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RESUMEN

El gran numero de enfermedades neurodegenerativas, producto de un aumento
en las expectativas de vida de la poblacion mundial, constituye uno de los mayores
problemas de salud publica. En el campo de la enfermedad de Parkinson (EP), se estima
una duplicacién en la prevalencia de la enfermedad enfre los periodos 2005-2030. La
hipotesis de que el estrés oxidativo favoreceria la neurodegeneracion basade en la
existencia de acumulacién de hierro en la enfermedad, ha sido determinada vy
comprobada a través de diversas evidencias. Sin embargo los mecanismos gue llevarian a
la acumulacién de hierro adn no han sido determinados. El descubrimiento de proteinas
mitocondriales implicadas en la homeostasis celular del hierro, como ferritina mitccondrial
(MIFt], una ferritina similar a la sub-unidad H de feritina citosdlica (cFt); sugiere un mayor
nivel de complejidad del metabolismo celular y mitocondrial de este metal. La expresion
de MtFt estc restingida a células con elevada actividad respiratoria, como
espermatozoides y neuronas. Se postula que la principal funcidn asociada a esta proteina
es el secuestro del exceso de hierro y la proteccion del daho oxidativo. Esta funcidn al
interior de la mitocondria es de principal interés, ya que en estos arganelos se redliza |a
sintesis de grupos hem y complejos Fe-S vy por lo tanto estdn expuestos a un frafico
importante de hierro.

En esta fesis se estudid el papel de MiFt y cFt en celulas neuronales expuestas d
rotencna, un modelo de EP. En particular, se observd el aumento del reservorio de hierro
I&bil citosdlico (cLIP) debido a un aumento de los niveles de DMTT+IRE, una disminucion de
los niveles de cFt y de ferroportina. El aumento de MiFt observado, podria destinar el hierro
incorporado hacia la mitocondria, lo que favoreceria el aumento en los niveles del
reservorio de hierro 1dkil mitocondrial (mLIP). Esto favereceria el aumento del estrés

oxidativo, del dano celular y la muerte celular,
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SUMMARY

The number of neurodegenerative diseases as a conseguence of the increase in
lifespan of world population, constitutes one cof the majer problems of public health. In the
field of Parkinson's disease (PD), studies have projected a doubling of its prevalence in the
period 2005-2030. The hypothesis that oxidative stress contributes to neurcdegeneration in
PD is based on the pro-oxidant catabolism of dopamine and the existence of iron
accumulation, which has been deftermined and verified through a variety of evidences.
Yet, the mechanism of iron accumulation has not been determinated. The recent
discovery of mitochondrial proteins implicated in iron homeostasis, such as mitochondrial
feritin (MtFt), a novel fenitin H chain-like protein; suggest a level of complexity in cellular
and mitochondrial iron metabolism not previously imagined. In contrast fo cytosolic ferritin
(cFt), MtFt expression correlates with the number of mitochondria rather than the iron
storage capacity of the cell. It has been suggested that the role of MiFt is protection
against oxidative damage to the mitochondria. Its function in the mitochondria is
extremely important since this organelle is the site of heme and Fe-§ cluster synthesis. Thus,
iron in mitochondria must be available for synthesis while remaining controlled for its
potential oxidative damage.

In this thesis, we studied the role of MtFt y cFt in neuron cells exposed to rotenone, @
cellular model of PD. In particular, there was an increase in the cytosolic labile iren pool
(cLIP} due to an increased level of DMT1+IRE, a decreased level of cFt and ferroportin. The
increase observed for MiFt, resulted in increased iron incorporated into the mitochondria,
thereby increasing the levels of mitochondrial labile iron pool (MLIP). These events should

promaote the increase of oxidative stress, cell damage and cell death.
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INTRODUCCION

1. Enfermedad de Parkinson (EP)

En 1817, el médico britdnico James Parkinson describid los aspectos clinicos
cenfrales de lg gue actualimente es la segunda enfermedad neurcdegenerativa mas
comUn después de la enfermedad de Alzheimer (EA). En su célebre monografia sobre la
pardlisis agitante, “Essay on the Shaking pdlsy”, Parkinson, describid un sindrome
caracterizado por la presencia de temblores en reposo, pardlisis y cambios posturales. La
enfermedad de Parkinson (EP), como fue posteriormente nombrada en lugar de pardlisis
agitante, es el desorden relacionado al movimiento mds frecuente en el mundo. La
prevalencia en paises industrializados aumenta marcadamente con la edad vy es
estimada cercana al 1% en personas sobre 1os 60 afios y en un 4% en personas de 80 anos
de edod (Nussbaum y Ellis, 2003). La edad de inicio de los sintomas es cercana a los 55
afos (Daver y Przedborski, 2003).

Clinicamente, EP es definida como la combinacién de problemas motores
centrales progresivos como son: temblores involuntarics, rigidez muscular, bradicinesia o
lentitud en los movimientos, perdida de los reflejos posturales, inestabilidad postural e
incopacidad para comenzar movimientos voluntarios  (fenémeno conocide como
congelamiento o freezing). Problemas emocionales, cognitivos y psiquidtricos ocurren
frecuentemente en estos pacientes (Daver y Przedborski, 2003).

Fisiologicamente, EP se caracteriza por la degeneracidon de las neuronas
dopaminérgicas que conforman el circuito nigroestraido y la presencia de inclusiones
proteicas citoplasmdticas, denominados cuerpos de Lewy (LBs), en las neuronas
remanentes. Los cuerpos celulares de las neuronas del circuito nigroestriado  se
encuentran localizados en la Substancia Nigra pars compacta (SNpc) y se proyectan al
ganglio basal, donde forman sinapsis con los nucleos putamen y caudado en el estriado.

Lla perdida de estas neuronas, las cuales normalmente contienen el pigmento



neuromelamina (Marsden, 1983), produce la despigmentacion de la SNpe, un marcador
patoldgico de la enfermedad. En el inicio de los sinfomas, cerca del 80% de la dopamina
liberada en el putamen ha disminuido y cerca del 60% de las neuronas dopaminérgicas se
han perdido. En vida, el diagnodstico de la EP se hace sobre bases clinicas pero el
diagndéstico  definitivo requiere la identificacion de LBs y la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en el tejido postmortem. LBs no son especfficos de EP, también son
encontrados en una condicidn denominada “demencia con cuerpos de Lewy” v en EA
(Gibb y Lees, 1988). LBs son estructuras esféricas de agregados proteicos citoplasmaticos
eosiniflicas compuestas de numerosas proteinas entre las que se incluyem  -sinucleing,
parkina, ubiguitina y neurofilamentos (Forno, 1994; Spillantini y col, 1998). El rol de LBs en |a
muerte neuronal es confradictorio, algunos estudios establecen una relacidén enfre una
mayor ocurrencia de EA y EP y la presencia de LBs.

La eticlogia de EP no es completamente comprendida. En unos pocos casos |a
enfermedad puede ser afribuida directamente a mutaciones genélicas heredadas (los
cuales representan sélo el 5% de los casos), sin embargo la gran mayoria de los casos son
considerados come esporddicos e idiopdticos. Varios estudios han fratado de definir la
contribucién ambiental en la eticlogia. Una vida rural asociada al usc de pesticidas y
nerbicidas, la agricultura v el beber agua de pozo podria ser un factor de riesgo en el
desarrollc de una EP de inicio temprano (Privadarshi y col., 2001). Sin embadrgo, el
descubrimiento de genes asociados @ EP ha renovado el interes en factores de
susceptibilidad hereditaria. Factores genéticos y ambientales han side asociades a la
incidencia a la enfermedad y han entregado indicios de los mecanismos involucrados en
la disfuncién y muerte celular. Los eventos que han sido relacionados con o
neurodegeneracion en la EP son: (i) la disfuncion mitocondrial, causada por una inhibicién
especifica del complejo |, (i) un aumento en el estrés oxidativo preducto de un aumento

en los niveles de hierro celular y una disminucion de los niveles de glutation reducido (GSH)



(i) excitotoxicidad, {iv) lo alteracién del sistema ubiguitina-proteasoma e (v] la

inflamacion.

1.1. Disfuncién Mitocondrial en EP

La primera evidencia de gue un defecto en la fosforilacion oxidativa juega un rol
importante en la patogénesis de la EP provino del descubrimiento del compuesto 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Nicklas y col., 1987). En 1982, jovenes drogadictos
desarrollaron un rdpido y progresivo sindrome parkinsoniano debido al uso intravenoso de
1-metil-4-fenil-4-propion-oxipiperidina  (MPPP), un andloge de meperidina {(Demerol)
(Langston y col., 1983). El compuesto MPTP fue el contaminante neurctdxico producido
durante la sinfesis de esta droga. En humanos y monos, MPTP preduce un ireversible y
severo sindrome parkinsoniano. MPTP es capaz de atravesar la barrera hemato-encefdlica
y posteriormente es oxidado en el ion 1-metil-4-fenilpiridino (MPP+) por la enzima
moncamino oxidasa B (MAO-B) locdlizada principalmente en la mitocondria de células
gliales. El metabkolito activo del MPTP, el MPP+ es un inhibidor del complejo | de la cadena
transportadora de electrones mitocondrial y sustrato para el transportador de dopamina
(DAT). El MPP+ ingresa a las neurcnas dopaminérgias via DAT produciendo foxicidad y
muerte celular.

Estudios posteriores identificaron una disminucién en la actividad del complejo | en
la SNpc de pacientes con EP (Langston y Ballard, 1983; Schapira y col., 1990; Greenamyre
y col., 2001). Intoxicaciones en ratones, monos y cultivos celulares con inhibidores de 1a
actividad del complejo | como son MPP+, rotencna y paragquat (Sherer, 2003) son utilizados
como modelos experimentales de la EP (Olanow, 2007) produciendo en estos la perdida
de neuronas dopaminérgicas de la SNpc vy la presencia de inclusiones citoplasmdticas en
las neuronas remanentes, similares a las observadas en pacientes con EP. Los principales
efectos producidos por la inhibicion del complejo | son un aumento en la produccion de

radicales libres y estrés oxidativo y una disminucién de la sintesis de AT, lo cual causa un



incremento en la concentraciéon de calcio intracelular, excitotoxicidad y dafic celular

relacionado con oxido nifrico (Scotcher y col., 1990).

1.2. Aumento del hierro celular en la EP

Un aumento en el contenideo de hierro total en la SN de pacientes con EP, ha sido
reportado en estudios postmortem a través de diferentes metodos (Sofic y col., 1988,
Dexfer y col., 1989, Hirsch y col., 1991). Estos resultados han side confirmados por estudios
de ultrasonido, resonancia magnética nuclear (Gorell y col., 1995) y en modelos animales
de la enfermedad (Harley y col., 1993). Ademds de este aumento en el contenido de
hierro, se ha determinado un cambic en la relacidn (Fe?/Fedt) desde 2 en cerebros
control @ 0.5-1 en la SN de cerebros parkinsonianos (Sofic y col., 1988; Riederer y col.,
1989). El hiero acumulado esta presente en neuronas dopamingrgicas y microglias
activadas de la substancia nigra (Hirsch y col., 1991; Morris y cal., 1995).

Los mecanismaos por los cucles podria estar ocurriendo este aumento de hierro en
la EP aun no han sido determinados, pero algunos estudios sugieren que la desregulacion
del hierro celular es mediada por un aumento en lo actividad de la profeina reguladord
de hierro 1 (IRP1).

Cultivos primarios de grdnulos cerebrales (CGN) fratados con MPP+ muestran una
disminucién tiempo dependiente de la actividad aconitasa  total (citosdlica vy
mitocondrial), esta inactivacién de la actividad aconitasa podria ser mediada por el
desensamblaje oxidativo del complejo hierro-azufre debido al aumento en los niveles de
ROS y RNS, lo que genera un incremento en la actividad de union de IRP1 a IRE. Esto
genera la estabilizaciéon del ARNm del TR, el aumento en la sintesis del TR y el
consecuente aumento en la incorporacion de hierro celular desde Tf (Shang y col., 2004).
Estudios en nuestro laboratorio, indican un aumento en la actividad de IRP1 y en los niveles
del transportador de hierro DMT1+IRE en neurcnas de la SNpc de ratas tratadas con 6-

OHDA (neurotoxina que aumenta la generacion de radicales libres y utilizada en modelos



de EP) (Salazar y col., 2006). Estos resultados son consistentes con la hipdtesis que la
incorporacion de hierro en EP es mediada por un aumento en la actividad IRP1 a fraves
de un transporte dependiente del TiR y DMTI1, generdndcse una respuesta similar a la
observada en células expuestas a concentraciones deficientes de hierro.

Licng v Patel en el ano 2004 determinaron un aumento temprano del reservorio de
hierre 1dbil o redox-activo mitocondrial (mLIP) en las fracciones mitocondricles neuronales
de la SN de ratenes intfoxicados con MPTP seguido por un aumento del contenido del
hierro citosdlico. Paralelamente a la acumulacion del hierrce mitocondrial inducido por
MPTP se observa la inactivacion de la enzima aconitasa mitocondrial. Estos resultados
sugieren que MPTP moviliza dos reservorios de hierro distintos, un reservorio mitocondrial
temprano que precede o la pérdida de neuronas dopaminérgicas y un reservorio
citosdlico tardio que coincide con la perdida de neuronas dopaminérgicas (Liang y Patel

2004).

2. Estrés oxidativo y el hierro como productor de ROS

En vertebrados, numerosos procesos fisioldgicos incluyendo el transporte de
oxigeno, la sintesis de ATP y fosforilacion oxidativa, la sintesis de ADN, la sintesis y
metabolismo de algunos neurotransmiscres y hormenas, y clertos aspectos de la defenso
inmune requieren de proteinas gque utilizan hierro como cofactor (Youdim y col., 1990; Hill,
1985; Gutteridge y Halliwell, 2000, Wu vy col., 2004]. El hierro participa en los procesos
metabdlicos experimentando reacciones de oxido-reduccién, lo cual permite a este
metal sufrir interconversion entre los estados de catidon divalente o ferroso (Fe?+} v el catidn
trivalente o férrico (Fe*) (Papanikolaou y Pantopoulos, 2005). La habilidad de donar y
aceptar un electrdn en estas reacciones no sélo centribuye al rol critico del hiero en
procesos fisioldgicos, sino que también puede guiar a un imporiante estrés oxidativo
celular mediante la produccion de radicales libres cuando un exceso de este metal estd

presente (Wardman y Candeias, 1994).



El estrés oxidativo es generalmente definido como un deskalance entre estimulos
pro y anti-oxidantes que favorece la produccion de especies reactivas (RS) por sobre las
defensas anfioxidantes, guiando o un dafio oxidative. Enfre las RS se incluyen a las
especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrégeno (RNS), haldégenos
reactivos y especies sulfuro-reactivas. Las ROS incluyen a radicales de oxigeno y derivados
no radicales del oxigeno, como el perdxido de hidrégeno (H202), el dcido hipocloroso
(HOCI) vy el ozono (Qs). El precursor de gran parte de las ROS es el radical libre anion
superdxido (02, el cual posee un electrén no apareado y es el producte de la reduccion
incompleta del oxigeno molecular (O2) producido durante la respiracién mitocondrial
normal {Chance y cal., 1979). La posterior dismutacién del Oz de manera espontanea o
catalizada por la enzima superoxido dismutasa (SOD), produce la reduccion de Oz en

H2O2 (1).

1) 202 + 2H* — H20z2 + Oz Eo: 0.89 V; AG =-85.9 KJ/mol

El HoOz2 es débimente reactivo v es capaz de atravesar membranas celulares
participando en procesos de transduccién de sefiales. A pesar de su pocao reactividad, &l
H20» puede ser citotéxico y aunque una peguefia parte del dafio celular mediado por
H:0: es directo, por ejemplo la inactivacion de la enzima glicolitica G3PDH (Bredie v Reed,
1987), el H.02 es capaz de producir la oxidacion de lipidos, ADN y proteinas debido a la
reaccién con hierro.

El hierro es productor de radicales libres meciante una reaccién no-enzimdtica
conocida como reaccidn de Fenton, en donde el hierro en su estado reducido (Fe?)

media la conversion de H2O: al radical hidroxilo (‘OH), el que es altamente reactive (2).

2) Fe2+HxOp — Fe3* + OH+OH  Eo: 0.28 V; AG =-27.0 KJ/mol



Similarmente, el ambiente reductor infracelular favorece la reaccién entre Fez+ y
oxigeno molecular, generando el anidn superdxido en una reaccién conocida como

reaccion de Haber-Weiss (3).

3) 2Fe? + 202 — 2 Fed + 20, Eo: -0.26 V; AG = 25.1 KJ/mol

Estas tres reacciones conforman la base de la relacidn Fe/ROS en ambientes
infracelulares. Su acoplamiento resulta en la reaccién 4 (la cual es altamente favorable),

la que establece la relaciéon entre hierro v la produccion del radical hidroxilo.

4) 3Fe?*+ Oz +2H* = 3Fe3*+ OH+OH E 091V, AG =-87.6KJ/mol

La forma oxidada de hiero (Fe3) producido en las reacciones 2) y 3) es
nuevamente reducido por reductores celulares, como Oz, ascorbato y glutation reducido
(GSH), comporténdose como catalizadores de la produccion de los radicales libres
hidroxilo y anidén superdxido.

Existe importante evidencia que indica una relacion entre la acumulacion de
hierro en el cerebro con la edad vy el estrés oxidativo gue podria causar un amplio rango
de desordenes neurodegenerativos del sistema nervioso central, entre los que se cuentan
las enfermedades de Huntington (Moos y Morgan, 2004), Ataxia de Friedreich, anemia
sideroblastica ligada al cromosoma X, EP y EA. Una acumulacién celular de hierro vy la
posterior formacion del ‘OH guia a varias formas de modificaciones oxidativas reversibles e
imeversibles de lipidos (derivados lipidicos de hidroperdxido), ADN (aductos y quiebres) y
proteinas (carbonilacion y modificaciones nitro) cuyo mal plegamiento vy agregaciéon
guian a la formacion de cuerpos de inclusion intracelulares, los cuales son marcadores
postmortem de muchas enfermedades neurodegenerativas (Alam y col., 1997a; Alam vy
col., 1997b; Dexter y col., 1994; Spencery col., 1994).

Dado el numero de enfermedades neuroldgicas asociadas con una acumulacion

de hierro en el cerebro y la necesidad de aumentar el conocimiento de los mecanismaos



de la homeostasis de hiero en neuronas y glias se ha esfimulado el estudio de los
mecanismos involucrados en el transporte y almacenamiento del hierro en el cerebro. Sin
embargo, en el caso de la EP aln se desconoce los cambios de expresién de proteinas
citosélicas y mitocondriales involucradas en el metabolismo del hierro y la relacién con el
desarrollo de esta enfermedad.

Debido a que el hiero es un metal potencialmente toxico, las células despliegan
mecanismos franscripcionales y post-transcripcionales de regulacidén gue son analizadas a

continuacion.

3. Homeostasis neuronal del hierro

3.1. Componentes de la homeostasis celular del hierro

En el plasma sanguineo el hierro es transportado principalmente como Fe3+
asociado a la proteina de unidn a hierro, Transferrina (Tf), una proteina que puede
transportar 1 & 2 dtomos de hierro por molécula (HoloTf). Después de la unidn de la HoloTf
a su receptor (TfR) presente en la membrana plasmdatica, se produce la internalizacion del
complejo HoloTf-TiR hacia el citosol a través de vesiculas endociticas (Richardson y Ponka,
1997). El hierro presente en la HoloTf es liberado en un compartimienio endosomal
acidificado, para luego ser reducido a Fe? y transportado a través de la membrana
endosomal hacia el citosol por el tfransporfador de metales divalentes (DMT1 o DCTI,
Nramp2) (Andrews, 1999). La Tf libre de hierro (ApoTf) es transportada unida a TR, hacia la
membrana plasmdtica, donde es liberada a la circulacién para un nuevo ciclo de
movilizaciéon y entrega de hierro (Figura 1).

El nuevo hierro incorporado en el citosol puede: (i) formar parte del reservorio de
hierro 1Gbil citosdlico (cLIP, Labil Iron Pool) o hierro reactivo citosdlico, (i) ser almacenado
por la proteina feritina citosdlica (cFt) (Hamison y Arosio, 19%6) o (i) el exceso ser

eliminado mediante el transpoertador de salida de hierro Ferrcportina 1 (Iregl o MTP1). En el



medio extracelular, la enzima ferroxidosa ceruloplasmina es la responsable de la
oxidacion del Fe*2 para ser unido a ApoTf.

Aunque el exceso de hiermro es almacenado en el citosol, mucho del hierro
metabolicamente activo es procesado en la mitocondria. El hierro que es destinado a
este organelo puede: (i) formar parte del reservorio de hierro |dbil mitocondrial {(mLIP) o
hierroe reactivo mitocondrial, (i) abastecer a este organele de hierro para la sintesis de
grupos hem y complejos hierro-azufre o [iii) ser almacenado en la mitocondria, por la
proteina ferritina mitocondrial (MtFt) (Leviy col., 2001).

En el plasma sanguineo, ademds existe hierro no unido a Tf, este hierro puede ser

incerporade a la célula por la presencia de DMT1 en la membrana plasmatica. Antes de

gue el hierro no unido a Tf sea incorporado por DMTI, &l Fe”' es reducido a Fe’’ por la
enzima duodenal citocromo b (Dcytb) (McKie y col., 2001). Dcytb es expresada también
en el bazo y probablemente en el higado (Latunde-Dada y col., 2004), pero no existen

reportes de expresion de Dcytb en células cerebrales.

3.2. Reservorio de hierro labil (LIP)

Aungue la mayor parte del hierro presente en la célula se encuentra asociado a
una amplia variedad de proteinas, una fraccién menor de hierro se encuentra débilmente
unida a una poblacién heterogénea de compuestos de bajo peso molecular como
fosfatos, nucledtidos, grupos hidroxilos, aminos vy sulfidrilos (Kakhlon y Cabantchik, 2002;
Petrat y col., 2002). Estas formas, colectivamente definidas comao reservorio de hierro 1abil
o LIP, estan asociadas a importantes funcicnes: (i} fisioldgicamente, LIP es la fuente de
hierro disponible para ser incorporado en proteinas que requieren de complejos hierro-
azufre o grupos Hem para su funcidn, (i) farmacolégicamente, es el blanco de quelantes
y de neutralizadores de radicales libres (free-radical scavengers) vy (i) toxicoldgicamente,

actuan promoviendo la formacién de radicales libres mediante la reaccién de Fenton.



Debido al ambiente reductivo celular, el hierro en el LIP se encuentra predominantemente

en el estado de Feﬁ. Normalmente, LIP representa 3-5% del hierro celular total. Sin
embargo, esta proporcion es modulada por factores intrinsecos y extrinsecos tales como
la sobrecarga de hierro (Breuver y col., 1996}, el tratamiento con quelantes (Zanninelli y col.,
1997: Zanninelli y col., 2002) y la manipulacién de la expresién de ferritina (Epsztejn y col.,
1999; Kakhlon y col., 2001). A modo de ejemplo, células de neuroblastcma cultivadas en
condiciones de alto hierro contienen 3-4 veces mas LIP que células cultivadas en
condiciones de bgajo hiemo (NUfez y col, 2004). Ademds, células con LIP dlto
invariablemente presentan mayores niveles de ROS.

La determinacion y el estudio de los niveles de LIP en células vivas se han realizado
mediante el uso de sondas fluorescentes. Estas moléculas unen con baja afinidad el hierro
disponible. Luego de la unién del hierro, la sonda sufre un cambio conformacional, lo que
produce el apagamiento de su fluorescencia (guenching). La disminucidn de la
fluorescencia es proporcional al hierro Idbil presente. La adicion de un quelante
permeable y de alta afinidad por hierro, desplaza el hierro unido a la sonda y le devuelve
a ésta su fluorescencia mdéxima (Espdsito v col., 2002). La diferencia entre la fluorescencia
mdxima alcanzada tras agregar el quelante permeable y la fluorescencia basal es
proporcional a la magnitud del LIP. El desarrollo de sondas fluorescentes con destinacion
subcelular ha permitido la determinacidn de los reserverios de hierro 1dbil citosdlico (cLIP)
(Breuer y col., 1995) y mitocondrial (mLIP) (Petrat y col., 2001; Petrat y col., 2002). Después
de cargar las células con la sonda, la fluorescencia intracelular puede ser visualizada con
microscopia de fluorescencia o confocal (Petrat y col., 1999}, y cuantificada con lector de

fluorescencia de microplacas (Espdsito y col., 2002).
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Figura 1. Metabolismo del hierro celular neuronal. La HoloTf se une a su receptor, TR, en la superficie
celular. Este complejo (HoloTf-TfR) se localiza en una cavidad cubierta de clatfrina, la membrana se
invagina iniciando la internalizacién mediante endocitosis. La acidificacidn del endosoma, mediado
por una bomba de protones, es necsasaria para la liberacion del hierro desde Tf, el cuadl es
fransportado fuera del endosoma por el fransportador DMT1. La ApoTf es devuelta a la membrana
celular unida a TfR, donde, a pH neutro, se disocia para participar nuevamente de ciclos de entrega
de hierro. El hierro enfregado puede ser fransporfado a la mitocondria © ser aimacenado en |a
forma de cFt y hemosiderina en el citosol. clP (Reservorio de hierro reactivo citosdlico). mLIP
(Reservorio de hierro reactivo mitocondrial). TfR1 es ubiquiamente expresado, mientras que la
expresion de TfR2 se encuentra restringida a hepatocitos, células cripticas ducdenales y células
eritroides. Sin embargo en células de neuroblastorma humano SH-SYSY los niveles de TR1 fueron
menores a los observados para TfR2. (Modificado de Henize y col., 2004).

3.3. Proteinas reguladoras de hierro (IRPs)

El mecanismo de control homeostatico del hierro es realizado principalmente por
proteinas que registran la disponibilidad del metal a través de interacciones directas con
el hierro 1&bil presente en el citosol, el cLIP. Estas proteinas de unién a ARN, conocidas con
el nombre de proteinas reguladoras de hierro 1y 2 (IRP1 e IRP2, de Iron Regulatory Protein)
y gue en conjunto san denominadas IRPs, son responsables del control post-transcripcional
de los ARN mensajeros de proteinas involucradas en el metabolismo celular del hierro. Este

control se ejerce a través de la asociacién de las IRPs con sitios altfamente conservados,
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conocidos como elementos de respuesta a hierc {IREs de Iron Responsive Element)
presentes en la regién 5° y 3' no traducida (UTR de Untranslated Region) de un ARNm.
Estas proteinas permiten optimizar la funcién de numerosos componentes celulares
dependientes de hierro ajustando rdpidamente las concentraciones de cLIP (Hentze vy
KUhn, 1996). La unién de estas proteinas a un IRE presente en el 5’ UTR, como en el ARNm
de las sub-unidades de cFt, controla la unién de los ribosomas al ARNm, pero cuando un
IRE esta presente en el 3' UTR, como en el ARNm de TfR, la sintesis de proteina es
controlada a través de la degradacion del ARNm. Un aumento en los niveles del hierro
citosdlico guia a la formacién de un complejo hierro-azufre [4Fe-4S], presente en el sitio
activo de IRP1. La formacion de este complejo previene la unidn de esta proteina a IREs,
asi, el ARNm de las sub-unidades de cFt es traducido libremente y el ARNm de TR es
degradado por endonucleasas no caracterizadas. El aumento en los niveles de hierro
citosdlico guia a la degradacién de IRP2 de manera hierro-dependiente, y su actividad no
es regulada por un cambio en los complejos hierro-azufre (Rouault, 2006). Inversamente,
una disminucién del hierro citosdlico guia al desensamblaje del complejo hierro-azufre 1o
que promueve un aumento en la actividad de unién de las IRPs a IRE con la consecuente
disminucién en cFt y un aumento de TfR (Figura 2).

La actividad de IRP1 ademds de ser modulada por los niveles de clLIP y la
formacion del complejo hierro-azufre presente en su estructura tambien puede ser
modificada por ROS y especies reactivas de nitrdgeno (RNS). El complejo hierro-azufre de
IRP1 puede ser oxidado vy desestabilizado por oxigeno, éxido nitrico y peroxinitrito (Cairo vy
col., 2002) y puede ser indirectamente desensamblado por H202 mediante la activacion
de una via de sefidlizacién (Mueller y col., 2001). Un aumento en la actividad de IRP1 ha
sido cbservada en condiciones de estrés oxidativo, este aumento en la actividad produce
un aumento en la entrada de hierro y una disminucion de la capacidad de

almacenamiento de este, lo gue inevitablemente guia a un aumento en los niveles de LIP
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y un aumento en la generacion de ROS en un circulo vicioso el cual finaliza con la muerte

celular (NURez-Millacura y col., 2002; NUfez y col., 2003).

3.4. Proteinas de Almacendje de hierro

3.4.1. Feritina Citosédlica (cF)

La baja solubilidad de Fe?* en condiciones fisioldgicas (Kd=10-8 M) ha permitido a
los organismos vivos a adoptar durante la evolucion mecanismos eficientes de transporte
y almacenamiento del metal. La proteina cFt permite el secuestro y la mantencion del
hierro en una forma no téxica y biodisponible. Las cFts se desarrollaron filogenéticamente
temprano y estan presentes en arguecbacterias, eubacterias, plantas, invertebrados vy
mamiferos. Las secuencias de ADN y proteina para ferrtinas varian, especialmente en
bacterias, pero sus estructuras terciarias y cuaternarias estan allamente conservadas. En
bacterias y plantas, las cFts estdn compuestas de 24 sub-unidades del mismo tipo, sin
embargo, en mamiferos existen dos fipos de sub-unidades una pesada H (cFtH) y una
liviana L (cFiL). Dependiendo del tipo celular, cFtH y cFtL se co-ensamblan en diferentes
razones para formar una molécula multimérica de 24 sub-unidades (Andrews y col., 1992).
La molécula de cFt es una esfera ahuecada con un didmetro externo de 12 a 13 nm. La
cavidad central de cFt, de 7 a 8 nm de didmetro, es el sitio de almacendaje del hierro y es
capaz de adquirir hasta aproximadamente 4.500 dGtomos de hierro, aunque su saturacién
normal es de 800 a 1000 dtomos de hierro por molécula (Figura 3). Para ser almacenado,
el hierrc en el estado de oxidacion Fe?t enfra a la cavidad central de cFt a traves de
canales hidrofdbicos. La posterior oxidacion a Fe?*, llevada a cabo por la sub-unidad cFtH,
permite su mineralizacién. Bajo condiciones de bajo hierro citosdlico, el hierro
almacenado al interior de cFt es reducido a Fe?* y transportado al exterior de cFt (Harrison

y Arosio, 1996) aungque a una menor velocidad que la de entrada (Liv y col., 2007).
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Figura 2. Regulacién post-transcripcional de cFt y TiR. Los niveles de las proteinas de cFt y TiR son
regulados post-transcripcionalente por las proteinas reguladoras de hierro, IRPs. Estas proteinas son
capaces de unirse a los elementos de respuesta a hierro, IREs, localizados en la regién 3"y 5" no
traducida de los ARNm de TfR y cFt, respectivamente. En condiciones de deficiencia de hierro, IRPs
se unen a IREs, protegiendo el ARNm de TfR de la degradacion por endonucleasas y previniendo la
sintesis de ferritina. Cuando un exceso de hierro esta presente, el IRP modificado no es capaz de
unirse a los IREs — en el caso de IRP1 el sitio de unidn es blogueado por la formacién de un complejo
hiero-azufre [4Fe-4S], mientras que la profeina IRP2 es degradada en el proteosoma - permitiendo la
expresion de feritina y la degradacion del ARNm de TfR (Modificado de Rouault, 2006).

cFtH (21 kDa) contiene la actividad ferroxidasa responsable de la rédpida oxidacién
de Fe?* a Fe?. Los siete residuos de aminodicidos que contribuyen a la formacién del

centro ferroxidasa estdn conservados en todas las cFts, con excepcion de la sub-unidad
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cFtL (19 kDa) que posee la particularidad de ofrecer residuos de aminodacidos dcidos en la
superficie de la cavidad que facilitan la nucleacion y mineralizaciéon del hierro. cFis
enriquecidas en cFiL son ascociadas al almacenamiento de hierro, mientras que cFis
enriquecidas en cFtH son asociadas a respuesta a estrés (Zecca y col., 2004). En el
cerebro, cFits enriquecidas en cFtH se encuentran predominantemente en neuronas, cFis
enriguecidas en cFtL se encuentran predominantemente en microglias, mientras que
oligodendrocitos expresan cantidades similares de ambas sub-unidades (Connor y col.,
1994]). Una baja expresidon de cFt es observada en astrocitos, indicande que estas celulas

tienen poca capacidad de aimacenamiento de hierro (Zeccay col., 2004).

Figura 3. Representacién de ferritina citosdlica (cF). cFf es una proteina esférica que consiste de 24
sub-unidades (o cadenas peptidicas) plegadas en elipsoides, conectadas a través de uniones no
covalentes. Los dos tipos de sub-unidades, una pesada cFiH y una liviana cFiL, forman una esfera
ahuecada de aproximadamente 7 a 8 nm de didmefro interno y un digmetfro externo de
aproximadamente de 12 a 13 nm que es capaz de secuestrar y mantener hierro en una forma no
téxica y biodisponible (Modificado de Kalantar-Zadeh K y col., 2006).

Un aumento en la transcripcidn del gen de cFtH ha sido observado en células
expuestas a citoqguinas (Torti y Torti, 2002), oxidantes como el H202 (Tsuji y col., 2000} y a
inductores de la respuesta antioxidante de fase || como t-butilhidroginona (t-BHQ), olfipraz
y 1,2-ditiol-3-tion (D3T) (Pietsch y col., 2003). La induccidn de la transcripcion mediada por
hierro del gen de cFilL, y no de cFtH, ocurre solamente luego de la exposicion cronica a

dosis de hierro extremadamente elevadas, lo que ha sido determinado en células Hela v
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ratas mediante el ensayo de frascripcion run-on (nuclear run-on assay) (White y Munro,
1988: Cairo y col., 1985), mediante Northern pblofs en ratas v ranas (Dickey y col., 1987,
Leggett y col., 1993) y mediante andlisis de microarrays (Muckenthaler y col., 2003). El
tratamiento con el quelante de hiero desferrcxamina produce und disminucion
especifica de los niveles de ARNm de cFiL. £l mecanismo de regulacion diferencial de
CFtH y cFtL mediado por hierro es aun desconocido. En la actudlidad, los efectos de la
exposicion a elevados niveles de hierro estarfan relacionados con el dafo oxidativo
iniciado por hierro, en vez de una respuesta directa al hierro. cFt en conjunto con otros
genes de respuesta antioxidante y detoxificacién posiblemente permiten una defensa
concertada en contra de insultos oxidativos (Balla y col. 1992; Torti y Torti, 2002; Hinfze vy
Theil 2006).

Sobre el 90% del hierro citosdlico es almacenado en cFt. Debido a que el hiemo
presente en feritina no es redox-activo, este es considerade como hierro “seguro”. Sin
embargo. cada vez gue ferritina es degradada (la vida media de feritina presente en
microglias es de 3-3,5 horas, Mehlhase y col, 2005) el hierro almacenado es liberado

contribuyendo transcientemente al LIP y a un aumento de RCS.

3.4.2. Metabolismo del hierro mitocondrial

Desde su descubrimiento, la mitocondria es reconocida como un componente
esencial y dindmico de la bioguimica celular. La mitocondria es un organelo central en
varias funciones celulares incluyendo la generacion de ATP a fraves de la fosforilacién
oxidativa, la homeostasis intracelular de Ca? (Giorgi y col., 2008), hierro (c tfravés de la
biosintesis de grupos hem y complejos hierro-azufre) pirimidinas vy estercides. Son las
responsables de la formacion de la mayer parte de ROS (Brookes v col., 2004} y actian
como los ejecutores en la apoptosis mediante la liberacion de varias protelnas que inician
la muerte celular programada (Garrido y Kroemer, 2004). La complejidad de la

mitocondria ha sido graduclmente revelada por el estudic vy la caracterizacion de
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defectos moleculares involucrados en una variedad de enfermedades genéticas
humanas, las cuales han revelado las posibles vias del trafico de hierro desde y hacia la
mitocondria. Entre las enfermedades relacionadas con disfuncionalidad mitocondrial, el
estudio de las enfermedades Ataxia de Friedreich (FA) y anemia siderobldstica ligada al
cromosoma X (XLSA/A) han eniregado resultados relevantes para comprender el
metabolismo del hierro mitocondrial y celular. En ambas, se produce la acumulacion
mitocondrial de hierro especialmente en tejidos con elevado numero de mitocondrias,
como el tejido nervioso y cardiaco (Puccio y col., 2001; Pandolfo, 2002; Bekri v col., 2000).
Un exceso de hierro libre en el ambiente mitocondrial en pacientes con FA y XLSA/A ha
sugerido un rol esencial del hiero en la patogénesis de estas enfermedades. El uso de
guelantes de hierro y de neutralizadores de radicales libres ha mostrado efectos
protectores frente a cardiomiopatias y neuropatias (Wong y col., 199%; Rustin y col., 1999).
Esto explicaria la participacion del hiero en el dofo de moléculas biologicas
mitocondriales el que seria originado por una sobrecarga de este metal y/o la alteracion
de la homeostasis mitocondrial del hierro en células cardiacas y neuronales (Chaston y
Richardscn, 2003). Es por esto que el hierro jugaria un rol crucial en muchos aspectos del
metabolismo de la mitocondria v los efectos de una interrupcion de estas vias podrian ser
catastroficos. En consecuencia, la mitocondric deberia poseer suficientes medidas para el
control del trafico y el metabolismo del hierro. El conocimiento del metabolismo del hierro
mitocondrial ha sido confinado mayoritariomente al estudio de los intermediarios en la
sintesis de grupos hem en células eritroides y poco se conoce acerca de las vias de
tréfico y almacenamiento del hierro en este organelo en otros tipos celulares (Napier y col,
2005). El reciente descubrimiento de proteinas mitocondriales involucradas en el
metabolismo del hiero como frataxina (profeina  chaperona), mitoferrinal/2
(transportador de enfrada de hierro), el transportador ABCB4/7 (transportador de salida
de complejos Fe-$) y ferritina mitocondrial (MiFf) ha generado un incipiente interés en las

investigaciones en este campo (Napier y col., 2005).
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3.4.2.1. Fenitina Mitocondrial (MiFt)

MtFt es una proteina de almacenamiento de hierro perfeneciente a la familia de
las Fts (Levi y col. 2001). Fue nombrada como feritina mitocondrial luego de lo
demostracién de que se localiza especificamente en la mitocondria (Levi y col., 2001).
Homdlogos mitocondriales de |a proteina han sido encontrados en primates, raton, rata,
plantas (Zancani y col., 2004) y muy recientemente en Drosophila (Missirlis v col., 2006).
MtFt humana es codificada por un gen sin intrones localizado en el cromosoma 5g23.1
que codifica un ARNm de ~1kb. Los ARNm de MtFt de humano no poseen la secuencia
IRE consenso para el control post-transcripcional dependiente de hierro (Leviy col. 2001).
Asi, la expresidon de MiFt no es regulada por la maqguinaria IRE-IRP, |a cudl centrcla la
homeostasis del hierro celular. La traduccion de MiFt genera un precursor de 242 amino
acidos (30 kDa) (Drysdale y col. 2002) que es procesado proteclificamente en la
mitocondria para producir una sub-unidad de 22 kDa que es capaz de formar und
molécula multimérica de 24 sub-unidades que une hierro tan eficientemente como cFt
(Langlois d'Estaintot y col. 2004).

Lo expresion de MiFt esta restringida a tejidos con actividad respiratoria elevada, y
no a tejidos relacionados con el almacenaje de hierro, como ocure con cFt. En humanos,
los ARNm y proteina de MiFt son defectados principalmente en testiculos y cerebro (Leviy
col. 2001). Se postula que la principal funcién asociada a esta proteina es el secuestro de
un excesc de hierro, como lo realiza cFt. Esta funcidn al interior de la mitocondria es de
principal interés, ya que en estos organelos se realiza la sintesis de grupos hem y complejos
hierro-azufre y por lo tanto, estan expuestos a un trafico importante de hierro (Arosio y Levi,
2002; Lill v Kispal, 2000). Es posible que el hierro secuestrado en MiFt no esté disponible
para participar en la reaccién de Fenton, protegiendo a la mitocondria del dano
oxidativo.

Recientes estudios en células Hela y H1299 transfectadas con cDNA de MtFf

muestran que la sobreexpresion de MiFt causa una deficiencia de hierro citosdlico,
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produciendo un incremento en la actividad de union de las IRPs a IRE, un aumento en los
niveles de TiR y una disminucion de cFt. Consecuentemente, la induccidon de MtFt resulta
en un dramdatico aumento en la incorporacién del hierro celular desde fransferrina, el cual
es incorporado a MtFt. Ademds, la induccién de MtFt produce un desplazamiento del
hierro presente en cFT a MiFt y una disminuciéon de Ia actividad de la enzima aconitasa
mitocondrial, la que requiere un complejo hierro-azufre [4Fe-4S] intacto para su funcidn,
sugiriendo gue la sobre-expresidn de MiFt disminuye la disponibilidad de hierro para la
sintesis de los clusters hierro-azufre (Corsi y col. 2002, Nie y col. 2004). Estos antecedentes
indican que MtFt incorporaria hierro mas eficientemente que feritina citosdlica y su sobre-
expresion causa un fenotipo similar al observado en células expuestas a condiciones de
deficiencia de hierro. A pesar de los antecedentes que postulan a MiFt como una
proteina que secuestra hierro de una forma no téxica y que protegeria de la muerte
celular, una reciente investigacion de Lu y col., 2009 demuestra que la sobre-expresion de
MiFt en células Hela ademds de causar los efectos anteriormente descritos, produce una
disminucién dosis dependiente en la viabilidad celular la gue se asocia con una
disminucion en la actividad metabdlica mitocondrial, del potencial de membrana
mitocondrial y una disminucion en GSH. Ademds, la sobre-expresion de MiFt produce
aumento significativo en la produccion de ROS y de la apoptosis con un incremento de [os
niveles de la proteina pro-apoptdética Bax y una disminucién de los niveles de la proteina
anti-apoptdtica Bcl-2. En conclusidon, MiFt es capaz de adquirr muy efectivamente hierro
desde Tf como también el hierro presente en ferritina citosdlica. Pero, la sobre-expresion
de MtFt compromete la funcidon de al menos dos proteinas, IRP1 y aconitasa mitocondrial,
que requieren hierro para una adecuada funcidn. Aungue el hierro acumulado en MtF
podria no estar disponible para el uso metabdlico v la reaccion de Fenton, el nuevo hierro
adquirido desde el medio extracelular y el hierro liberado luego de la degradacidon de
MtFt podrian ser los responsables del aumento de la sensibilidad a estrés oxidativo y

muerte celular en las células que sobre-expresan MtFt.
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Una de los limitaciones propias del estudio de tejido post-mortem de pacientes con
la enfermedad de Parkinson es que ellos reflejan los estadios tardios de la enfermedad, en
donde ha ocurrido ya una masiva muerte de neuronas dopaminérgicas. Para evaluar el
curso temporal y las consecuencias en los cambios de expresidn de diferentes proteinas
involucradas en el metabolismo de hierro, es que decidimos utilizar el compuesto
rotenona, un inhibidor del complejo | mitocondrial, en células dopaminérgicas humanas
SH-SY5Y como modelo celular de la enfermedad de Parkinson. Esta tesis estuvo centrada
en el posible rol de MtFt y cFT en la homeostasis del hierro en este modelo de la

enfermedad.
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HIPOTESIS

En células dopaminérgicas humanas, la inhibicion del complejo | mitocondrial
resulta en una desregulacién de la expresion de proteinas involucradas en la homeostasis

del hierro que favorece la acumulacion de hierro en la mitocondria y la muerte celular,

OBJETIVO GENERAL

Determinar en células neuronales dopaminérgicas humanas SH-SY5Y expuestas a
diferentes concentraciones de rotenona, como un modelo celular de la enfermedad de
Parkinson, los cambios en la expresion de proteinas citosdlicas y mitocondriales implicadas

en la homeostasis del hierre v de factores que responden al estrés oxidativo

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de rotenona sobre los niveles de ARNm que codifican para
proteinas involucradas en el metabolismo celular del hierro y estrés oxidativo
Estudiar el efecto de rotenona sobre la expresién de ARNm de cFt, MiFt, DMTI,

ferroportina, Nrf2 y mtHsp70 en células SH-SY5Y.

2. Determinar el efecto de rotenona sobre la expresion de proteinas involucradas en el
metabolismo celular del hierro y estrés oxidativo
Estudiar el efecto de rotenona sobre la expresidon de las proteinas cFt, MtFt, DMTIT,

ferroportina, Nrf2 y mtHsp70 en células SH-SY5Y.

3. Determinar el efecto de rotenona sobre la viabilidad de células SH-SY5Y knock-down
para MtFt
Estudiar la expresidon de factores gue responden a estrés oxidativo y el efecto de

rotenona sobre la viabilidad celular en células SH-SY5Y knock-down para MiFt.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1. Reactivos Generales

De Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) se obtuvo: N-N’-Methylenediacrylamine
{110897); NaOH (106498); CaClz x 2H20 (160482); MgClz (105833); KCI (104636); KH2PO4
(104873); NaCl (106404); Na:HPO4 x 2H20 (106580); HCI (100317); EDTA (1118011); glicerol.
De Invitrogen Life Sciences (California, USA), BenchMark Pre-Stained Protein Ladder (10748-
010). De Winkler LTDA (Santiago, Chile), arcrilamida (BM-0070); Tris (BM-2000); glicina (BM-
0820). De Sigma-Aldrich (USA), Ponceau $ (P-3504); Tween 20 (P5627); Triton X-100 (T-6878);
inhibidor de proteasas (P8340); DEPC (Dietil pirocarbonato) (D5758). De Calbiochem (EMD
Chemicals Inc una empresa de Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), medio de montaje
FluorSave Reagent (345789). De AppliChem GMBH (USA), Caseina (A3275). De
Polysciences Inc (Pennsylvania, USA), paraformaldehido (0380).

De Sigma-Aldrich (USA) se obtuvo Rotenona (R8875, pureza = 95%). Rotenona es &l
mds potente miembro de la familia de rotenoides, compuestos citotdxicos naturales
extraidos desde plantas fropicales, los gque han side ampliamente usados como
insecticidas y veneno para peces. Rotenona es un compuesto altamente lipofilico vy
rdpidamente tiene acceso a todos los drganos (Talpade vy col., 2000). Rotenona es capaz
de unirse (en el mismo sitio que MPP+) e inhibir el complejo | de la cadena respiratoria
mitocondrial. Greenamyre vy col., 2000 reportaron que la administracion intravenosa de
bagjas dosis de rotenona en ratas produce la degeneracion selectiva de neuronas
dopaminérgicas del circuito nigro-estiado acompafada de inclusiones citosdlicas
similares a LB positivas para a-sinucleina. Este modelo fue el primero en relacionar una
toxina presente en el ambiente y la agregacion dea -sinucleina, un marcador patoldgico
de la EP, esta relacién también ha sido observada en cultivos celulares (Uversky y col.,

2001; Sherer y col., 2002; Lee y col, 2002).
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1.2. Cultivo Celular

De Gibco-BRL, Life Technologies (Gaithersburg, USA), se obtuvieron: Minimal
Essential Medium [MEM), medio de cultivo F-12 Nutrient Mixture, MEM aminodcidas no
esenciales suero fetal bovino (FBS), mezcla de anfibidticos/antimicéticos, Tripsina-5mM

EDTA. De Laboratorios Sanderson (Santiago, Chile) se obtuvo agua de calidad inyectable.

1.3. Material Bioldgico

La linea celular SH-SY5Y (American Type Culture Collection nUmerc CRL-2266,
Rockville, MD) es un tercer sub-clon sucesivo de la linea SK-N-SH, la que fue originalmente
establecida de un cdncer de médula ésea humano (Encinas y col., 2000). La linea
parental  SK-N-SH compromete al menos dos fenofipos distintos morfoldgica vy
bioguimicamente: uno neurcbldstico (tipe N} vy ofro substrate adherente (tipo §), los cuales
pueden experimentar frans-diferenciacion. Al ser derivada de un sub-clon neurobldstico,
esta linea celular refiene una peguena proporcidon de células de tipo § (Encinas y col,,
2000). Las células SH-SYSY pueden ser morfoldgicamente diferenciadas a células de
fenotipo neuronal medianfe fratamiento con dcido refinoice. El fratamiento con dcido
retinoico Inhibe la proliferacion celular durante los primeros 8 a 10 dias. Las células no
tratadas continlan en mitosis y contienen cortos procesos de elongacion. Las células
diferencicadas exhiben un aumento en la expresion de la protelna asociada a
microtubulos MAP2, un marcadoer neuronal (Mastroeni y col., 2009). Las células tipo N se
diferencian a un fenotipo neuronal creciendo en centfros celulares con multiples y finas
proyecciones celulares (neuritas), mienfras que las celulas tipo § no experimentan cambios
morfologicos aparentes. Las células diferenciadas exhiben varias caracteristicas de
neuronas colinérgicas y dopaminérgicas, incluyendo la expresion de o enzima
acetilcolina transferasa (ChAT) (Paniman y col., 1995) vy tirosina hidrosilasa (TH), de los
transportadores VMAT, D:R y DR vy incemporacion vy liberacidén de dopamina (DA

(Presgraves y col., 2004; Mastroeniy col., 2008).
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1.4. Anticuerpos

Anticuerpo cFt: anticuerpo policlonal de conejo confra cFt humana (reconoce
ambas subunidades), Rockland Inmunochemicals, Inc (Gilbertsville, USA). Suero policlonal
de conejo contra MtFt donado por el Dr. Paolo Arosio (Levi y col., 2001). Anticuerpo
policlonal de conejo contra Tom20 (Santa Cruz Biotechnology, USA). Anticuerpo policlonal
de conejo en contra Actina (Sigma-Aldrich, USA). Anticuerpo contra DMT1+IRE (Biosonda,
Chile}. Ligquido ascitico contra Ferroportina 1(Biosonda, Chile). Anficuerpo policlonal contra
Nrf2 (Santa Cruz). Anficuerpo policlonal contra Hsp?0 y miHsp70 (donado por la Dra.
Anne-Laure Bulteau). Anticuerpo contra IgG de ratén conjugada con peroxidasa de
rdbano (Sigma-Aldrich, USA). Anticuerpo contra IgG de conegjo conjugada con

peroxidasa de rédbanc (Sigma-Aldrich, USA).

1.5. Fluordforos
De Molecular Probes (Invitrogen Life Sciences, Cadlifornia, USA): Anti IgG de ratén
producido en burro conjugado a Alexa-Fluor 488, Anti IgG de cabra producido en burro

conjugado a Alexa-Fluor 594. ToPro3 (Molecular Probes)

1.4. Equipos

Microscopio Confocal, Carl Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss AG, Gottingen,
Alemania); Lector de placas ELISA SUNRISE (Tecan Trading AG, Suiza); Cdmaras
electroforéticas (Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA); Fuente de poder PS 4010-2
(Sigma-Aldrich); Centrifuga  Mikro 22R  (Hettich, Tuttlingen, Alemania); lector de
microplacas (Sinergy 2,Biotek); Termociclador 7500 para Real-Time PCR (Applied

Biosystems, France].
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2. METODOS

2.1. Cultivo Celular

Las células de neuroblastoma humano SH-SYSY son incubadas bajo humedad a 37
°C vy 5% CO2 en medio MEM/F12 suplementado con 10% suero fetal de bovino (FBS), amino
dacidos no esenciales MEM (Gibco. Invitrogen Cell Culture, USA), 10mM, 10 unidades/mL de
Penicilina, 10 mg/mL de Estreptomicina, 250 ug/mL de Fungizona y buffer HEPES, 20 mM. La
concentracion total de hierro en el medio de cultivo es de 7,02 uM determinada por
espectrometria de absorcidon atdmica (Aguime P y col., 2007). El medio de cultivo fue

cambiado cada 2 dias.

2.2. Tratamiento de células SH-SY5Y con variadas concentraciones de rotenona
como inhibidor del complejo | mitocondrial y evalvacioén de la viabilidad celular

Luego de 8 dias de sembradas, las células SH-SY5Y alcanzan un estado de
equilibrio en el nUmero celular y una confluencia cercana al 80%. En este momento, las
células fueron tratadas por 4 dias con 5 uM de dcido retinoico para luego ser expuestas
diferentes concentraciones de rotenona por 12 y 24 horas. La viabilidad celular fue
medida utilizando el compuesto  3-[4,5-dimetiltiazol-2-i]-2,5-difenil bromuro de tetrazolio
(MTT). El ensayo implica la conversidon del MTT, socluble en agua, al compuesto insoluble
formazan. El formazan luego es solubilizado, y la concentfracion fue determinada
espectofotométricamente a 570 nm.

Células SH-SY5Y fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 2 X
104 por pocillo y tratadas por 24 horas con diferentes concentraciones de rotenona. Luego
de los tratamientos, 100 yl de una soludh de MTT (5 mg/ml) fueron agregados a cada
pocillo para incubar por 2 horas a 37 °C. Después el formazan fue solubilizado {1 hora) cen
DMSO vy se redlizd la medicion de la absorbancia. La viabilidad de las células no tratadas

(control) fue fijada en 100%, la viabilidad para cada tratamiento fue calculado como
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porcentaje del conirol. Los resultados fueron normalizados por el contenido de proteina
total.

2.3. Determinacién de ATP

Para la determinacién de ATP se utilizé un ensayo comercial de luciferina-luciferaza
(Kit de determinacién de ATP, A22066, Molecular Probes). Las células SH-SYSY fueron
expuestas a 12 y 24 horas a 3 concentraciones de rotenona. Después de este tiempo, las
células fueron lisadas con una solucién tampdn de liberacion de ATP celular (25 mM fris-
fosfato (pH 7.8), 2 mM ditiotreitol (DTT), 2mM dcido 1,2-diaminociclohexano-N,N,N',N'-
tétracético (CDTA), 10% dlicerol y triton x-100}. El sustrato luciferina y la enzima luciferaza
de luciérnaga fueron agregadas a la solucién tampén de reaccién en presencia de la
muestra a determinar. La bicluminiscencia fue determinada en un lumindmetro con una
emision maxima de luz de 560 nm. Los niveles de ATP celular fueron convertidos como

porcentaje de las células control no tratadaos.

2.4. Determinacién de los reservorios de hierro 1abil citosélico y mitocondrial en
células SH-SY5Y.

2.4.1. Reservorio de hierro labil citosélico (cLIP)

Células SH-SY5Y crecidas en placas de cultivo de 24 pocillos (Coming-Costar #3524,
USA) fueron expuestas por 12 y 24 horas a condiciones control, de bajo hierro (2 uM) y 3
UM de rotenona en el medio de cultivo, Luego de ser lavadas con PBS, laséulas fueron
incubadas por 15 min a 37°C con el ester no fluorescente de Caceina, CalGreen-AM
(calceina-acetoximetil ester) (Molecular Probes, C1430, USA), a una concentracion final
0,25 uM en buffer HBSS-Glucosa pH 7,4 (Hepes 20 mM, NaCl 137 mM, KCI 5,4 mM, CaClz |
mM, MgClz 0.5 mM, KHPO4 0,4 mM, MgSOs 0,4 mM, NazHPO: 0,3 mM, glucosa 5 mM).
Luego de la incubacion, las células fueron lavadas con buffer HBSS-Glucosa pH 7.4 e
incubadas por 10 min adicionales para permitir la hidrélisis completa de la sonda por las

esterasas citosdlicas. La cuantificacion de la fluorescencia se realizo en un lector de
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microplacas (Sinergy 2, Biotek) con control de temperatura (37°C) con filtros de excitacidon
480/20 nm y emision en 530/20 nm. Se determind la fluorescencia basal por 3 min a
intervalos de 30 segundos entre cada lectura. Luego se agregd 200 uM de DTPA, quelante
hidrofilico e impermeable a la célula, para determinar la fluorescencia extracelular, se
establecid la lectura por 3 min. Luego fue agregado 3 mM del quelante permeable BIP
(2,2 -bipiridilo). El aumento de fluorescencia se siguid por 5 min, la diferencia entre la
fluorescencia mdéxima clcanzada luego de agregar BIP y la basal obtenida luego de

agregar DTPA es proporcional a la magnitud del cLIP (Breuer, 1996).

2.4.2. Reservorio de hierro labil mitocondrial (mLIP)

Células SH-SYS5Y crecidas en placas de cultivo de 24 pocillos (Corning-Costar #3524,
USA) fueron expuestas por 12 y 24 horas a condiciones de bajo hierro (2 pM) v 3 uM de
rotenona en el medio de cultivo. Luego de ser lavadas con PBS, las células fueron
incubaras por 20 min a 37°C con rodamina B-[(1,10-fenantrolina-5-il) aminocarbonil] benzil
ester (RPA) a una concentracién final 0,23M en buffer HBSS -Glucosa pH 7.4. El uso RPA
permite determinar la magnitud del reserverio de hierro [abil mitocondrial (mLIP) (Petrat v
col., 2002; Glickstein y col., 2005). RPA contiene rodamina en su estructura la que le da las
caracteristicas fluorescentes y de destinacion mitocondrial. Ademds, contiene 1,10-
fenantrolina la que permite la formacion del complejo RPA (3)/ Fe?+ (1), El compueste fue
sintetizado en el Laboratorio del Dr. Bruce Cassels, del Departamento de Quimica,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, de acuerdo al métode de Petrat y cols., 2002.

Luego de la incubacidn, las células fueron lavadas con buffer HBSS-Glucosa pH 7.4.
Ademds, se redlizaron lavados con HBSS-Glucosa 5 mM + BSA 1 mg/mL para remover RPA
adsorbido inespecificamente a la placa. La cuantificacion de la fluorescencia se realizd
en un lector de microplacas (Sinergy 2.Biotek) con control de temperatura (37°C) con
filtros de excitacion 530/20 nm y emisién en 590/30 nm. Se determino la fluorescencia basal

por 3 minutos a intervalos de 30 segundos enfre cada lectura, Luego se agregd 200 uM de
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DTPA para determinar la flucrescencia extracelular, se establecié la lectura por 3 min.
Luegoe fue agregado 3 mM del quelante permeable BIP. El cumento de fluorescencia se
siguid por 5 min, la diferencia entre la fluorescencia méxima alcanzada luego de agregar
BIP v la basal obtenida luego de agregar DIPA es proporcional a la magnitud del mLIP

(Breuer, 1996).

2.5. PCR en tiempo real (RT-qPCR)

PCR en tiempo real (RT-gPCR), una variante de la reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR), es utilizada para amplificar y simultdnecmente cuantificar de forma
exacta el producto de la amplificaciéon. RT-gPCR es una combinaciéon de tres pasos: i) la
conversion de ARN en ADN complementario (ADNc) catalizada por la enzima
transcriptasa reversa (RT), i) la amplificacién del cADN mediante PCR vy iii) la deteccion y
amplificacion de los productos de amplificacion en fiempo real.

El ensayo se basa en la medicidn del aumento de la senal de fluorescencia inicial
por sobre una sobre una flucrescencia basal, un pardmetro conocido como Ct (threshold
cycle) o Cp (crossing point). Este aumento de la fluorescencia es proporcional a la
cantidad de ADN producidos durante cada ciclo de PCR. Mientras mayor es la cantidad
inicial de la secuencia blanco, menor s el valor Ct. La correlacion entre la fluorescencia y
la cantidad del producto amplificado permite la cuantificacidon de las secuencias
blancos. Los sistemas de deteccidon por fluorescencia empleados en RT-gPCR pueden ser
de dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos. El
sistema de deteccion utilizado en este estudio fue el de tipo de agente intercalante. Los
agentes intercalantes son fluorocromos que aumentan la emision de fluorescencia
cuando se unen a ADN de doble hélice. El mds empleado en RT-gPCR es SYBR Green . El
principal inconveniente es la baja especificidad de este sistema, debido a que se unen de

manera indistinta a productos generados inespecificamente o a dimeros de partidores.
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Este sistema de deteccién tiene la ventaja de que la optimizacion de las condiciones de

reaccién son faciles y ademds, mds barato que el diseno de sondas especificas.

2.5.1. Obtencién de ARN total desde células SH-SY5Y

Luego de los tratamientos con rotenona por 12 y 24 horas se realizd la extraccion
de ARN desde las células SH-SY5Y utilizando TRIzol (Gibco, Invitrogen Cell Culture, USA)
segun instrucciones del fabricante. Las células fueron lisadas directamente agregando 1
ml de TRIzel @ una placa de cultivo de 3.5 cm de didmetro, el lisado celular es
homogenizado mediante el uso de una pipeta. El homogenizado fue incubado durante 5
minutos a temperatura ambiente, a continuacion se agregaron 0,2 ml de cloroformo, se
agitd vigorosamente y se incubd por 3 minutos a temperatura ambiente. Las muestras
fueron centrifugadas durante 1 minuto a 12.000 x g a 4 °C. Luego, la fase acuosa (superior)
fue traspasada a un tubo Impio v el ARN presente en esta fase fue precipitado mediante
la adicion de 0,5 ml de isopropancl. Las muestras fueron incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente y centrifugadas a 12.000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El
sobrenadante fue eliminado y el sedimentado de ARN fue lavado una vez con etanal al
75 % en H20 tratada con DEPC y centrifugado a 7500 x g por 5 minutos a 4 °C. El ARN fue
disuelto en H:0 tfratada con DEPC vy cuantificado midiendo la absorbancia a 260 nm,

donde 1 unidad de absorbancia equivale a 40 ug/ml de ARN.

2.5.2. Transcripcién reversa (RT)

La sintesis del ADNc se realizd mediante el uso de la transcriptasa reversa
Superscript lll {Invitrogen, 11752), usando como templado 1 ug de ARN total. En un tubo de
micro centrifuga libre de nucleasa se agregaron 1 ug de ARN total, 10 pl de 2X RT Reaction
Mix, 1.8 ul de RT Enzyme Mix y x pl de agua libre de nucleasa hasta completar un volumen
final de 20 pl. El protocolo utilizado para la reaccidon de franscripcion reversa fue el

siguiente: i) 25 °C por 10 minutos, i) 50 °C por 30 minutos, iii} 85 °C por 5 minutos. La mezcla
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es enfriada rdpidamente a 4 °C para luego agregar 1 pl de RNAsa H de E. coli, la mezcla
es calentada a 37 °C por 30 minufos.

Se prepararon 2 diluciones de la muestra de cADN (se considera que la
concentracion de cADN es de 50 ngfll debido a que la amplificacdn de RT es linear). Se
obtuvo una concentracion de cADN de 5 ng/ul luege de haber agregado 180 ul de buffer
TE 0,1X (0,1 mM Tris base, 0,01 mM EDTA) a los 20 ul de la muestra de cADN. Para obtener
una concertaciéon de cADN de 0,5 ngfl se tomaron 20 pl de la muestra de cDNA 5 ng/ul

ala cual se le agregd 180 pl de buffer TE0,1X.

2.5.3. PCR en tiempo real

Para la preparacion de SYBR GreenER se mezclarorulS@lel reactivo ROX
(fluoréforo de referencia utilizado para normalizar la sefial de fluorescencia) con 12,5 ml
de SYBR GreenER gPCR SuperMix Universal (Invitrogen 11762). La reaccion se realizd
utilizando 1 ng de cADN (2 pl de la solucidon de 0,5 ng/ul), 10 pl de SYBR GreenER/ROX, 1 il
de la mezcla de partidores Forward y Reverse 10 uM, 7 yl de agua libre de nucleasa.
Cada reaccion es realizada en triplicado. El protocolo utilizado para la reaccién de PCR
en tiempo real fue la siguiente 50 °C por 2 minutos, 5 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C
por 15 segundos, 60 °C por 60 segundos. El termeciclador utilizade 7500 Real-Time PCR de

Applied Biosystems.

Los partidores utilizados en esta tesis fueren los siguientes:

Nombre Secuencia (5’ — 37)

Feritina Mitocondrial (MiFt) Fw CTCTATGCGTCCTACGTGTACT
MtFt Rev TCCTIGTICCGGCTTICTIGATG
Ferritina Citosélica Sub H (FtH) Fw CCCCCATITGTGTGACTICAT
FtH Rev GCCCGAGGCTTAGCTITCATT
Ferritina Citosolica Sub L (FiL) Fw ATITCGACCGCGATGATGTGG
FtL Rev GAACCCAGGGCATGAAGATCC
Receptor de Transferrina 1 (TiR1) Fw TCCTGTGATCGTCTITITCTIGA
TfR1 Rev TCATCCCAATATAAGCGACGTG
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Receptor de Transferrina 2 (TR2) Fw TGGAGACCCCTACACACCTIG

TfR2 Rev GGCCTGATGATGCAACTGGA
Ferroportina 1 Fw CACAATACGAAGGATTGACCAGT
Ferroportina 1 Rev ATCCCGAAATAAAGCCACAGC
DMTI-IRE Fw CCTATTCTGGCCAGTITGTCATCTG
DMT1-IRE Rev ACGGGTGGCTTICTTCTGTCAGCAG
Proteina de Shock térmico 70 (Hsp70) Fw AGCTGGAATGGCCITAGTCAT
Hsp70 Rev CAGGAGTTIGGTAGTACCCAAATC
Factor de transcripcion NF-E2 (Nrf2) Fw CTTTTGGCGCAGACATICCC
Nrf2 Rev GACTGGGCTICTCGATGTGAC
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

(GAPDH) Fw GAAATCCCATCACCATCTICCAGG
GAPDH Rev GAGCCCCAGCCTICTCCATG

2.4. Aislamiento de mitocondrias

Para la determinacidon de la proteina de MitFt a través de Western Blot, fue
necesario redlizar el aislamiento de mitocondrias debido a que el anticuerpo donado por
el Dr. Arosio fue capaz de reconocer con menor especificidad cFtH. Las mitocondrias
pueden ser facilmente aisladas desde células de mamiferos por un simple método de
homogenizacién, que incluye una centrifugacién a baja velocidad (600 x g) para la
eliminacion de nlcleo, membranas y células no dafiadas, seguido por una centrifugacion
a mayor velocidad (11.000 x g) para la separacién de la fraccion citesdlica y mitocondrial.
El sedimentado final representa una fraccién cruda de mitocondrias.

Las células SH-SYSY fueron crecidas hasta un 80-90% de confluencia (15 x 106
células), diferenciadas por 4 dias con dcido retfinoico y expuestas por 12 vy 24 horas a
concentraciones de rotenona en el medio de cultive de 250 nM, 1 pM y 3 uM. Las&ulas
fueron disgregadas desde la placa de cultivo con Tris-salino EDTA mediante una
incubacién por 10 minutos a temperatura ambiente y fueron colectadas por
centrifugacion a 400 x g por 5 minutos a 4 °C, el sobrenadante fue descartado. El
sedimentado de células fue resuspendido en 10 volimenes (1.5 ml) de Buffer de
Extraccion 1X (HEPES 10 mM / pH 7.5; manitol 200 mM, Sacarosa 70 mM y EGTA 1 mM mds

un céctel de inhibidor de proteasas (leupeptina 10 ug/mil, aprotinina 0,5 ug/ml, pepstatina
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A 07 pg/ml) (100:1[v/v])] e incubado por 15 minutos en hielo. Las celulas fueron
homogenizadas con 30 golpes utilizando un homogenizador Dounce (Sigma, P7734). El
homogenizado fue centfrifugado a 600 x g por 10 minutos a 4 °C. Cuidadosamente, el
liguido sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y centrifugade a 11.000 x g por 10
minutos a 4 °C. E sedimentado es considerado como la fraccidon mitocondrial y el
sobrenadante acuoso, como la fraccion citosdlica. El sedimentade mitocondrial es
resuspendido en un buffer de almacenamiento 1X (HEPES 10mM / pH 7.5, Sacarosa 250
mM, ATP 1 mM, ADP 80 mM, Succinato de Sodio 5 mM, KeHPOs 2 mM y DTT 1mM] vy

almacenado junte a la fraccidon citosdlica a -20°C, para posteriores ensayos.

2.7. Western Blots del extracto celular y la fraccién mitocondrial

Para preparar los extractos celulares, las células SH-SYSY expuestas a diferentes
tratamientos con rotenona se disgregaron desde la placa de cultivo con Tris-salino EDTA
mediante una incubacién por 10 minutos a temperatura ambiente y fueron colectadas
por centrifugacion a 600 x g por 5 minutos. El sobrenadante fue removido vy las células o la
fraccién mitocondrial son resuspendidos en buffer de lisis (50 ul/1x10¢ células) conformado
por una solucién tampdn de lisis (NP-40 0,5%, HEPES10 mM / pH 7.5, MgClz 3 mM, KCI 40
mM, PMSF 1 mM, Glicerol 5%, DTT 1 mM) mds un céctel de inhibidor de proteasas
(leupeptina 10 uyg/ml, aprotinina 0,5 pg/ml, pepstatina A 0,7 pg/ml) (100:1[v/v]), e
incubadas por 15 minutos en hielo. El homogenizado fue cenfrifugado a 10.000 x g por 10
minutos, para guedarse con el sobrenadante. Para determinar la concentracion de
proteinas se utilizd el método del Acido Bicinconinico (Protein Methods).

Para la separacién electroforética, se cargaron 20 ug de proteina en un gel de
poliacrilomida al 12,5 % y 16% (para la determinaciéon de las subunidades cFiH y cFiL de
cFt) en condiciones denaturantes (SDS-PAGE). Una vez separadas las proteinas se
electrotransfirieron a una membrana de nifrocelulosa durante 1,5 heora a 300 mA y 4 °C.

Luege de la electrotransferencia, la membrana fue tefida con Ponceau-$S para ver si gl
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proceso de transferencia fue exitoso, luego la membrana fue lavada con TBS-T20 (Tris-HCI
pH 7, NaCl 150 mM y Tween-20 0,2%) para eliminar el Ponceau-S. Posteriormente, la
membrana fue bloqueada durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion suave
con leche descremada 5% en solucion TBS-T20. La incubacion con el anticuerpo primario
contra las proteinas se realizé durante foda la noche a 4 °C y agitacidn suave. Se
redlizaron tres lavades de 10 min cada uno con TBS-Teen20 para eliminar el anticuerpo
primario unido inespecificamente a la membrana. A continuacion se incubo durante 1
hora con agitacion suave a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti IgG
de ratén o anti IgG de conejo conjugado con peroxidada de rdbano en leche
descremada 0,5% en solucion TBS-T20. Se redlizaron res lavados de 10 min cada uno con
TBS-T20, para luego revelar usando el kit quimiocluminicente y autoradiografia (Pierce,

34080). La sefial quimicluminiscente se detectd mediante placas fotograficas (Fuji).

2.8. Transfeccion estable de células SH-SY5Y mediante lipofectamina

En base a los antecedentes que plantean que la principal funcion de MiFt es
regular los niveles de hierro mitocondriales y de ROS es que decidimos estudicr el efecto
que tendria el knock-down de esta proteina en la viabilidad de células SH-SY5Y expuestas
arotenona.

Para la transfeccion de células SH-SY5Y se utilizd el plasmido pDNA 6.2-GW /EmGFP-

miR (BLOCK-T™ Pol Il miR RNAI Expression Vector Kits Invitrogen) (Figura 3) en el cual fue
incorporado un microRNA dirigido contra MiFt. Este plasmidio contiene las siguientes
caracteristicas:
1. Promotor de citomegalovirus (CMV) humano, este promotor es reconocido por la
enzima ARN polimerasa tipo Il (polimerasa responsable de la expresion de ARNm), lo cual
permite una elevada expresion de microARNs vy genes reporteros co-cistronicos. Este
promotor es activo en muchos tipos celulares de mamiferos.

2. Regiones 5' y 3" que permiten la introduccidén de microARNs en el plasmidio.
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3. Gen de resistencia a espectinomicina que permite la seleccién en E. coli.

4, Origen de replicacion pUC para la expresion en alto numero de copias en E. coli.

5. Gen de resistencia a blasticidina que permite la seleccion en células de mamiferos vy la
generacion de lineas estables expresando el microARN.

4. Expresion co-cistronica del microARN v de la proteina bioluminiscente EmGFP (Emerald

GFP) lo gue permite la seleccion visual de las células que expresan el microRNA.

Los microARNs o miARN son secuencias de simple hebra de ARN de
aproximadamente de 22 pares de bases que se expresan enddgenamente y que
naturalmente producen el silenciamiento de genes a fravés de la enzima denominada
Dicer (miembro de la familia de ARNasas tipo lll, endonucleasas especificas para ARN
doble hebra) (Bartel, 2004). Los microARNs se encueniran presentes, algunas veces en
clusters, en un largo transcrito primario (pre-microARN) de varias kilobases que contiene
una estructura tipo horguilla y que es transcrito por la ARN polimerasa tipo Il (Lee ycol.,
2004). Los pre-microARNs son exportados desde el nicleo hasta el citeplasma. Luego de la
exportacion, el pre-microARN es procesado por Dicer en una secuencia madura de
aproximadamente 22 pares de bases (microARn maduro) para luego ser incorporado en
el complejo mRISC necesario para el silenciamiento génico {Zeng vy col., 2005; Bohnsack y
col,, 2004; Yiy col., 2003; Cullen, 2004},
= Figura 4. Plasmido pDNA 6.2-

P GW/EmGFP-miR. La figura muestra el
plasmidio pDNA 6.2-GW/EmGFP-miR. El

Dral
bt

5’ miR flanking

; vector es proporcionado linearizado

L —— e " .I entre los nucledtidos con 4 pares de
bases no apareados en el 5 de cada

hebra. Pcmv, promotor de

citomegalovirus humano.

Spectinemycin, gen de resistencia al
antibiotico espectinomicina. pUC ori,
pcDNA"6.2-GW/ 9 origen de replicacién pUC. Blasticin,
EmGFP-miR gen de resistencia a blaosticidina.
5699 bp EmGFP, proteina  Emerald  (Em)
fluorescente verde (GFP).
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Se disenaron v probaron 3 secuencias diferentes de microARN contra MfiFt: () un
microARN no especifico para MiFt, denominado 1a, (i) un microARN especifico para MiFt
que produjo una reduccién de los niveles de ARNm de MiFt cercana al 20%, denominado
como 2a y (i) un microARN especifico para MfFt que produjo una reduccién de los niveles
de ARNm de MIFt cercana al 62%, denominado como 3c. La secuencia 3¢ se muestra a

continuacion:

5- TGCTGTCAGGTAGTAGGITICCAGGAGTIIIGGCCACTGACTGACTCCTGCAACTACTACCTIGA -3

La secuencia color violeta y roja representan la secuencia de unién con el
plasmido pDNA 6.2-GW/EmGFP-miIR, la secuencia color verde contiene la secuencia de 21
nucledtidos que forman el mIRNA contra MiFt vy la secuencia color negro es una
secuencia de 19 nucledtidos que forman un loop ferminal.

El plasmidio pDNA 6.2-GW/EmMGFP-mIRNA MiFt fue transformado en células
competentes E. coli One Shot TOP10. Las bacterias fueron crecidas en presencia de
espectinomicina para posteriormente redlizar el aislamiento del ADN plasmidial a fravés
de maxiprep (Qiagen, USA). El plasmidio fue analizado mediante secuenciacién. El dia
anterior a la transfeccidn, las células fueron sembradas a un 90% de confluencia en medio
MEM/F12 sin antibidticos. Para la transfeccién, se mezclaron 10 L de lipofectamina 2000
(Gibco) con 200 uL de medio Optimem | reducido en suero (Invitrogren N° 31985-062)
(Solucién A). En ofro tubo se mezclaron 2,5 ug de DNA (plasmido pDNA 6.2-GW/EmGFP-
mMIiRNA MtF) con 200 uL de medio Optimem | (Solucién B). Ambas mezclas se incubaron
durante 10 min. Transcurride este tiempo se mezclaren ambas soluciones (A + B), la nueva
solucion (Solucidn C) se incubd durante 30 min, para luego agregar 1 mL de medio
Optimem |. Las células fueron lavadas con PBS e incubadas por 6 horas con la solucion C
a 37°C, 5% CQOq. El medio fue reemplazado por MEM/F12 10% FBS sin antibidticos. Luego de
dos dias, las células fueron expuestas a 5 ug/ml del antibidtico blasticidina para generar

lineas SH-SYSY que expresen establemente el microARN para MtFt,
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RESULTADOS

1. Viabilidad Celular en células SH-SY5Y

1.1. Antecedentes

Ratas expuestas a rotenona reproducen muchos de los aspectos centrales de la EP
(Betarbet y col., 2000; Sherer y col., 2003). Para andalizar los mecanismos de toxicidad a
rotenona y evaluar la viabilidad celular mediante el método de reduccidén del MTT
utilizamos un meétodo in vitro, expusimos células SH-SYS5Y a concentraciones crecientes de

rotenona por 24 horas.

1.2. Rotenona disminuye la viabilidad celular de manera dosis dependiente

Se observdé una disminucion significativa de la viabilidod de manera dosis
dependiente luego de 24 horas de exposicidon a concentraciones supericres de rotenona
250 nM; dosis menores de rotenona (60 nM y 125nM} no causaron una reduccion
significativa de la viabilidad en este periodo de fiempo. Los tratamientos utilizados en los
siguientes experimentos fueron de rotenona 250 nM, 1 pM y 3 uM, los cuales produjeron
una disminucion aproximada de la viabilidad del 20% (** p<0,01), 33% (** p<0,01) y 45% (**

p<0,01), respectivamenie (Figura 5).
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Figura 5. Viabilidad celular en células expuestas por 12 y 24 horas o rotenona. A} Células SH-SY5Y
fueron expuestas por 24 horas a concentraciones crecientes de rotenona. Luego, la viabilidad
celular fue determinada utiizando el ensayo de MITT. Los resulfados son expresados como €l
porcentaje de viabilidad de las celulas sratadas con rotenona con respecto a las células control
(100% de la viabilidad celular) y normalizados por la concentracién de proteina. Los datos
representan el promedio y la desviacion estandar de fres determinaciones. Los fratamientos
utilizados en los siguientes experimentos fueron de rotenona 250 NM, 1 UMy 3 uM. B) Viabildad de
células SH-SY5Y expuestas por 12 y 24 horas @ concentraciones de rotenona 250 M, 1 UMy 3 UM,

2. Niveles de ATP celular en células SH-SY5Y

2.1. Antecedentes

Una inhibicién de la actividad del complejo | mitocondrial luego de la exposiciéon a
rotenona, puede tener varias consecuencias celulares, incluyendo la disminucién en la
sintesis de ATP. Es por esto que determinamos el contenido de ATP en células SH-SYSY

luego de exponerlas por 12y 24 horas a rotenona.

2.2. Rotenona provoca una disminucién del ATP celular

Células expuestas por 12 horas a rotenona 1 pM disminuyen su contenido de ATP
celular cercano al 9% (90,9 + 4,1 respecto a confrol}. Una disminucion cercana al 24% (75,9
+ 4,3 respecto a control) se observé en células frafadas con rotenona 3 uM. No se observd
una reduccion significativa del ATP celular en células expuestas rotenona 250 nM en
este periodo de tiempo. Luege de 24 horas de exposicidon a rotenona se observd una
disminucion de 13% en los niveles de ATP celular (87,1 £ 3,2 respecto a control) en células
expuestas a rotenona 250 nM, de un 28% (72 £ 8,1 respecto a confrol) para rotenona 1 uM

y de un 44% (56,2 + 5,6 respecto a control) para rotenona 3 UM (Figura 6).

37



120+ D 12 horas
3 B 24 noras
® J
g 160 . .
(=%
a2 -
i :
€
8 ek
E 60
2
40
Control 250 nM 1M 3 M

Tratamiento rotenona

Figura 6. Determinacién de los niveles de ATP en células expuestas a rotenona. Células SH-SYSY
fueron expuestas por 12 y 24 horas a concentraciones de rotenona de 250 nM, 1 uM y 3 puM. Luego
de obtener los homogenizados celulares, los niveles de ATP fueron determinados utilizando el ensayo
de bicluminiscencia de luciferaza (luciferaza de luciémaga). Los valores de ATP son expresados
como el porcentaje de viabilidad de las células tratadas con rotenona con respecto a las células
control (100% de la viabilidad celular) y normalizados por la concentfracion de proteina. Los datos
representan el promedio y la desviacion estandar de tres determinaciones. * p < 0,05, ** p < 0,01.

3. Expresion de ferritina citosélica (Ft)

3.1. Antecedentes

Feritina es considerada la principal proteina de almacencje de hierro en
mamiferos v la primera Iinea de defensa en contra el aumento de esfrés oxidativo vy la
sobrecarga de hierro. Se ha reportado que feritina citosdlica enriquecidas en la
subunidad cFtH estdn asociadas a condiciones de respuestas a estrés. Debido a su
actividad ferroxidasa, cFtH es considerada como la principal subunidad reguladora de la
funcién de ferritina, mientras que la subunidad cFtL esta relacionada con la nucleacidn vy
mineralizacion del hierro. Ferritinas enriquecidas en cFiL son asociadas al almacenamiento
de hierro. Varios estudios muestran que feritinas enriquecidas en cFiH estéan presentes en
neurcnas, mientras que la expresion de cFtL es menor. Es por esto que decidimos estudiar
los niveles de ARNm y proteina de ambas subunidades, cFiH y cFiL en células expuestas a

rotenona.



3.2. Rotenona produce el aumento en la sintesis de cFt

3.2.1. ARNm de cFt

En células expuestas por 12 horas y 24 horas a rotenona, no se observd un aumento
dosis dependiente en los niveles de ARNm de |la subunidad cFiH (Figura 7). Se produjo un
aumento cercano a 1,6 veces en el ARNm de cFtH en células expuestas por 12 horas a
rotenona 250 nM (1,17 £0,11), 1 pM (1,13 £0,07) v 3 uM (1,192 £ 0,01} en comparadh con
los niveles de células control (0,74 £ 0,11). Ademdas, se produjo un aumento en los niveles
de ARNm de cFtH cercano a 1,9 veces en células expuestas por 24 horas a rotenona 250
nM (1,18 £0,08), T uM (1,20 £ 0,07) y 3 uM (1,24 £ 0,06) en comparadh con los niveles de

células control (0,63 +0,05).
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Figura 7. RT-qPCR de la subunidad pesada de ferritina citosélica (cFtH). Células SH-SYSY fueron
expuestas por 12 horas y 24 horas a concenfraciones de rofenona de 250 nM, 1 pM y 3 M. Luego de
obtener el ARN total y el posterior ADNc, se realizo RT-qPCR contra cFtH. Los resultados fueron
normalizados con los niveles de ARN de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH).
Los datos representan el promedio y la desviacion esténdar de seis determinaciones, ** p <0,01.

En células expuestas por 12 horas y 24 horas a rotenona, no se observd un aumento
dosis dependiente en los niveles de ARNm de la subunidad cFiL (Figura 8). El aumento en
los niveles de ARNm de cFtlL fue mayor que el observado para cFtH. En células expuestas
por 12 horas a rotenona 250 nM se produjo un aumento en el ARNm de cFil cercano al

doble (1,14 £ 0,05) en comparacion con los niveles de células contrel de (0,57 + 0,02). Un
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aumento cercano a 2,4 y 2,2 veces se observo en celulas expuestas a rotenona 1 uM (1,37
+0,03) vy 3 uM (1.24 £ 0,05), respectivamente. En células expuestas por 24 horas o rotenona
250 nM se produjo un aumento en el ARNm de cFil cercano o 2,9 veces (1,50 £ 0,03) en
comparacion con los niveles de células control (0,51 £0,01). Un aumento de 3,2 veces fue

observado en células expuestas a rotenona 1 pM (1,63 £0,04) y 3 uM (1,64 £0,08).
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Figura 8. RT-gPCR de la subunidad liviana de ferritina citosélica (cFil). Células SH-SYSY fueron
expuestas por 12 horas y 24 horas a concentraciones de rotenona de 250 nM, 1 uM y 3 uM. Luego de
obtener el ARN total y el posterior ADNc, se realizo RT-gPCR contra cFiL. Los resultados fueron

normalizados con los niveles de ARN de la enzima GADPH. Los datos representan el promedio y la
desviacién esténdar de seis determinaciones, ** p < 0,01.

3.2.2. Proteina de cFt

Debido a gue observamos aumentos significativos en los niveles de ARNm para
ambos subunidades es que decidimos estudiar los niveles de proteina de cFt en células
expuestas por 12 y 24 horas a rotenona.

El aumento en los niveles de proteina de cFtH a las 12 horas de fratamiento fue
dependiente de la concentracion de rofenona (Figura 9A). En células expuestas por 12
horas a rotenona 250 nM se produjo un aumento en los niveles de proteina cercano 3.5
veces en comparacion con los niveles de células conirol, Un aumento cercano a 4,8 vy 5,8

veces es observado en células expuestas a rotenona M y 3 UM, respectivamente. En
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células expuestas por 24 horas a rotenona 250 nM yuBA se produjo un aumento de 3
veces en los niveles de proteina de cFtH. No se observd un aumento significative a
rotenona 1 uM (Figura 9B).

El aumento en los niveles de proteina de cHL fueron menores que los observados
para cFtH. En células expuestas por 12 horas a rotenona 250 nM se produjo un aumento en
los niveles de protelina de cFiL cercano 1,9 veces. Un aumento cercano a 2,6 y 2,2 veces
fue observado en células expuestas a rotenona 1TuM y 3 UM, respectivamente. En &lulas
expuestas por 24 horas a rotenona 1 pM y 3 uM no se observaron cambios significativos.
Sélo a rotenona 250 nM se produjo un aumento cercano 1,6 veces en los niveles de
proteina (Figura 9C).

Estos resultados indican que rotenona provoca el aumento de la expresion de
ambas subunidades de cFt es posible que este aumento sea mediado por estrés
oxidativo. Sin embargo, luego de 24 horas de exposicion a rotenona los niveles de
proteina de ferritina citosdlica fueron menores a los observados a las 12 horas, los menores
niveles de proteina cbservados a las 24 horas de exposicion a rotenona pueden ser
explicados por un aumento en la unién de IRPs a IREs de cFt. Este aumento en la unidn se
deberia al desensamblaje del complejo hierro-azufre producto de un aumento de los

niveles de ROS.
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Figura 9. Expresién de las subunidades de feritina citosélica en células SH-SY5Y expuestas a
rotenona. (A) Western blot contra cFt y actina de homogenizados de SH-SY5Y control y expuestas a
rotenona. El antficuerpo reconocid ambas subunidades, para poder determinarias se realizaron geles
al 20% de acrilamida. 20 ug de prdte fueron cargados. (B) Cuantificacion de los cambios de
expresion de cFtH, banda de 21 kDa. Los datos representan el promedio y la desviacion estdndar de
fres determinaciones, ** p < 0,01. (C) Cuantificacidén de los cambios de expresion de cFtl, banda de
19 kDa. Los datos representan el promedio y la desviacién estandar de tres determinaciones, * p <
0,05 ** p < 0,01. Los resultados fueron normalizados con los niveles de proteina actina. (D) Imagen
representativa de la distribucion de cFt en células SH-SYSY expuestas por 24 horas a rotenona 1 uM.
La distribucion observada es citosdlica.

4. Expresion de Ferritina Mitocondrial (MtFf)

4.1. Antecedentes

En la matriz mitocondrial se lleva a cabo la sintesis de complejos hierro-azufre v
grupos Hem que posteriormente son incorporadces en la estructura de proteinas citosdlicas,
mitocondriales y nucleares que requieren de hierro para su funcionalidad. Dada Ia
importancia de este metal, una deficiencia o un exceso del aporte del metal en la
mitocondria podrian causar una disfuncion mitocondrial y/o celular. Es por esto que
existiian mecanismos en la regulacion del flujo y el manejo del hierro desde vy hacia la

mitocondria (Napier y col., 2005). MtFt es una proteina mitocondrial de la cual se
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desconocen los mecanismos de regulacion franscripcional y/o posi-transcripcional y
debido a su capacidad de almacenar hierro en la mitocondria, su regulacion y funcion

son esenciales para comprender el metabolismo celular y mitocondrial de este metdl.

4.1.2. Hierro produce un aumento en la sintesis de MtFt

En la memoria titulada “Andlisis de la expresién de ferritina mitocondrial y ferritina
citosdlica en un modelo progresivo de acumulacidn de hierro en células neuronales”
(Armijo, 2009) reportamos que en células neuronales SH-SYS5Y MtFf responde a cambios en
el contenido extracelular de hierro. Se observd un aumento en los niveles de MtFt en
condiciones de deficiencia de hierro lo que podria indicar que el hierro entrante a la
célula es destinado a la mitocondria, permitiendoc una adecuada sinfesis de complejos
hierro-azufre y grupos Hem. El aumento en los niveles de MiFt observado en condiciones
de sobrecarga de hiemo podria proteger a la mitocondria del dafio oxidativo
contrarrestando el exceso de este metal (Figura 10). La regulacion de la expresién de MiFt
posiblemente se realice a nivel transcripcional, mediada por dos tipos de sefales. Una
sefnal mediada por bajos niveles de hierro, que induciria la expresion de MiFt, asegurando
un suministro adecuado del hierro hacia este organelo. En esta senal podrian participar
detectores de los niveles de hierro reactivo mitocondrial, de la sintesis de los complejos
hiero-azufre y/o de la sintesis de grupos hem. Otra sefal podria estar dada en
condiciones de sobrecarga de hierro en la que podrian participar detectores de estrés
oxidativo. Esta sefial induciria el aumento de los niveles de MtFt, protegiendo a la

mitocondria del dafio oxidativo causado por un exceso de hierro.
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24 horas Figura 10. El hierro induce la expresién de la proteina
MtFt en condiciones de deficiencia y de sobrecarga
2 pM C(7 uM) 60 pM 150 pM con este metal. Western Blot representativo de los

’ T cambios en la inmunoreactividad para MtFt
presente en las fraccicnes mitocondriales de células
SH-SY5Y expuestas por 24 horas a concentraciones
de hierro extracelular de 2 uM (deficiencia), 7 uM (C,
control) y condiciones de sobrecarga de 60 uM vy
150 uM. Como control de carga de la fraccién
mitocondrial se utilizo la proteina porina presente en
la membrana externa mitocondrial.

MtFt 22 kDa

Porina i iz weasme 31 KDa

Debido a que ferritina tiene un rol central en la mantencién v en el tamano del LIP,
y debido a que MtFt aumenta en condiciones de deficiencia de hierro, un resultado no
descrito anteriormente en otros trabgjos y diferente al observado para cFt (donde los
niveles de cFt disminuyen), es que decidimos determinar los niveles de clLIP y mLIP en
condiciones de deficiencia de hierro mediante el uso de las sondas fluorescentes. Esto nos
permitiria establecer una posible relaciéon entre los niveles de MtFt y los niveles de mLIP,

necesarios para una adecuada sintesis de complejos hierro-azufre y grupos Hem.

4.1.3. Determinacién de los reservorios de hierro labil citosdlico y mitocondrial en
células SH-SY5Y expuestas a condiciones de deficiencia de hierro

Los reservorios de hierro labil citosdlico y mitocondrial fueron determinados
mediante el uso de las sondas fluorescentes calceina y RPA, respectivamente. El uso de
bajas concentraciones de calceina ha mostrado una distribucién citosdlica (Breuer y col.,
1994), mientras que la localizaciéon de RPA es exclusivamente mitocondrial (Petrat vy col.,
2002). Se observaron células cargadas con calceina y RPA en el microscopio confocal
(Figura 11). Calceina se distibuyd citosdlicamente, mientras gue la marca de RPA se
distribuyd perinuclear similar a lo observado en una distribucion mitocondrial. Luego,
mediante el uso de estas sondas se procedid a estimar la magnitud del LIP en estes dos

compartimentos celulares a través de un lector de microplacas.
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Figura 11. Distribucién de las sondas RPA y calceina en células SH-8Y5Y. Células SH-SYSY fueron
doblemente marcadas con RPA 0,25 uM y CalGreen-AM 0,25 uM en HBSS-Glucosa 5 mM pH 7.4
Después de lavar las células, estas fueron observadas en microscopio confocal. Se aprecia und
distribucion mitocondrial de RPA (rojo) (excitacidon/emision 530/590 nm) vy citosdlica de calceina
(verde) (excitacién/emision 480/530 nm).

Se determind la magnitud del cLIP en células SH-SYSY expuestas por 24 horas a
concentraciones de hierro 7 uM (situacion control) y 2 uM (situacion de deficiencia del
metal) en el medio de cultivo. Las células fueron cargadas con la sonda calceina para
luego determinar la fluorescencia en un lector de microplacas. La fluorescencia basal se
determind después de agregar el quelante extracelular DTPA. Posteriormente, al agregar
el quelante intracelular BIP se produjo la recuperacion de la fluorescencia. La magnitud
de la fluorescencia recuperada (A fluorescencia) es proporcional al clIP (Figura 12A).
Observamos diferencias de las magnitudes de cLIP en funcién de la concentracion del
hierro presente en el medio extracelular. El cLIP de células expuestas a condiciones de
deficiencia de hierro fue menor que el determinado para la situacion control. Esto se
relaciona con resultados previomente obtenidos que muestran que frente a ofertas
crecientes de hierro ocurre un aumento en la magnitud del cLIP (Aguirre y col., 2005)

Bajo las mismas concentraciones de hierro en el medio de cultivo, se determind la
magnitud del mLIP en células SH-SY5Y. Las células fueron cargadas con la sonda RPA, la
fluorescencia inicial fue determinada luego de agregar el quelante extracelular DTPA.
Lluego de agregar el guelante intracelular BIP, se produjo la recuperacion de la
fluorescencia, siendo la magnitud de la flucrescencia recuperada es proporcional al mLIP

(A fluorescencia) (Figura 12B). En condiciones de deficiencia de hierro (2 pM)

determinamos que la magnitud del mLIP es mayor que el de la situacion control (7 uM).
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Este resultado es relevante, ya que ningun ofro frabajo ha demcstrado que en
condiciones de deficiencia de hierro los niveles de mLIP se ven modificados. Este resultado
sugiere la existencia de un mecanismo encargadc de destinar y mantener niveles
adecuados de hierro en este organelo. Esto podria tener como propédsitc asegurar que
bajo condiciones de deficiencia de hierro el suministro de hierro entrante sea destinado
hacia la mitocondria, permitiendo la adecuada sintesis de complejos hiero-azufre vy
grupos Hem.

Debido a que MtFt tendria un rol importante en la mantenciéon de los niveles de
mLIP es que decidimos observar los niveles de MiFt y de mLIP en células SH-SY5Y expuestas

arotenona (Seccidn 4y 5).
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Figura 12. Determinacién de los niveles del reservorio de hierro Idbil citosélico (cLIP) y mitocondrial
{mLIP) en SH-SY5Y expuestas a hierro 2 pM y 7 uM por 24 horas. Células SH-SY5Y fueron expuestas por
24 horas a hierro 2 uM y 7 uM para posteriormente determinar los niveles de cLIP (A) mediante el uso
de calceina y los niveles de mLIF (B) mediante el uso de RPA. La magnitud de los LIPs fue
determinado por el incremento de la fluorescencia luego de agregar el quelante BIP,
fluorescencia (barras color verde). La fluorescencia obtenida de cada lectura luego de agregar BIP
(F) fuere normalizada por la fluorescencia basal (FO) obtenida luego de agregar DTPA y por los
niveles de proteina. (ur.) unidades relativas. Curvas representativas de doce experimentos
independientes.
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4.2. Rotenona produce un aumento en la sintesis de ferritina mitocondrial

4.2.1. ARNm de MiFt

En células expuestas por 12 horas a rotenona 250 nM se produjo un aumento en el
ARNmM de MtFt cercano a 1,8 veces (0,86 = 0.06) comparado con los niveles de células
control (0,49 + 0,06). Células expuestas a rotenona 1 pM aumentaron 4,4 veces los niveles
a ARNm (2,15 +0,04) y un aumento de 3,2 fue observado en células expuestas a rotenona
3 uM (1,56 + 0,02). Ené&lulas expuestas por 24 horas a rotenona 250 nM se produjo un
aumento en los niveles de ARNm de 1,5 veces (0,82 £ 0,02) en comparacién con los niveles
de células control (0,53 £ 0,01). En células expuestas a rotenopst e produjo un

aumento de 3 veces (1,65 + 0,04) y a rotenona 3 uM se produjo un aumento de 1,8 veces

(0,96 £0,16) (Figura 13).

2.5+ I:] 12 horas

m 24 horas

2.04
L
1.54
1.04 =
] Izl

0.0

Control 250 nM 1 3 uM
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Figura 13. RT-qPCR de ferritina mitocondrial (MtFt). Células SH-SY5Y fueron expuesias por 12 horas y 24
horas a concentraciones de rotenona de 250 nM, 1 pM y 3 uM. Luego de obtener el ARN total y el
posterior ADNc, se realizo RT-gPCR contra MtFt. Los resultados fueron normalizados con los niveles de

ARN de la enzima GADPH. Los datos representan el promedio vy la desviacion estandar de seis
determinaciones, * p <0,05; **p <0,01.
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4.2.2. Proteina de MiFt

Células SH-SY5Y fueron expuestas por 12 v 24 horas a rotenona. Después de este
tiempo fue necesario redlizar la extraccion de mitocondrias para determinar el contenido
de MiFt debido a gue el anticuerpe donade poer el Dr. Paoclo Arosio también reconocid,
con menor infensidad, cFtH. La pureza de la fraccidn mitocondrial cercana a 95% fue
determinada por Western Blot mediante el uso de los anticuerpos porina v actina (no
mostrado). Al utilizar el suero de conejo en contra de MiFt fue posible observar 2 bandas:
una cercana a 22kDa y otra de 30kDa. La banda de 22 kDa corresponde al péptido de
MtFt v la banda cercana a 30kDa corresponderia al pre-pépfido de MiFt (Leviy col., 2001).
La proteina mitocondrial Tom20 fue utilizada como control de carga. Tom20 es una
translocasa presente en la membrana externa mitocondrial.

En células expuestas por 12 horas a rotenona no se cbservaron cambios
significativos en los niveles del péptido para MiFt (Figura 13A y 13B). Sin embargo, en este
periodo de tiempo se produjo un aumento significativo en los niveles de pre-péptido de
MtFt para los tratamientos con rotenona 1 uM y 3 uM de 1,7 veces. En células expuestas
por 24 horas a rofenona 250 nM se produjo un aumento en los niveles de proteina del
peéptido de MtFt cercano a 2,3 veces. En células expuestas a rotenona 1 UM se produjo un
aumento de 4,4 veces y d rotenona 3 uM un aumento cercano a 8 veces. Se observd un
aumento en los niveles de proteina del pre-péptido de MiFt de 2,3 veces y de 3 veces

para rotenona 1 yM y 3 uM (Figura 13B).
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Figura 14. Expresiéon de femritina mitocondrial (MiFt) en células SH-SY5Y expuestas a rotenona. (A)
Western blot contra ferritina mitocondrial y Tom20 de homogenizados de mitocondrias de SH-SYSY
control y expuestas por 12 horas y 24 horas a rotenona. El anticuerpo reconoci¢ 2 bandas, una
cercana a 30kDa que corresponderia al pre-péptido de MiFt y otra banda cercana a 22 kDa que
corresponderia al péptido de MiFt. 20lg de proténa fueron cargados. (B) Cuantificacion de los
cambios de expresion del péptido de MiFt (barras grises) y del pre-péptido de MiFt (barras blancas).
Los datos representan el promedio y la desviacidon estédndar de tres determinaciones, * p < 0,05; ** p
< 0,01. Los resultados fueron normalizados con los niveles de proteina de Tom?20. (C) Imagen
representafiva de la distribucidon de MiFt en células SH-SY5Y expuestas por 24 horas a rotenona 1 UM,
la distribucién observada es mitocondrial.

5. Determinacién de los reservorios de hierro Iabil citosélico y mitocondrial en células
expuestas a rotenona

Se determind la magnitud del clLIP en células SH-SY5Y expuestas por 12 horas y 24
horas a rotenona 3 pM en comparatr con la situacidén control. Las células fueron
cargadas con la sonda calceina. La fluorescencia basal se determind luego de agregar el
quelante extracelular DTPA. Posteriormente, luego de agregar el quelante intracelular BIP,
se produjo la recuperacion de la fluorescencia, la magnitud de la flucrescencia
recuperada es proporciondl al cLIR (fluorescencia). O  bservamos un aumento en las
magnitudes de clLIP en células expuestas por 12 vy 24 horas o rotgwoea 3

comparacion con células control (Figura 15). La magnitud del clLIP fue mayor a las 24
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horas de exposicion a retenona |3M. Sobre la base de este resultado y los menores
niveles de cFi observados a las 24 horas de exposicion a rotenona, se puede postular que
se produciria un aumente en la sensibilidad celular al estrés oxidative debido al aumento
en el clIP.

Bajo las mismas condiciones, se determind la magnitud del mLIP. Las células fueron
cargadas con la sonda RPA. La fluorescencia basal es determinada luego de agregar el
guelante extracelular DTPA. Luego de agregar el quelante intracelular BIP, se produjo la
recuperacion de la fluorescencia, la magnitud de la fluorescencia recuperada es
proporcional al mLIP (A fluorescencia). Observamos un aumento en las magnitudes de
mLIP en células expuestas por 12 y 24 horas a rofenongh8 en comparaabn con a
situacion control (Figura 16). La magnitud del mLIP fue mayor a las 24 horas de exposicion
arctenona 3 uM.

En células expuestas a rotenona UM observamos un aumento de los niveles de
clLIP y mLIP, estos aumentos probablemente sean debide a la desregulaciéon de los
mecanismos encargados de mantener los niveles de LIP constantes. El aumento de LIP en
ambos compartimentos estaria implicado en un aumento de los niveles de ROS y

posiblemente en la muerte celular.
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Figura 15. Determinacién de los niveles del reservorio de hierro Idbil citosdlico (cLIP) en células SH-
SY5Y expuestas a rotenona por 12 horas y 24 horas. Células SH-SYSY fueron expuestas por 12 horas
(A) v 24 horas (B) a la condiciones control y rotenona 3 pM para posteriormente determinar los
niveles de clIP mediante el uso de calceina. La magnitud del clIP fue determinado por el
incremento de la fluorescencia luego de agregar el quelante BlRuorescencia (barras color
verde). La fluorescencia obtenida de cada lectura luego de agregar BIP (F) fuere normalizada per la
fluorescencia basal (FO) obtenida luego de agregar DTPA y por los niveles de proteina. (u.r.)
unidades relativas. Curvas representativas de seis experimenios independientes.

4. Expresion de DMTI1

6.1. Antecedentes

El transportador de metales divalentes (DMT1) es una proteina de membrana
consistente de 12 segmentos de transmembrana que forman é loops exiracelulares. Su
peso molecular aproximado es de 65kDa (Tabuchi y col., 2000) pero también puede sufrir
una glicosilacion lo cual cambia su peso molecular a 90 kDa. Garrick y col. en el afno 2003
demostraron, a través de ensayos de competencia y perdida de funcidn, que DMT1 esta

involucrado en el transporte de Fe*2, Mn*2, Ni+2y Co+2,
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Figura 16. Determinacién de los niveles del reservorio de hierro Idbil mitocondrial (mLIP) en células
SH-SYSY expuestas a rotenona por 12 horas y 24 horas. Células SH-SY5Y fueron expuestas por 12
horas (A) y 24 horas (B) a la condiciones control y rotenona 3 pM para posteriormente determinar los
niveles de mLIP mediante el uso de RPA. La magnitud del mLIP fue determinado por el incremento
de la fluorescencia luego de agregar el quelante BlfAuorescencia (barras color verde). L a
fluorescencia obtenida de cada lectura luego de agregar BIP (F) fuere normalizada por la
fluorescencia basal (FO) obtenida luego de agregar DIPA y por los niveles de proteina. (ur.)
unidades relativas. Curvas representativas de seis experimentos independientes.

El gen de DMTI] humano se encuentra localizado en el cromosoma 12 (12p3) e
incluye 18 exones. Existen 4 isoformas de transcriptos para DMT1. El empalme alternativo
de la regidon 3' genera 2 tipos de isoformas. Un ARNm contiene un elemento de respuesta
a hierro (+IRE); mientras que el ofro no contiene este elemento (-IRE). La presencia de un
IRE sugiere gue los niveles de DMT1 pueden ser modulados por los niveles de hierro a fravés
de una via IRE-IRP. Sin embargo, existiria una via independiente a la IRE-IRP que regularia

los niveles de DMTI-IRE la que seria modulada por hierro. La isoforma +IRE es expresada en
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la membrana plasmdatica de ciertos tipes de células epiteliales, mientras gque la isoforma -
IRE es expresada en muchos tipos celulares y es esencial para la adguisicion del hierro
desde transferrina (Wang y col., 2002).

Los mecanismos que contriibuyen a la acumulacidn de hierro en neuronds
dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson no se encuentran caracterizados
completamente. Estudios en animales y en tejido post-mortem sugieren que DMT]
participaria en la acumulacion de hierro y muerte celular (Salazar y col., 2008). Es por esto,
que decidimos determinar la participacion de DMT+IRE en la acumulacion de hierro en

células SH-SY5Y.

6.2, Rotenona produce un aumento en la sintesis de DMT1

6.2.1 ARNm de DMT1

El control transcripcional de la expresion de DMT1 puede ser afectado por
citoquinas (TNF-z, IFN-7) y LPS a fravés de multiples vias. La regidon 5’ regulatoria del gen
para el DMT1 humano contiene un sitio potencial para el elemento regulatorio interferén v
(IFN- vy}, tres potenciales sitios para proteina especifica 1 (Spl), dos sitios potenciales para
el factor 1 inducido por hipoxia (HIF-1) vy cinco sitios potencicles para elementos
respuesta a metales (MRE) (Li y col., 2008). Debido a que citoquinas proinflamatorias y LPS
elevan la expresion de los niveles de ARNm de DMTI es que decidimos determinar si los

niveles de DMT1 son modificados por rotenona.

No se observaron cambios significativos en los niveles de ARNmM de DMTI+IRE en
células expuestas por 12 y 24 horas a rotenona (Figura 17). Estos resultados indicarian que

rotenona no modifica los niveles de ARNm de DMT+IRE.
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Figura 17. RT-qPCR de DMTI+IRE. Células SH-SY5Y fueron expuestas por 12 horas y 24 horas a
concentraciones de rotenona de 250 nM, 1 uM y 3 uM. Luego de obtener el ARN total y el posterior
ADNc, se redlizo RT-gPCR contra DMT1+IRE. Los resultadoes fueron nermalizados con los niveles de
ARN de la enzZima GADPH. Los datos representan el promedio y la desviacion estandar de seis
determinaciones.

6.2.2. Proteina de DMT1+IRE

El andlisis de DMT1 a través de Western blot reveld la presencia de una banda de
65kDa, reconociendo sélo la forma no modificada de la proteina. La cuantificacion de las
bandas demosird un aumento en los niveles de proteina luego de la exposiciéon por 12 y
24 horas a rotenona (Figura 18). A las 12 horas se observa un aumento cercano a 3 veces
en los niveles de proteina para rotenona M v 3 UM y de un aumento cercano a 2,5
veces se observd con rotenona 250 nM. A las 24 horas se observo un aumento de 5 veces
para rotenona 1 uM vy 3 UM, y un aumenio cercano a 4 veces para rotenona 250 nM., Este
aumento de DMT]1 participaria en el aumento en la incorporacidn de hierro y en la

vulnerabilidad de estas células a rotenona.
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Figura 18. Expresion de DMT1+IRE en células SH-SY5Y expuestas a rotenona. (A) Western blot para
DMT1+IRE y actina de homogenizados de células SH-SYS5Y control y expuestas a rofenona. 20 ug de
proteina fueron cargados. (B) Cuantificacién de los cambios de expresidon del péptido de DMT1+IRE.
Los datos representan el promedio v la desviacion estdndar de fres determinaciones, ** p <0,01. Los
resultados fueron normalizados con los niveles de proteina de actina.

7. Expresion de ferroportina 1

7.1. Antecedentes

Enterocitos duodenales, macréfagos, hepatocitos, células musculares v células del
sistema nervioso requieren de un mecanismo de liberacion de hierro que asegura una
correcta homeostasis de este metal. El Unico exportador identificado hasta hoy dia es
Ferroportina 1/Ireg1/MTP1 (Abboud y Haile, 2000).

Animales knockout (-/-) para ferroportina 1 demostraron que es esencial para el
desarrollo embrionaric. La inactivacion selectiva de ferroportina sugiere que esta proteina
es esencial para la absorcidn intestinal de hiero (Donovan y col., 2005). Sin embargo, la
funcién de ferrcportina 1 en el cerebro adn no es completamente comprendida. La
locdlizacion de ferroportina en neuronas y glias sugiere que es necesario para la salida de

hierro. En modelos animales de EP se observa una disminucion de los niveles de proteina
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en la SN (Wang y col., 2007). Esta disminucion se cormrelaciona con un aumento en los
niveles de hierro en esta drea. De acuerdo con estos resultados es que decidimos estudiar

los cambios de Ferroportina 1 en células dopaminérgicas expuestas a rotenona.

7.2, Rotenona induce un aumento transitorio en los niveles de ferroportina 1

7.2.1. ARNm de ferroportina 1

En células expuestas por 12 horas a las diferentes concentraciones de rotenona se
observd un aumento en los niveles de ARNm de ferroportina (Figura 19). Para los tres
tratamientos de rotenona se produjo un aumento cercano a 2 veces comparado con |0s
niveles de célula control. Control (0,50 £ 0,02}, rotenona 250 nM (0,88 £0,17), 1 uM (0,96
0.14) y 3 pM (0,79 £ 0,07). A las 24 horas no se observaron cambios significativos en los

niveles de ARNm, sin embargo a rotenona 1 uM existe una leve dismindila cual fue

significativa.
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Figura 19. RT-qPCR de Ferroportina 1. Células SH-SY5Y fueron expuestas por 12 horas y 24 horas a
concentraciones de rotenona de 250 nM, 1 uM vy 3 M. Luego de obtener el ARN total y el posterior
ADNC, se realizo RT-gPCR contra Ferroportina 1. Los resultados fueron normalizados con los niveles de

ARN de la enzZzima GADPH. Los datos representan el promedio vy la desviacion estandar de seis
determinaciones, * p < 0,05.
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7.2.2. Proteina de ferroportina 1

Western blots para ferroportina revelaron una Unica banda del tamano esperado

(65kDa). La cuantificacién de las bandas demostré aumentos significativos en células

expuestas por 12 horas a rotenona (Figura 20). Se cbservé un aumento cercano a 3,7

veces en los niveles de proteina para rotenona 250 nM, 5.8 veces para rotenonda 1 uM y

de 3.4 veces para rotenona 3 uM. Sin embargo, a las 24 horas no se observaron cambios

significativos en los niveles de proteina.
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Figura 20. Expresién de ferroportina 1 en células SH-SY5SY expuestas a rotenona. (A) Western blof
contra ferroportina 1 y actina de homogenizados de SH-SY5Y control y expuestas a rofenond. 20 pg
de proteina fueron cargados. (B) Cuantificacién de los cambios de expresion del péptido de
ferroportina 1. Los datos representan el promedio y la desviacion estandar de fres determinaciones,
**p <0,01. Los resultados fueron normalizados con los niveles de profeina de actina.
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8. Expresion factores de transcripcion relacionados con estrés oxidativo

8.1. Antecedentes

Gran parte de lo que conocemos acerca de los mecanismos de proteccion
celular contra el estrés oxidativo ha provenido del estudio de células procaridticas (Zheng
y Storz, 2000). Las células procarictas utilizan los factores de transcripcion OxyR y SoxRS que
detectan el estado redox de la célula. Durante el estrés oxidativo estos factores inducen
la expresion de cerca de 80 genes defensivos (Zheng y Storz, 2000). Las células
eucaridticas tienen mecanismos similares de proteccidon contra el estrés oxidativo. Los
efectos iniciales de la oxidacion llevan a la activacion de la expresion de una bateria de
genes de defensa, lo que guia a la detoxificacidn de sustancias quimicas y de ROS v a
mantener la viabilidad celular. De estos genes, algunos son enzimas como la NAD(P)H:
quinona oxidorreductasa 1 (NQOT1}, NRH: guinona oxidorreductasa 2, la subunidad Ya de
glutation S-transferasa (GST Ya), heme oxigenasa 1 (HO-1), vy la y-glutamylcysteine
sintetasa (y-GCS), también conocida como la glutamato cisteina ligasa. Otros genes
tienen productos finales gue regulan una amplia variedad de actividades celulares,
incluida la transduccidn de sefiales, la homeostasis del hierro celular como son las
subunidades de ferritina citosdlica, la proliferacidn vy reacciones inmunoldgicas de
defensa. Hay una gran variedad de factores asociados con la respuesta celular al estrés
oxidativo. Por ejemplo, NF-E2-relacionado con el factor 2 (Nrf2), la proteina mitocondrial
de choque térmico 70 (mtHsp70/mortalina), proteina de chogque térmico activadora de
respuesta 1, y NF-kB promueven la supervivencia celular, mientras que la activacion de c-
jun, guinasas N-terminal, la quinasa p38, y TP53 puede conducir al arresto del ciclo celular
y apoptosis. La via Nrf2 es considerado como la mas importante en la célula para
proteger contra el esirés oxidativo (Jaiswal, 2004; Dhakshinamoorthy y col., 2000; Zhang,

2006; Kobayashi y Yamamoto, 2006; Copple y col., 2008).
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8.1.2. Rotenona induce la expresién de Nrf2
El gen de Nrf2 humano se encuentra localizado en el cromosoma 2 (2g31.2). El

peso molecular de la proteina de Nrf2 es de 57kDa y de 100kDa para la forma

ubiquitinada.

8.1.2.1. ARNm de Nrf2

En células expuestas por 12 horas a rotenona 250 nM se produjo un aumento en el
ARNm de Nrf2 cercanc a 1,3 veces (1,02 + 0,02) comparado con los niveles de células
control (0,81 +0,03) (Figura 21). Células expuestas a rotenona 1 uM aumentaron 1,4 veces
los niveles de ARNm (1,18 £ 0,03) y un aumento de 1,6 fue observado en células expuestas
a rotenona 3 pM (1,28 + 0,07). Erélulas expuestas por 24 horas a rotenona 250 nM se
produjo un aumento en los niveles de ARNm de 1,5 veces (0,97 + 0,02) en comparacion
con los niveles de célula control (0,65 + 0,03). En células expuestas a rotenonaM se
produjo un aumento de 1,7 (1,08 £ 0,06) y a rotenona 3 uM se produjo un aumento de 1.8

veces (1,16 £ 0,09).

1.59 E[ 12 horas

W 24 horas

"

1.04

Expresion Nrf2/
Expresion GAPDH

0.0+

Control 250 nM 1uM 3uM

Tratamiento rotenona

Figura 21. RT-gPCR de Nr2. Celulas SH-SYSY fueron expuestas por 12 horas y 24 horas a
concenfraciones de rotenona de 250 nM, 1 UM y 3 uM. Luego de obtener el ARN total v el postericr
ADNC, se realizo RT-gPCR contra Ferroportina 1. Los resultados fueron normalizados con los niveles de
ARN de la enzima GADPH. Los datos representan el promedio v la desviacion esténdar de seis
determinaciones, ** p <0,01.
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8.1.2.2. Proteina de Nrf2

El andlisis de Nrf2 a través de Western blot reveld que el anticuerpo contra Nrf2
reconocio dos bandas, una cercana a 60 kDa y una de menor tamano (Figura 22). En
base a la informacién del anticupero (Santa Cruz) consideramos la banda de mayor
tamanio como Nrf2. La cuantificacién de esta banda demostrd un aumento en los niveles
de proteina luego de la exposicién por 12 horas a rotenona. A las 12 horas se observd un
aumento cercano a 4 veces para rotenona 250 nM y 1 uM. A rotenona 3 uM se observd un
aumento cercano a 3 veces en los niveles de proteina. No se observaron diferencias
significativas a las 24 heras. Estos resulfados indican que rofenona es capaz de inducir un

aumento transitorio en los niveles de proteina de Nrf2.
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Figura 22. Expresién de Nri2 en células SH-SY5Y expuestas a rotenona. {A) Western blot contra Nrf2 y
actina de homogenizados de SH-SY5Y control y expuestas a rotenona. El anticuerpo reconocio 2
bandas, la banda superior de un peso cercana a é0kDa corresponderia a Nrf2 la banda inferior,
observada en ofras investigaciones, no ha sido caracterizada. 20 ug de proteina fueron cargados.
(B) Cuantificacion de los cambios de expresion del péptido de Nrf2. Los datos representan el
promedio y la desviacién estdndar de tres determinaciones, ** p < 0,01. Los resultados fueron
normalizados con los niveles de proteina de actina.
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8.1.3. Rotenona induce la expresion de mtHsp70/mortalina

La proteina mitccondrial de shock térmico 70 (mtHse70)/mortclita/GRP75 es un
miembro alfamente conservado de la familia de proteinas Hsp70, la cual esta presente en
todos los organismos desde bacterias a humanos. Las funciones de esta profeina son
multiples incluyendo la participacion en el imparte mitocondricl, en el frdfico intracelular y
de chapercna. La sobre-expreasion de esta profeina en Caenorhabditis Elegans induce un
aumento en la expectativa de vida. Por ofra parte, el knock-out de esta proteina resulta
en un acorfamiento del largo de vida y un acelerado fenotipo envejecido (Kimura y col.,
2007).

8.1.3.1. ARNm de mtHsp70

En células expuestas por 12 horas a rotenona 250 NM se produjo un aumento en el
ARNM de Hsp70 cercano a 1,3 veces (0,95 + 0,04) comparado con los niveles de célula
control (0,69 + 0,07). Células expuestas a rotenona 1 M aumentaron 1,7 veces los niveles
a ARNm (1,18 £ 0,04} y un aumento de 1.8 fue observado en células expuestas a rotenona
3 UM (1,25 £ 0,08). Enélulas expuestas por 24 horas a rotenona 250nM se produjo un
aumento en los niveles de ARNm en 1,5 veces (0,97 £ 0,02) comparado con los niveles de
célula control (0,66 £ 0,06). En células expuestas a rotenona UM se produjo un aumento
de 2 veces (1,36 + 0,04) y a rotenona 3 uM se predujo un aumento de 1.8 veces (1,18 £

0,08] (Figura 23).
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Figura 23. RT-qPCR de miHsp70. Células SH-SY5Y fueron expuestas por 12 horas y 24 horas d
concentraciones de rotencna de 250 nM, 1 uM vy 3 uM. Luego de obtener el ARN total y el posterior
ADNg, se realizo RT-gPCR confra Hsp70. Los resultados fueron normalizados con los niveles de ARN de
la enzima GADPH. Los datos representan el promedio y la desviacion estdndar de sels
determinaciones, ** p <0,01.

8.1.3.2. Proteina de mtHSP70

El andlisis de mtHsp70 a través de Western blot reveld que el anticuerpo reconocid
una banda cernada a 70 kDa. Ademds, el anticuerpo reconocié a una de peso molecular
de 90kDa, posiblemente la proteina de shock térmico 90 (Hsp%0) (donade per la Dra.
Anne-Laure Bulteau, INSERM U975, Paris, Francia). La cuantificacion de miHsp70 demostrd
un aumentc en los niveles de proteina luego de la exposicién por 12 horas o rotencna. A
las 12 horas se observd un aumento cercano a 3,4 veces en los niveles de proteina para
rotenona 250 nM, de 3,6 veces para rotenona 1 uM v de 6,5 veces para rotenona 3 M.
No se observaron diferencias significativas a las 24 horas. Estos resultados indican que

rectenona indujo un aumento fransitoric en los niveles de proteina de miHspe70 (Figura 24).
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Figura 24. Expresion de mtHsp70 en células SH-8Y5Y expuestas a rotenona, (A) Western blot contra
mtHsp70 y actina de homogenizados de SH-SYSY control y expuestas a rofencna por 12 horas v 24
horas. El anticuerpo fue capaz de reconocer mitHsp70 (70kDa) v la proteina citosdlica Hsp?0 (?0kDa).
20 ug de proteina fu eron cargados. (B) Cuantificacidn de los cambios de expresion del péptido de
miHsp70. Los datos representan el promedio v la desviacion esténdar de tres deferminaciones, ** p
<0,01. Los resultados fueron normalizados con los niveles de proteina de actina.

9. Knock-down de MiFt en células SH-SY5Y

?.1. Antecedentes

Las mayoria de las investigaciones relacicnadas con MtFt han indicado que la
principal funcién de esta proteina es la regulacidén de la disponibilidad del hierro
mitocondrial y el control de ROS. La expresion de MiFt en células de mamiferos genera el
desplazamiento del hierro presente en el citosol hacia la mitocondria. Asi, MtFt reduciria
los niveles de ROS citosdlico, producirfia un aumento en los niveles de ATP y un aumento de
la viabilidad.

En base a los antecedentes anteriormente descritos es que decidimos estudiar el

efecto que tendria el knock-down de esta proteina en la viabilidad de células SH-SY5Y
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expuestas a rotenona. Para esto, generamos células SH-SYSY establemente transfectadas
con un microARN (miARN) para MiFt. El vector utilizado expresa co-cistronicamente el
microARN v la proteina bioluminiscente EmGFP (Emerald GFP) lo que permite la seleccion
visual de las células que expresan el microRNA. Luegoe de transfectadas, las células fueron
seleccionadas por 1 mes con el antibidtico blasticidina. Se diseharon y probaron 3
secuencias diferentes de microARN contra MtFt: (i) un microARN no especifico para MtFt,
denominadeo 1a, (i) un microARN especifico para MiFt que produjo una reduccién de los
niveles de ARNmM de MIFt cercana al 20%. denominado como 2a vy (i) un microARN
especifico para MtFt que produjo una reduccidn de los niveles de ARNm de MtFt cercana
al 62%, dencminado como 3¢ (0,20 + 0,07) en comparacion con los niveles de ARNm de
MtFt para células control (0,53 + 0,05). En la Figura 25 se observan células SH-SYSY
transfectadas con el microARN 3c. En estas células no se observaron diferencias
morfoldgicas en comparaciéon con células control. Un resultado inferesante fue que en
estas células 3c el tiempo de duplicacién fue menor (de aproximadamente de 1-1,5 dias)

al de Ias células control (de aproximadamente 2 dias).
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Figura 25. Células SH-SY5Y knock down para Mift. (A) Imagen representativa de células SH-SYSY que
expresan un microARN para MiFt, células denominadas 3¢. En la imagen superior se observa la fase
celular, la imagen inferior muestra células SH-SYSY expresando co-cistrénicamente EmMGFP, |a
longitud de onda para la maxima excitacién es de 487nm. (B) PCR en tiempo real de células SH-

SH5Y que expresan un microARN 3c para MiFt Los datos representan el promedio y la desviacion
esténdar de fres determinaciones, ** p < 0,01.
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9.2. El knock-down de MiFt protege a células SH-SY5Y de la muerte celular
mediada por rotenona

Debido o gue la funcidn de MitFt ha side relacicnada con la regulacion de g
disponibilidad del hierro mitocondrial, &l control de ROS, prevencién del dafo inducido
por estrés oxidativo es que decidimos estudiar el efecto que tendrfa rotenona en celulas
SH-SY5Y knock-down para MiFt en la viabilldad celular. Nos planteamos como hipdtesis
gue el knock-down de MiFt podra incrementar los efectos toxices de rotenona. Se
compard la viabilidad de células SH-SY5Y control versus céelulas SH-SY5Y fransfectadas con
los micrcARNs 1a y 3c. Células control, células 1a y células 3c fueron expuestas por 24
horas a 1 uM de rotenona. La viabilidad fue determinada ufilizando el ensayo de MTT y los
resulfados fueron normalizados por la viabilidad de las células control no expuestas d
rotenona (100% de la viabilidad celular) v por la concentracion de proteina. Células
control expuestas a rotenona 1 pM disminuyeron su viabilidad en un 32flag 1a
expuestas a rotenona disminuyeron su viabilidad un 35%. El resultado esperado para las
células 3c seria el relacionado con que una disminucion en MiFt deberfa aumentar la
sensibilidad de estas células a la exposicidon a rotenona, por lo que la viabilidad de estas
células seric menor a la determinada para las células control. Sin embarge, en células 3¢
expuestas a rotenona no se observd una disminucién significativa en la viabilidad celular

(Figura 26).
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Figura 26. Viabilidad celular en células knock down para MiFt expuestas por 24 horaghts 1
rotenona. Luego de 24 horas de exposicion a rotenona M, la viabilidad de €lulas SH  -SY5Y fue
determinada utilizando el ensayo de MIT y normalizada por la viabilidad de las células contfrol no
expuestas a rotenona (100% de la viabilidad celular) y por la concentfracion de profeina. Las células
denominadas 1a fueron frasnfectadas con un microARN no especifico para MtfFt. Las células
denominadas 3¢ fueron transfectadas con un microARN especifico para MiFt que produjo una
reduccién de los niveles de ARNm de MiFt cercana al 62%. La viabilidad de células que no fueron
expuestas a 1 UM de rotenona por 24 horas es representada por las barras blancas, mientras la
viabilidad de las células expuestas a 1TuM de rotencna por 24 horas es representada por las barras
negras. Los datos representan el promedio y la desviacion estandar de fres determinaciones. **
P<0,01.

Estos resultados indican gue el rol que tendria MiFt en evitar el dano oxidativo v la
muerte celular en células expuestas a rotenona es contradictorio. Debido a esto, es que
decidimos estudiar los niveles de proteina de factores de transcripcidn relacionados con

estrés oxidativo y proteccidon en células knock-down para MiFt.

9.3. Expresidn factores de transcripcion relacionados con estrés oxidativo en
células SH-SY5Y knock-down para MtFt

Debido a gue una disminucidn en los niveles de MtFt podria producir un aumento
en los niveles de ROS es que decidimos estudiar los niveles de proteina de factores de
transcripcion relacionados con estrés oxidativo, como son mtHsp70, Hsp?0 y Nf-kB en
células knock-down para MiFt (Figura 26). Se compararen los niveles de proteina de

células SH-SYSY control versus células SH-SY5Y denominadas como 1a, 2¢, 3c. En las células
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denominadas 3¢ se observé un aumento significativo en los niveles de proteina de Hsp%0 y
Nf-kB. No se observaron cambios significativos en 1os niveles de proteina de mitHsp70 entre
los distintos tipos de células, Bl aumento en los factores HspP0 v Nf-kp posiblemente es
debido a un aumento del estrés oxidativo citosdlico. Por otra parte, la falta de cambios
significativos en los niveles de proteina miHsp70 indica gue los niveles de ROS mitocondrial
no se vieron medificados. Esto sugiere que el aumento de los factores de franscripcion
Hsp%0 y Nf-kB en células SH-SY5Y el knock-down para MtFt proporciona proteccién en
contra del dafo oxidativo inducido por rotenona y promueve |la sobrevivencia celular

frente a condiciones de estrés.
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DISCUSION

1. Rotenona disminuye la viabilidad celular de manera dosis dependiente

Estudios previos demostraron que rotenona induce apoptosis a través de un
aumenfo en la produccidon de ROS mitocondrial (Li y col., 2003). En nuestro sistema
expermental, rotenona produjo una disminucion de la viagbilidad en células SH-SYSY de
manera dosis y tiempo dependiente. Estos estudios nos permitieron establecer las

condiciones de cultive a ser utilizadas en experimentos posteriores.

2. Rotenona disminuye los niveles de ATP celular

Células SH-SY5Y expuestas a rotenona disminuyeron sus niveles de ATP celular de
manera dosis dependiente. Una disminucién de ATP produciria un incremento en la
concentracién de calcio intracelular, excitotoxicidad, dafic celular relacicnado con oxido
nitrico y una disminucion en la actividad de preteinas que requieren de ATP parda su
funcidn, por ejempilo las enzimas gue reparan el ADN del dafio oxidativo. Por ofra parte,
rotenona 250 nM ne disminuyd los niveles de ATP a las 12 h de incubaocién y scélo
modestamente (13%) a las 24 h de incubacion. Sin embarge, rotenona 250 nM indujo
cambios significativos en la mayoria de los pardmetros estudiados, por o que es poco
probable que estos cambios sean producto de la baja en los niveles de ATP y podria ser

explicado por un aumento en el estrés oxidativo,

3. Rotenona produce el aumento en la sintesis de feritina citosélica

Chservamos que rotenona aumenté significativamente los niveles del ARNm de las
subunidades cFtH y cFil. El cumento en los niveles de ARNm de ambas subunidades
observados a las 12 v 24 horas de tratamiento se explicaria por la activacion de un

mecanismo adaptativo que disminuye el reservorio de hierro libre y fa produccion de ROS,
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debido a que el aumenfo de hierro libre conlleva un aumento del estrés oxidative (NUfez
vy col., 2004). La respuesta a ROS es mediada peor un potenciador (enhancer) especifico
presente en el promotor de ambas subunidades de cFt conocido cocmo elemenfo de
respuesta antioxidante (ARE). El factor de transcripcion Nrf2 ha sido considerado como la
principal proteina que interactla con este elemento y que activa la franscripcion genica
en respuesta a una senal de estrés oxidativo.

Ademds, observamos un aumento en los niveles de proteina de cFt en células
expuestas por 12 v 24 horas a rotenona. Sin embargo, los niveles de proteina para 24 horas
fueron menores d los obtenidos para 12 horas vy en alguncs casos no se observaron
diferencias significativas entre células control y células tratadas con rotencnaMl a
pesar de los niveles sostenides de ARNm. Esto podria deberse a que la respuesta de
femitina frente a rotenona a las 12 h permitiria regular rapicdamente los niveles de clIP. De
esta forma, seria esperable que a las 24 horas de exposicidn a rotenona los niveles de
proteina de ferritina sean menor, producio de un menor contenido de clLIP.

Sin embargo, la determinacién de cLIP mediante el uso de la sonda flucrescente
calceina en células expuestas a rotenona arrojdé un aumento a las 24 horas de exposicién.
Asi, el resultado obtenido para cFt fras 24 horas de exposicidon a rotenona {una menor
expresion de la proteina) vy un mayor clIP, podrian ser un factor que aumenta lc
vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas a rotencna, En este caso, la diferencia
entre el aumenfo de ARNmM y proteina se deberia posiblemente a dos mecanismos: 1) un
mecanismo de regulacion post-transcripcional posiblemente mediado por el sistema IRE-
IRP el cual se veria modificado por un aumento en los niveles de ROS y/c 2) un aumento
en la degradacion de la proteina. Un aumento en la actividad de unidn de las IRPs ha
sido defterminada en células expuestas o oxido nitrico (Phillips vy col., 1996), perdxido de
hidrogeno (Martins y ccl., 1995), hierro (NUfez-Millacura y col., 2002) e hipoxia (Hanson vy
col., 1999). En estos casos, el aumento en la produccion de ROS produciria el

desensamblaje del complejo [4Fe-43] presente en la proteina IRP1, lo gue promueve su
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activacion. El posible aumento en los niveles de ROS observados en Ias células SH-SYS5Y
expuestas a las fres concentraciones de rotenona produciria la unidén de IRP1 al IRE
presente en el ARNm de fertina citosdlica impidiendo la traduccidn de esta proteina. De
esta forma se explicaria el resulfado cbservado para los niveles de proteina de ambas
subunidades a las 24 horas de exposicién a rotencna. Este resultado indicarla que un
aumento en la actividad IRP1 ocurriria luego de 24 horas de exposicién a rotenona.

Los datos obtenidos sugieren gque, bajo cendiciones de estrés oxidativo, cFt puede
representar una molecula anti- o pro-oxidante de una manera fiempo-dependiente. En
efecto, la exposicion con rotenona indujo un aumento inicial de cFt (12 horas), limitando el
estimulo oxidante. La posible degradaciéon de ferritina o la disminuciéon de su traduccion

luego de 24 horas de exposicidn a rotenona, contribuiria o un aumento en el cLIP.

4. Rotenona produce el aumento en la sintesis de ferritina mitocondrial

MtFt humana es expresada como un precursor con destinacion a mitocondria, el
cual es procesado en una proteina funcional con una estructura muy similar o la sub-
unidad cFtH. M1Ft incorpera hierro in vivo e in vifro de manera tan eficiente como cFt. La
principal diferencia con cFt es su estructura cuaternaria: cFt es un hetero-polimero,
mientras que MitFt es un homo-polimerc que solamente se ensambla despues del
procesamiento en la mitocondria. El descubrimiento de MtFt resuelve un hallazgo antiguo.
Desde hace cerca de 40 afics, depdsitos de hierro en la mitocondria han sido
identificados por microscopia elecirénica como cenfros de hierro similares a los
observados en ferritina citosdlica [Bessis y Breton-Gorius, 1962), pere la posibilidad de la
existencia de una proteina similar a la fenifing en este organeslo fue abandonada por
afos. El reciente descubrimiento de ésta y otras proteinas mitocondriales implicadas en el
metabolismo de hiermro, han hecho que la mitccondria sea considercda como un
componente esencial en el metabolismo del hierro celular,

Se observé un aumento en los niveles de ARNm de MiFt a las 12 v 24 horas de
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exposicién a rotenona. Este aumento puede ser explicado por la activaciéon de un
mecanismo que produce una disminucidn del reservorio de hierro libre y la produccién de
ROS en la mitocondria. Sin embargo, se desconcce si el promotor de MiFt presenta algin
sitio de unién similar al presente en ambas subunidades de ¢FT. Estudios preliminares de Ia
regidn promotora indican sitios potencidles de unidn o factores eritroides especificos
como GATA y NFE2, ademds de la idenfificacion de posibles sitios de unién de factores
inflamatorics v de estrés como Nf-kp, CREB, APl y Octl (Levi y col., 2001), sin embargo la
funcionalidad de estos factores adn no han sido determinados.

A diferencia a lo observado para cFT, en MtFt observamos un aumento dosis-
dependiente en los niveles de proteina en células expuestas por 24 horas a rotenona, sin
observar cambios significativos en la exposicidon por 12 horas. Este aumento de MtFt frente
a rotenona podria regular el exceso de hierro presente en la mitoccondria. Esto regularia
tardiamente los niveles de hierrc libre mitocondrial (mLIP). A pesar que los niveles de MiFt
aumentan a las 24 horas de exposicion a rotenona, los niveles de mLIP son elevados. Es
posible que el hierro presente en MiFt contribuya al aumento del mLIP debido a; (i) la
degradacidn de MiFt o (i) debido a que MiFt es un homopolimero que carece de una
subunidad gue produce la mineralizacién del hierro, por lo que el hiemre almacenado en
MiFt podria estar disponible para intercambioc con el medio lo que seria un factor que
aumenta la vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas a rotenona.

Estos resultados indicarian que cFt y MiFt no responden concerfadamente en
células expuestas a rotenona. Debide a que los niveles de proteina de cFt aumentan
inicialmente (12 horas), pero a las 24 horas los niveles disminuyen a valores similares al
control. Este comportamiento debiera aumentar la vulnerabilidad de estas células ya que
los niveles de cLIP en este periodo de tiempo son mayores. Los niveles de proteina de MiFt
aumentarian tardiomente (24 horas) posiplemente debido a un aumenic en los niveles de

mLIP.
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5. Rotenona produce un aumento en la sintesis de DMT1

No observamos cambios significativos en los niveles de ARNm de DMTI+HRE en
células expuestas por 12 v 24 horas a rotenona, pero si se observd un aumento en los
niveles de la proteina. Estos resultados indicarian gue rotenona no medifica los niveles de
ARNM de DMT+IRE.

El aumento en los niveles de proteina de DMT+HIRE en células SH-SYSY expuestas a
rotencna fue dependiente de la concentracion de rotenona vy del tiempo de cultivo con
esta. Los niveles mas elevados de proteina fueron observados en células expuestas a
rotencna 1 uM y 3 UM a las 24 horas y en donde estos fratamientos producen una muerte
celular de un 33% y 45%, respectivamente. Estos resultados son relevantes ya gue podria
revelar la vulnerabilidad de estas células al insulto de rotenona producto de un aumento
en la incorporacién de hierro. Mediciones del clLIP y mLIP revelaron aumentos significativos
alas 12 y 24 horas de exposicion a rotenona, por lo que el aumento de DMT] participaria
en el cumento en la incorporacidn de hierro, el aumento en los niveles de hierro libre, el
consecuente aumento de ROS v, probablemente, la muerte celular,

La inhibicién del complejo | mitocondrial, el evento inicial de la toxicidod de
rotenona, podria modular la actividad de unidon de la proteina IRP1 debido a un aumento
en ROS. H aumento en la actividad de IRP1 aumentaria la expresidn de DMTI+IRE vy el

consecuente aumentc en los niveles de hiero celular.

4. Rotenona produce un aumento transitorio en la sintesis de ferroportina 1

En células expuestas por 12 horas a las diferentes concentracicnes de rotenona se
observé un aumento en los niveles de ARNm de ferroportina 1. Sin embargo, a las 24 horas
de exposicidn a rotenona disminuyeron a nivelss basales. Estos resultados indicarian una
posible regulacién transcripcional de ferrcportina 1.

Westemn blofs para ferroportina 1 revelaron aumentos significativos en células

expuestas por 12 horas a rotenona. Este resultado indicaria un mecanismo  inicial
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destinado a disminuir los niveles de hierro celular. Sin embargo, a las 24 horas no se
observaron cambios significativos de expresion con respecto alas células control.

Debido a que nc se observan diferencias significativas en los niveles de ferroporting
1 alas 24 horas, que los niveles de DMT1+IRE aumentaron dramdaticamente, que los niveles
de clIP también aumentaron y que los niveles de feritina citosdlica no se vieron
modificados (por lo que la capacicdad de buffer celular se ve disminuida en este periodo
de tlempo) es gue estos resultados favorecerian a un aumento en los niveles de hierrc, el

consecuente aumento de ROS y un aumento en el dafo oxidativo.

7. Expresion factores de transcripcién relacionados con estrés oxidativo

7.1. Nrf2

La induccidn de la expresidn de algunas enzimas cito-protectoras en respuesta a
estrés oxidativo es regulada principalmente a nivel transcripcional. Esta respuesta
transcripcional es mediada por un elemento cis denominadc ARE. La alteracion del
estado redox celular debido a un elevado nivel de ROS y/o una menor capacidad
antioxidante (por ejemplo, menores niveles de glutation reducido) es una importante sefal
para activar la respuesta transcripcional mediada por este potenciador. Ademds de su
participacion en la expresibn génica inducible, ARE es también responsable de la
expresion constitutiva de varios genes bajo condicionss no estresantes. Debido a que ROS
y otras especies reactivas enddgendas son censtantemente producidos desde el
metabolismo aerdbico normal, la participacién de ARE en el control de la expresién
génica constitutiva implica el rol critico de este potenciador en mantener la homeostasis
redox celular.

La activacidn de la franscripcion génica a fravés de ARE es mediado
principalmente por Nrf2. A las 12 y 24 horas observamos un aumento en los niveles de
ARNmM de Nrf2, El aumento fue mayor alas 24 horas. Sin embargo, los resuliades obtenidos

parda la proteina indican que rotencna es capaz de inducir un aumento iransitorio (12
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horas) en los niveles de profeina de Nrf2, No se chservaron diferencias significativas g ias
24 horas. Ofros estudios han estimado que la vida media de Nif2 es muy corta, siendo
menor de 20 minutos en macrofagos vy en varias lineas celulares (Kensler v col., 2007). Todo
parece indicar que la celula sintetiza y degrada a Nrf2 de manera sistemdtica, por lo que
el control primario de su funcidn en este periodo de tiempo radicaria principalmente en su
distribucién nuclear, mds que en la sintesis de novo (Kensler v col., 2007). Sin embargo, este
resulfade también puede ser debide a que la inhibicidén del complejo | por retenona
resulta en una mayor degradacion de Nrf2 mediante |l via de ubiguitinacion vy
reconocimiento del proteosoma (Kobayashi v col., 2006), lo gque produciia una menor

resistencia neuronal al estrés oxidativo.

7.2. mtHsp70

Desdrdenes neurodegenerativos como las enfermedades de Alzheimer, Parkinson,
esclerosis lateral amiotréfica se caracterizan por la acumulacidon neuronal de proteinas
mal plegadas. En respuesta a varias formas de estrés, las células activan una respuesta
altamente conservada de proteinas de shock térmico (Hsp). Diversas evidencias sugieren
gue la manipulacicn de esta respusesta podria ofrecer estrategias para proteger las
células cerebrales de la neurodegeneracidn. Estudios de sobre-expresion de Hsp70, Hsp40
vy Hsp27 han demostrado el efecto protector de Hsps en varios modelos animales de
enfermedades neurcdegenerativas (Muchowski y Wacker. 2005). Las accionss protectoras
de mtHsp/0 podrian incluir la prevencidn de agregacion proteica, el replegamiento de
proteinas parcialmente denaturadas y la inhibicidn de las vias de muerte celular. Esto
indica gue mitHsp70 es una proteina capaz de proteger las células a fravés de una
variedad de mecanismaos.

Alas 12 y 24 horas de exposicion a rotencna observamos un aumento en los niveles
de ARNmM de miHsp70. Los aumentos fueron dosis-dependiente en el rango. Sin embargo,

los resultados obtenidos para la proteina indicaron que rotenona induje un aumento en los

74



niveles de miHsp70 a las 12 horas de incubacidn, no observandose diferencias
significativas a las 24 horas. Esta diferencia enfre el ARNm y proteina se deberia
posiblemente a un mecanismo de regulaciéon post-transcripcional que impedida un
aumento en los niveles de proteina. Estos mecanismos de regulacidon pueden ser
explicados por: 1) un menor nimere de proteinas mal plegadas, lo que seria cuestionable
debido a gue los niveles de mLIP aumentan en este pericdo de tlempo y un mayor
nUmero de modificaciones proteicas serian esperchles o 2) una mayor degradacion de
esta proteina, lo que produciria una menor resistencia neuronal al estrés oxidativo.

Sobre la base a este y los anteriores resultados es razonable estimar que una
pérdida en la homeostasis celular de hierro y en los mecanismos de proteccion a las 24

horas de exposicidn arotenona sean los responsables de la muerte celular.

8. Consecuencias del knock-down de MiFt en células SH-SY5Y

Aungue la funcion fisioldgica de MiFt estd recién cconociéndose, los resultados
obtenidos en ofros laboratorios han mostrado gue la sobre-expresion de MtFt resulta en
una rdapida y eficiente redistribucidn del hierro presente en el citosol hacia la mitocondria
(Nie y col., 2005; Nie y col., 2006). Debido a que la expresién de MiFt previene, al mencs en
parte, el dafio inducido por estrés oxidativo en ceélulas Hela vy levaduras deficientes en
frataxina (Zanella y col., 2008; Campanella y col., 2004), es que nos planteamos comao
hipdtesis que el knock-down de MtFt podria incrementar los efectos toxicos de rotenona.
Para probar esta hipdtesis producimos celulas SH-SY5Y establemente transfectadas con un
MIARN para MiFt, En estas células, se observd una disminucicn en los niveles de ARNm de
MIFt cercana a un &2% (células denominadas 3c). No se observaron diferencias
morfoldgicas entre estas células y células confrol. Un resultado interesante fue que en
estas células el tiempo de duplicacidon fue menor [de aproximadamente de 1-1.5 dias) dl

de las células control (de aproximadamente 2 dias). Este resultado se relaciona con el
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obtenido para células tumorales de ratén en donde la sobre-expresion de MiF produce
un arresto del crecimiento (Guangjun y col., 2006).

Estudiamos los niveles de proteina de factores de transcripcion relacionados con
estrés oxidativo. Los resultados indicaron que la disminucion en los niveles de MIFf resultd
en el aumento en los factores Hsp%0 y Nf-kR posiblemente debido a un cambio en &l
estado oxidativo en &l citosol. A diferencia de lo que esperdbames, no cbservamos
cambios significativos en los niveles de preteina miHsp70, lo que indicaria gue en estas
células no ocurrid un aumento en el estado oxidativo mitocondridl.

En acuerdo con el resultado anterior, las células SH-SY5Y knock-down para MtFt
expuestas a rotenona no sufrieron una disminucién significativa de la viabilidad. Existen
dos posibles explicacionss para este resulfade. La primera, es el aumento de los factores
de transcripcion Hsp%0 vy Nf-kB proporcionarian profeccion en contra del dofc vy
promoverian la sobrevivencia celular frente a condiciones de estrés. La ofra explicacion,
esta relacionada con los resultados recientes (Lu y col., 2009) en donde la sobre-expresidon
de MtFt disminuyd la viablidad celular en células expuestas a +-BHQ (un inductcr de estrés
celular) de una manera mdés dramdtica. Este aumento de la muerte celular seria originado
por una disminucién de la actividad metabdlica mitocondrial y potencial de membrana,
una reduccién en los niveles de glutatién, un aumento en los niveles de ROS y apoptosis.
De esta manera, el aumento de MtFt produciria un aumento en sensibilidad celular al
estrés oxidativo. En células que sobre-expresan MiFt existe un dramdtico aumento en la
incorporacion de hierre via transferrina-TfR y una disminucién en cfT (Lu y caol., 2009).
También observaron gue las mitocondrias ricas en  hierce  son  degradadas
intralisosomalmente incrementando el hierro redox activo celular (Lu y col., 2009). Sobre la
base a estos antecedentes, el impedir el aumento de la proteina MiFt (a fravés de un
microARN) en células SH-SYSY expuestas a rotenona se favoreceria la scbrevida.

En las células SH-SY5Y expuestas a rotenona se observé un cumento en los niveles

de MtFt lo que podria producir un aumento en la incorporacion de hierrc a la mitocondric.
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Ademds el aumento de DMTI v de TfR1 v 2 (determinade por gPCR, dato no mostrado)
favorecerian la vulnerakilidad de estas células a rotenona, producto de un aumento en la
incorporacion de hierrc. Células SH-SYSY expuestas a rotenona despliegan mecanismaos
destinados a disminuir y controlar los niveles de hierro celular para evitar un aumento en
los niveles de ROS v el dafo oxidativo. Sin embargo, pareciera ser gue luegoe de 24 horas
de exposicion a rotenona existe una perdida del control de este mecanismo evidenciado
por un aumento en los niveles de cLIP y mLIP, un aumenic en los niveles de DMT] v una
disminucidn en los niveles de Nri2, miHsp70, cFt vy ferropertina 1 lo que favoreceria a un
dafo celular.

El rol que tendria MiFt en evitar el dafio cxidativo es contfradictorio. kI hierro
acumulado en MiFt podria ser considerado como seguro, pero cada vez que MIF es
degradada el hierro liberado contribuye transitoriamente al mLIP y @ un aumento de ROS.
Esto ha sido probado para cFt. Ratones jévenes que sobre-expresan |a subunidad cFtH en
neuronas de la SN muestran una mayor proteccion frente a la toxicidad a MPTP,
sugiriendo que la guelacion de hierro podria ser una efectiva terapia de neuroproteccion
(Kaur y col., 2003). Sin embargo, ratones viejos que sobre-expresan esta subunidad en
neuronas de la SN y que no fueron expuestos a MPTP desarrollaron neurodegerenacion de
estas células (Kaur y col., 2007). Al exponer estos ratones a MPTP, ellos experimentaron una
mayor neurodegeneracion que los animales gue no sobre-expresan cFtH (Kaur y col.,
2009) debido a un aumento en los niveles de clLIP y ROS.

Estos resultados proveen una fuerte evidencia que la scbre-expresion de cFt vy
posiblemente la de MiFt podrian estar involucradas directamente a la neurodegeneracion
como ocurre en EP v ofras enfermedades relacionadas.

Explicamos que el mecanismo de control homeostdfico del hiemo es redlizado
principalmente por proteinas que registran la disponibilidad del metal a traves de
interacciones directas con el hiermo presente en el citosol. Estas proteinas de union a ARN

son denominadas como IRP1 e IRP2. Al aumentar la expresién de MtFt se favoreceria una
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redistribucidn del hierro presente en el citosol hacia la mitocondria, la disminucidon del
hierro citosdlico produciria un aumento en la actividad de IRP1 y el consecuente aumento
de la incorporacion de hierro, debido a que existiria una falsa senal de carencia de hierro
citosdlico. Esto generaria un circulo vicioso que produciia un aumento en la

incorporacién de hierro y el consecuente aumento de ROS y dano celular.

La Figura 28 muestra un modelo sobre la desregulacion en la homeostasis del hierro

que ocurriria en neuronas dopaminérgicas humanas SH-SYSY expuestas a rotenona.

12 horas 24 horas

Figura 28. Efecto de rotenona en neuronas dopaminérgicas humanas SH-SY5Y. La inhibicién del
complejo |, luego de 24 horas de exposicion a rotenona, produce un aumento en los niveles de
DMTI1+IRE y el consecuente aumento del cLIP. Una disminucién en la capacidad de almacenagje de
hierro celular, debido a la disminucidn en los niveles de cFt, favoreceria a un aumento de la
disponibilidad del cLIP. La disminucién o la no modificacion de los niveles de proteina de ferroportina
impiden eliminar el exceso de hierro celular en estas condiciones. El aumento de MifFt podria
favorecer la incorporacion de hierro hacia la mitocondria. EL aumento en la actividad de unién a
IRE de la proteina IRP1, podria explicar el consecuente aumento de la Incorperacién de hierro,
debido a que existiia una falsa sefal de carencia de hierro citosdlico. Esto generaria un circulo
vicioso que produciria un aumento en la incorporacién de hierro y el consecuente aumento de ROS,
dano celular y la muerte celular.
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CONCLUSIONES

Durante el desarrollo de esta investigacién se encontraron resultados relevantes
relacionados con la pérdida de la regulacion de la homeostasis del hierro celular en
células neuronales dopaminérgicas SH-SYSY expuestas a rotenona, un inhibider del
complejo | mitocondrial utilizado como modelo de la enfermedad de Parkinson. En
particular, observamos que el aumento de los niveles del hierro &bl citosdlico podrian ser
explicados por: (i) un aumento en los niveles del transportador de entrada de hierro DMTI,
(i) una disminucién de la capacidad de almacenamiento del hierro citosdlico debido a
unga disminucion de feritina citosdlica vy (iil) la no modificacién del transportador de salida
de hierro ferroportina.

A pesar que los niveles de ferritina mitocondrial aumentaron tardiamente luego de
la exposicion a rotenona, los niveles de niveles del hierro Iabil mitocondrial fueron
elevados. El aumento de MtFt podria favorecer la incorporacion de hierro hacia la
mitocondria vy la consecuente disminucion del hierro 1abil citosdlico. Esta disminucion
produciria un aumento en la actividad de IRP1 y un aumento de la incorporaciéon de
hierro, debido a que existiria una falsa sefal de carencia de hierro citosélico. Ademads, el
hierro presente en MtFt contribuiria al aumento del hierro I&bil mitocondrial debido a: (i) la
degradacion de MtFt o (i) debido a que MtFt es un homopolimere que carece de una
subunidad que produce la mineralizacién del hierro, por lo que el hierro almacenado en
MtFt se encuentra mds disponible para intercambio con el medio intra-mitocondrial.

Estos resultados indican que la muerte de neuronas dopaminérgicas como
resultade de la inhibicion del complejo | mitocondrial se debe a la desregulacién de la
homeostasis celular del hierro, 1o que generaria un aumento del estrés oxidativo y dafo

celular.
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