS
provoca la estimulacion del eje hipotalamo-hipéfisilvenal (HPA) [137, 138] y que los
glucocorticoides ejercen efectos inhibitorios errdapuesta inmune mediada por las
células T y By por la actividad de los fagocitb39].

Resultados previos de nuestro laboratorio demastrgue la exposicion a LPS
tiene un efecto directo sobre la produccion dereskes a nivel adrenal incrementando
los niveles de glucocorticoides tanto en cultivamprios de células de corteza adrenal
de rata como en la linea celular Y1. También sectiéen este tejido la expresion de las
proteinas TLR4, CD14, MD-2 y NiB, todas moléculas involucradas en la transduccién
de sefales inducida por LPS [90].

Se considera que la induccion de HO-1 y los praudel catabolismo del
hemo forman parte de la respuesta inflamatoriacdicdupor LPS [140, 141]. En este
sentido, se ha demostrado que el CO en bajas mesis los efectos anti inflamatorios
de HO-1 inhibiendo diferencial y selectivamente ebgpresion de citoquinas pro-
inflamatorias como TNIFe; IL-1B, MIP-18, e incrementando la de citoquinas anti-
inflamatorias como la IL-10, inducidas por LPS. eEsffecto seria mediado por la
activacion de la via de las MAPKs [62].

En particular, nuestro grupo de trabajo habia déwds previamente que el
tratamiento in vivo con LPS resulta en un aumenttos niveles de expresion de HO-1

en corteza adrenal [2].
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Los resultados aqui presentados confirman losafatitectos del LPS a nivel
adrenal ya que la exposicion de las células Y1R® [provoca un incremento en los
niveles proteicos de HO-1. Asimismo los resultadbsenidos en cuanto al efecto
estimulatorio del LPS sobre el promotor murino d@-Hpermiten sugerir que el LPS
incrementa la transcripcion del gen de HO-1 ercédglas Y1. Resta por confirmar esta
hipotesis con experimentos que evallen la trarsonfestabilidad del ARNm del gen
enddgeno.

Mediante el analisis de distintos fragmentos dehyator se logro localizar una
zona del promotor de HO-1 murino entre -4045 y 2B del sitio de inicio de la
transcripcion, en donde se encuentran los sitiognien a los elementos responsables
de la induccién por LPS. El analisissilico de esta zona permitié identificar sitios para
factores de transcripcion como Nrf2, AP-1, CREBF4RY NFKB entre otros. Este
altimo se reconoce como el principal factor actovggbr LPS en muchos sistemas

celulares [20].

El factor de transcripcion NdB pertenece a la via clasica de accion del LPS
[142]. Su activacion es necesaria para la inducdegenes implicados en la respuesta
inmune como por ejemplo INOS, COX-2, IL-1beta y Falfa [143], y juega un rol
critico en el mecanismo de apoptosis en diversderrmadades inflamatorias y
autoinmunes [144]. En nuestro sistema, el tratamidatcélulas Y1 con LPS también
produjo la activacion de NdB, determinada mediante el uso de un plasmido teqmor
En forma concordante, experimentos de nuestro gdgptrabajo mostraron que dos
horas después de la inyeccion i.p. de ratas condeP&bserva un incremento en los
niveles nucleares de la subunidad p65 en la coddrenal. La expresion de NB,
TLR4 y otros intermediarios de la via en las c&lifa ya ha sido descripta en trabajos
previos de nuestro laboratorio. Asimismo demostrataoparticipacion de la via de
NFxB en la induccién de COX-2 y en el aumento en fareglogénesis producidos por
LPS [90].

La via de NFkB ha sido involucrada en la induccittn HO-1 por LPS en
distintos sistemas [145]. Nuestros resultados armdgue en las células Y1, la induccion
de HO-1 por LPS también es mediada principalmenteep factor NikB ya que la
inhibicion de su activacién previno la estimulacd® promotor de HO-1 y el aumento
en los niveles proteicos de la enzima por LPS.eBibargo, la sobreexpresion de p65,

una de las subunidades dedBE disminuy6 la actividad basal del promotor de HO-
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De acuerdo a Gerritseet al existe una interaccion entre p65 y la familia @e c
activadores implicados en el funcionamiento delratpa basal de transcripcion,
CBP/p300 [146]. Teniendo esto en cuenta, la inlbhiade la expresion de HO-1
provocada por la sobreexpresion de p65 podria sdiaga por el secuestro de
CBP/p300, lo que provocaria inhibicion en la maqu@nde transcripcion basal. Otros
autores han sugerido que la interaccion de p65@BR en el promotor de HO-1
provoca el reclutamiento de HDAC3 lo que generhifimmetilacion de histonas y la
consecuente represion del gen [147]. A su vez, cemalescribe mas adelante, la
fosforilacion mediada por PKA (posiblemente de ppdjiria ser imprescindible para

lograr el efecto estimulatorio del LPS sobre lavadad del promotor de HO-1.

El AMPc es considerado un regulador ubicuo de remes inflamatorias e
inmunologicas [148, 149]. Como ya se menciond, dugg su activacion por AMPc, la
subunidad catalitica de PKA se desplaza al nuclenlel@ataliza la fosforilacion del
factor CREB y la consecuente activacion de gengscéficos [150]. En las células Y1,
nuestros resultados demuestran la participacida detividad de PKA en la induccion
de HO-1 por LPS ya que un inhibidor especifico ska guinasa bloqueo la activacion
del promotor. El efecto del AMPc/PKA no involucedl factor de transcripcion CREB
ya que no se detectd su activacion en las célulhgn¥ubadas con LPS. Deben
realizarse experimentos adicionales con otros idbies de PKA para confirmar la
especificidad de este efecto

La participacion de PKA en el mecanismo de acci@ L&PS ha sido
demostrada en otros sistemas experimentales. A rdedejemplo, Muroi y Suzuki
demostraron que la activacion dedBpor LPS en la linea celular J774 (macréfagos de
raton) depende de los niveles de AMPc y la acttvida la PKA y es independiente de
PKC [151] y Katoet al demostraron que la supresion de la expresion siall@proteina
O0sea (BSP) inducida por LPS en osteoblastos RO3.817ambién depende de la
activacion de la PKA [152].

Se ha sugerido que la fosforilacion de p65 mediola PKA es un evento
necesario para la induccion de los genes blanddF#8 [153]. Tomando en cuenta las
evidencias presentadas con respecto a la partigipee la actividad de PKA, podemos
hipotetizar que la induccion de HO-1 por LPS ineodula activacion del factor NB y

posiblemente también su fosforilacion por PKA. Modgescartan, sin embargo, efectos
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de la PKA a otros niveles de la via de transducaénseiales. Deben realizarse
experimentos adicionales con el fin de estudia escanismo.

La induccion de HO-1 por LPS también puede invauatros factores de
transcripcion. En ese sentido el grupo de Perdskeribio la activacion por LPS del
promotor murino de HO-1 en macrofagos, sugirierad@drticipacion de los factores
Ets-1 y EIk-3 que se unen a sitios cercanos aldiie la transcripcion [26, 27].

Se ha postulado al estrés oxidativo como un medidébefecto del LPS en
diversos tipos celulares, y, en particular, se dorélacionado con la activacion de
factores de transcripcion como RB-[82, 154, 155]. En las células Y1, el tratamiento
con LPS produjo un incremento en la generacionspeaes reactivas del oxigeno.
Como se menciono anteriormente, el incremento d8 P@lria deberse al aumento en
la generaciéon de anion superéxido por la actividgxdcerbada de la maquinaria
mitocondrial esteroidogénica o también a la actorade los sistemas de NOS, xantino
oxidasa y NADPH oxidasa [82, 156]. Este ultimo esisa ha sido bien estudiado en
células del sistema inmune en donde la producaiémeatada de radical superéxido es
utilizada como mecanismo de proteccion frente arganismo patdogeno [157]. Los
resultados presentados permiten descartar la ipacion de la actividad de NADPH
oxidasa en la inducciébn de HO-1 por LPS. Mas audpdgue el tratamiento con
antioxidantes no tuvo efecto sobre la activaciomNBeB, ni sobre los niveles proteicos
de HO-1, concluimos que el estrés oxidativo noigpg en la induccion de HO-1 por
LPS.

También se ha involucrado a la via de las MAPKglegfecto del LPS a nivel
celular [142]. En particular, Jiang y Ulevitch, destraron la activacion de la via p38 en
la induccion de la sintesis de interleuquinas en auitms expuestos a LPS [158].
Nuestros resultados sugieren que la actividad sleMIAPKs no es necesaria para el
efecto estimulatorio del LPS sobre la activacionN#&B, ya que el tratamiento con
inhibidores especificos para las tres cascadasedalizacion no afecté en forma
significativa la activacion de NdB por LPS en células Y1. A su vez, dado que estos
inhibidores no modificaron los efectos del LPS sdhractivacion del promotor de HO-
1 o sobre el incremento en los niveles proteicobl@el, descartamos la participacion
de esta via de sefializacion en el mecanismo deditdude HO-1 por LPS. En suma,
estos resultados nos permiten descartar la paticip de las MAPKSs en la activacion

de NRKB y del mecanismo de induccion de HO-1 por LPS.
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En resumen, el efecto estimulatorio del LPS sob@resteroidogénesis en las
células Y1 [90] se acompafa de la activacion detnptor de HO-1 y del incremento
en los niveles proteicos de la enzima, sugiriéndoseefecto del LPS a nivel
transcripcional. El mecanismo de induccion invadwia la activacion del factor MB
y la actividad de la quinasa PKA (en forma indepeme de la activacion del factor
CREB). A su vez, es independiente del estrés axmarovocado por el tratamiento y
no involucra la actividad de las vias de MAPKSs.

El aumento en la actividad de HO-1 podria cumpi tlinciones relevantes:
por un lado, como enzima del sistema antioxidgmategiendo a la célula del estrés
oxidativo generado por el estimulo de LPS y pom,otomo modulador de la
produccion de esteroides adrenales inducida por, tB®0 ha sido demostrado por
nuestro grupo de trabajo [2]. En ese sentido, datloefecto clave de los
glucocorticoides en la inflamacion, se evitan aspuestas desproporcionadas, en su

duracién y/o magnitud, que pueden resultar dafpags el organismo.

7.4- Induccion de HO-1 por Oxido Nitrico

El oxido nitrico (NO) es considerado un mediador oanamplio espectro de
funciones biolégicas. Entre ellas, se incluye shilitiad de promover la supervivencia
celular frente a estimulos estresores [159]. Toabgrevios de nuestro laboratorio
demostraron la induccion de los sistemas de NOSOyeH corteza adrenal de ratas
inyectadas con LPS y que el bloqueo de la activila®OS previene la induccion de
HO-1 [2]. Estos resultados nos llevaron a sugeare tp induccién de HO-1 por NO
forma parte de los mecanismos de defensa frenteagiones de estrés celular [160].

Los resultados obtenidos en el presente trabajouesiman que el NO
proveniente del generador DETA/NO es capaz de inthuexpresiéon de la enzima HO-
1, un efecto que se observa a nivel del ARNm y ademas. A su vez, nuestros
resultados indican que es necesaria la transcnpedgenes para la induccién de HO-1
por NO, ya que ésta fue inhibida cuando las cékgasataron con Actinomicina D.

Algunos autores sugieren que el aumento en losaside HO-1 por NO puede
deberse a un proceso de estabilizacion de su ARNA].[En este sentido, Leautaud vy
Demple demostraron la induccién de HO-1 por eshié®sativo, a través de un
mecanismo que involucra la estabilizacion del mensapor inhibicion de su

desadenilacion [162]. Alternativamente, en fibrelda humanos tratados con NO se
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sugirio la participacion de la riboproteina HUR este mecanismo [163]. En nuestro
sistema, el aumento en del ARNm de HO-1 no panmeeelucrar un mecanismo de
estabilizacion ya que el tratamiento no afectéasa de degradacion. En suma, ya que
el tratamiento con NO incrementa los niveles de ARNe HO-1 sin afectar su
estabilidad concluimos que el efecto del NO se aedotusivamente a la activacion de
la transcripcién del gen.

Sin embargo, notablemente, en nuestras condicierpsrimentales no se
observaron efectos del DETA/NO sobre la actividad plasmido conteniendo el
fragmento -4045,+74 del promotor murino de HO-1.pBsible que los elementos de
respuesta necesarios no se encuentren en el frageienado. En este sentido se han
descripto sitios de respuesta ubicados a mas de glo@el inicio de la transcripcién
[105]. La induccion de HO-1 por NO también podni&alucrar un mecanismo de
regulacion epigenético dependiente del contextmosdmico. En ese sentido, Deshane
et al demostraron que la induccién de HO-1 por heminagéulas de epitelio renal,
depende de la interaccion mediada por el factodgp&nhancer E1 (-4000 pb) con una
region intronica del gen [164]. Finalmente, estx&f podria ser inherente al sistema de
deteccion utilizado, ya que se ha descripto untef@thibitorio del NO sobre la
actividad de luciferasa de diversos plasmidos tepams como se describe mas adelante
[165].

Dado que el NO puede combinarse con el anion &xger para formar
peroxinitrito, un potente agente oxidante, se lgesdo que la inducciéon de HO-1 por
NO puede involucrar la activacion del factor dens@ipcion que sensible al estrés
oxidativo, Nrf2 [30, 166].

Los resultados obtenidos en este trabajo indican ejutratamiento de las
células adrenales con DETA/NO disminuy6 significatnente dos parametros de estrés
oxidativo (ROS y niveles de lipoperéxidos), posibémte por el aumento concomitante
de la actividad de sistemas antioxidantes, ya gowjcon la induccién de HO-1 se
detectaron aumentos en la expresion de otras emzami#oxidantes de fase Il como
NQO1, GLCL y GLML. Para confirmar esta hipotesisbele repetirse las
determinaciones con menores tiempos de expositid® dantes de la induccion de los
sistemas antioxidantes).

La disminuciéon en los niveles de GSH podria serseomencia de la

generacion de especies derivadas de la interaciiéota entre GSH y NO. En este
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sentido, Melocheet al describieron la formacion de la especie S-nitrgation
(GSNO) en células hepaticas de rata tratadas cdadwor de NO [167].

De esta forma podemos sugerir que el tratamientaladores de NO provoca
un desbalance redox que favorece la remocion deciespoxidantes a través de la
activacion/induccion de sistemas antioxidantes. f@&ma similar, se ha observado
atenuacion de la lipoperoxidacion por generadoeeBl@ en células endoteliales [168]
y, en un modelo de dafio renal [169].

Por otra parte, dado que el tratamiento con am#@®Xes no previno la
induccion de HO-1 por NO es probable que la gem@made estrés oxidativo no
participe del mecanismo de inducciéon de HO-1 por NO

Se ha demostrado que el factor de transcripcié@ Mrfiula la expresion de
genes que codifican enzimas antioxidantes y de lfasatre las que se incluyen: la
glutation S-transferasa (GST), la NADP(H): quinax&orreductasa (NQO1), la gama-
glutamilcisteina sintetasgGCS) y la HO-1, entre otras [94, 160, 170]. En imoes
sistema experimental, el tratamiento con NO incréméos niveles proteicos de Nrf2 y
la expresion de los genes mencionados, lo quersugi@ctivacion del factor Nrf2.

Diversos estimulos incrementan la actividad trapsmmal de Nrf2
provocando su disociacién de Keapl en el citosofue conlleva un aumento en los
niveles de la proteina ya que deja de ser degradadalesplaza al nacleo donde se une
a sus genes blanco [95]. Sin embargo, en nudstesrs, el tratamiento con DETA/NO
no afecto la actividad del plasmido reportero g2 ni la del plasmido conteniendo
el promotor de HO-1, como ya se menciond. Cabeadasitjue la sobreexpresion del
factor Nrf2 indujo un aumento en la actividad de fpdasmidos reporteros de Nrf2, del
enhancer E1 y del promotor de HO-1 murino (resokachostrados en la seccion
ACTH/AMPCc). Si bien todas las construcciones waitias han sido Gtiles para evaluar la
activacion de Nrf2 o la induccion de HO-1 por otessimulos, es posible que su uso en
este caso sea inadecuado ya que se ha demostedbN0O disminuye la expresion de
luciferasa por un mecanismo que involucra la disigcion en la vida media de su
mensajero, en forma independiente al promotor @qggla su expresion [165]. En
nuestro caso, la activacion de los reporteros d2 dldel promotor de HO-1, podrian
estar enmascarados por la degradacion del ARNnuaiierasa inducida por NO. El
efecto inhibitorio del NO sobre la actividad de j&smidos reporteros para los factores

CREB y NKB podria también explicarse de esta forma.
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Sin embargo, al menos en el caso deBJFse ha sugerido que el tratamiento
con NO también podria inhibir la sefalizacién pstaevia. En ese sentido, Kelleletr
al demostraron que la S-nitrosilacion de p65 inhibe tlanscripcion de genes
dependientes de NB, y que existe una correlacion inversa entre lesles nucleares
de p65 S-nitrosilado y la union del heterodimer6-p65 al ADN [171]. A su vez, los
estudios de Parlet al demostraron un novedoso mecanismo por el cual @ N
rapidamente inactiva NdB mediante la nitracion de tirosinas de la subuhigé5
[172].

En conclusion, los resultados presentados no pamrdigscartar la participacion
de CREB o de NEB en el mecanismo de accién de NO en las célulag &é hecho,
ambos factores han sido descripto como mediadorés réspuesta celular al estimulo
por NO en otros tipos celulares [24].

La activacion del factor Nrf2 por fosforilacion, diada ERK1/2, JNK, PI3K o
PKC, se ha postulado como uno de los mecanismogopotuales el NO es capaz
inducir HO-1[95].

En particular se ha demostrado que la exposiciaretidas al NO resulta en la
activacion de la via de PKC [123]. Este grupo denapas esta compuesto por 10
isoformas clasificadas de la siguiente formeonvencionales,que requieren
diacilglicerol (DAG), C&" y fosfolipidos para su activacién, (31, Bll, y); novelesgque
requieren DAG pero no G4 (5, ¢, n, 0) y atipicas,no requieren ni C& ni DAG para
su activaciony ¢, N1, N2) [173].

Los resultados obtenidos con staurosporina (inhiba® PKC y de otras
quinasas), con inhibidores mas especificos para BKEon quelantes de calcio
demuestran la participacion de estas proteinas spsnen el mecanismo de induccion
de HO-1 por NO. Concluimos también que la isofonte la PKC (independiente de
C&") podria estar involucrada en este mecanismo. fnsestido, se ha postulado que
el NO es capaz de modular la actividad de las PK€ lga demostrado que dadores de
NO producen la nitracién post-traduccional de IKCR, bloqueando su translocacion
y su activacion [174]. A su vez, se ha demostanla via PKC es capaz de mediar la
induccion de HO-1 por distintos estimulos en vatijpss celulares [175-178].

Con respecto a la via de PI3K, los resultados adsnndican su participacion
en el mantenimiento del tono basal de expresidd@el en las células Y1, pero no en
el mecanismo de induccion de HO-1 por NO. Estosltatos son consistentes con lo

ya indicado con respecto a la actividad constitutieala via PISK-PKB/AKT en las
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células Y1, que ha sido propuesta como una sefablevida en células tumorales
[179].

Se ha descripto que el NO tiene la capacidad deaagenes a través de las
vias de las MAPKs [180]. En contraposicion con Ublgado por Lee [181] sobre la
participacion de la generacion de ROS vy la actorade p38 y CREB en el mecanismo
de induccion de HO-1, nuestros resultados, utilimamthibidores especificos de las
diferentes cascadas de MAPKS, indican que la indoage HO-1 por NO en células

Y1 es independiente de estas vias.

Finalmente se estudio la via que involucra a laidai@ ciclasa soluble (GCs)
y la consecuente produccion de GMPc como mediagioria induccién de HO-1 por
NO en las células Y1. Nuestros resultados, utiiarun analogo soluble del GMPc y
un inhibidor especifico de la GCs, nos llevan a konque el mecanismo de induccion
de HO-1 por NO en células Y1 involucra la via desGCla generaciéon de GMPc.
Resultados similares fueron obtenidos por Kuraetldl en neuronas dopaminérgicos
[182], por Immenschuhbt alen hepatocitos, donde se observa que el GMPcende
1 a través de un complejo formado por CREB/AP-B][18 por Polteet al en células
endoteliales de pulmon bovino [74].

Se han demostrado mecanismos alternativos de eidtivalel factor Nrf2.
Entre ellos la modificacion por S-nitrosilacion, areda por NO, de residuos de cisteina
criticos en la proteina represora Keapl. Estasfiroadiones en Keapl pueden inhibir
la degradacion de Nrf2, lo que permite la acumdlace Nrf2 en el citoplasma y su
consecuente movilizacion al nucleo [184]. La Sesilacion de Keapl provoca la
activacion de Nrf2 y la induccion de HO-1 en c&uPC-12 [95].

Otra de las modificaciones que puede sufrir Keaplaes-guanilacion. Se ha
demostrado que el NO puede reaccionar con el GMiPa formar el nucledtido de
guanina, 8-nitro-GMPc, que seria el agente guasmildnetlas cisteinas proteicas [185].
Andlisis protedmicos demostraron la S-guanilaciorkdapl en la cisteina 434 y la
consecuente activacion de Nrf2, lo que corrobongoséncial de los derivados del NO
para inducir los sistemas de defensa antioxidaaiesares [186].

En nuestro sistema experimental, la induccién de-1lH@or NO estaria
mediada por el factor Nrf2, el cual, seria activado fosforilacion mediada por PKC,
entre otras quinasas. No se descarta la partidipadicional de la quinasa activable
por GMPc, PKG. Por otro lado, la induccién de HPet NO involucra la actividad de
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la GCs lo que nos hace sugerir que la activacioNré2 también podria estar mediada
por la S-guanilacion de Keapl. Se trataria de mewens redundantes de activacion de

Nrf2 que asegurarian la inducciéon de HO-1 en estadiciones.

En conclusion, los resultados obtenidos hasta ehento indican que el NO es
capaz de inducir la enzima HO-1 en células adrenéle Esta induccién ocurre a nivel
transcripcional descartandose un efecto del NOeslabestabilidad del ARNm. Si bien
el NO provoca alteraciones en parametros de egixédativo, éste no estaria
directamente involucrado en la induccion de HO-Uge®imos ademas que la via de
transduccion de sefales que lleva a la inducciohl@el involucra la activacién del
factor Nrf2 mediante su fosforilacion por PKC y fimbsmente por la S-guanilacién de
Keapl. Deben realizarse experimentos adicionales elofin de confirmar estas

hipotesis.
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7.5-Conclusiones finales

Multiples evidencias experimentales indican qudaccion de HO-1 juega un
papel importante en una amplia gama de procesok{iEcos y patologicos en distintos
tipos celulares. Las implicancias bioldgicas deelaccion catalizada por la HO-1 han
trascendido la descripcion inicial de su funcidon ocofa enzima limitante de la
degradacion del hemo en células del sistema retadbtelial. Actualmente se
considera que los principales efectos de la HOtdneasociados con su capacidad
antioxidante debida a su actividad catabodlica s@brgrupo hemo y a los efectos
bioldgicos de los productos de la reaccion, comexpiicé anteriormente. Sin embargo,
dia a dia se conocen otras funciones de la HO-1 aitésde las asociadas con la
citoproteccion. Entre ellas, se ha demostrado guectividad de HO-1 participa en la
regulacion de la proliferacion, diferenciacion y piosis celular, mejora la
neovascularizacion, atenua la inflamacién y modleespuesta inmune influenciando
de esta forma la carcinogénesis, la cicatrizacida grogresion de las enfermedades
cardiovasculares.

En este estudio confirmamos que diferentes estimaldsavés de distintos
mecanismos, inducen la actividad de HO-1 en céhdiasnales. Esta amplia capacidad
de respuesta ante situaciones estresantes posilideesté asociada con su actividad, ya
demostrada, como enzima antioxidante, aunque rieseartan otros efectos sobre la
fisiologia adrenal. En particular, se ha demostiguai® la HO-1 actia como modulador
local de la esteroidogénesis adrenal, proceso @avia regulacion de la respuesta al
estrés ya que una pequefia perturbacion, sostenidarma crénica, en los niveles
sistémicos de glucocorticoides puede originar pgiaks metabdlicas (por ej. Obesidad
abdominal) o de comportamiento (por ej. depresion).

Dados sus multiples efectos a nivel sistémico tasmtonces imprescindible
el control de la produccién de glucocorticoides laocorteza adrenal. En ese contexto,
adquiere relevancia el estudio de los mecanismaduarados en la inducciéon de HO-1
en la corteza adrenal, ya su conocimiento cabahifiek el desarrollo de estrategias
terapéuticas especificas y adecuadas, disefiadad ionde controlar la expresion de
esta enzima, y por ende la sintesis de esteroutemnales, entre otros efectos de su

actividad.
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