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RESUMEN

El gron número de entermedcldes neurodegeneroiivos, produclo de un oumenio

en os expeclolivos de vido de lo pob aclÓn mundiol, consliluye uno de Ios mcyores

problemos de solud púb ico. En e ccrmpo de o enfermedod de Porkinson lEP), se estimo

una duplicoción en lo prevoLencio de ]c enfermedad entre los perloclos 2005-2030 1o

hipólesis de que e estrés oxidotivo fovorecerío la neurodegeneroclón boscdo en lo

existencio cle ocumuloción de hlero en lc enferrneclod, ho sldo determinodo y

comproboda o trovés de diversos evidencios. Sin embargo los mecclnismós que llevorÍan o

lo ocumuloción de hierro oún no hon sldo determinodos. El descubrirnlento de proteínos

mitocondrioies imp icodos en c homeostosis ceLu or de hlerro, como ferriiino mitocondriol

(MtFt), uno ferritino similor o o sub-unidad H de ferritina cltosÓlico (cFt)i suglere un moyor

nivei de cornplejidod del meioboismo ce u cT y mllocondrial de este rneiol Lo expresiÓn

cle MtFt esio restringido o cé ulos con elevodo actividod respirotoric, como

espermolozoides y neuronos. Se postulo que la principo función osociodo o esto proleíno

es ei secuestro del exceso de hiero y o proiección del daño oxidolivo. Esto función ol

lnieior de Lo miiocondrio es de principo interés, ya que en esios orgclne os se reo izo lc

sÍntesis de grupos hem y complejos Fe-S y por o lonto estÓn expueslos o un trÓflco

lmporionte de hierro.

En eslo tesis se estuclió e pope cle MlFl y cFl en céuos neuronoes expuestos o

rotenono, un mode o de EP. En porliculor, se observó el ournenio del r'oseTvorio de hierro

lóbi ci'tosó ico (cL P) debido o un oumento de os nive es de DMTI +LRE. uno disminución de

los niveles de cFt y de ferroporiino. El oumenio de MlFt observodo, pocirío desiinor ei hierro

incorporodo hocio lo mllocondrio, o que tcvorecerío e oumenlo en os nive es del

reseryorio de hierro óbi miiocondrio (mtlP). Esto fovorecerÍo e cumento del estrés

oxidoiivo, de doño celuLar y o mueite ceLu or.
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SUMMARY

The number of neurodegenetolive dlseases cls o consequence of the increase in

ifespon of wor d populoiion. constiiutes one of ihe moior prob ems of pub ic heo th. ln ihe

field of Pcrrkinson's diseose (PD), sludies hove proiecied o doubling of iis prevo ence in ihe

period 2OO5 2030. The hypothesls ihoi oxidotive siress contribuies lo neurodegeneroiion in

PD is tlosed on lhe pro oxidont cctobo ism of dopomine ond the existence of iron

occumuLation, which hos been delerñ'rined ond verifled through a voriety of evldences

Yet. the rnechonism of iron occumu ation hos not been determlnoted. The recent

discovery of mitochondrial proleins impicoted ln iron horneostosis, such as milochondrio

ferritin (MtFt). o novel ferritin H choin-llke prolein; suggest a evei of cornplexity in ce lulor

ond miiochondriol iron metoboism noi prevlousy imoglned. ln conirost io cyiosolic ferriiin

(cFt), MtFt expresslon corre oles wlih lhe number of mitochondrlcl ralher thon ihe lron

storoge copocliy of lhe ce . lt hos been suggesied that ihe ro e of MtFt is proiection

ogainsi oxidotlve domage to the mitochonclrio. ts funciion in ihe milochondria is

exlremeLy innportont since this orgcne e is lhe slie of heme ond Fe S cluster synthesis. Thus,

iron in rnitochondrio musl be ovaiiob e for synthesls while remaining contro led for lts

poiential oxidoiive domoge.

ln this thesis, we studied ihe role of MiFi y cFt in neuron cels exposed to rolenone, c

cellulor mode of PD. ln poriiculor. there wcls on increcse in the cytoso ic obile iron poo

(cLP) due to on increosed LeveL of DMTI+ RE, o decreosed leve of cFt ond feroportin. The

increose observed for MlFl. resulied in increosed iron incorporoted lnto ihe mitochondrio,

thereby lncreosing the leve s of mitochonclrio oblle iron pool (mLLP) These evenis should

promoie the increose of oxidolive stress, cell damage and ce I deoih.
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INTRODUCCIóN

1. Enfermedod de Porkinson (EP)

En I 8I 7, e médico brltónlco .lornes Porklnson descrilrió los crspeclos clinicos

centrq es de a que octuolmente es lo segunda enfermedod neurodegenerativo rnÓs

común después de c enfermeclod de Alzheimer {EA). En su célebre monogrofÍc sobre lo

porólisis ogiianle, "Essoy on the Shoking pa sy' . Porklnson, desciblÓ un sÍndrome

corocierizodo por o presencio de lemb ores en reposo, porólisis y combios poslurales. Lo

enfermedad de Parkinson (EP), como fue posteriormente nombrcdcl en lugor de porÓlisis

agitanle, es el desorden relocioncdo oL movimlento mÓs frecuente en el mundo. Lo

prevoLencio en ooíses industric lzodos oumenio morcodcmente con o edod y es

estimodo cercono ol l% en personos sobre los ó0 oños y en un 4% en petsoncs de 80 oños

de eclod (Nussboum y E lis, 2003). La edod de inicio de los sÍniomos es cerccnc o los 55

oños (Douer y Pzedborski, 2003).

Clínicomente, EP es definido como lc combinoclón de prob emcs mototes

centrcles progresivos como son: temblores invo uniorios, rigldez musculor, brodiclneslo o

lentitud en os movimientos, perdido de os ref eios posturoles, inesiabi idod posf urc e

incopocidod pcro comenzor movimjentos vo unlorjos Itenómeno conocido como

congelamlenio o freezing). Problernos emocicno es, cognitivos y psiquiÓtricos ocurren

frecuentemente en estos pocientes (Dauer y Przedborski, 2003].

Fisio ógicomenle, EP se ccroclerizo por lo degenerociÓn de los neuronos

dopominérqicos que conformon el circuilo nigroestraldo y o presencio de inc usiones

proteicos ciioplosmóilcos, denominodos cuerpos de Lewy {LBs), en los neuronos

remonentes. Los cuerpos celulores de los neuronos de clrcuito nlgroesliodo se

encuentron locolizodos en lo Subsfonc¡o Nigro pors campocla (SNpc) y se proyecion oL

ganglio bosol, donde formon sinopsis con los nÚc eos putomen y coudodo en el esirlodo.

[o perdido de estos neuronos, los cuo es normolmente conllenen el pigmento



neurome omino (Morsden, 1983), produce a despignnentoción de lo SNpc, un morcodor

paiológico de o enfermedod. En el iniclo de os sÍntomos, cercc del B0% de lo dopomino

liberado en el pulornen ho dlsminuido y cerco de ó0% de crs neuronos dopominérgicos se

hon perdido. En vido, el diognóslico de a EP se hoce sobte boses c Ínicos pero el

diognóstico cleflnitivo requiere lo identificqción de LBs y a pérdida de neuronos

dopominérqicos en e tejldo pos/mor/em. LBs no son especÍficos de EP, iomblén son

encontrodos en uno condición denominoclo "dernencio con cuerpos de Lewy" y en EA

(Gibb y tees, 1988). LBs son eslructuros esféricos de ogregodos proleicos citoplosmóiicos

eosinifÍicas compuestos de numerosos proteinos entte os que se inc uyffir sinucleíno,

porkino, ubiquitinc y neurofilomentos (Forno, I99ó, Spilloniini y col, l99B). El ro de LBs en la

muerte neuronol es controdiciorio, o gunos esludios estoblecen uno re oción entre uncl

moyor ocurrencio de EA y EP y o presencio de LBs.

Lo eiiología de EP no es compleiomenie cornprendido. En unos pocos cosos o

enfermedcd puede ser olribuido directomenie o mutociones genéiicos heredodos (os

cuo es represenion sólo el 5% de los casos), sin embcrgo lo gron moyorÍo de os cc¡sos son

conslderodos como esporódicos e idiopó1icos. Varlos esludios hon trolcldo de deflnir o

contribución ombieniol en lo etiologío, Uno vida rurol osocicdc c uso de pesticlclas y

herbicidos, lo ogricu turo y el beber oguo de pozo podrío ser un foclor de riesgo en e

desorrol o de uno EP de lnicio lemprono (Priyodorshi y co., 2001). Sin emborgo, el

descubrimiento de genes osociodos o EP hcl tenovodo el interés en foctores de

susceptibilidod hereditorio. Factores genéticos y amblenioles hon siclo osociodos o lc

incldencio o Lo enfermedod y han eniregodo lndicios de os meconismos invo ucrodos en

a disfunción y muerie ce ulor. Los evenios que hon sldo re oclonodos con o

neurodegeneroción en lo EP son: (i) lo disfunción milocondiol, cclusodo por una inhibición

especÍfico del complejo l, (ii) un oumenlo en el estrés oxidalivo producto de un oumenio

en los niveles de hiero ceLulor y uno disn.rinución de los niveles de g utoi!Ón reducido (GSH)



(iii) excitotoxicidod. {iv) 1o olteroción del sislemo ubiquilino-proleosomo e {v) o

inflomoción.

I.l. Disfunción Milocondriol en EP

Lc¡ primero evidencio de que un defeclo en o fosfor! aciÓn oxidallvo iuego un rol

lrnportonie en o potogénesis de lo EP provino del descubrimiento cle compuesto l-melil-

4lenl-1,2,3,6 ietrohidropiridino (MPTP) {Nicklos y ca., 1987). En 1982. iÓvenes drogodictos

desorrol oron un rópido y progresivo síndrome porkinsoniono debido a uso inlrovenoso de

I melil 4 feni-4-propion oxipiperidina (MPPP), un onÓlogó de nneperidino (Dernero 
)

(Longsion y co., l9B3). El cornpuesto MPTP fue e contcminonte neuroióxico producido

duronte o sínlesis de esla drogo. En humonos y monos, MPTP produce un ireversib e y

severo sÍndrome porkinsonlono. MPTP es copoz de cllrcvesor o bclrrero hemclto enceló ico

y posieriormenie es oxidodo en e ion I rneiil-4Jenilpiridino (MPP+) por lo enzimcl

rnonoomlno oxidoso B (MAO-B) loco izodo principolmenie en cl mitocondrio de célulos

g ioles. El meloboito ocllvo del MPTP, e MPP+ es un inhlbiclor del complejo I de lo cadeno

lronsporiodoro de elecirones miiocondrial y sustroio pora el lransporiador de dopamincr

(DAT). El MPP+ ingreso o cs neuronos dopominérgios vío DAT produciendo loxicidad y

muerle celulcr.

Esludios posleriores ideniiticaron uno disminución en o ocilvidod deL compleio len

o SNpc de pocientes con EP (Longsion y Bo lard, 1983; Schapira y col., I 990; GreenoTnyre

y col., 2OOl). lnloxicociones en rotones. monos y cultivos ceLulores con inhibidores de lo

octividod clel complejo I como son MPP+, rotenonc y poroquot (Sherer, 2003) son utilizodos

como modelos experimentoles de lo EP (Olonow,2007) produclendo en eslos lo pérdido

de neuroncs dopominérgicos de lo SNpc y 1o presencio de incluslones ciiop osmÓticos en

los neuronos remonentes, similores o los observodos en pocienles con EP. Los principoles

efectos producidos por o inhiblclón del complejo I son un oumento en la producción de

roclicoles libres y estrés oxidotlvo y uno dismlnuclón de lo síntesis de ATP, o cuo couso un



incrernenio en lo conceniroción de co cio inirocelulor, exciloloxicidod y doño ce ulor

relocionodo con oxido nítrico (Scotcher y col., 1990).

1.2. Aumento del hierro celulor en lo EP

Un ournenio en e conlenido de hierro loicrl en o SN de pocienles con EP. hcr sido

reporicdo en estudios posimortem o lrovés de diferenles méTodos (Sofic y col., I9BB,

Dexter y col., I 989, Hirsch y col., I 99I ). Estos resu iodos hon sido confirmodos por estudlos

de u trosonido, resoncncio mognética nuc eor {Gorell y coL., 1995) y en r.ode os cnimoles

de lo enfermedod (Horley y col., 1993). AdernÓs de este cumenio en e conienido de

hierro. se ho determinodo un combio en lo reloclÓn (Fe"/Fe3.) descle 2 en cerebros

conlrol a 0.5-l en lo SN de cerebros porkinsonionos (Sofic y col., 1988; Riederer y co .

1989). El hierro ocurnulodo esto presenle en neuronos dopominérgicas y rnicroglios

oclivodas de o substoncio nlgro (Hirsch y col.. I 991 i Morris y col., 1995).

Los rneconlsmos por los cuo es podrío esior ocurriendo esle oumento cle hjerro en

Io EP oún no hon sido determinodos, pero clgunos estudios sugieren que io desregu aciÓn

del hierro ce u or es mediodo por un oumenlo en o octividod de lo proteÍno regulodoro

de hierro I (lRPl ).

Cu iivos primorlos de grónuios cerebroles (CGN) tratodos con MPP+ mueslrcn uno

disminuclón tiempo dependiente de o oclividod oconiioso lolo (citosóllco y

mitocondriol), esto inoctivoción de o octivlclad oconiicscl podrÍo ser medioda por el

desensombloje oxidotivo del compleio hierro ozufre debido a cumenio en los nlve es de

RoS y RNS, lo que qenero un incremenio en Lo octlvidad de unión de RPI o lRE. Esio

genero o estobiizoción del ARNm del TfR, e oumento en cl sínlesis de TfR y el

consecuente oumento en lo incorporoción de hierro ce ulor desde If (Shong Y ca ,2044).

Esiudios en nuestro loborolorio, indicon un oumento en o octivldod de lRPl y en os nive es

dei tronsportodor de hierro DMTI+ RE en neuroncs de o SNpc de rolos trolodos con ó-

OHDA (neurotoxinc que oumentc lo generación de rodico es libres y utilizodo en modelos



de EP) {Solozor y col., 200ó). Esios resuliodos son consisienies con lo hipóiesis que o

incorporoción de hierro en EP es rnedioda por un oumenlo en lo octlvidod lRPl a través

cle un tronsporle dependiente de TfR y DMTI, generóndose uno respueslo similor c a

observcrdo en cé u os expuestcs o concentrcciones deficienies de hlerro.

Llonq y Pote en el año 2004 determlnoron un oumenlo temprcno del reservorio de

hiero lóbil o redox-ociivo mitocondrjol (mLlP) en los frocciones miloconclrioles neurono es

de o SN de rotones inloxicodos con MPTP seguldo por un cumenio deL conienido deL

hierro citosólico. Porole cmenie o o ocumu oción del hierro rnliocondrlal inducldo por

MPTP se observa lo inociivoción de o enzimo oconitcsc mlloconclria. Eslos resuLiodos

sugieren que MPTP moviliza dos reservorios de hierro distintos, un reservorio rnitocondriol

temprcno que precede a lo pérdido de neutonos dopominergicas y un reservorio

cilosólico tordío que coincide con lo perdido de neuronos dopomlnérgicos (Liong y Pate

20a4) .

2. Eslrés oxidolivo y el hierro como produclor de Ros

En vertebrados, numerosos orocesos fisio ógicos inc uyendo e ironsporte de

oxigeno, o sinlesis de ATP y fosforiloción oxidotivo, o sÍniesls de ADN. lo sÍnlesis y

metobollsmo de olqunos neurotronsmisores y horrnonos, y cierios aspectos de lo defenso

lnmune requieren de proteínos que utilizon hierro como cofoctor (Youdim y col., 1990; Hill,

l985i cuiterldge y HoLliwel , 2000, Wu y col., 2004). El hlero portlcipo en os ptocesos

metobóllcos experimentondo reocciones cle oxido-reducciÓn, o cucl permite a esle

rnetol sufrir interconversión entre los estodos de colión divolente o ferroso (Fe'.) y el caiión

trivo ente o f érrico (Fe3.) (Poponikolaou y Ponlopoulos, 2005). Lo hobilidod de donar y

cceplor un e ectrón en estos reocciones no sÓlo contribuye c ro críllco deL hierro en

procesos flsiológicos, slno que lombién puede guicr c un imporionte esirés oxidolivo

celulor mediante lo producción de rodico es libres cuondo un exceso cle esie rnelcl es1Ó

presente (Wardmon y Candeias, I 99ó).



E estrés ox¡datlvo es generolmente definido como un desbcllonce enlre eslimulos

pro y onil-oxidonies que fovorece la producción de especies reoclivos (RS) por sobre las

detensos aniioxidonies, guiondo o un doño oxldatlvo. Enire las RS se lnc uyen o os

especies reoclivos de oxigeno (ROS), especies reocllvos de nitrógeno (RNS), holóqenos

reoctlvos y especies su furo reocilvcs. Los ROS inc uyen c rodicc es de oxlgeno y derivodos

no rodico es de oxÍgeno, como el peróxido de hldrógeno (H:O:), e Ócido hipoc oroso

(HOC ) y e ozono (O:). E precursor de gron pade de las ROS es el rodlco libre aniÓn

superóxido (O: ), eL cuol posee un elecirón no oporeodo y es el produclo de la reducción

incornpleta de oxigeno moleculor {Or) producido duron'te o respirociÓn rniiocondriol

normai (Chonce y cal., 1979). Lo posterior clismuioclón del O: de monero esponiáneo o

coloiizodo por lo enzimc superoxido dismutoso (5OD), produce a reduccjÓn de 02 en

l:O: (1 ) .

1) 2at + 2H* - H2O2 + O: Eo: 0.89 V; AG = 85.9 KJ/mo

El HzO: es débilmenie reoclivo y es copclz de o'irovescr membronos ce ulcres

porticipando en procesos de ironsducciÓn de seño es. A pesor cie su poco reoctlvidod, e

H2O2 puede ser citoióxico y ounque uno pequeño porte de dcño ce ulc¡r mediodo por

H2O2 es directo, por ejernp o o inoctivoción de o enzimo glicolítico G3PDH (Brodle y Reed,

1987), el HzO: es copoz de producir lo oxidoción de lÍpldos, ADN y proleinas debido a o

reocción con hierro.

E hierro es producior de rodiccles ibres medionie uno reccción no-enzimÓilco

conocido como reocción de Fenton, en donde ei hiero en su estcdo reducldo 1Fe'?')

medio lo conversión de H:O: ol rodico hidroxl o ('OHl, eL que es oliomenie reoctivo (2).

2\ te2* + H:O: * Fe¡* + OH + OH- E¡: 0.28 V; lG - -27 .O K)lr.lal
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Simllormente, el ombiente reductor introcelulor fovorece lo reocción entre Fe2* y

oxÍgeno moleculor, generondo el onión superóxido en uno reocción conocido como

reocción de Hober-Weis (3).

3) 2Fez. +2Qz - 2Fe3*+2Az Eo: -0.2ó V; AG = 25.1 KJ/mol

Estos tres reocc¡ones conformon lo bose de lo reloción FelROS en ombientes

inirocelulores. Su ocoplomienlo resulto en lo reocc¡ón 4 (lo cuol es ollomente fovoroble),

o que estoblece lo reloción entre hierro y lo producción del rodicol hidroxiLo.

4) 3Fez, +02+2Ht -3Fe3*+.OH+OH- E: 0.91 V; AG=-87.óKllmol

Lo formo oxidodq de hleno (Fe3, producido en los reocciones 2) y 3) es

nuevomente reducido por reductores celulores, como O2', oscorboto y glutoiión reducido

(GSH), comporióndose como cclolizodores de la producción de los radicoles libres

hidroxilo y onión superóxido.

Existe impodonie evidencio que indico uno reloción entre lo qcumuloción de

hierro en el cerebro con lo edod y el estrés oxidoiivo que podrío cousor un omplio rongo

de desordenes neurodegenerot¡vos del sistemo nervioso cenlrol, entre los que se cuenton

los enfermedodes de Huntingion (Moos y Morgon,2004), Atoxio de Friedreich, onemio

sideroblóslicq ligodo ol cromosomo X, EP y EA. Uno ocumuloción celulor de hieno y lo

posierior formoción del OH guío o vor¡os formos de modlficociones oxidotivos reversibles e

ireversibles de lípidos (derivodos l¡píd¡cos de hidroperóxido), ADN (oduclos y qu¡ebres) y

proieÍnos (corboniloción y modificociones nitro) cuyo mol plegomiento y ogregoción

guíon o lo formoción de cuerpos de inclusión introceluLores, los cuo es son morcodores

postmortem de muchos enfermedodes neurodegenerotivos {Alom y col., 1997o: Alom y

col., 1997b; Dexler y col., I 994j Spencer y col., 1994) ,

Dodo el número de enfermedodes neurológicos osociodos con uno ocumuloción

de hierro en el cerebro y !o necesidod de oumenlor el conocimienlo de los meconismos



de lo homeoslosis de hieno en neuronos y glÍos se ho esiimulodo el esiud¡o de los

mecon¡smos involucrqdos en el tronsporle y olmocenomiento del hieno en el cerekr,ro. Sín

emborgo, en el coso de lo EP oún se desconoce los combios de expresión de proleínos

citosólicos y mitocondrioles involucrodos en el melobolismo del hierro y lo reloción con el

desorrollo de esio enfermedod.

Debido o que el hieno es un mefol potenciolmente lóxico, los célulos despliegon

mecon¡smos tronscripcionoles y postJronscripciono es de reguloción que son onolizodos o

continuoción.

3. Homeoslosis neuronol del hiérfo

3.1. Componenles de lo homeostosis celulor del h¡e¡ro

En el plosmo songuíneo el hierro es tronsportodo prjnclpolmente como Fe3*

osociodo o lo proteíno de unión o hierro, Tronsferino (Tf), uno proteÍno que puede

tronsportqr I ó 2 ólomos de hierro por moLéculo (HoloTf). Después de Lo unión de lo HoloTf

o su receplor (TfR) presente en lo membrono plosmólico, se produce Io internolizoción del

complejo HoloTf-TfR hocio el ciiosol o irovés de vesículos endocíticos (Richordson y Ponko,

1?97). El hierro presenle en lo HoloTf es liberodo en un comporlimiento endosomol

ocidif¡codo, poro luego ser reduc¡do o Fe2* y tronsporiodo c irovés de lo membrono

endosomol hocio el citosol por e iranspododor de meioles divoLenies (DMTI o DCTI,

Nromp2) (Andrews, 1999). Lo ff libre de hieno (ApóTf) es lronsporlodo unido o TfR, hocio lo

membrono plosmótico, donde es liberodo o lo circuloción poro un nuevo ciclo de

movilizoción y enirego de hierro (Figuro I ).

El nuevo hierro incorporodo en el cilosol puede: (¡l formor porte del reservorio de

hlerro lóbil citosólico (cLlP, Lobil lron Pool) o hierro reoclivo ciiosólico, (ii) ser almocenodo

por lo proteíno ferilino citosól¡co lcFt) (Honison y Arosio, 199ó) o {iii) el exceso ser

eliminodo medionte el tronsportodor de solido de hierro Ferroportino I ( regl o MTPI ). En el



medio extrocelulor, lo enzimo fenoxidoso ceruloplosm¡no es lo responsoble de lo

oxidoción del Fet2 poro ser unido o ApoTf.

Aunque el exceso de hieno es olmocenodo en el citoso, mucho del hleno

metobolicomente oct¡vo es procesodo en lo milocondrio. EI hierro que es deslinodo o

este orgonelo puede: (i) formor porte del reservorio de hieffo lób¡i mitocondriol imLlP) o

hierro reoctivo miiocondriol, (ii) obosiecer o este orgonelo de hierro poro lo sínlesis de

grupos hem y complejos hieno-ozufre o (iii) ser olmocenodo en lo milocondrio, por lo

proieíno fenilino mitocondriol {MlFi) (Levi y col., 200 I ).

En el plosmo songuÍneo, odemós exisie hierro no unido o Tf, este hierro puede ser

incorporodo o lo célulo por lo presencio de DMTI en lo membrono plosmóiico. Antes de

que el hieno no unido o Tf seo incorporodo por DMTI, el Fe3* es reducido o Fe'* por lo

enzimo duodenol c¡tocromo b (Dcytb) {McK¡e y col., 2001). Dcytb es expresodo tomb¡én

en el bozo y proboblemente en el hÍgodo (Lotunde-Dodo y co].,2004), pero no exisien

reportes de expresión de Dcytb en célulos cerebroles.

3.2. Reservorio de hierro lóbil (LlP)

Aunque lo moyor porte del hierro presente en lq célulo se encueniro osociodo c

uno omplio voriedod de proleínos, uno frocción menor de hieno se encuenlro déb¡lmenle

unido o uno pobloción heterogéneo de compuestos de bojo peso moleculor como

fosfotos, nucleótldos, grupos h¡droxilos, ominos y sulfidrilos (Kokhlon y Cobonichik, 2002j

Petro't y col.,20o2). Esios formos, colectivomenle definidos como reservorio de h¡erro lóbil

o LlP, estón osociodos o importontes funciones: (i) flslológicomente, LIP es lo fuente de

híeno disponible poro ser incorporado en proteínos que requieren de complejos hlerro-

ozufre o grupos Hem poro su func¡ón, {ii) f ormocológicqmente, es el blonco de quelonles

y de neuirolizodores de rodicoles libres {free-rodicol scovengers) y (¡ii) toxicológicomente,

octúon promoviendo la formocíón de rodicoles libres medionte lo reocción de Fenton.



Debido ol omb¡ente reduclivo celulor, el hleno en el LIP se encuentro predominontemente

en el estodo de Fet'. Normolmente, LIP represenlo 3-5% del hierro celu or iotol. Sin

emborgo, eslq proporción es modulodo por fociores inlrÍnsecos y exlrínsecos 'toles como

lo sobrecorgo de hieno (Breuery col., 1996), e¡ trotom¡ento con quelontes (Zonninelli y col..

]997i Zonninelli y cal.,20A2) y lo monipuloción de lo expresión de feni'iino (Epsztejn y co].,

1999; Kokhlon y col.,200l). A modo de ejemplo, célulos de neuroblosiomo culiivodos en

condic¡ones de olto hiero contienen 3-4 veces mos LIP que célulos culiivodos en

condiciones de bojo hieno (Núñez y co ., 2004). Ademós, célulqs con LIP olto

invor¡oblemenle presenton moyores niveles de ROS.

Lo deierminoción y el estudio de los niveles de LIP en célu os vivos se hon reolizodo

medionie el uso de sondos fluorescenies, Estos molécuLos unen con bojo ofinidad el hierro

d¡sponible. Luego de lo un¡ón del hieno, lo sondo sufre un combio conformocionol, lo que

produce el opogomiento de su fluorescencio (quenching). Lo disminución de lo

fluorescencio es proporcionol ol hieno lóbil presente. Lo odición de un quelonle

permeoble y de olto of¡nidod por hieno, desplozo el hieffo unido o lo sondo y le devuelve

o ésto su fluorescencío móximo (Espósito v col..20aA. Lo diferencio entre lo fluorescencio

móximo olconzodo lros ogregor el quelonle permeoble y lo fluorescenciq bosol es

proporcionol o lo mognitud del LlP. El desonollo de sondos fluorescenies con destinoc¡ón

subcelulqr ho permítido lo determinoción de lós reservorios de hierro lóbiL citosólico (cLlP)

(Breuer y col., 1995) y milocondriol (mLlP) (Petrot y col., 2001; Petrol y col., 2002). Después

de corgor los célulos con lo sondo, lo fluorescencio inirccelulor puede ser vlsuqlizodo con

microscopío de fluorescencio o confocol (Petroi y col., 1999), y cuonlificodo con lecior de

fluorescencio de microplocos (Espósito y col., 2002).
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Figuro l. Melobol¡smo del h¡erro célulqr neuronol. Lo HoloTf se une o su receptor. TfR, en o superficie
celulor. Esle complejo (Holoft-TfR) se locolizo en uno covidod cubierio de clotrino. lo membrono se
invogino inciondo la internolizoción med onte endocitosis. Lo ocidificoc ón del endosomo. mediodo
por uno bombo de protones, es necesorlo poro lo iberociÓn del hierro desde Tf, el cuol es

tronsportodo fuero del endosomo por el tronsportodor DMTI. Lo ApoTf es devuelto o ¡o membrono
celulor unido o TfR, donde, o pH neutro, se disocio poro porticipor nuevomente de ciclos de entrego
de hierro. El hierro enlregodo puede ser ironsportodo a lo mitocondrio o ser olmocencdo en lo
formo de cFt y hemosider¡no en el citosol. cLlP (Reservorio de hierro reoctivo citosólico). mLlP
(Reservorio de hierro reoctivo mitocondrioD. TfRl es ubiquiomente expresodo, mientros que lo
exptesión de TfR2 se encueniro restringido o hepotocitos, célu os crÍplicos duodenoles y célulos
eritroides, Sin emborgo en célu os de neuroblastomo humono SH-SYsY los niveles de TfRl fueron
menores o los observodos poro TfR2. (Mod¡ficodo de Hente y col., 2004).

3.3. Proleínos regulodoros de hierro (lRPs)

El meconismo de control homeostótico del hierro es reolizodo principolmente por

proteínos que registron lo disponibilidod del melol o trovés de interocciones directos con

el hierro lóbil presente en el citosol, el cLlP, Estos proteÍnos de unión o ARN, conocidos con

el nombre de proteinos regulodoros de hierro 1 y 2 (lRP1 e lRP2, de lron Regulotory erotein)

y que en conjunto son denominodos lRPs, son responsobles del control post-tronscripcionol

de los ARN menso.ieros de proteÍnos involucrodos en el metobolismo celulor del hiero, Este

control se ejerce o trovés de lo osocioción de los lRPs con sitios oltomente conservodos,
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conoc¡dos como elementos de respuesto o hieno {lREs de lron Eesponsive Element)

presenles en lo reglón 5' y 3' no troducido (UfR de Untronsloted Region) de un ARNm.

Eslos proteínos permi'ten opiimizor lo función de numerosos componentes celulores

dependientes de hierro ojusiondo rÓpldomen'te los concentrociones de cLlP (Hentze y

Kühn, 199ó). Lo unión de estos proieÍnos o un IRE presente en el 5' UTR, como en el ARNm

de los sub-unidodes de cFl, controlo lo unión de los ribosomos ol ARNm, pero cuondo un

IRE eslo presente en el 3' UTR, como en el ARNm de TfR, Lo sínlesis de proteíno es

conlrolodo o trovés de lo degrodoción del ARNm. Un oumenio en los niveles del hierro

citosólico guío o lo formoc¡ón de un complejo hierro-ozufre [4Fe-4s], presenie en el s¡tio

octivo de lRPl. Lo formoción de este complejo previene lo unión de esto proteíno a lREs,

osí, el ARNm de los sub-unidodes de cFt es lroducido libremenle y el ARNm de TfR es

degrododo por endonucleosos no corocterizodos. El oumento en los niveles de hierro

citosólico guío o 10 degrodoción de lRP2 de monero hierro-dependienie, y su octividod no

es regulodo por un combio en los complejos hieno-ozufre (Rououll, 200ó). lnversomenfe,

uno disminución del hierro cltosólico guÍo ol desensombLoje del comp eio hierro-ozufre lo

que promueve un oumenlo en lo octividod de unión de los lRPs o IRE con lo consecuente

d¡sminuc¡ón en cFt y un oumenlo de TfR (Figuro 2).

Lo octivldod de IRP 1 odemós de ser modu odo por los niveles de cLlP y lo

formoción del complejo hierro-ozufre presente en su estrucluro lombién puede ser

modificodo por ROS y especies reoclivos de nitrógeno (RNS). El complejo h¡eno-ozufre de

lRPl puede ser oxidodo y desesiobilizodo por oxigeno, óxido níirico y peroxlnitrito (Cairo y

col.,2OOZI y puede ser indirectomenie desensomblodo por HzOz medionte Io ocllvoción

de uno vío de señolizoc¡ón (Mueller y col., 2001). Un oumento en lo octividod de lRPl ho

sido observodo en condiciones de estrés oxidativo, este oumento en lo ocliv¡dod produce

un oumento en lo entrodo de hieno y uno disminución de lo copocidod de

olmocenomienlo de esie, lo que inevitoblemente guÍo o un oumenlo en los niveles de LIP
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y un oumento en lo generoción de ROS en un c¡rculo vicioso el cuol finoi¡zo con o muerle

celulor (Núñez-Millocuro y coL., 2002; Núñezy col., 2003).

3.4. Proleínos de Almocenoje de hierro

3.4,1. terrillno C¡tosól¡co (ctt)

Lo bojo solubil¡dod de Fe3'en condiciones fisiológicos (Kd=10'r8 M) ho permilido o

los orgonismos vivos o odoptor duronte lo evolución mecon¡smos eficienles de tronsporte

y olmocenomiento del melol. Lo proteíno cFi permite el secuestro y lo montención del

hieno en uno formo no tóxico y biodispon¡ble. Los cFts se desonolloron f ilogenéticomente

lemprono y estón presentes en orqueobocterios, eubocterios, plontos, invertebrodos y

momíferos. Los secuencios de ADN y proleíno poro ferrilinos vorÍon, especiolmente en

bocter¡os, pero sus estructuros iercior¡os y cuoternorios eslón ollomenie conservodos. En

bocterios y plonios, Ios cFis estón compuestos de 24 sub-unidodes del rnismo lipo, sin

emborgo, en momíteros ex¡sten dos tipos de sub-un¡dodes uno pesodo H (cFlH) y uno

liviono L (cFtL). Dependiendo del tipo celulor, cFtH y cFtL se co-ensomb on en diferentes

rozones poro formor uno moléculo mul'iimérico de 24 sub-unldodes (Andrews y col., 1992).

Lo moléculo de cFl es uno esfero ohuecodo con un diómetro externo de l2 o l3 nm. Lo

covidod centrol de cFi, de 7 o 8 nm de diómetro, es el sitio de olmocenoje del hierro y es

copoz de odquirir hosio oproximodomenle 4.500 ótomos de hierro, ounque su soturoción

normol es de 800 o 1000 ólomos de hierro por moléculo (Figuro 3). Poro ser olmocenodo,

eL hierro en el eslodo de oxidoción Fe2* enlro o lo covidad centrol de cF1 a trovés de

conoles hidrofóbicos. Lo poster¡or oxidoción o Fe3*, llevodo o cobo por lo sub-un¡dod cFtH,

permite su m¡nerolizoción. Bojo condiciones de bojo hierro ciiosólico, eL hierro

olmocenodo ol interlor de cFi es reducido o Fe2. y ironsporlodo ol exierior de cFt (Horrison

y Arosio, 199ó) ounque o uno menor velocidod que lo de enfrodo (L¡u y co|.,2007).
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tlguro 2. Regulqclón posl.lronscr¡pcionql de ctl y TtR. Los niveles de os proteínos de cFi y TfR son
regulodos post-tronscripcionolenle por los proteínos regulodoros de hierro, lRPs. Esios proleínos son
copoces de unirse o los elementos de respueslo a hierro, lREs, locolizodos en lo región 3'y 5'no
troducido de los ARNm de ffR y cFt, respeclivqmenie. En cond¡ciones de deficiencio de hieno, lRPs

se unen o lREs, proiegiendo el ARNm de TfR de lo degrodoción por endonucleosos y previniendo lo
síntesis de ferritino. Cuondo un exceso de hierro esto presenle, el IRP modificqdo no es copoz de
unirse o los lREs - en el coso de lRPl el sitio de un¡ón es bloqueodo por lo formoción de un complejo
hiero-ozufre [4Fe-4S], mieniros que lo proieino lRP2 es degradodo en el profeosomo - permitiendo lo
expresión de ferritinq y o degrodoción de ARNm de IfR {Modificodo de Rouou i, 200ó).

cFtH (21 kDo) contiene Lo actividod ferroxidoso responsob e de lo rópido oxidación

de Fe2* o Fe3*. Los siefe residuos de qminoócidos que coniribuyen o lo formoción del

centro ferroxidoso estón conseryodos en lodas os cFls, con excepción de o sub-unidqd
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cFtL i1 9 kDo) que posee lo porliculoridod de ofrecer residuos de ominoócidos ócidos en o

superficle de lo covidod que foclliton lo nucleoción y minerolizoción del hierro. cFts

enrlquec¡dos en cF'lL son osoclodos ol olmocenomienio de hierro, mientros que cFls

enriquecidos en cFlH son osociodos o respuesto o estrés (Zecco y co|,,2004). En el

cerebro, cFts enriquecidos en cFlH se encuentron predominontemenle en neuronos, cFls

enriquecidos en cFfL se encuentron predomincntemente en microg ios, mientrcs que

oligodendrocllos expreson conlidodes similores de ombos sub unidodes (Connor y col.,

1994). Uno bojo expresión de cFt es observado en osirocitos, indicondo que estos cé ulos

tienen poco copocidod de olmocenomienlo de hierro (Zecco y col.,2004).

i:::]t*¡ir'»ñd* )rst1)q

Figuro 3. Represenlqc¡ón de ferrilino citosól¡co (cti). cFt es uno proleíno esférico que consisle de 24
sub-unidodes (o codenos peptídicos) plegodos en e ipsoides, conectodos o irovés de uniones no
covolenles. Los dos lipos de sub-unidodes, uno pesodo cFtH y uno l¡v¡ono cFtL, formon uno esfero
ohuecodo de oproximodomenie 7 o B nm de dlómetro inlerno y un diómelro exierno de
oproximodomente de I 2 o l3 nm que es copoz de secueslror y mqnlener hierro en uno formo no
tóxico y biodisponible (Modificodo de Ko ontor-zodeh K y col.. 200ó).

Un oumento en lo tronscripción del gen de cFtH ha sido observodo en célulos

expuestos o citoquinos (Torii y Torti,2002), oxidonles como el HzO: (Tsuii y co|,,2000) y o

inductores de lo respuesto aniioxidonte de fose l1 comó t-butiLhidroqinono (t-BHQ), oltiproz

y I ,2-ditiol-3-iion (D3T) (Pieisch y col., 2003). Lo inducción de 1o tronscripción med¡odo por

hieno del gen de cFlL, y no de cFlH, ocure solomente luego de io expos¡ción crónlco o

closis de hlerro extremcdomente elevodos, lo que ho sido delerminodo en célulos HeLa y
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roios medionle e enscyo de troscripción run-on (nucleor run on ossoyJ (White y Munro'

1988i Coiro y col., 1985), medionie Norihern blÓls en roios y ranos (Dickey y co ' 1987:

Leggelt y col., 1993) y medlanie onólisls de m¡croorroys (Muckentholer y col ' 2003) El

troiomiento con el quelonte de hierro desferroxcminc produce uno dism jnuclón

específico de los nive es de ARNrn de cFtL. El meconismo cle reguloción diferencio de

cFiH y cFtL mediodo por hierro es oÚn desconocido. En o actuolldod, los efeclos de o

exposiciónoelevodosnivelesdeh]erroesiorionreLaCionoclosConedoñooxidotivo

iniciodoporhierro,envezdeunorespuestcdireCioolhierro.CFtenConjUntoconoiros

genesderespuestoonlioxidonleydetoxificociónposiblementepermltenUnodefenso

conceriodo en conlro de insulios oxldolivos (BalLo y col. 1992: fadi y forii,2002j Hinlze y

Thei 200ó).

SobreelgO%delhierrocitosÓlicoesojmOCenodoenCFl.DebidooqUeehierro

presente en ferriiino no es redox-octivo, este es conslderoclo como hierro "seguro". sin

embargo,Codovezqueferriiinoesdegrododo(loVidomediadeferr]linopresenieen

microglÍos es de 3-3,5 horos, Mehlhose y co, 2OO5) e hierro o mclcenodo es llberodo

contribuyendo ironsclenf emente a L P y o un ournento de ROS.

3.4.2. Melobolismo dél hierro milocondriol

DesdesUdescubrimiento.lomitocondrioesreconocidclComoUnComponenle

esencia y dinómico cle la bioquímico ce ulor. Lc milocondrio es un orgone o centrol en

vcrrios funciones ce u ores lncluyendo lo generociÓn de ATP o trovés de o fosforilociÓn

oxido|vo. lo hómeostosis introcelulor de co2. (Giorgl y co|.,2008), hiero (a lrcvés de la

blosínlesis de grupos hem y compLeios hlerro ozufre) pirirnidlnos y esleroldes. son los

responsoblesdeloformocióndelomayorparledeROs(BrookesycoL''2004)yoctÚon

Comoose]eculoresenloopoplosismedionieollberocióndevoriosproteínasqueinician

lo rnuerie ce u or progromodo {Gorrido y Kroerner, 20A4) la cornplelidod de la

mitocondrio ho sido groduolmente revelodo por el estudlo y c ccrocierizcrción de
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defectos moleculores involucrodos en uno voriedod de enfermedodes genéticos

humonos, los cuoles hon revelodo los posibles víos del trófico de h¡erro desde y hoc¡o lo

mitocondrio. Enire las enfermedodes relocionodos con disfuncionolidod miiocondriol, el

estud¡o de los enfermedodes Atox¡o de Friedreich (FA) y onemlo siderobláslico ligodo ol

cromosomo X (XLSA/A) hon entregodo resultodos relevontes poro comprender el

melobolismo del hierro mitocondrial y celulor. En ombos, se produce lo ocumuloción

mitocondr¡ol de hieno especiolmente en feiidos con elevodo numero de milocondr¡os,

como el tejido nervioso y cordioco (Puccio y col., 2001; Pondolfo, 2002; Bekrl y coL., 2000).

Un exceso de hieno libre en el ombienle mitocondriol en pocienles con FA y XLSA/A ho

sugerido un rol esenc¡ol del hieno en lo potogénesis de estos enfermedodes. El uso de

quelontes de hieno y de neutrolizodores de rodicoles libres ho mostrodo efeclos

profectóres frenle o cordlomiopotíos y neuropotíos (Wong y col., 1999; Rust¡n y col., 1999).

Esto explicorÍo lo porl'lcipoción del hierro en el daño de moléculos biológicos

m¡tocondrioles el que serÍo or¡ginodo por uno sobrecorgo de este metol y/o lo olteroción

de lo homeostosis miiocondriol del hiero en célulos cordiocos y neuronoles (Choston y

Richardson, 2003). Es por esto que el hierro jugorÍo un rol cruciol en muchos ospeclos del

metobo¡ismo de lo m¡tocondrio y los efectos de uno interrupción de esios víos podrÍon ser

cotostróficos. En consecuenc¡o, lo mitocondria deberío poseer suficientes medidos poro el

control del trófico y el melobolismo del hieno. El conocimiento del metobolismo del hierró

mitocondriol ho sido confinodo moyoritoriomenie ol esiudio de los intermediorios en lo

síntesis de grupos hem en célulos erilroides y poco se conoce ocerco de los víos de

trófico y olmocenomienlo del hieno en este orgonelo en oiros ilpos celulores (Nopier y col,

2005). El reciente descubrimiento de proieínos mltocondrioles involucrodos en el

meloból¡smo del h¡eno como froioxino (proteíno choperono), mitofenino I /2

(tronsportodor de entrodo de hierro), el tronsportodor ABCBó/7 (ironsportodor de solido

de complejos Fe-S) y fenilino milocondriol (MtFi) ho generodo un incipienle ¡nlerés en los

investigociones en este compo (Nopiery col., 2005).
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3.4.2.1. Ferritino Milocondriol (Mltl)

MiFl es uno proteino de olmocenomiento de hierro perienec¡ente a o faml ia de

los Fts (Levi y coL. 2oOl ). Fue nombrodo como ferriiino milocondricl uego de lo

demosiroción de que se locolizo específlcoTnenie en o mitocondrio (tevi y co , 2001)

Homólogos milocondrioles de o proleínq hon slclo encontrodos en primotes, ratón. rola,

planlos (Zonconi Y ca., 2AO4 y muy recientemente en Drosophi o (Missiris y ca , 2006)

MtFt humono es codificodo por un gen sin intrones oco izodo en el cromosomo 5q23 1

que cocliflco un ARNm de -lkb. Los ARNm de MlFt de humono no poseen lo secuencio

RE consenso poro e control posl tronscripciona dependlente de hierro (Levi y co 2001)

Asi, la expresión de MtFt no es regulodo por c moquinclrio RE-IRP, lo cuc conlrolo lo

homeosiosis de hierro celulor. Lo troducción de MtFt genera un precursor de 242 añino

ócidos (30 kDo) (DrysdoLe y ca . 2AA2) que es procesodo proleo Íticamente en lcl

rnitocondrio poro producir uno sub-unidod de 22 kDo que es copcrz de formor uno

moléculo muliimérico de 24 sub-unidodes que une hiefo 1on eficieniemente conno cFi

(Longlois d'Estoiniot y col. 2004).

Lo expresión de MlFt esto resiringido o iejidos con ociividad respiraiorio elevocla, y

no o te]idos reLacionodos con e o mocenoje de hiero, como ocurte con cFt' En humonos,

los ARNm y proleÍno de MiFi sOn detectodos princjpo mente en testículos y cerebro (Levi y

coL. 2O0l ). Se postu o que lo prlncipol funciÓn osociado o esto proieíno es el secuestro de

un exceso de hierro, como lo reoliza cFi. Esta función o lnierior de o f'niiocondrio es de

principol lnterés. yo que en estos orgcne os se reollzo lo sÍnlesis de grupos hem y compleios

hierro ozufre y por lo tanlo. estÓn expuesfos o un 1rÓfico importonte de hierro {Aroslo y Levi,

2AA2: Lil y Kispol, 20OO). Es posible que el hierro secuesirodo en MlFl no esié dlsponible

poro participor en o reocción de Fenton, proiegiendo o lo miiocondrio del daño

oxldotivo.

Recientes estudios en célulos HeLo y H I 299 tronsfectodos con CDNA de MtFt

muestron que o sobreexpresión de MtFt cousa uno deficiencio de hiefo cltosólico,
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produciendo un incremento en lo octividod de unión de los lRPs o lRE, un oumenlo en los

niveles de TfR y uno dlsminución de cFt. Consecuen'temenle, lo inducción de MlFt resulfo

en un dromót¡co qumenio en lo incórporoción del hierro celulor desde tronsferrinq, el cuql

es incórporodo o MfFt. Ademós, lo inducción de MiFt produce un desplozornienio del

hieno presente en cFT o MfFl y uno disminución de lo ocllvidod de lo enzimo oconiloso

milocondr¡ol, lo que requiere un complejo hierro-ozufre [4Fe-4S] intoclo poro su función,

sugiriendo que ¡o sobre-expresión de MtFt dism¡nuye lo d¡sponib¡lidod de hieno pora lo

síntesis de los clusters hleno-ozufre (Corsi y col.2002, Nie y col.200ó). Estos ontecedentes

lndicon que MtFi incorpororío hierro mós eficieniemente que fenitino citosólico y su sobre-

expresión cquso un fenotipo similor ol observodo en célulos expueslos o condiciones de

def¡c¡enc¡o de hierro. A pesor de los ontecedenles que posiulon o MtFt como uno

proteíno que secues'iro hierro de uno formo no tóxico y que protegerío de o muerie

celulor, uno reciente investigoción de Lu y co|.,2009 demuestro que lo sobre-expresión de

MtFl en célulos HeLo odemós de cousor los efeclos onteriormente descrifos, produce uno

disminución dosis depend¡ente en lo viob¡lidod celulor lo que se osocio con uno

disminución en lo ociividod metobólico miiocondriol, del potenclo de membrono

mitocondriol y uno disminución en GSH. Ademós, lo sobre-expresión de MtFi produce

oumenlo sign¡ficofivo en lo producc¡ón de ROS y de lo opoptos¡s con un incremenlo de los

niveles de lo proleino pro-opoptót¡co Box y uno d¡sm¡nuclón de los niveles de lo proleÍno

onli-opoptótico Bcl-2. En conclusión, MiFt es copoz de odquirir muy efectivomente hierro

desde Tf como tomblén el hieno presenie en ferritino citosólico. Pero, lo sobre-expresión

de MlFi compromele lo func¡ón de ol menos dos proteínos, lRPl y ocon¡toso milocondriol,

que requieren h¡eno poro uno odecuodo tunción. Aunque el h¡erro ocumulodo en MtFi

podrío no eslor disponible poro el uso metobólico y 1o reocción de Fenton, el nuevo hierro

odqulrido desde el rnedio exlrocelulor y el hierro liberodo luego de lo degrodoción de

MtFt podríon ser los responsobles del oumenlo de lo sensibil¡dod o eslrés oxidolivo y

muerte celulor en los célulos que sobre-expreson MtFt.
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Uno de los limitociones propios del estud¡o de tejido post-mortem de poc¡enies con

lo enfermedod de Porkinson es que ellos reflejon los estodÍos tordíos de lo enfermedod, en

donde ho ocurrido yo uno mosivo muerte de neuronos dopominérg¡cos. Poro evoluor el

curso lemporol y los consecuencios en los combios de expres¡ón de diferentes proleínos

involucrodos en el melobolismo de h¡eno, es que decidimos ulilizor el compuesto

rolenono, un inh¡b¡dor del complejo I m¡tocondrjol, en célulos dopominérgicos humonos

SH-SYsY como modelo celulqr de lo enfermedod de Porkinson- Eslo tesis esiuvo centrodo

en el posible rol de MlFt y cFI en lo homeostosis del hleno en este modelo de lo

enfermedod.
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HIPOTESIS

En célulos dopominérgicos humonos, lo inhibición del complejo I m¡tocondriol

resulio en uno desreguloción de lo expresión de proleÍnos involucrodos en lo homeoslosis

del hierro que favorece lo ocumuloclón de h¡erro en lo mitocondrio y lo muerte celulor.

OBJETIVO GENERAT

Determinor en célulos neuronoles dopominérg¡cos humonos sH-SYSY expuestos o

diferentes concentrociones de rotenono, corno un modelo celulor de o enfermedod de

Porkinson, los combios en lo expresión de proteínos cilosólicos y mitocondrioles implicodos

en lo homeostosis del hierro y de fociores que responden ol eslrés oxidotivo

OBJETIVOS ESPECIFICOS

't. Delerminqr el efecto de rolenono sobre los niveles de ARNm que codificon poro

proleínos involucrodos en el metobolismo celulor del h¡efro y estfés ox¡dol¡vo

Estudior el eiecto de rotenono sobre lo expresión de ARNm de cFt, MiFi, DMTI,

fenoporlino, Nrf2 y mtHspT0 en célulos SH-SYsY.

2. Delerm¡nor el efeclo de rolenono sobre lo expresión de proleínos involucrodos en el

metobolismo celulor del hiero y éslrés ox¡dolivo

Estudior el efecto de rotenono sobre lo expreslón de los proteínos cFt, MtFi, DMTI,

fenoportino, Nrf2 y mtHspTo en célulos SH-SY5Y.

3. Delerminor el efecto de rolenono sobre lo viobil¡dod de célulos SH-§YSY knock-down

poro Mlfl

Estudior lo expresión de foclores que responden o eslrés oxidativo y el efecto de

rolenono sobre lo v¡ob¡l¡dod celulor en célulos SH-SYsY knock-down poro MlFt.
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MATERIATES Y MÉTODOS

I , MAIERIAIES

l l. Reoclivos Generoles

De Merck KGoA (Dormslodl, Alemonio) se obiuvo: N-N'-Mef hylénediocrylomine

(110897)i NoOH (10ó498)j CoClz x 2l1zO 116A482): MgClz (105833); KCI (104ó3ó); KHzPo.r

(104873); NoCl (10ó404); No2HPO4 x 2HzO (10ó580); HCI (100317)i EDTA (lll80ll); glicerol.

De lnvitrogen Life Sciences (Colifornio, USA), BenchMork Pre-Stoined Protein Lodder (10748-

010). De Winkler LTDA (Sontiogo, Chile). orcrilomido (BM-0070);Iris (BM-2000); glicino (BM-

0820). De Sigmo-Aldrich (USA), Ponceou S (P-3504); Tween 20 1P5627): Irilon X-100 (T-ó878);

inhibidor de proleosos {P8340); DEPC (Dietil pirocorbonoto) (D5758). De Colbiochem (EMD

Chemicols lnc unq empreso de Merck KGoA, Dormsiodt, ALemonio), medio de montoje

FluorSove Reogent (345789). De Applichem GMBH (USA). Coseíno (A3275). De

Polysclences lnc (Pennsylvonio, USAI, poroformoldehido (0380).

De Sigmo-Aldrich (USA) se obtuvo Rotenono (R8875, purezo > 95%). Rotenono es el

mós potenle miembro de lo fom¡lio de rotenoides, compuestos c¡tolóxicos noluroles

exlroídos desde plonlos lropicoles, los que hon sido ompliomenie usodos como

insecticidos y veneno poro peces. Roienono es un compuesio oltomente lipofÍlico y

rópidomente iiene occeso o todos los órgonos (Tolpode y co|.,2000). Rotenono es copoz

de unirse {en el mismo sitio que MPP+) e inhiblr el cornp ejo I de lo cqdeno respiro'forio

mi'tocondr¡ol, Greenomyre y col., 2000 reportoron que lo odminislroción inlrovenoso de

bojos dosis de rolenono en rolos produce lo degéneroción selectivo de neuronos

dopominérg¡cos del circu¡io n¡gro-esiriodo ocompoñodo de ¡nclusiones c¡tosól¡cos

similores o LB positivos poro o-sinucleino. Este modelo fue el primero en relocionor uno

toxino presente en el ombiente y lo ogregoción deo -sinucleíno, un morcodor polológico

de lo EP, esto reloción tombién ho s¡do observodo en cultivos celulores (Uversky y col.,

2001 ; Sherer y col., 2OO2: Lee y col,2002J' .
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,l.2. Cullivo Celulor

De Gibco-BRL, Life Technologies (Goithersburg, USA), se obluvleron: Minlmo

Essentiol Mediunn (MEM), medio de cultivo F-12 Nutrienl Mixiure. MEM (rrnlnoÓcidos no

esencicles suero felol bovino (FBS), mezclo de o nlibió1lcos/ontlmicÓlicos, Tripsino 5mM

EDTA. De Loborotorios Sonderson (Santlago, Chl e) se obluvo ctguo de colldod inyectoble.

'1.3. Moleriol Biológico

Lo línec celu cr 5H SYsY (Americon lype Cu ture Col ection número CRL-2266,

Rockvil e, MD) es un iercer sub c on sucesivo de o íneo SK-N-SH, o que fue originolmenie

establecido de un cóncer de médulo óseo humono (Encinos y col., 2000). Lo Ínea

porento SK N SH compromeie o menos dos fenotipos distintos morfológico y

bioquÍmicomente: uno neurob óstico (tipo N) y olro subslroto odherenle (1ipo S). los cuo es

pueden experlmento.trons diferencioción. Al ser derlvodo de un sub clon neuroblósiico,

esta línea celu cr retiene una pequeño proporción de cé uLos de tipo S (Encinos y co..

2000) . Los célulos SlI-SY5Y pueden ser morto ógicomente dlf erenciados o cé u os de

fenolipo neurono medionte troiomiento con ócido retinoico. E iraiamienio con ócido

relinoico inhibe lo prollferoción celulor duronte los primeros 8 o l0 díos. Los cé u os no

lralodas coniinúon en milosis y contienen cortos procesos de e ongoclón. Los célulos

diferenciodos exhiben un cumento en c expresión de lo proieÍno osociodo o

microtúbulos MAP2, un morcodor neuronol (Moslroeni y co.,2009). Las céluos ilpo N se

diferencjon o un fenotlpo neurono creciendo en centros celulores con mú tiples y finos

proyecciones celu ores (neurilos), mieniros que os célulcs iipo S no experimentcn comtlios

morfo ógicos oporenies. Los cé u os diferenciodos exhiben voricrs coracterÍsticcs cle

neuroncrs co inérgicas y doparninérgicas, incluyendo lo expreslón de o enzimo

ocetilcoina ircnsfercso {ChAT) (Pahlman y co., 1995) y tlrosino hidrosiloso lTH). cle los

lronsportodores VMAT, D:R y D:R y incorporoción y liberoción de dopomlno (DA)

lPresgroves y co ., 2AA4: Moslroeni y col., 2008).
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1.4. Anl¡cuerpos

Anticuerpo cFl: oniicuerpo policlonol de conejo conlro cFl humono (reconoce

ombos subunidodes), Rocklond lnmunochemicols, lnc (Gilbertsville, USA). Suero policlonol

de conejo conlro MtFl donodo por el Dr. Poolo Arosio (Levi y col., 2001 ). Anticuerpo

pol¡clonol de conejo contro Tom20 {5onto Cruz Biotechnology, UsA). Aniicuerpo policlonol

de conejo en conlro Act¡no (S¡gmo-Aldr¡ch, LISA). Anticuerpo contro DMTI+lRE (Biosondo,

Ch¡le). Líqu¡do oscífico contro Ferroportina I (B¡osondo, Chile). Anticuerpo poiclonoL contro

Nrf2 (Sonto Cruz). Anticuerpo policlonol contro Hsp90 y mtHspTo (donodo por lo Dro.

Anne-Loure Bulleou), Anticuerpo contro lgG de rotón conjugodo con peroxidoso de

róbono (sigmo-Aldr¡ch, USA). Anticuerpo contro lgG de conejo conjugodo con

peroxidoso de róbono (Sigmo-Aldrich, USA).

I.5. tluoróforos

De Moleculor Probes (lnvilrogen Life Sc¡ences, Colifornio, USA): Anti lgc de rofón

producido en buno conjugodo o Alexo-Fluor 488, Anti lgG de cobro producido en buno

conjugodo o Alexo-Fluor 594. foPro3 (Moleculor Probes)

1.6. Equ¡pos

Microscopio Confocol, CorL Zeiss LSM 510 Meto (Corl Zeiss AG, Góitingen,

Alemonio)j Lector de plocos ELISA SUNRISE (Tecon Troding AG, Suizo); Cómoros

electrof oréticos (Bio Rod Loborotories 1nc., Colifornio, USA)i Fuente de poder PS 4010-2

(Sigmo-Aldrich); Centrifugo Mikro 22R (Hetiich, Tutillngen, Alemonio); lector de

mícroplocos (Slnergy 2,Biotek); Termociclodor 7500 poro Real Time PCR (Applied

Biosystems, Fronce).



2. METODOS

2.'1. Culllvo Celulor

Los célulos de neurobloslomo humono SH-SY5Y son ¡ncubodos bojo humedod o 37

"Cy5%Cazen medio MEM/F l2 suplementodo con l0%suerofetol debovino (FBS),ominó

ócidos no esencioles MEM fGibco, lnvitrogen Cell Cullure, USA), 1omM, l0 unidodes/mL de

Penlcillno, l0 mg/mL de Estreptomicino, 250 ug/mL de Fungizona y buffer HEPES, 20 mM. Lo

concentroción ioiol de hieno en el medio de cultivo es de 7,02 pM delerminodo por

espectrometrío de obsorción otómlco (Aguirre P y cal., 2AA7). El medlo de cullivo fue

combiodo codo 2 díqs.

2.2. Trotomienlo de célulos SH-SYSY con vdriodos concentroc¡ones de rolenono

como ¡nhibidor del comple¡o I mllocondriol y evoluoción de lo viqbilidod celulqr

Luego de 8 díos de sembrodos, los célulos SH-SYsY olconzon un estodo de

equilibrio en el número celulor y uno confluencio cercono ol 80%. En esfe momenlo, los

célulos fueron trotodos por 4 díos con 5 UM de ócido re'iinoico poro luego ser expuesios a

diferentes concenlrociones de rotenono por I2 y 24 horos. Lo viobilidod celulor fue

medido uillizondo el compuesto 3-14,5-dimeiiliiozol-2 ill-2,5 difenil bromuro de ietrozolio

(MTTI. El ensoyo implico lo conversión del MTf, sóluble en oguo, ol compuesto insoluble

formozon. El formozon luego es solub¡lizodo, y lo concentrqción fue determinodo

espectofotomélr¡comente o 570 nm.

Célulos SH-SYsY fueron sembrodos en plocos de 9ó pocillos o uno densidod de 2 x

l Oa por pocillo y iroiodos por 24 horos con diferentes concentrociones de rotenono. Luego

de los lrotom¡entos, 100 pl de uno soluóir de MTT (5 mg/ml) fueron ogregodos o codo

pocillo poro incubor por 2 horas o 37 'C. Después el formozon f ue solubilizodo (l horo) con

DMSO y se reollzó lo med¡ción de lo obsorboncio. Lo viobilidod de los célulos no lrotodos

lconlrol) fue fijodo en 100%, lo viobilidod poro codo irotomlento fue colculodo como
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porcentoje del conlrol. Los resuLtodos fueron normolizodos por el contenido de proieíno

lofol.

2.3. Delerminoción de ATP

Poro lo deierminoción de AIP se utilizó un ensoyo comerciol de luciferino luciferozo

(K¡t de determinoc¡ón de AIP, A2206ó, Molecu or Probes). Los célulos SH-SYSY fueron

expuesios o 12y 24 horos o 3 concenirociones de rolenono. Después de este tiempo, los

célulos fueron lisodos con uno solución lompón de liberoción de ATP celulor (25 mM tris-

fosfoto lpH 7,8), 2 mM ditiotreitol (DTT), 2mM ócido I ,2-diominociclohexono-N, N,N',N'-

létrocélico (CDIA), l0% glicerol y lriton x-100). El suslroto luciferino y lo enzimo luciferozo

de luciérnogo fueron ogregodos o lo solución iompón de reocciÓn en presenc¡o de lo

muesiro o delerminor. Lo bioluminiscencio fue delermlnodo en un luminómetro con uno

emisión móximo de luz de 5ó0 nm. Los niveles de ATP celulor fueron convertidos como

porcentoje de los célulos control no trotodos.

2.4. Delerminqc¡ón de los reservorios de hieno lóbil citosólico y mitocondriol en

célulos SH-sYsY.

2.4.1. Reservodo de hieno lóbil cilosól¡co (ctlP)

Célulos SH-SYSY crecidos en plocos de culiivo de 24 pocillos (Cornlng-Cosior #3524,

USA) fueron expuestos por 12 y 24 horos o condiciones control, de bojo hieno (2 pM) y 3

uM de rotenono en el medio de cultivo. Luego de ser lcvodos con PBS, losáfulos fueron

incubodos por 15 min o 37'C con el ester no fluorescenle de Coceino, ColGreen-AM

(colceino-ocetoximetil ester) (Moleculor Probes, C1430, USA), o uno concenlroción finol

0,25 uM en buffer HBSS-Glucoso pH 7,4 (Hepes 20 mM, NoCl 137 mM, KCL 5,4 mM, CoCIz I

mM, MgClz 0.5 mM, KHzPO¿ 0,4 mM, MgSOr 0,4 mM, NoTHPO¡ 0,3 mM, glucoso 5 mM).

Luego de lo incuboción, los célulos fueron lovcdos con buffer HBSS-G ucoso pá 7,4 e

incubodos por l0 min odicionoles poro permitir lo hidrólisls complelo de lo sondo por los

esterosos citosólicos. Lo cuontificoclón de lo f uorescencio se reoLizo en un lector de
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microplocos (Sinergy 2, Biotek) con conlrol de temperoiuro (37"C) con filiros de excitoción

48012A nm y emisión en 530i20 nm. Se determinó lo fluorescencio bosol por 3 min o

inlervolos de 30 segundos entre codo leciuro. Luego se ogregó 200 pM de DfPA, quelonte

hidrofílico e impermeoble o lo célulo, poro delerminor lo fluorescenc¡o exirocelulor, se

estobleció lo lecturo por 3 min, Luego fue ogregodo 3 mM de queonte permeobe BIP

(2,2'-bipiridilo). El aumenio de fluorescencio se siguió por 5 min, o diferencio entre lo

fluorescencio móximo olconzodo luego de ogregor BIP y lo bosol oblenido luego de

ogregor DTPA es próporc¡onol olomogniiuddel cL¡P iBreuer, 199ó).

2.4.2. Réservorio de hieno lóbll miiocondriql (mLlP)

Célulos SH-SY5Y crecidos en plocos de cultivo de 24 pocillos (Corn¡ng-Coslor #3524,

USA) fueron expuestos por 12 y 24 horos o condiciones de bojo hierro (2 pM) y 3 pM de

rotenono en el medio de cullivo. Luego de ser lovodos con PBS, los célulos fueron

incuboros por 20 min o 37'C con rodomino B-[{l ,l0jenonlrolino-5-il) ominocorbonil] benzil

ester (RPA) o uno concenlroc¡ón finol 0,2.!M en buffer HBss -Glucosq pH 7,4. El uso RPA

permiie deierminor lo mognitud del reservorio de hierro lóbil mitocondrial (nnllP) (Petrot y

cal., 20A2i Glickstein y col., 2005). RPA contiene rodomino en su estrucluro lo que le do los

coroclerht¡cos fluorescentes y de destinoción m¡locondriol. Ademós, contiene i,l0-

fenontrolino 1o que permite lo formoción del compiejo RPA (3)/ Fez- (l ). EL compuesto fue

sinietizodo en el Loborolorio del Dr. Bruce Cosse s, del Deporiomento de Químico,

Focullod de Ciencios, Universidod de Ch¡le, de ocuerdo ol mélodo de Petrot y cols., 2002.

Luego de lo incuboción, los célulos fueron lovodos con buffer HBSS-Glucoso pH 7,4,

Ademós, se reolizoron lovodos con HBss-Glucoso 5 mM + BSA I mg/ml poro remover RPA

odsorbido inespecíficomente o lo ploco. Lo cuontificoción de lo fluorescencio se reolizó

en un leclor de m¡croplocos (Sinergy 2,Biotek) con conlrol de iemperoturo {37'C) con

filtros de excitoción 530/20 nm y emisión en 590/30 nm. Se determino lo fluorescencio basol

por 3 minutos o intervolos de 30 segundos enlre codo leciuro, Luego se ogregó 200 pM de
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DTPA poro determinor lo fluorescencio extrocelulor, se estobleció lo lecturo por 3 min.

Luego fue ogregodó 3 mM del quelonte permeoble BlP. El oumenio de fluorescencio se

siguió por 5 min, lo diferencio entre io fluorescencio móximo olconzodo luego de ogregor

BIP y lo bosol obtenido luego de ogregor DTPA es proporcionol o lo mognitud del mLlP

(Breuer, l??ó).

2.5. PCR en t¡empo reol (RT-qPCR)

PCR en liempo reol (RT-qPCR), uno vorionte de lo reocción en codeno de lo

polimeroso (PCR), es ulilizodo poro omplificor y s¡mullóneomente cuonlificor de formo

exocta el produc'to de lo omplificoción. RT qPCR es uno combinoción de ires posos: i) lo

conversión de ARN en ADN complementorio (ADNc) cotolizodo por lo enzimo

'tronscriploso reverso (RT), ¡i) lo omplificoción del cADN medionte PCR y iii) lo detección y

omplificoción de los productos de ompliflcoción en f iempo reol,

El ensoyo se boso en lo medición del oumenlo de lo señol de fluorescencio ¡niciol

por sobre uno sobre uno fluorescencio bosol, un porómetro conocido como Ct (threshold

cycle) o Cp (crossing poinf ). Esie oumen'fo de lo fluorescencio es proporcionol o lo

coniidod de ADN produc¡dos duronie codo cicio de PCR. Mientros moyor es lo cont¡dod

inicioL de o secuencio b onco, menor es el vo or C't. Lo corre cción entre lo fluorescencio y

lo cont¡dod del producto ompl¡ficodo permile lo cuontificoción de los secuencios

bloncos. Los sistemos de detección por fluorescencio empleodos en RT qPCR pueden ser

de dos tipos: ogenles inlercolontes y sondos específicos morcodos con fluorocromos. El

sistemo de detección uiilizodo en este estudio fue el de tipo de ogente intercolonie. Los

ogentes intercolontes son fluórocromos que oumenton lo emislón de fluorescencio

cuondo se unen o ADN de doble hél¡ce. El mós empleodo en Rf-qPCR es SYBR Green l. El

principol inconvenienie es lo bojo especificidod de esie sisiemo, debldo o que se unen cle

monero indislinto o productos generodos inespecíficomenle o o dímeros de portidores.
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Este sistemo de detección tiene lo ventolo de que lo optimizoción de los condiciones de

reocción son fóciles y odemós, mós borolo que el d¡seño de sondos específicos.

2.5.1. obtención de ARN lotol desde célulqs §H-sYsY

Luego de los trotomientos con rotenono por 12 y 24 horos se reolizó lo extrocción

de ARN desde los célulos SH-SYsY ut¡lizondo TRlzol (Gibco, lnvilrogen Cell Cu 1ure, USA)

según inslrucciones del fobriconle. Los célulos fueron lisodos direclomenie ogregondo I

ml de TRlzol o uno ploco de cullivo de 3.5 cm de diómetro, el isodo celulor es

homogenizodo medionte el uso de uno pipeto. El homogenizodo fue lncubodo duronte 5

m¡nutos o temperoturo ombienie, o contlnuoción se ogregoron 0,2 ml de c orotormo, se

ogitó vlgorosomen'te y se incubó por 3 minulos o temperoluro ombiente. Los muesfrcs

fueron cenfrÍfugodos duronle I minuto o 12.000 x g o 4 "C. Luego, lo fose ocuoso (superior)

fue lrosposodo o uniubo limpio y el ARN presente en estq fose fue precipitodo medionte

lo odición de 0,5 ml de ¡soproponol. Los mueslros fueron incubodos por l0 minu'tos o

'lemperoturo ombienie y cenlrifugodos o 12.000 x g duronie l0 minuios o 4 'C. El

sobrenodonte fue elirninodo y el sedimentodo de ARN fue lovodo uno vez con elonol ol

7 5 % en H2O trotodo con DEPC y cenlrifugodo o 7500 x g por 5 minutos a 4 "C. El ARN fue

disuelto en H2O trotodo con DEPC y cuontlficodo midiendo lo obsorboncio o 2ó0 nm,

donde I unidod de obsorboncio equivole o 40 pg/ml de ARN.

2.5.2. Trqnscr¡pción revero (RT)

Lo síniesis del ADNc se reolizó medionte eL uso de lo lronscripicso reverso

Superscript lll (lnvltrogen, 11752), usondo como templodo 1 pg de ARN toiol, En un tubo de

m¡cro cenlífugo libre de nucleoso se ogregoron I pg de ARN lotol, 10 pl de 2X RT Reoction

Mix, 1.8 pl de RT Enzyme Mix y x pl de oguo libre de nucleosa hosio completor un volumen

finol de 20 !rl. El protocolo ulllizodo poro lo reocción de tronscripción reverso fue el

slgu¡enie: i) 25 "C por l0 minutos, ii) 50 "C por 30 minutos, iii) 85 "C por 5 mlnutos. Lo mezclo
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es enfr¡odo rópidomenie o 4'C poro luego ogregor I pl de RNAso H de E. co/i, lo mezclo

es coleniodo o 37 oC por 30 minuios.

Se prepororon 2 diluciones de lo mueslro de cADN (se considero que lo

concenlroción de cADN es de 50 ngÁl deb¡dó o que lo ompl¡ficocón de Rf es lineor). Se

óbtuvo uno concentroción de cADN de 5 ng/pl luego de hober ogregodo 180 ul de buffer

TE 0,lX (0,1 mM lrls bose, 0,01 mM EDTA) o los 20 pl de lo muestro de CADN. Porq obtener

uno concertoción de CADN de 0,5 ngl.rl se tomoron 20 pl de lo mueslro de CDNA 5 ng/pl

o lo cuol se le ogregó 180 pl de buffer TE 0,1X.

2.5.3. PCR en l¡empo reol

Poro lo preporoción de SYBR GreenER se mezclororyls@el reoctivo ROX

(fluoróforo de referencio ut¡l¡zodo poro normol¡zor lo señol de fluorescenc¡o) con 12,5 ml

de §YBR GreenER qPCR SuperMix Universol (lnvitrogen 11762). La reocción se reolizó

ufilizondo I ng de cADN (2 pl de lo solución de 0,5 ng/pl), l0 ¡.rl de sYBR GreenER/ROX, I Ul

de lo mezclo de porlidores Forword y Reverse l0 pM,7 pl de oguo libre de nucleoso.

Codo reocclón es reollzodo en triplicado, El protocolo utilizodo poro lo reocción de PCR

en liempo reol fue lo sigu¡ente 50'C por 2 minulos, 95'C por l0 minutos, 40 ciclos de 95 oC

por l5 segundos, ó0'C por ó0 segundos. El ierrnociclodor utillzodo /500 Reol-Time PCR de

Applied Biosystems.

Los portidores ulilizodos en esio tesis fueron los siguientes:

Nombre Secuencio (5' * 3')

Fenitino M¡tocondriol (MlFt) Fw
MlFt Rev
Ferritino Citosólico Sub H (FtH) Fw
FIH Rev
Ferrif 'no Cilosólico Sub L (FiLJ Fw
FtL Rev
Receplor de Tronsfenino I (TfRl)Fw
TfRl Rev

CTCTATCCGTCC I ACGTGTACI
TCCTGTTC C GGCTTCTTGAf G
CCCCCAT']'TGTGTGACITCAT
GCCCGAGGCTTAGCITICATT
ATnCGACCGCGATGAIGTGG

GA A C CCA GGGCATGA A GATCC
TGCTGTGATCGTCT TTTCTTGA

ICATCCCAATATAAGCGACGTG
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Receplor de Tronsfenina 2 (TfR2) Fw
TfR2 Rev
Ferroportino I Fw
Ferroporlino I Rev
DMTI-lRE Fw
DMTI-IRE REV
Proteíno de Shock térmico 70 (Hsp70) Fw
Hsp70 Rev
Focior de ironscripción NF-E2 (Nrf2) Fw
Nrf2 Rev
Gllceroldehido 3-f osf oto deshidrogenoso
(GAPDH) Fw
GAPDH Rev

TGGAGACCCCTACACACCTG
GGCCTGATGATGCAACTGGA

CACAATACGAAGGATTGACCAGT
AfCCCGAAAfAAAGCCACAGC

CCTATTCTGGCCAGTTTGTCATCTG
ACGGGTGGCTTCTTCTGTCAGCAG

AGCTGGAATGGCCTTAGTCAT
CAGGAGTTGGTAGTACCCAAATC

CTTTTGGCGCAGACATTCCC
GACTGGGCTCTCGAÍGTGAC

GA AATC CCATCA C C ATCTTC CA GG
GAGCCCCAGCCIICTCCATG

2.6. Aislomienlo de milocondrios

Poro lo deierm¡noción de lo proteíno de MtFt o trovés de Wesiern Blot, fue

necesorio reolizor el oislomiento de miiocondrios debido o que el ontlcuerpo donodo por

el Dr. Aros¡o fue copoz de reconocer con menor especif¡cidod cFtH. Los mitocondrios

pueden ser fócilmenie oislodos desde céluLos de momíferos por un simple método de

homogenizoción, que incluye uno centrifugoción o bojo velocidod (ó00 x g) poro lo

eliminación de núcleo, membronos y célulos no doñodos, seguido por uno centrifugoción

o moyor velocidod (1 1.000 x g) poro lo seporoción de io frocción citosóllco y milocondrial.

El sed¡menfodo f¡nol represenlo uno frocción crudo de mitocondrios.

Los célulos SH-SYsY fueron crecidos hosto un 80-90% de confluencio (l5 x I0ó

célulos), diferenciodos por 4 dÍos con ócido retinoico y expueslos por 12 y 24 horos o

concentrociones de rotenono en el medio de cultivo de 250 nM, I pM y 3 uM. Losáulas

fueron disgregodos desde lo ploco de culiivo con Tris sollno EDTA medionte uno

incuboción por I 0 minutos o lemperoturo ombiente y fueron coleclodos por

centrlfugoción o ó00 x g por 5 minutos o 4 "C, el sobrenodonte fue descortodo. El

sedimenlodo de célulos fue resuspendido en I 0 volúmenes (l ,5 ml) de Buffer de

Extrocción 1X {HEPES l0 mM / pH 7,5; moniiol 200 mM, Socoroso 70 rnM y EGIA I mM mós

un cóctel de inhibidor de proteosos (eupepi¡no l0 pg/ml, oprotinino 0,5 pg/ml, pepstolino

3l



A 0,7 !g/ml) il00:l[v/v])l e incubodo por l5 minuios en hielo. Los célulos fueron

homogen¡zodos con 30 golpes ulilizondo un homogenizodor Dounce (Sigmo, P7734). El

homogenizodo fue centrifugodo o ó00 x g por l0 minutos o 4 "C. Cuidodosomente, el

liquido sobrenodonle fue lronsferido o un iubo nuevo y centrifugodo o I 1.000 x 9 por l0

minuios o 4'C. El sed¡mentodo es considerodo como lo frocción miiocondriol y el

sobrenodonte ocuoso. como lo frocción ciiosólico. El sedlmentodo mitocondriol es

resuspendido en un buffer de olmocenomienfo lx (HEPES lomM / pH 7,5, Socoroso 250

mM, ATP I mM, ADP 80 mM, Succinoto de Sodio 5 mM, KzHPO¡ 2 mM y DTT lmM) y

olmocenodo junto o lo frocc¡ón citosólico o -20'C, poro posleriores ensoyos,

2.7. Weslern Blots del exlroclo celulor y lo ftocción m¡locondr¡ol

Poro preporor los exlroctos celulores, los célulos SH-SYSY expuesios o diferentes

troiomientos con rotenono se disgregoron desde lo ploco de cultivo con Tris-solino EDTA

medionle uno incuboción por 10 minutos o lemperoturo omb¡ente y fueron colectodos

por centrifugoción o ó00 x g por 5 minutos. El sobrenodonle fue removido y os célulos o o

frocción milocondriol son resuspendldos en buffer de lisis (50 pl/1x100 célulos) conformodo

por uno solución tompón de lis¡s (NP-40 0.5%, HEPESI0 mM / pH 7,5, MgClz 3 mM, KCI 40

mM, PMSF 1 mM, Glicerol 5%, DII 1 mM) mós un cóctel de inhibidor de proteosos

(leupeptino l0 pglml, oprotinino 0,5 pglml, pepslot¡no A 0,7 pg/ml) (100:l [v/v]), e

incubodos por l5 minutos en hielo. El homogenizodo fue centrifugodo o 10.000 x g por l0

minulos, poro quedorse con el sobrenodonte, Poro determinor lo concenlroción de

proteÍnos se u'iilizó el método del Ácido Bicinconínico (Protein Meihods).

Poro lo seporoción electrof orético, se corgoron 20 pg de proieíno en un gel de

pol¡ocr¡lomido ol 12,5 7" y 167o (poro lo delerminoción de los subunidodes cFiH y cFlL de

cFi) en condiciones denoiurontes (SDS-PAGE). Uno vez seporodos los proteínos se

eleclrolronsfirieron o uno membrono de nitroceluloso duronte 1,5 horo o 300 mA y 4 "C.

Luego de lo electrof ronsferencio, lo membrono fue leñido con Poncequ-S poro ver si el
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proceso de tronsferencio fue exiloso, luego lo membrono fue lovodo con TBS-T20 (Tr¡s HCI

pH 7, NoCl 150 mM y Tween-2o O,2%) poro eliminor el Ponceou-S. Posteriormente, lo

membreno fue bloqueodo duronle I horo o iemperoturo ombiente y ogiloción suove

con leche descremodo 5% en solución TBS-T2o. Lo incuboc¡ón con el onlicuerpo primorio

contro los proteÍnos se reqlizó duronte todo lo noche o 4 "C y ogitoción suove. Se

reolizorón ires lovodos de l0 min codo uno con TBS Teen2o poro eliminor el onticuerpo

primorio un¡do inespecíf icomente o lo membrono. A continuoción se incubo duronte l

horo con ogiioción suove o temperoturo ombiente con el onticuerpo secundorio onti gG

de rotón o onli lgc de conejo conjugodo con peroxidodo de róbono en leche

descremodo 0,5% en soiución TBS-T20. Se reolizoron ires lovodos de 10 min codo uno con

TBS-T20, poro luego revelor usondo el kil quimioluminicenle y outorodiografío (Pierce,

34080). Lo señol quimiolum¡n¡scente se detectó med¡onie plocos fotogróficos {Fuji).

2.8. Tronstección esloble de célulos SH-SYsY medionle lipofeclom¡no

En bose o los antecedentes que plonteon que lo principol función de MlFi es

regulor los niveles de hierro milocondrioles y de ROS es que decidimos estudior e efecto

que tendrío el knock-down de esto proteíno en lo viob¡lidod de célulos SH-SYsY expues'tos

o rolenono.

Poro lo lronsfección de célulos SH-SYsY se ulilizó el plosmido pDNA ó.2 cW/EmcFP-

m¡R iBLOCK-¡l-.M Pol ¡¡ m¡R RNA¡ Express¡on Vec'ior Kits lnvitrogen) (Figuro 3) en eJ cuol fue

incorporodo un microRNA dirigido coniro MiFl. Este plosmidio coniiene los siguientes

coroc'terísl¡cqs:

l. Promotor de citomegolovirus (CMV) humono, este promolor es reconocido por lo

enzimo ARN polimeroso tipo ll (polimeroso responsoble de lo expresión de ARNm), lo cuol

permite uno elevodo expresión de m¡croARNs y genes reporteros co-cislrón¡cos. Este

promoior es octivo en muchos tipos celulores de momíferos.

2. Regiones 5' y 3' que permiten lo ¡ntroducción de m¡croARNs en el p¡osmidio.
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3. Gen de resistencic o especllnomicino que permite lo selección en E, coli.

4, Origen de replicoción pt.JC porq lo expreslón en olto numero de copias en E. coli.

5. Gen de reslslencio o blosticidino que perrniie lo selección en célulos de momíferos y lo

generoción de líneos estobles expresondo el microARN.

ó. Expresión co-cistronico del rnicroARN y de o proteíno bioluminiscente ETnGFP (Emerold

GFP) lo que permite lo selección visuo de los célu os que expreson el microRNA.

Los microARNs o miARN son secuencios de simple hebro de ARN de

oproximodomenle de 22 pores de boses que se expreson endógenomenle y que

nolurolmente producen el silenciomienlo de genes o trovés de lo enzimo denominodo

Dicer (miembro de lo fomilio de ARNosos tipo lll, endonucleosos especificos poro ARN

doble hebro) (Borfel, 2004). Los microARNs se encuenlron presentes, olgunos veces en

clusfers, en un lorgo tronscrilo primorio (pre-m¡croARN) de vorios kiloboses que contiene

uno estructuro lipo horqu¡llo y que es lronscrilo por lo ARN polimeroso lipo ll (Lee ycol.,

2004). Los pre-microARNs son exportodos desde el núcleo hoslo el citoplosmo. Luego de lo

exportocion, el pre-microARN es procesodo por Dicer en uno secuencio moduro de

oproximodomente 22 pores de boses (microARn moduro) poro luego ser incorporodo en

el complejo miRlSC necesor¡o poro el silenciomienio génico (Zeng y co|.,2005; Bohnsock y

col., 2@4; Yi y col., 2003; Cullen, 2004).

tigurq 4. Ploimido pDNA 6.2-
GW/EmGFP-m|R. Lo iiguro muesiro el
plosmidio pDNA ó.2-GWlEmGFP-miR. El

veclor es proporcionodo lineorizodo
enlre los nucleótidos con 4 pores de
boses no opcreodos en el 5' de codo
hebfo. Pcuv, promolor de
cilomeoolovirus humono.
Speclinomycin, gen de resifencio ol
ontibiólico especlinomicino. pUC ori,
or'9en de replcoc:ór- pJC. B os'icin.
gen de res¡stencio o bloslicidino.
EmGFP, proleíno Emerold (Em)

fluorescente verde (GFP).

pcDNA''6.2-GW/
EmGFP-m¡R

5699 bp
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Se diseñoron y proboron 3 secuencios diferentes de microARN coniro MtFt: (i) un

microARN no especÍfico poro MtFt, denomlnodo lo, (ii) un microARN especiflco poro MtFt

que produjo uno reducción de los niveles de ARNm de MtFt cercono ol 207o, denominodo

como 2o y (iii) un microARN especifico poro MtFt que produjo uno reducción de los niveles

de ARNm de MtFt cercono ol 62óA, denominodo como 3c. Lo secuencio 3c se muestro o

coniinuoción:

5' TGCTGTCACGTAGTAGGITT(]CAGGAGTIIGGCCACTGACTGACTCCTGGAACfACTACCTGA -3'

Lo secuencio color vio¡eto y rojo representon Io secuenc¡o de unión con el

plosm¡do pDNA ó.2-GWlEmGFP-miR, lq secuenc¡o color verde contiene lo secuencio de 2l

nucleót¡dos que formon el miRNA contro MtFt y lo secuencio color negro es uno

secuencio de l9 nucleótidos que formon un loop terminol.

El plosmidio pDNA ó.2-GW/EmGFP-miRNA MfFt fue tronsformodo en célulos

competentes E, coli One Shot TOPIo. Los bocterios fueron crec¡dos en presencio de

espectinomicino poro posteriormente reolizor el oislomiento del ADN plosmidiol o trovés

de moxiprep (Qiogen, USA), El plosmidio fue onollzodo medionte secuencioción. El dio

onterior o lo ironsfección, los célulos fueron sembrados o un 90% de confluenc¡o en medio

IVEM/Fl2 sin ontibióticos. Poro lo tronsfección, se mezcloron l0 UL de lipofectomino 2000

(Gibco) con 200 pL de medio Opfimem I reducido en suero (lnvifrogren N' 3,l985-0ó2)

(Solución A). En otro tubo se mezcloron 2,5 pg de DNA (plosmido pDNA ó.2-GWIEmGFP-

miRNA MtFf) con 200 UL de medio Opiimem | (Solución B). Ambos mezclos se incuboron

duronfe l0 min. Tronscurrido este tiempo se mezcloron ombos soluc¡ones (A + B), lo nuevo

soluc¡ón (Solución C) se incubó duronte 30 min, poro luego ogregor 'l mL de medio

Opt¡mem l, Los célulos fueron lovodos con PBS e incubodos por ó horos con lo solución C

o 37'C, 5aA COz EI med¡o fue reemplozodo por MEM/FI2 l07o FBS s¡n ontibióticos. Luego de

dos díos, los célulos fueron expuestos o 5 pg/ml del ont¡b¡ót¡co blost¡cid¡no poro generor

líneos SH-SYSY que expresen estoblemente el microARN poro MtFt.
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RESUTTADOS

l. Viubilidod Celulor en célulos sH-sYsY

¡.1. Anlecedenles

Rotas expuestos o rotenono reproducen muchos de los ospectos centrales de lo EP

{Belorbel y col., 2000; Sherer y col., 2003). Poro onolizor los meconlsmos de foxicidod o

rotenono y evoluor lo viobilidod celulor medionte e mélodo de reducción del MTT

utilizomos un método in vilro, expusimos célulos SH SYsY o concenlrociones crecientes de

rolenono por 24 horos.

1.2. Rolenono disminuye lo viobilidod celulqr de monerq dosis dependiénle

Se observó uno d¡sminuc¡ón signif¡cotivo de io viobii¡dod de monero dos¡s

dependiente luego de 24 horos de exposición o concentrociones superiores de rolenono

250 nM; dosis menores de rotenono (ó0 nM y l25nM) no cousoron uno reducción

significolivo de lo viobil¡dod en este per¡odo de tiempo. Los trolomienios ulilizodos en los

siguientes experimentos fueron de rolenono 250 nM, I !rM y 3 UM, los cuoles produjeron

uno disminución oproximodo de lo viobilidod del 20% l*. p<0,01 ), 33% {-t p<0,01) y a5% f*
p<0,01 ), respectivomenie (Figura 5).

A

ro

5

él!o;

5!

"¡".ci+i+§^§n§o"§§.§
I€tam¡entos 24 horas rotenona

Control 250.i¡ 1 I,M 3 ¡M

Traiamiento roteño¡a
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tiguro 5. Viobilidod celulor en célulos expuesios pot '12 Y 24 horos q rolenono A) Célu os SH SY5Y

tuÉion expuestos por 24 horos o concentrqciones crecientes cle rolenono. Luego, o viobilidod

..trlo, ir" deterÁinodo ulllizondo el ensoyo de MTT. Los resuLtocios son expresodos como el

portántoj" de viobllidocl de los célulos trolodos con Tolenono con respeclo o los célulos conlrol

ilooz oé lo viobilldocl celulor) y normollzodos por lo concenlroción de orot-'íno' Los dotos

i"ói"r""ion el promedio y lo clesvioción estóndor d,^ ires cleterminociones. Los trolomienios

ulillzodos en los sigulentes experimentos fueron de rotenono 250 nM l !M y 3 !M. B) viobilldod de

célu os SH SYSY expuestos por l2 y 24 horos o concenitoclones de rolenono 250 nM l !M y 3 UM

2. Niveles de AIP celulor en célulos SH'SY5Y

2.1. Anlecedenles

Uno inhibición de lo ociividod del complejo miiocondrioL Luego de lo exposición o

tolenono,puedetenerVoricsConSeCUenCiCsCelUores,]nc]UyendoLodisminuc]ónenLa

síntesis cle ATP. Es por esto que determincrnos el conlenido de ATP en célu os sH-SY5Y

luego de exponerlos pot 12Y 24 horos o roienono

2.2. Rolenono provoco uno disminuc¡ón del ATP celulor

CélU]asexpuestasporl2horasorotenonol!rMdisrninuyensUContenidodeATP

celulor cercono o g% 190,9 t 4,1 respecio a conirol). uno dlsmlnuclón cetcono c:\24% 175,9

t 4,3 respecto o coniro ) se observó en célulos irotcdos con rotenono 3 uM No se observó

uno reducción significotivo del ATP celular en célulos expuestos o roienono 250 nM en

esie perlodo de iiempo. Luego de 24 harcs de exposición cl roienono se observó uncl

disminución de I 3% en los nive es de ATP ce uLar 187 ,1 ! 3,2 respecto a conf ro ) en célulos

expueslos o rotenono 250 nM, de un 28% 172! 8,1 respecto o control) paro rotenono I uM

y de un 447. (5ó,2 t 5,ó respecto o control) pcro rotenono 3 pM (Flguro ó)'
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n¡gurq 6. Delerm¡noción de los nlveles de ATP en célulos expueslqs q rolenonq. Célulos SH-SYsY
fueron expueslos pot 12y 24 horos o concenlrociones de rolenonq de 250 nM, I pM y 3 pM. Luego
de obtener los homogenizodos celulores, los niveles de ATP fueron determinodos uiilizondo el ensoyo
de bioluminiscencio de Luciferozo (luciferozo de luciérnogo). Los volores de AIP son expresodos
como el porcentoje de v¡ob¡lldod de los células troiodos con rotenono con respecto o los célulos
conlrol (100% de lo viobilidod celulqr) y normol¡zodos por lo concenlroc¡ón de profeíno- [os dolos
represenlon el promedio y lo desvioción esiÓndor de tres delerminociones. - p . 0,05, ** p . 0,01.

3. Expresión de ferr¡l¡no citosóllco (Ft)

3.'1. Anlecedenles

Ferrilino es considerodo lo principol proleÍno de olmocenoje de hierro en

momíferos y lo primero lÍneo de defenso en contro el oumen'to de eslrés oxidot¡vo y lo

sobrecorgo de hierro. Se ho reporiodo que ferri'iino citosólico enriquecidos en lo

subunldod cFtH estón osociodos q condiciónes de respueslos o eslrés. Debido o su

ocl¡vidod ferroxidoso, cFtH es considerodo como lo principol subunidod regulodoro de lo

funclón de ferritino, mientros que lo subunidod cFiL eslo relocionodo con lo nucleoción y

minerolizoción del hieno. Fen¡tinos enriquecidos en cFlL son osociodos ol olmocenomienlo

de hierro. Vorios esludios mueslron que fen¡tinos enriquecidas en cFfH estón presentes en

neuronos, mienlros que lo expresión de cFlL es menor. Es por esio que decidimos esludior

los n¡veles de ARNm y pro'leíno de ombos subunidodes, cFtH y cFtL en célulos expuestos o

roienono.
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3.2. Rolenono produce el oumenlo en lo sínlesis de cFt

3.2.1. ARNm de cft

En célulos expuestos por 12 horos y 24 horos o rotenono, no se observó un oumento

dosis dependiente en los niveles de ARNm de lo subunidod cFtH (Figuro 7). Se produio un

oumento cercono o l,ó veces en el ARNm de cFtH en céluios expuestos por l2 horos o

rofenono 250 nM ll,l7 i 0,1l), I pM {1,13 t 0,07) y 3 UM (1.19 I 0,01) en comporoóh con

los niveles de célulos conlrol (0,74 I 0,1 I ). Ademós, se produjo un oumenlo en los niveles

de ARNm de cFiH cercono o 1,9 veces en célulos expueslos por 24 horos o rotenono 250

nM (1,18 i0,08), I pM (,|,20 10,07) y3VMl'1,24 i 0,0ó) en comporoói1 con los niveles de

célulos conirol (0,ó3 t 0,05).

fl rzr'",""

l! zr no'uu

Control 250 nM 'l ¡M 3 ¡M

Tratarniento rotonona

f¡gurq 7. RT-qPCR de lq subunidod pesqdq de ferril¡nq cilosólicq (cttH). Célulos sH SYsY fueron
expuestos por l2 horos y 24 horos o concenirociones de rotenonq de 250 nM, I uM y 3 !rM. Luego de
obtener el ARN loiol y el poslerior ADNC, se reol¡zo RT-qPCR contro ctlH. Los resuliodos fueron
normolizodos con los niveles de ARN de lo enz¡mo gliceroldeh¡do 3 fosfoto deshidrogenoso (GADPH).
Los dotos representon el promedio y lo desvioción esióndor de seis deierminociones, ** p < 0,01 .

En célulos expuestos pat l2norosy 24 horos o rotenono, no se observó un oumen'to

dosis dependiente en los niveles de ARNm de lo subunidod cFiL {Figuro 8). El oumento en

los niveles de ARNm de cFtL fue moyor que el observodo poro cFtH. En células expuesios

por l2 horos q rotenono 250 nM se produjo un oumento en el ARNm de cFtL cercono ol

doble ( I ,l 4 t 0,05) en comporoción con os niveles de células control de (0,57 I 0,02). Un

!o
;o
'ñ§
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oumento cercono o 2,4 y 2,2 veces se observó en célulos expuestos c roienono I ¡.]M (l ,37

10,03) y 3 uM (1,24 r 0,05), respectivqmente, En élulos expueslos por 24 horos c rotenono

250 nM se produjo un oumento en el ARNrn de cFtL cercono o 2,9 veces (1,50 t 0,03) en

comporoclón con los niveles de célulos conirol (0,51 t 0,01 ). Un oumento de 3,2 veces fue

observodo en células expuesios o rotenono I pM (l ,ó3 t 0,04) y 3 frM (1 ,64 + 0,08) .

I rz rroras

f, zl ro.us

Conirol 260 áil 1 ¡,M 3 tM

Tratamiento rot€nona

tlguro 8- RT-qPCR de lo 3ubunldod l¡viono de terr¡llno cllosóllcq (cttL). Célulos SH-SYsY fueron
expuesfos por l2 horos y 24 horos o concenlrociones de rotenono de 250 nM, I pM y 3 ÉM. Luego de
obtener el ARN iotol y el posterior ADNC, se reolizo RT-qPCR contro cFiL. Los resu todos fueron
normolizodos con los niveles de ARN de lo enzimo GADPH. Los dotos representon el promedio y lo
desvioción estóndqr de seis deierminociones, ** p < 0,01.

3.2.2. Proleíno de ctl

Debido o que óbservomos oumentos significotivos en os niveles de ARNm poro

ombos subunidodes es que decidimos estudior los niveles de proteÍna de cFt en célulos

expuestos por 12y 24 horos o rotenono.

El oumento en los niveles de proteíno de cFtH o los l2 horos de trotomienlo fue

dependienie de lo conceniroción de rotenono {Figuro 9A). En célulos expuestos por l2

horos c rotenono 250 nM se produjo un oumento en os nive es de proteíno cercono 3,5

veces en comporoción con los niveles de célulos control. Un oumenlo cercono o 4,8 y 5,8

veces es observodo en célulos expuestos o rotenono üM y 3 pM, respeclivomente. En

..Iio
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célulos expuestos por 24 horos c rotenono 250 nM }!rM se produjo un oumenlo de 3

veces en los niveles de proteíno de cFlH. No se observó un oumento significotivo o

ro'ienono I UM (Figuro 98).

El oumento en los niveles de proteÍno de cFtL fueron menores que los observodos

poro cFlh. En célulos expueslos por i2 horos o rotenono 250 nM se produjo un oumento en

los n¡veles de proteíno de cFtL cercono I ,9 veces. Un oumenlo cercono o 2,6 y 2,2 veces

fue observodo en célulos expuestos o rotenono lpM y 3 pM, respectivomente. En élulos

expuestos por 24 horos o rolenono I UM y 3 UM no se observoron comb¡os significotivos.

5ólo o rotenono 250 nM se produjo un oumento cercono l,ó veces en los n¡veles de

proteíno (Figuro 9C).

Eslos resultodos ¡ndicon que rotenono provoco el oumenlo de lo expres¡ón de

ombos subunidodes de cFt es posible que este oumenfo seo mediodo por estrés

ox¡dotivo. S¡n emborgo, luego de 24 horos de exposic¡ón o rotenono los n¡veles de

proieíno de ferrit¡no citosólico fueron menores o los observodos o los l2 horos, los menores

niveles de proteíno observodos o los 24 horas de exposic¡ón o rolenono pueden ser

explicodos por un oumento en lo unión de lRPs o lREs de cFl. Esle oumento en lo un¡ón se

deberío ol desensomblo.ie del complejo hieno-ozufre produclo de un oumenlo de los

niveles de ROS.
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t¡guro 9. Expres¡ón de lds subunidodes de ferrilinq cilosólico en célulos SH-SYsY expuestqs o
rolenono. (A) Wesiern blol contrq cFl y oclino de homogenizqdos de SH SYsY conirol y expuesios o
rotenono. El oniicuerpo reconoció ombqs subunidodes, poro poder deterrninorLos se reolizqron geles
ol 20% de ocrilom¡do. 20 pg de prdfs fueron corgodos. lB) Cuontif¡coción de los combios de
expresión de cFtH, tr,ondo de 2l kDo. Los dotos representon el promedio y lo desvioción estóndqr de
lres delerminoc¡ones, ** p < 0,01. (C) Cuoniificoción de los combios de expresión de cFtL, bondo de
l9 kDo. Los dotos represenlon el promedio y lo desvioción eslóndor de tres delerminociones, * p <
0,05j ** p < 0,01. Los resullodos fueron normolizodos con os niveles de proteÍno ociino. (D) lmogen
representotiva de lo distribución de cFl en célulos SH-SYsY expuestos por 24 horos o rolenono I pM.
Lo distribución observodo es cilosólico.

4. Expreslón de térrllino Mitoconddol (Mltt)

4.1. Anlecedentes

En lo molriz milocondrio se llevo o cobo o sínlesis de comple]os hjerro-ozufre y

grupos Hem que posieriormente son incorporodos en o estructuro de proteÍnos citosóiicos,

mi'iocondrioles y nucleores que requieren de hierro poro su funcionolidod. Dodo lo

importoncio de este mefol, uno deficiencio o un exceso del opode deL meiol en lo

milocondrio podríon cousor uno disfunclón mitocondrial y/o ceLulor. Es por esto que

existiríon meconismos en lo regulaclón del flujo y el monejo del hiero desde y hocio lo

m¡tocondria (Nopier y co|,,2005). MtFt es uno proteíno mitocondrio! de lo cuoL se
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desconocen los meconismos de reguloción tronscripcionol y/o posi-tronscripcionol y

debido o su copocidod de olmocenor hierro en lo m¡tocondrio, su reguloc¡ón y función

son esenc¡oles poro comprender el meiobol¡smo celulor y mitocondriol de este metol.

4.1.2. H¡ero produce un oumenlo en lo sínlesis de Mltl

En lo memorio t¡tulodo "Anól¡sis de lo expres¡ón de ferriiino miiocondriol y feniiino

cifosólico en un modelo progresivo de ocumuloción de hieno en célulos neuronoles"

(Armijo, 2009) reporlomos que en célulos neuronoles SH-SYsY MlFt responde o comb¡os en

el conienido exlrocelulor de hieno. Se observó un oumento en los niveles de MtFt en

condic¡ones de deficiencio de hieno lo que podío indicor que el hieno entronle o lo

célulo es deslinodo o lo milocondrio, perm¡tiendo uno odecuodo síntesis de complejos

hieno-ozufre y grupos Hem. El oumen'lo en los niveles de MtFt observodo en condic¡oñes

de sobrecorgo de h¡eno podío proteger o lo milocondrio del doño oxidolivo

conlrorreslondo el exceso de este melol (Figuro l0). Lo reguloción de lo expresión de MtFl

posiblemenle se reolice o nivel lronscripcionol, mediodo por dos t¡pos de señoles. Uno

señol mediodo por bojos niveles de hieno, que ¡nduc¡rÍo lo expresión de MlFf, osegurondo

un suministro odecuodo del hieno hocio este orgonelo. En eslo señol podrÍon port¡cipor

delectores de los niveles de hieno reoctivo mllocondriol, de lo sínlesis de los complejos

h¡eno-ozufre y/o de lo sÍnlesis de grupos hem. Olro señol podrÍo estor dodo en

condiciones de sobrecorgo de hieno en lo que podríon porticipor deleclores de eslrés

oxidotivo. Es'to señol inducirío el oumento de los niveles de MtFl, protegiendo o lo

mitocondrio del doño oxidotivo cousodo por un exceso de hieno.
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24 horq! t¡gurd 10. Elhierro lnduce lo expreslón de lo proleíno
Mltl en condiciones de deI¡c¡enc¡o y de robrecorgo
con este melql. Weslern Blot representotivo de los
camb¡os en lo inmunoreoctividod poro MtFi

22 kDo presenle en los frocciones mitocondrioles de célu os
SH 5Y5Y expuestos por 24 horqs o concentrociones

2 pM C(7 UM) 60 tlM 150l¡M

'!i§q|¡p ,.qrdi,r&' . ,§{S&. "¡¡.,er 3l kDo
de hierro exlrocelulor de 2 uM (deficiencio), 7 pM (C,
coniroll y condiciones de sobrecorgo de ó0 pM y
150 pM. Como conlrol de corgo de lo frocc¡ón
mitocondrioL se uiilizo lo proleíno porino presente en
to membrono externo miioconorio¡.

Debido o que ferrilino tiene un rol centrol en lo montención y en el tomoño del LlP,

y deb¡do o que MtFt oumenfo en condiciones de deficiencio de hierro, un resullodo no

descrito anteriormente en otros lrobojos y diferente ol observodo poro cFt (donde los

niveles de cF'i disminuyenJ, es que decidimos determinor los niveles de cLlP y mLlP en

condiciones de deficiencio de hieno medionte el usó de los sondos fluorescenles. Eslo nos

permitirÍo esloblecer uno posible reloción entre los n¡veles de MlFt y los niveles de mLlP,

necesorios poro uno odecuodo sínlesis de complejos h¡eno-ozufre y grupos Hem.

4.1.3. Délerminoción dé los reservorios de hierro lób¡l citosólico y mllocondrial én

célulos SH-SYsY expueslos o condiciones dé def¡cienc¡q de h¡ero

Los reservor¡os de hieno lóbil ciiosól¡co y mitocondriol fueron determ¡nodos

medionie el uso de los sondos fluorescentes calce¡no y RPA, respectivomente. El uso de

bojos concentrociones de colceino ho mostrodo uno distribución citosóico (Breuer y col.,

199ó), m¡entros que lo locolizoción de RPA es exclusivomente mitocóndriol (Petroi y col.,

2002). Se observoron célulos corgodos con colceino y RPA en el microscopio confoccl

(Figuro 1 I ). Colceíno se dlstribuyó ciiosólicomente, mienlros que lc morco de RPA se

dlsiribuyó perinucleor similor o lo observodo en uno distribución mitocondriol. Luego,

medlonte el uso de estos sondos se procedió o eslimor lo mognitud deL LIP en esios dos

comportimenios celulores o trovés de un lector de microplocos,
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F¡guro I l. Distrlbución de los sondos RPA y colce¡no en célulos SH-SYsY. Célulos SH SYSY fueron
doblemente morcodos con RPA 0.25 ¡rM y ColGreen-AM 0,25 [M en HBSS Glucoso 5 mM pH 7.4.
Después de lovor los célulos, estos fueron observodos en microscopio confocol. Se oprecio uno
dislr¡bución mitocondriol de RPA (rojo) (excifoción/emisión 530/590 nm) y ciiosól¡co de colceino
(verde) (exciloción/emisión 480/530 nm).

Se determinó lo mogn¡tud del cLlP en célulos SH-SYsY expuestos por 2¿ horos o

concentrociones de hierro 7 pM (situoc¡ón control) y 2 pM (situoción de deficienc¡o del

metol) en el medio de cultivo. Los célulos fueron corgodos con lo sondo colce¡no poro

luego determinor lo fluorescencio en un lector de microplocos. Lo fluorescencio blosol se

determinó después de ogregor el quelonte extrocelulor DTPA. Posteriormenie, ol ogregor

el quelonte introcelulor BIP se produ.io lo recuperoción de lo fluorescencio. Lo mognitud

de lo fluorescencio recuperodo (a fluorescencio) es proporcionol ol cLlP (Figuro 12A).

Observomos diferencios de los mogn¡tudes de cLlP en función de lo concentroción del

hierro presente en el medio extrocelulor, El cLlP de célulos expuestos o condiciones de

deficiencio de hierro fue menor que el determinodo poro lo situoción control. Esio se

relociono con resuliodos previomente obtenidos que muestron que frente o ofertos

crecientes de hiero ocurre un oumento en lo mognitud del cLlP (Aguirre y col., 2005)

Bojo los mismos concentrociones de hierro en el medio de cultivo, se determinó lo

mognitud del mLlP en célulos SH-SYSY, Los célulos fueron corgodos con Io sondo RPA, lo

fluorescencio iniciol fue determinodo luego de ogregor el quelonte extrocelulor DTPA,

Luego de ogregor el quelonie introcelulor BlP, se produjo lo recuperoción de lo

fluorescencio, siendo lo mognitud de lo fluorescencio recuperodo es proporcionol ol mLlP

(^ fluorescencio) (Figuro 128). En condiciones de deficienciq de hieno (2 pM)

determlnomos que lo mognitud del mLlP es moyor que el de lo situoción control (7 !rM).
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Este resultodo es relevonte, yo que nlngún otro irabojo ho demostrodo que en

condiciones de deficienclo de hierro los niveles de mllP se ven modificodos. Esie resultodo

sugiere lo exlstencio de un meconismo encorgodo de desiinor y montener nlveLes

odecuodos de hierro en este orgonelo. Esto podrÍo iener corno propósiio oseguror que

bojo condiclones de def¡cienclo de hierro el suministro de hierro enironie seo destinodo

hocio lo mitocondrio, permitiendo lo odecuodo síntesis de complejos hierro-ozufre y

grupos Hem.

Debido o que MiFt tendrÍo un rol imporicnle en lo montención de los niveles de

mLlP es que decidimos obsérvor los niveles de MtFt y de mLlP en célulos SH-SYsY expuestos

o rolenono (Sección 4 y 5).

A cLlP Hieno 24 horos mtlP Hierro 24 horos

li BrP
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tlguro 12. Delerm¡noción de los niveles del rescrvor¡o de hlero lóbil cllosóllco (cLlP) y mitocondriol
(mLlP) en SH.SYsY expuesloi o hierro 2 pM y 7 !M por 24 horos. Célulos SH-SYsY fueron expuestos por
24 horos o hierro 2 pM y 7 t¡M poro posieriormente determinor los niveles de cLlP (A) medionle el uso
de colceino y los niveles de mLlP (Bl medionle el uso de RPA. Lq mognitud de los LlPs fue
delermlnodo por el incremenio de lo fluorescencio uego de ogregor el qudonle BlP,
fluorescencio (borros color verde). Lo fluorescencio obienido de codo lecturo luego de ogregor BIP

{F) fuere normqlizodq por lq fluorescenciq bosol {F0) otltenido luego de ogregor DTPA y por los
niveles de proleíno. (u.r.) unidqdes relot¡vos. Curvos represenlotivos de doce experimentos
independientes.
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4.2, Rolenono produce un oumenlo en lo sínlesis de ferrilino milocondr¡ol

4.2.1. ARNm de MtFt

En célulos expuestos por l2 horos a rotenono 250 nM se produio un oumento en el

ARNm de MtFt cercono o 1,8 veces i0,8ó i 0,0ó) comparodo con los niveles de célulos

control (0,49 ! 0,0ó). Célulos expueslos o rofenono I UM oumentoron 4,4 veces los niveles

o ARNm (2,1 5 1 0,04) y un oumenlo de 3.2 fue observodo en célulos expuestos o rolenono

3 UM {1,5ó I 0,02). Enáhrlos expuestos por 24 horos o rotenono 250 nM se produjo un

oumento en los niveles de ARNm de 1,5 veces (0,82t0,AA en comporoción con los niveles

de célulos con'trol (0,53 t 0,01 ). En célulos expuestos o rotenopM te produjo un

oumento de 3 veces (1,ó5 10,04) y o rolenono 3 pM se produjo un oumenlo de 1,8 veces

{0.9ó t 0.1ó) (Figuro l3).

I t2 t,or""

I zl roro

Control 25O nM 1 ¡frl 3 ¡M

fretamiento rotenona

F¡gurq 13. RT-qPCR de ferritino mitocondriol (Mlti). CéluLos sH-SYsY fueron expuesios por 12 harcs y 24
horqs o concen'trociones de rotenono de 250 nM, I pM y 3 pM. Luego de oblener el ARN tolol y el
posterlor ADNc, se reolizo RT-qPCR conlro MlFt. Los resultodos fueron normolizodos con os niveles de
ARN de lo enzimo GADPH. Los dqtos representon el promedio y lo desvioción esióndor de seis
delerminociones, * p < 0,05; ** p . 0,01 ,
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4.2.2. Prolelno de MlFl

Célulos SH-SYSY fueron expuestos pot 12 y 24 horos o rotenono. Después de esle

'tiempo fue neceserio reolizor lo extrocclón de miiocondrios pqro deierrninor el contenido

de MiFt debido o que eL onticuerpo donqdo por el Dr. Poolo Arosio iombién reconoció,

con menor inlensidod, cFtH, Lo purezo de lo frocción mitocondriol cercono o g5% fre

determinodo por Western Blot medionle el uso de los onticuerpos porino y octino (no

mostrodo). Al ulilizor el suero de conejo en conlro de MlFl fue posible observor 2 bondos:

uno cercono o 22kDo y oiro de 30kDo. Lo bondo de 22 kDo corresponde ol péplido de

MtFl y lo bondo cercono o 30kDo corresponderío ol pre-péplido de MlFl (Levi y col., 2001).

Lo proleíno milocondriol Tom20 fue utilizodo como conlrol de corgo. Tom20 es uno

lronslocoso presenle en lo membrono externo mltocondriol.

En célulos expueslos por 12 horos o rolenono no se observoron combios

significqlivos en los niveles del péplido poro MlFt (Figuro l3A y l38). Sin emborgo, en esle

periodo de iiempo se produjo un oumento signif¡colivo en los niveles de pre-pépfido de

MlFt poro los lrotomientos con rolenono 1 prM y 3 pM de 1,7 veces. En célulos expueslos

por 24 horos o rotenono 250 nM se produjo un oumento en los niveles de profeÍno del

péptido de MlFt cercono o 2,3 veces. En célulos expuestos o rotenono 1 UM se produjo un

oumento de 4,4 veces y o rolenono 3 pM un oumento cercono o 8 veces. Se observó un

oumento en los niveles de proleíno del pre-péptido de MiFt de 2,3 veces y de 3 veces

poro roienono I pMy3pM (F¡guro l38).

48



A

pre-Mift
Mttt

Tom20

30 kDo

22 kDd

43 kDq

12 hora3 24 horas

C 250nM l¡M 3pM C 250nM 1¡M 3¡rM

c
I tam,".

I z*'"'os
I r: t,or,as

lf :-lt'"**

:<

i;=

9.
oií

conlfol ¡5OnU 1 llM 3 uM

Taatam¡eñto rctenona

Coñtiol 250 Íi¡ I rLM 3 r,M

T.ái¿miento roleñone

tigurq 14. Expresión de ferilino milocondriol (Mft) en célulos SH.§YsY expueslos o rolenono. (A)
Weslern blot coniro ferrifino mitocondriol y Tom20 de homogenizodos de mitocondrios de SH-SYsY
conlrol y expueslos por 12 horos y 24 hotos o rotenono. El onl¡cuerpo reconoció 2 bondos, uno
cercqno o 30kDo que corresponderío ol pre-péptido de MiFt y olro bondo cercono o 22 kDq que
coresponderío ol péptido de MtFt.20g de protáo fueron corgodos. (B) Cuoniificoción de los
comb'ios de expresión del péptido de MlFi (borros grise§) y del pre-péptido de MlFt (borros bloncos).
Los datos represenlon el promed¡o y lo desv¡oc¡ón esióndor de lres determinociones, * p < 0,05 ** p
< 0,01. Los resultodos fueron normolizodos con los niveles de proteíno de Tom20. (C) lmogen
representqiivo de lo distribución de MlFt en célulqs SH-SYsY expuestqs por 24 horos o rotenono I UM,
lo dislribución obtservodo es mitocondriol.

5. Delerm¡noción de los reservorios de hierro lóbil citosólico y milocondr¡ol en célulos

éxpueslos o lolenono

Se determinó lo magnitud del cLlP en céLulos SH-SYsY expuestas par 12 horos y 24

horos o rotenonq 3 pM en comporoíri con o situoción conirol. Los célulos fueron

corgodos con lo sondo colceino. Lo fluorescencio bosol se determinó luego de ogregor el

quelonte extrocelulor DTPA, Posferiormente, luego de agregor el quelonie introce!ulor BlP,

se produjo lo recuperoción de lo fluorescencia, o mognitud de lo f uorescencio

recuperodq es proporcionol ol cLLh (fluorescencio). O bservarnos un oumento en lcs

mognitudes de cLlP en célulos expuestos por 12 y 24 horos o roi.EMoeo 3

comporoción con céLulcs control (Figuro l5). [o mognitud del cL P fue moyor o os 24
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horos de exposición o rotenono [3N4. Sobre lo bose de este resul'iodo y los menores

niveles de cFt observodos o los 24 horos de exposición q roienono, se puede posfulor que

se produciío un oumento en lo sensibilidod celulor oL estrés oxidoiivo debldo ol oumenlo

en el cLlP.

Bojo los mismas condiciones, se de'ierminó lo mognitud del mLlP. Los célulos fueron

corgodos con lo sondo RPA. Lo fluorescencio bosol es determinodo luego de ogregor el

quelonte extrocelulor DTPA. Luego de ogregor el quelonte inirocelulor BlP, se produjo lo

recuperoción de lo fluorescencio, lo mognitud de lo fluorescencio recuperodo es

proporcionol ol mtlP (^ fluorescencio). Observomos un oumento en los mognitudes de

mLIP en célulos expueslos por l2 y 24 horos o rotenonplw en comporoobn con lo

siluoción conlrol (Figuro I ó), Lo mogni'tud del mLlP fue moyor o los 24 horos de exposic¡ón

o ro'tenono 3 pM,

En célulos expuestos o rolenono 3]M observomos un oumenlo de los niveles de

cLlP y mLlP, eslos oumenlos proboblemenle seon debido o lo desreguloción de los

meconismos encorgodos de monlener los n¡veles de LIP constontes. El oumento de LIP en

ombos comporlimenfos eslorío implicodo en un oumento de los niveles de ROs y

posiblemenie en Io muerte celulor.
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f¡guro 15. Delerm¡noción de los niveles del reservor¡o de hieno lób¡l cltoról¡co (cLlP) en célulos SH-
SYSY expueslos q rolenono por l2 horos y 24 horos. Célulos SH-SYsY fueron expuestos por l2 horos
(A) y 24 horos (B) o lo cond¡ciones control y rotenonq 3 UM poro posteriormente determinor los
niveles de cLlP med¡on'le el uso de colceino. Lo mognitud del cLlP fue deierminodo por el
incremen'lo de lo fluorescencio luego de ogregor el quelonte 8lHlorescencio {borros color
verde). Lo fluorescencio obtenido de cqdo lecturo luego de agregor BIP (F) fuere normolizodo por lo
fluorescencio bosol (F0) obtenido luego de ogregor DTPA y por Los nlveles de proteíno. (u.r.)
unidodes relotivos. Curvos represenlot¡vos de se¡s experimenlos independientes.

6. Exprésión de DMT¡

6.1. Anlecedenles

El tronsportodor de metoles divolentes (DMTl) es uno proteíno de membrono

consisien'ie de l2 segmen'ios de transmembrono que formon ó loops extrocelulores. Su

peso moleculor oproximodo es de óskDo (Tobuchi y col., 2000) pero tombién puede sufrir

uno glicosiloclón lo cuol combio su peso moleculor o 90 kDo. Gorrick y col. en el oño 2003

demostroron, o irovés de ensoyos de competencio y perdido de función, que DMTI esto

involucrodo en el tronsporle de Fe*2, Mn*2, Ni+, y Co+z.

liempo lseg)
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flguro ló. Determlnoción de los niveles del reservorio de hiero lóbil m¡tocondflql (mLlP) en célulqs
SH-SYSY expue:tos o folenono por l2 horor y 24 horos. CéluLos SH-SYsY fueron expuestqs por 12

horos (A) y 24 horos (B) o lo condiciones confroly rotenono 3 pM poro posleriormenle delerminor los
niveles de mLlP medionte el uso de RPA. Lo mognitud del mLlP fue determinodo por el lncremento
de lo fluorescenciq luego de ogregor el quelonle Elñlorescencio (borros color verdel. L o
fluorescencio obfenido de codo lecturo luego de qgregqr BIP (F) fuere normolizodo por lo
fluorescencio bosol (F0) obtenido luego de ogregor DTPA y por los niveles de proteíno. (u.r.)
unidodes relotivos. Curvos represento'iivos de seis experimenios independienles.

EL gen de DMTI humono se encueniro locollzodo en el cromosomo 12 (l 2p3) e

incuye l8 exones. Existen 4 isoforrnos de tronscripios poro DMTI. El empolme olternotivo

de lo región 3' genero 2 iipos de isoformos, Un ARNm contiene un elemento de respueslo

o hierro (+lRE); mientros que el oiro no contiene esle elemenio (-lRE). La presenclo de un

IRE sug¡ere que los niveles de DMTI pueden ser modulodos por los nlveles de hierro o lrovés

de uno vío IRE-IRP. Sin emborgo, exist¡rÍo unq vío ¡ndepend¡ente o la IRE-LRP que reguloría

¡os niveles de DMTI-lRE ¡o que serío modulodo por h¡erro. Lo ¡soformo +lRE es expresodo en

Tiempo (segj
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lo membrono plosmótico de ciertos lipos de célulos ep¡teliales. mientros que lo isoformo -
IRE es expresodo en muchos i¡pos celulores y es esenciol poro lo odquisición del hieno

desde tronsferrino (wong y col., 2002).

Los meconismos que con'iribuyen o lo ocumuloción de hierro en neuroncs

dopominérgicos en lo enfermedod de Parkinson no se encuentron corocterizodos

completomente. Esfudios en onimoles y en tejido posi-mortem sugieren que DMT]

porticiporío en lo ocumuloción de hierro y muerte celulor (Solozory co|.,2008). Es por esto,

que decidimos determínor lo porticipoción de DMT+IRE en la ocumuloción de hierro en

célulos SH-SYsY.

ó.2. Rolenono produce un ouménlo en lo sínlesis de DMTI

6.2.1 ARNm de DMT'I

El contro tronscripcionol de lo expresión de DMTI puede ser ofectodo por

cltoquínos (TNF-,;!, IFN-',') y LPS o trovés de múliiples víos. Lo región 5' reguloiorio del gen

poro eL DMTI humono contiene un sitio poienciol poro el elemento regu o'iorio interferón Y

(lFN y), tres pof encioles sitios poro proteÍno específico I (Spl ), dos sitios potencio es poro

el focior I inducido por hipoxio (HlF-l ) y cinco silios potencioles poro e ementos o

respuesto o metoles (MRE) (Li y col., 2008), Debido o que citoquinas proinflomotorios y LPS

elevon Lo expresión de los niveles de ARNm de DMTI es que decidimos deterrninor sÍ los

niveles de DMTI son modificodos por roienono.

No se observoron combios significotivos en los nive es de ARNm de DMTI + RE en

célulos expues'ios por l2 y 24 horos o rotenono (Figuro I 7). Eslos resullodos indicorÍon que

rolenono no modlfico los niveles de ARNm de DMT+IRE.
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t¡guro 17. RT.qPCn de DMI'I+IRE. Célulos SH-SY5Y fueron expuestos por l2 horos y 24 horos o
concentrociones de rotenono de 250 nM, I pM y 3 pM. Luego de oblener el ARN tolcrl y el poslerior
ADNc, se reolizo RT-qPCR contro DMTI+lRE. Los resuliodos tueron normojizodos con los niveles de
ARN de lo enzimo GADPH. Los dolos represenlqn el promedio y lo desvioción estóndor de seis
determinociones.

6.2.2. Proleíno de DMTI+lRE

El onólisis de DMT1 o trovés de western blot reveló lo presencio de uno bondo de

óskDo, reconociendo sólo lo formo no modificodo de lo proteíno. Lo cuontificoción de los

bondos demoslró un oumento en los niveles de proteíno luego de lo exposición por l2 y

24 horos o rolenono {Figuro l8). A los l2 horos se observo un oumenlo cercono o 3 veces

en los niveles de proleíno poro rolenono ÉM y 3 pM y de un oumento cercono o 2,5

veces se observó con rolenono 250 nM. A los 24 horos se observo un oumenlo de 5 veces

poro roienono I pM y 3 pM, y un oumento cercono o 4 veces poro rotenono 250 nM. Esie

oumento de DMf I port¡cipoío en el oumento en lo incorporoc¡ón de h¡eno y en lo

vulnerob¡lidod de esios célulos o rotenono.
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tigurq 18. Expresión de DMTI+lRE en célulos SH-§YsY expueslos o rolenono. (A) Western blot poro
DMTI+lRE y ociino de homogenizodos de célulos SH-SYsY control y expuesios o rotenono. 20 pg de
proleíno fueron corgodos. (B) Cuoniificoción de los combios de expresión del pépl¡do de DMTI+lRE.
Los doios represen'ion el promedio y lo desvioción esióndor de ires cleterminociones, ** p < 0,01 . Los
resullodos fueron normolizodos con los niveles de proteíno de octino.

7. Expresión de fenoporlino I

7.1. Anlecedenles

Enterocltos duodenoLes, mocrófogos, hepotocitos, célulos muscu ores y célu os del

sistemo nervioso requieren de un meconismo de Liberoción de hierro que oseguro uno

correcto homeostosis de este metol. El Único exportodor identificodo hosto hoy dío es

Ferroportino I /lregl /MTPI (Abboud y Hoile, 2000).

Animoles knockoul (-/-) poro fenoporiino I demostraron que es esencial poro el

desorro lo embrionorio. Lo inoctivoción select¡vo de ferroporlino sugiere que esto pro'ieÍno

es esenciol poro lo obsorción intestino! de hierro (Donovqn y co|.,2005). Sin emborgo, lo

función de ferroportino I en el cerebro oún no es complelomenle comprendido. Lo

locoLizoción de ferroporfino en neuronos y glios sugiere que es necesorio poro la solido de

hieno. En rnodelos onimoles de EP se obseryc uno disminución de los niveles de proteíno
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en lo SN (Wong y co., 2Aa7). Esto disminución se correlociono con un oumenio en los

niveles de hierro en esio óreo. De ccuerdo con eslos resultcdos es que decidimos esludior

los combios de Ferroporlina 1 en céluLos dopominérgicos expuestcs o roienono.

7.2. Rolenono induce un oumento lrons¡lorio en los niveles de ferroporlino I

7.2.1. ARNm de ferroporlino I

En célulos expuestos por l2 horos o los diferentes concentrociones de rolenono se

observó un oumenlo en los niveles de ARNm de ferroporlino (Figura l9). Poro los tres

trotomientos de rotenono se produjo un oumenlo cercono o 2 veces comporodo con los

niveles de célulo con'irol. Control (0,50 t 0,02), rotenono 250 nM (0,88 !O,)7),1 uM (0,9ó t

0,14) y 3 trM (0,79 t 0,071. A las 24 horos no se observcron combios significolivos en los

niveles de ARNm, sin emborgo o roienonq I pM existe uno leve dismirócilo cuol fue

significotivo.

I tz tro'u"

f z+ r'o,,"

Cortrol 250 nM 1 ¡,M 3 rM

Tratamignlo fotenone

Figuro 19. RT.qPCR de terroporl¡nq l. Célulos SH 5Y5Y fueron expuestos por 12 horos y 24 horos o
concentrociones de rotenono de 250 nM, I UM y 3 UM. Luego de ob'iener el ARN toiol y el poslerior
ADNc, se reolizo RI-qPCR contro Ferroportino l. Los resultodos fueron normolizodos con los nive¡es de
ARN de lo enzimo GADPH. Los do'ios representon el promedio y lo desvioción eslóndor de seis
determinociones, * p < 0,05.
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7.2.2. Prcleín(J de lerroporlino I

Wesiern blois poro ferroporlino reveloron uno único bondo de tomoño esperodo

(óskDo). Lo cuontificoción de los bondqs demostró oumentos signif¡cotivos en cé uLos

expuestos por 12 horos o rotenono (Flguro 20). Se observó un oumento cercono o 3,7

veces en los nlveles de proteíno poro rotenono 250 nM. 5,8 veces poro rotenono I UM y

de 3,4 veces poro rotenono 3 pM. Sin ernborgo, o los 24 horos no se observoron combios

significotivos en los niveles de proieíno.

'12 hqras 24 horas

C 250nM I pM 3pM C 250nM I ¡M 31tM

A

terroporlinq'l

Aci¡ho

B I rz r'".as

f z ¡o,r¡

Conlrol 250 íM 1 rM 3 ¡M

Tratam¡ento rotenona

tlguro 20. Expresión de leroporlino I en célulos §H.§YsY expueslqs o rolenonq. (A) weslern blot
contro feroportino I y octino de homogenizodos de SH SYsY control y expuestos o rotenono, 20 pg
de proteíno fueron corgqdos. {B) Cuontiticoc¡ón de los combios de expresión del péptido de
ferroporiino l. Los doios representon el promedio y lo desvioción eslóndor de tres deierminaciones,
** p < 0,01. Los resu¡todos fueron normol¡zodos con ¡os niveles de proleínq de ociino.
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8. Expreslón toclores de lronscr¡pclón lelocionodos con eslfés ox¡dol¡vo

8.1. Anlecedenles

Gron porte de lo que conocemos ocerco de los meconlsmos de protección

celulor conlro el eslrés oxidolivo ho provenido del esludio de célulos procoriólicos (Zheng

y Stoz, 2000). Los célulos procoriolos utilizon los foclores de tronscripción OxyR y SoxRS que

deleclon el eslodo redox de lo célulo. Duronie el estrés oxidotivo estos foclores inducen

lo expresión de cerco de 80 genes defensivos (Zheng y Stoz, 2000). Los célulos

eucorióticos tienen mecon¡smos similores de protección coniro el eslrés oxidotivo. Los

efectos iniciqles de Io oxidoción llevon o lo oclivoción de lo expresión de uno boter'ro de

genes de defenso, lo que guÍo o lo detoxificoción de susloncios químicos y de ROS y o

monlener lo viobilidod celulor. De eslos genes, olgunos son enzimos como lo NAD{P)H:

quinono oxidoneducloso I (NaOl), NRH: qu¡nono oxidorreducloso 2, lo subunidod Yo de

glutolión S-lronsferoso {GST Yo), heme ox¡genoso I (HO-l), y lo y-glulomylcyste¡ne

sinleloso (Y-GCS), lombién conocido como lo glulomoto cisleino ligoso. Olros genes

lienen productos finoles que regulon uno omplio voriedod de octiv¡dodes celulores,

incluido lo lronsducción de señoles, lo homeoslosis del hieno celulor como son los

subunidodes de ferrilino citosól¡co, lo proliferoción y reocciones inmunológicos de

defenso. Hoy uno gron voriedod de foclores qsociqdos con lo respueslo celulor ol estrés

ox¡dol¡vo. Por ejemplo, NF-E2Jelocionodo con el foclor 2 (Nrf2), lo proteíno milocondriol

de choque lérmico 70 (mtHsp70/mortolino), proleíno de choque térmico octlvodoro de

respuesto l, y NF-kB promueven lo supervivencio celulor, mientros que lo octivoción de c-

jun, quinosos Njerminol, lo qu¡noso p38, y TP53 puede conducir ol onesto del ciclo celulor

y opoplos¡s. Lo vío Nrf2 es considerodo como Io mós imporionte en lo célulo poro

proteger conlro el esfés oxidofivo (Jolswol, 2004; Dhokshinomoorthy y col., 2000; Zhong,

200ó; Koboyoshi y Yomomoto, 200ó; Copple y col., 2008).
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8.I.2. Rolenono induce lo éxpresión de Nrf2

El gen de Nrf2 humono se encuenlro locolizodo en el cromosomcr 2 l2q31.Z). El

peso moleculor de lo proteínq de Nrf2 es de 57kDo y de 100kDo poro to formo

ubiquilinodo,

8.1.2.1. ARNm de N12

En célulos expueslos por l2 horos o rotenono 250 nM se produjo un oumento en el

ARNm de Nrf2 cercono o 1,3 veces (1 ,O2 r 0,02) comporodo con los niveles de célulos

control (0,81 t0,03) {Figuro 2l). Célulos expueslos o rolenono I pM oumenioron 1,4 veces

losnivelesdeARNm(1,18I0,03) yun oumento de 1 ,ó fue observodo en célulos expueslos

o rolenono 3 ¡-rM {1,28 i 0,07). Erftilos expuestos por 24 horos o rolenono 250 nM se

produjo un oumenlo en los niveles de ARNm de 1,5 veces (O,97 ! O,O2) én comporoción

con los niveles de célulo conlrol (0,ó5 t 0,03). En célulos expuestos o roleno4c¡¡l se

produjo un oumenlo de 1,7 {,|,08 10,0ó) y o rolenono 3 pM se produjo un oumen.lo de 1,8

veces {l ,l ó t 0,09).

f] 12 noras

f| zr tro-s

Coñtrot 250 nM 1 r,M 3 ¡M

Tratamienlo rolenona

t¡guro 21. RT-qPCR de Nrfil. Célulos SHSYsY fueron expueslos por 12 horos y 24 horos o
concentrociones de rotenonq de 250 nM, I UM y 3 UM. Luego de obtener el ARN ioiol y el poslerior
ADNc, 5e req¡izo RT-qPCR conlro Fenopori¡no l. Los resullodos fueron normolizodos con los n¡veles de
ARN de lo enzimo GADPH. Los dotos representon el promedio y lo clesvioción estóndor de sei5
deierminqciones, ** p < 0,01.
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8.1.2.2. Proleíno de Nrf2

El onólisis de Nrf2 o irovés de Wesiern blot reveló que el onticuerpo contro Nrf2

reconoció dos bondos, uno cercono o ó0 kDq y uno de menor tomoño lF¡guro 22). En

bose o o informoción del oniicupero (Santcr Cruz) consideromos lo bondo de moyor

lomoño como Nrf2. Lo cuontificoción de esto bondo demoslró un oumenlo en los niveles

de proteíno luego de lo exposición por I 2 horos o rolenono. A los l2 horos se observó un

oumento cerccno o 4 veces poro rolenono 250 nM y I pM. A rolenono 3 L]M se observó un

oumento cercono o 3 veces en los niveles de proteíno. ño se observoron diferencios

significotivos o los 24 horos. Estos resultodos indicon que roienono es copoz de inducir un

oumento lrons¡iorio en los niveles de proteíno de Nrf2.

12 horas 2.1 horas

C 250nM lFM 3FM C 250 n,vl 1 pM 3 pM

I rl trorar

f za t'".".

Conrol 2§0 n¡¡l 1 r,M 3 ¡M

?€lam¡Énto roteñora

tiguto,22. Expres¡ón de Nrf2 en célulos SH-SYsY expueslos q rolenono. (A) Western bLot contro Nrf2 y

oct¡no de homogen¡zodos de SH-SYsY control y expuestos o roienono. El ont¡cuerpo reconoc¡ó 2

bondos, lq bondo superior de un peso cercono o óokDo conesponderío o Nrf2 lo bondo inferior,
observodq en otros invesligqciones, no ho sido corocterizodo. 20 ug de proteíno [ueron corgodos.
(B) Cuontificoción de los combios de expresión del péptido de Nrf2. Los doios representon el
promedio y lo desvioción estóndor de tres determinociones, ** p < 0,01, Los resultodos fueron
normolizqdos con los niveles de proleíno de oclino.
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8.1 .3. Rolenono induce lo expresión de mlHsp70/morlol¡no

Lc proteÍno mitocondriol de shock iórnnico 70 (mtHsp7o)/morto ito/GRP7s es un

miembro oliomente conservcdo cle la fomilio de proteÍnos Hsp70, lcr cuo esto presente en

lodos los orgonisrnos clescle boclerios o humonos. Lcs funciones de eslo proteÍno son

múliip es incluyendo o porlicipoción en e importe mitocondrial, en ei irófico intracelular y

de choperona. Lo sobre-expresión de estcr proteÍno en Coenorhabdlfis E/egons induce un

oumento en cr expeclciivo de vido. Por otro porte, e knock-out de esto proieÍncr resu tc1

en un ocortorniento del orgo cie vido y un cce erodo fenolipo envejecido (Kimura y coi.,

2047).

8.1.3.1. ARNm de mlHspTo

En célulos expuestos por l2 horos o rotenonc 250 nM se produjo un cumenio en e

ARNm de Hsp70 cercono o 1,3 veces (0,95 t 0,04) compcrrcdo con os nlveles de céiu cr

control f 0,ó9 1 0,07). Célu os expuestos o roienoncr I LrM oumentaron I ,7 veces los niveles

aARNm (1,18t0,0ó) yun oumenlo de L8 fue observodo en cé u crs expuestcs o rotenono

3 pM (1,25 t 0,08). Enéórlos expuesios por 24 horos o roienono 250nM se produjo un

crumento en 1os niveles de ARNm en 1,5 veces 10,97 !A.AA compcrcdo con os niveles de

célulo conlro (0,óó i 0,0ó). En cé u os expueslos o rolenono UM se produjo un oumento

de 2 veces (1,3ó t 0,04) y cr rolenono 3 pM se produjo un crumenlo cle 1,8 veces (1,18 t

0,08) (Flguro 23).
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I :+ *oras

Conl¡ol ?50 nll I ¡,M 3 r,l!l

Tratam¡eato rotenona

tiguro 23. RT-qPCR de mlHsp7o. Céuos SHSYsY fueron expueslos por l2 horcrs y 24 horos o
concenlrcrciones de rotenono de 250 nM, I pM y 3 UM. Luego de oblener e ARN lolcrl y el po5terior
ADNc, se reolizo RI qPCR conlro Hsp70. Los resulioclos fueron normo izodos con os niveles de ARN de
lo enzimo GADPH. Lo5 dolos represenlon el promedlo y lo clesvicrción eslóndar cle seis

deTermlnoclones,'. p < 0,01.

8.1 .3.2. Proleíno de mlH§P7O

El onó isis de miHspTo o través de Western bloi reveló que el onlicuerpo reconoció

unc bcndo cernodo a 70 kDa. Ademós, el onticuerpo reconoció c uno de peso rnoleculor

de 90kDo, posibernente c proleÍno de shock 1érmico 90 (Hsp90) (donaclo por lo Dra.

Anne-Loure Bulleou, NSERM U975, Poris, Francia). Lc cuoniiflcoción de mtHspTo demostró

un oumento en los niveles de proteino uego de lo exposición por l2 horas o rotenono. A

as l2 horos se observó un oumento cercono o 3,4 veces en os nive es de proleína poro

rotenonc 250 nM, de 3,ó veces poro rotenonc I pM y de ó,5 veces poro rótenono 3 pM.

No se observoron diferencios significolivos o os 24 horos. Eslos resullodos lndicon que

rolenono indujo un oumento lronsilorio en Los nlve es de proleino de miHspTo (Figura 24).
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A 12 horas 24 horas
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tiguro 24. Expres¡ón de mtHspTo en célulos SH-SYSY expuestqs o rolenono. {A) Western blot contro
m1Hsp70 y oclino de homogenizodos de SH-SYsY conlrol y expueslqs q rotenono pot 12 hotos y 24
horos. El qnticuerpo fue copoz de reconocer miHspT0 (70kDol y lo proteino citosólico Hsp90 (90kDo).
20 pg de profeíno fu eron corgodos. (B) Cuontificoción de los combios de expresión del pépt¡do de
mtHsp7o. Los dotos representon el promedio y lo desvioción estóndor de tres delerminociones, ** p
< 0,01. Los resultodos fueron normolizodos con los niveles de pro'leíno de oclinq.

9. Knock-down dé Mltt én célulos §H-SYsY

9.1. Anfecedenles

Las moyorio de Los lnvestlgoclones relocioncdas con MiFl hon indicoclo que lo

principoi función de esto proieíno es lo regu oción de lo disponibiidod del hierro

mitocondrial y el control de ROS. La expresión de MiFt en célulos de rnornÍferos genero el

desp ozomlenio del hierro presente en e citoso hocio lcr milocondrio. AsÍ, MtFi reducirÍo

os niveles de ROS citosó ico, producirío un oumenlo en os nive es de ATP y un oumento de

o viobilidod.

En bose o los aniecedenies onteriormente clescritos es que clecidimos estudior el

efecto que tendrÍo e knock-down de esta proieÍna en o viobiliclacl cle cé ulos Sl-l-SYsY

d
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expuesios o rotenono, Poro esto, generomos célulos SH-SYsY estoblemente tronsfectodos

con un microARN (miARN) poro MiFt, El vector util¡zodo expreso co-cistronicomente el

microARN y lo proteíno bioluminiscente EmGFP (Emerold GFP) lo que permite lo selección

visuol de los célulos que expreson el microRNA. Luego de tronsfectodos. los célulos fueron

seleccionodos por 'l mes con el ontibiótico blosticidino. Se diseñoron y proboron 3

secuencios diferentes de microARN contro MtFt: (i) un microARN no específ¡co poro lMtFt,

denominodo lo, (ii) un microARN específrco poro MtFt que produjo uno reducción de los

niveles de ARNm de MtFt cercono ol 207", denominodo como 2o y (iii) un microARN

específico poro MtFt que produjo uno reducción de los niveles de ARNm de MtFt cercono

ol ó2%, denominodo como 3c (0,20 t 0,07) en comporoción con los niveles de ARNm de

MtFt poro célulos control (0,53 t 0,05). En lo Figuro 25 se observon célulos SH-SY5Y

tronsfectodos con el microARN 3c. En estqs célulos no se observoron diferencios

morfológicos en comporoción con célulos control. Un resultodo interesonte fue que en

estos célulos 3c el tiempo de duplicoción fue menor (de oproximodomente de 1-1,5 dÍoo

ql de los célulos control (de oproximodomente 2 dÍos).

F¡guro 25. Célulos SH-SYSY knock down poro MlFl. (A) lmogen representotivo de célulos SH-SYsY que
expreson un microARN paro Mttt, células denominqdos 3c, En la imagen superior se observo lo fose
celulor, lo imogen inferior muestra célulos SH-SYsY exprésondo co-cistrónicomente EmGFP, lo
longitud de ondo poro lo móximo excitoción es de 487nm. (B) PCR en tiempo reol de célulqs SH-

SHSY que expreson Un microARN 3c poro MtFt Los dotos representon el promedio y lo desvioción
estóndor de fres determinociones, -- p < 0,01 ,
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9.2. El knock-down de MlFl prolege q célulos SH-sY5Y de lo muerle celulor

mediodo por folenono

Debldo a que c función de MtFt ho sido relccioncdo con lc reguloción de lc

d:sponibl idod del hierro mltocondrio, el contro de ROS, prevención de doño inoucido

por estrés oxidoiivo es que decidimos esiudlor e efecto que ienclrÍo rolenono en cé u os

SH-SYsY knock-down poro MtFt en lo viabilidod celu clr. Nos pLcntecmos como hipÓiesis

que e knock clown cle MtFl podrío incrementor os efectos tÓxicos de rolenono. Se

comporó lc viobiidod de célulos SH SYsY conirol versus célulcs sH 5Y5Y tronsfeclodos con

los mlcroARNs lc y 3c. Células conirol, célulos lo y células 3c fueron expuestos por 24

horos c I pM de roienono. Lo viobl idod lue deierminodo uillizando e enscyo de MTT y los

resultodos fueron normo izcdos por Lo viobiidod de ios cé uLos conlro no expueslos o

rotenonc (100% de o viobilldod ce u or) y por io concenlroción de proteÍno. Célulos

conirol expuestos o rotenonc I pM dlsminuyeron su vioblLidod en un 3áfá[oC ]o

expueslos o rotenonc disrrinuyeron su viabiliclod un 35%. El resu tcdo espercdo porc los

células 3c serío el reLacionado con que uno disminución en MlFt deberío oumentclt c

sensibi idod de estos cé u os o o exposición o rotenono, por o que o viobilidod cle estcls

célulos serÍo menoT o o deierminodo poro os células control. sln emborgo, en células 3c

expuesfcrs o roienono no se observó unc disminución significotivo en a viabilidad celular

{Figuro 2ó).
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miARNs

Flgut(¡ 26. Viobilidod celulor en célulqs knock down pqro MlFl expueslos por 24 horcF¡lt I
rolenonq. Luego de 24 horos de exposición o rotenonoUM, lo viqbilidqd de élulos SH SYsY fue
de'lerminodo uli¡izondo el ensoyo de MTT y normqlizqdo por lo viobilidod de los célulos control no
expuestos o rolenono (100% de lq viobilidod celulor) y por lo concenttqción de proteínq. Los célulos
denominodos lo fueron trosnfectodos con un microARN no específico poro MtFt- Los célulos
denominodos 3c fueron tronsfectodos con un microARN especifico poro MtF'l que produjo uno
reducc¡ón de los niveles de ARNm de MiFt cercono ol 62%. Lo viobilidod de célulos que no fueron
expueslos o I lrM de rolenono por 24 horos es representodo por lqs bqrrqs blqncqs, mlentros lo
viqbilidod de los célulos expuestqs o I pM de roienono por 24 horos es represenlodo por los borrqs
negros. Los dqtos representon el promedio y lo desvioción estóndor de tres deierminociones. **

P<0.01 .

Esios resultodos indlcon que el rol que tendrío M'tFt en evitor el doño oxidotivo y lo

muerte celulor en célulos expueslos o rotenono es controd¡ctor¡o. Debido o esto, es que

decidimos estudior los niveles de proteino de foctores de lronscripción relocionodos con

estrés oxidotivo y protección en célulos knock-down poro Mf Ft.

9.3. Expresión fqctores de lronscdpción relocionodos con eslrés oxidot¡vo en

célulos SH-SYSY knock-down poro MlFl

Debido o que uno disminución en los niveles de MtFt podío producir un oumento

en los niveles de ROS es que decidimos estudior los niveles de proteíno de foc'tores de

lronscripción reloc¡onodos con es'lrés oxidotivo, como son mtHsp7o, Hsp90 y Nf-kP en

célulos knock-down poro MlFt (Figuro 2ó). 5e compororon los niveles de proteíno de

célulos SH-SYSY conlrol versus célulos SH-SYsY denominodos como I o,2c,3c. En los célulos
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denominodos 3c se observó un ournento significotivo en os niveles de proleíno cle Hsp90 y

Nf kÉ. No se oilserycrron ccrmbios significolivos en os nive es de proteíno cle rntl-lsp7O enire

os disiintos lipos de céiu os. El oumento en os foclores Hsp90 y Nf-kF posibLemente es

clebiclo o un ournenio del estrés oxidoiivo cilosólico. Por oiro porie, lo folto de combios

significolivos en os nive es de proteino mtHspTO indico que los nive es de ROS rnilocondria

no se vleron modificodos. Esto sugiere que e ournenlo de los foclores de transcripciÓn

Hsp90 y Nf-kP en célulos SH SYSY el knock-down paro MlFt proporcioncl protecciÓn en

coniro de Coño oxidotivo incluciclo por rotenonc y promueve lo sobrevivencic celuior

frente a condiciones de estrés.
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DISCUSION

l. Rolenonq disminuye lq viobilidqd celulor de monero dosis dependienle

Estudios prev¡os demosiroron que rotenono induce opoptosis o lrovés de un

oumento en lo producción de ROS mitocondriol {Li y col., 2003). En nuestro sistemo

experimentol, rotenono produjo uno disminución de 1o vlobilidod en célulos SH-SYsY de

monero dosis y tlempo dependiente. Estos estudios nos permitleron estoblecer los

condiciones de cultivo o ser ulilizodos en experimenlos posieriores.

2. Rolenono disminuye los n¡veles de ATP celulor

Cé u os SH-SYsY expueslos o rolenonc dlsminuyeron sus niveles de ATP celu or de

monercr dosis depenclienle. Uno disminución de ATP produclrÍo un incremento en Lo

concentroción de ca cio inlroceiu ar, excitoioxicidod, dclño celu clr relocionaclo con oxido

nÍtrico y uno disminución en a actividod de proteínas que requleren de ATP poro su

función, por ejemplo os enzlmos que reporon e ADN de doño oxidolivo. Por olro porte,

roienono 250 nM no disn,inuyó los niveLes de ATP a los 12 h de incubociÓn y sÓlo

modestomenie {13%) a os 24 h de incubaciÓn. Sln ernborgo, roienono 250 nM induio

combios signillcoiivos en lo moyorÍo de los pclrÓmeiros estudiodos, por o que es poco

probob e que esios combios seon producto de la boio en los nlveles de ATP y podrÍo ser

explicaclo por un oumenio en el esirés oxidotivo.

3. Rolenono produce el oumenlo en lo sínlesis de ferr¡lino citosólico

Observomos que roienono oumentÓ significotivomenle os nive es de ARNm cle os

subunidodes cFtH y cFlL. El ournento en os nivees de ARNm de ombcls subunldodes

observoclos a los 12 y 24 horos de trolornienlo se exp icorÍo por Lo oclivoción de un

meconismo odopioiivo que disminuye el reservorlo de hlerro llbre y la producción de ROS.
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debido a que el oumento de hierro ibre conievo un ouTnento del estrés oxidotlvo {Núñez

y col.,2aa4). La respuesio o ROS es mediodo por un potenciodor (enhoncer) especifico

presenle en el promolor de ombos subunlclodes de cFi conocido como elemento de

respuesicr antioxidanle (ARE). El foctor de transcripción Nrf2 hcr sido considercrdo como o

principo proteíno que interoctúo con esie e emenlo y que oclivo la tronscripción génlco

en respuesto o uno señc de eslrés oxidotivo.

Ademós, obserycmos un oumento en los nlveles de proieÍna de cFt en célu as

expuestos par12y24 horcrs o roienono. Sin embargo. os nive es de proleíno pcrro 24 horos

fueTon menores o os obienidos pora 12 horas y en ogunos cosos no se ollservoron

diferencios significotivos entre célulos contro y cé u crs lrotodos con roienon@'¡l o

pesor de los niveles sostenidos de ARNrn. Esto podrío deberse o que o respuesio de

ferrltlno frente o roienono o los l2 h perrnltirÍo regular rópidomenle los niveles cle cllP. De

eslo formo, serío esperob e que o os 24 horos de exposición cr roienono os niveles de

proteina de ferritinc seon menor, producio de un menor conlenido de cLlP.

sin emborgo, lo determinoción de cL P nnedionte el uso de c sondo fluorescente

co ceincr en cé u os expuestos o roienono orrojó un cumento o las 24 horos de exposición.

Así, e resultodo obienido poro cFt irc¡s 24 horos de exposición o rotenonc {uno menor

expresión de lo proieino) y un moyor cL P, podrían ser un foctor que cumento o

vu nerobiidod de los neuronos dopominérgicas o rolenono. En este coso. a diferencio

entre el oumenio de ARNm y proleíno se deberío posib emente o dos meconismos: l) un

meconlsmo de regulcrción postJronscripciona posib emente mediodo por el sistema IRE

RP el cuol se verÍo modificodo por un ournento en los niveles de ROS y/o 2) un oumento

en o degrodoción de lo proteíno. Un oumento en la oclividad de unión de los RPs ha

sido delerminodo en cé uios expueslos o oxldo nÍtrlco (Phi ips y co., 199ó), peróxido cle

hidrogeno (Moriins y col., 1995). hierro {NÚñez-Ml ocuro y co.. 2002) e hlpoxlo (Honson y

col.. I 999). En estos cosos, e ouTnenlo en lo producclón de ROS producirÍa el

desensomblcje del comp ejo [4Fe-4S] presente en 1o proteÍno RPl, lo que promueve su
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ociivoción. El posib e ournenio en los nlveles de ROS observodos en os cé ulos SH-SySy

expuesios c cs tres concentrcrciones de roienono produciría o unjón de RPI a IRE

presenle en el ARNm de ferriiino citosólico lrnpidiendo a troclucción cie eslc proteíno. De

esio formo se explicorÍo e resultodo observodo poro los niveles de proteino cle crnbos

subunidodes o os 24 horos de exposición o rotenono. Esie resullodo indicoría que un

curnento en lo oclividod lRPl ocurrirío uego de 24 horos de exposición o rotenono.

Los doios obtenidos sugieren que, bajo condiciones de esirés oxidolivo, cFt puede

representor unc mo eculc onti- o pro-oxldanie de unc mcnerc tiempo dependienie. En

efecto. a exposición con rotenonc indulo un cumento inicicr de cFt (12 horas), Limiiondo el

eslimuLo oxidonle. Lo posib e degrodoción de ferrilino o o disminución de su lraducción

uego cle 24 horos de exposición o rotenono, coniribulrío o un crumento en el cLlP.

4. Roienono produce el oumenlo en lo sínlesis de ferril¡no milocondriol

MtFt humono es expresodo coTro un precursor con destlnoclón cr milocondrio, el

cuol es procesodo en unc proteino funcioncl con uncr estructurcr muy simi ar a lc sub-

unidod cFlH. MtFt incorporo hierro ¡n vivo e ¡n',/¡lra de mcnerc'lan eflclenie como cFl. Lo

principo diferencio con cFi es su esiructurc cucrterncric; cFt es un hetero-po ímero,

rnienlros que MtF't es un homo-polÍnnero que solornenie se ensclrnblo después deL

procescrmiento en lo mitocondrio. El descubrirnlenio cle MtFi resueve un holjozgo ontiguo.

Desde hcce cerco de 40 años, depósilos de hlerro en la milocondrio han sido

ideniiflcodos por microscopÍo e ecirónlco coTIl o cenlros de hierro similores o los

observodos en ferrltino citosóLico (Bessis y Brelon-Gorius, l9ó2), pero o posibilidod cle o

existencio de uno proteíno similor o o feriiino en este orgonelo fue abondonoda por

oños. El reciente descubrlmienio de éslo y olros proieínos mitoconclrioles lmplicodos en el

metcbo ismo de hierro, hon hecho que lo mllocondric seo considercrdcr como un

cornponente esencioi en el metabo ismo del hierro ce ulor.

Se observó un oumenio en os niveles de ARNm de MlFt a as 12 y 24 horos de
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exposición c roienono. Esie cumenlo puede ser explicodo por a octivoción de un

meccnismo que produce uno dlsminución de reservorio cle hierro libre y la producción de

ROS en o mitocondrlo. Sin emborgo, se desconoce s¡ e promotor de MtFt presento olgún

siiio de unión similor o presente en ombos subunidodes de cFT. Estudios pre iminores de lo

región promotora indicon sitios potencioles de unión o foctores eritroicles específlcos

como GATA y NFE2, ademós de lo iclenlificación de posibles sitios de unlón de foclores

inflomotorios y de esirés como Nf-kg, CREB, API y Octl {Levi y col.,200l), sln emborgo lo

funcionolldod de estos tociores oún no hon sido deierminodos

A diferencio o o observodo poro cFT. en MlFt observornos un oumento dosis-

dependienie en los nive es de proteíno en cé uios expuestos por 24 horas o rotenono, sin

observcr combios significativos en o exposlclón por l2 horas. Este oumenio de MiFt frenie

o roienono podrÍa regular e exceso cle hierro presente en La mitocondrlo. Esio regu orío

lordíomente los niveles de hierro llbre mitocondriol (rnLlP). A pesor que los niveles de MtFi

oumenton a los 24 horos de exposición o rolenono, os niveles de rnLlP son eevoclos. Es

posibLe que el hierro presenle en MtFi coniribuyo o ournenio del mLlP debido o: (i) a

degrodoción de MtFi o (ii) debido o que MiFt es un homopolÍmero que corece de uno

subunidod que produce la rninero izaclón de hierro, por lo que el hlerro a mocenodo en

MiFl podrío estor disponible pora intercamblo con el medio lo que serÍo un foclor que

oumento lc vulnerobiidod de los neuronos dopoI.nlnérgicos o rotenonc.

Estos resu todos incliccrrÍon que cFl y MlFi no responden conceirodomente en

célulos expuestos o rolenono. Debido o que os niveles de proieíno de cFi oumenlon

inlciomenie (12 horos), pero o cs 24 horos os nlveles dismlnuven c voores simiores ol

conlrol. Este comporiomiento debiero oumentar o vu nerabi idod de esics célu cs yo que

los niveles de cL P en este periodo de iiempo son mcyores. Los niveles de proleíno de MtFl

oumentorÍon iordíamenie (24 horcrs) posiblemenle debido o un ournento en los nive es de

m LlP.
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5. Rolenono produce un oumenlo en lo sínlesis de DMT1

No observomos combÍos signlficotivos en los nive es de ARNrn de DMTI+lRE en

céuos expuestos por 12 y 24 horos o rotenonc, pero si se observó un cumento en los

niveies de Lo proleíno. Estos resultaclos inclicarÍon que rotenono no modifico os nlve es de

ARNrn de DMT+ RE.

El aumento en los nive es de proteína de DMT+ RE en célu cts SH SY5Y expuesios a

roienono fue dependiente de o conceniroción de roienona y de tiempo de cullivo con

esio. Los nivees mós elevcdos de proteíno fueron observodos en céluos expuesios o

rotenono I LrM y 3 UM o los 24 horas y en donde estos trotornlentos producen uno muerte

ce u or de un 33% y 45%, respeciivomenie. Estos resu lodos son re evontes yo que podrÍo

reveicrr Lc vulnerobiidod de eslos cé u os o insullo de rolenono produclo de un ournento

en o incorporoción de hierro. Mediciones del cL P y rnLlP reveloron oumentos significativos

o los l2 y 24 horos de exposición o rotenonc, por o que eL oumento cle DMTI porticiporío

en e ournento en lo incorporoción de hiero. e ouTnenlo en Los nlveles de hierro llbre, el

consecuente cumento de ROS y, probcb emenle, c muerte ce u or.

Lo inhibición del complejo mitocondria, el evento inicia de la loxicidacl de

rolenono, podrÍo modulor o ociividod de unión de o proleÍna RPI debido o un crumenio

en ROS. El oumento en o octividod de RPI aumentarío o expresión cle DMTI+lRE y el

consecuenle oumenio en os niveles de hlero celulcr.

ó. Rotenono produce un oumento tronsilorio en lo síntesis de fefroporlino 'l

En cé ulos expuesios por l2 horos o los diferentes concenirociones de rolenono se

observó un oumen'io en los niveles de ARNm de feroportino I Sin embargo, o Ios 24 horos

oe exposición c roienono disminuyeron o nive es bcsc es. Estos resultodos lndicorÍon uno

posible regulación trcnscripciono de ferroportino l.

Wesiern blots poro ferroporlino I reve cron oumentos significotivos en célulos

expuestos eor l2 horas o rótenono. Este resu tado indicorío un meconismo inicio
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deslinaclo o disminuir los niveles de hierro celu cr. Sin embcrgo, o los 24 horos no se

observcron combios significoiivos de expresión con respecto c cs cé u os control.

Debido o que no se observon diferenclos significolivos en los nive es de ferroportino

'l o os 24 horos. que os niveles de DMTI+ RE oumentcron dromólicomente, que los nive es

de cLlP tombién oumenioron y que os niveles de ferritlno cilosólico no se vieron

modificodos (por lo que o copocidad de buffer celulor se ve disrrinuido en este periodo

de tiempo) es que eslos resullodos fovoreceríon o un ournenlo en os nlveles de hierro, e

consecuenie oumenlo de ROS y un oumento en e doño oxidoiivo.

7. Expresión foclores de lronscripción relocionodos con eslrés oxidotivo

7. t. Nrf2

Lo inducción de lo expresión de olgunos enzimos ciio-proiecloros en respues'lo o

estrés oxidotivo es regulodo principolmente o nivel lronscripciónol. Esto respuesto

tronscripcionol es mediodo por un elemento cis denominodo ARE- La olteración del

estodo redox celulor debido o un elevodo nivel de ROS y/o uno menor copocldod

ontioxidonie (por ejemplo, menores niveles de glulotión reducido) es uno imporl'onte señol

poro octivor lo respuesto lronscripcionol mediodo por esfe potenciodor. Ademós de su

porticipoción en lo expresión génica inducible, ARE es tombién responsoble de lo

expresión constiiutivo de vorios genes bojo condlclones no estresontes. Debido o que ROS

y otros especies reoclivos endógenos son constontemente producidos desde el

meiobolismo oeróbico normol, lo porticipoción de ARE en el control de lo expresión

génico constitutivo implico el rol cítico de este polenciodor en mcnlener lo homeostosis

redox celulor.

Lo oclivoción de 1o tronscripción géniccr c trcvés de ARE es mediodo

principomente por Nrf2. A los 12 y 24 horos observomos un oumenlo en los nvees de

ARNm de Nrf2. E oumenio fue mcyor c los 24 horas. Sin emborgo, os resu tcdos oblenidos

poro lo proteíno indicon que rotenono es copoz de lnducir un cumenio ironsiiorio (l 2
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horcs) en los nive es de proteíno de Nrf2. No se obserycron diferencios significotivos o las

24 horas. Oiros estudios hon esiimado que o vido medio de Nrf2 es muy corlc. siendo

menor de 20 minutos en rnocrófogos y -ón vcrics lÍnecs celu cres {Kensler y co ., 2007). Todo

porece indicor que lo célulo sinletlzo y degrodo o Nrf2 de manera sistemótico, por o que

el conlro prlmorio de su función en este periodo de tiempo rodicaría princjpa mente en su

distribución nucecr. mós que en lo sÍnlesis de novo (Kensery cal.,2AA7). Sin embargo, este

resuliodo tombién puede ser debldo o que c¡ inhlblción del comp ejo I por roienono

resultc en unc mcyor degrocloción cle Nrf2 rnedionie o vÍo de ulliquilinación y

reconocimiento de proieosomo (Koboyoshi y co., 200ó), lo que producirÍo uno menor

resistencicr neuroncl oL eslrés oxidolivo.

7.2. mlHspTo

Desórclenes neurodegeneroiivos coñro os enferrnedodes de Alzheimer, Porkinson.

esclerosls oiero omlolrófico se corocterizon por o ocumu cción neuronoi de proieÍnas

mol pLegodos. En respuestc c vorios formos de esirés. los célulos oclivon uncr respuesto

oltomente conservodc de proteÍnas de shock lérmico (Hsp). Diversos evidencicrs sugieren

que lo monipu oción de esto respueslo podrÍo ofrecer esiroiegios poro proieger os

cé u os cerebro es de o neurodegenerocjón. Esludios de sobre expresión de Hs¡170. Hsp40

y Hsp27 han demostrcdo el efeclo protecfor de Hsps en vorios modelos onimc es de

enfermedodes neurodegenerativos f Muchowski y Wocker. 2005). Lc¡s crcciones proiecloros

de mtHspTo podrÍon incluir lo prevención de ogregoción proteiccl, el rep egonniento de

proieÍncs porciolmente denoiurodos y a inhlbición de los víos de muerie celulor. Esto

indlco que mtHspTo es uno proleíno copcz de proteger os céulcrs o lrcvés de uno

voriedod de meccnismos.

A os l2y 24 horos de exposición o rolenono observomos un cumenlo en los niveles

de ARNm de mtHsp7o. Los oumentos fueron oosis-depenclienie en el rango. Sin ernborgo,

los resu iodos obtenidos para la proteíno indiccrron que rotenonc indujo un cumento en los
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niveles de miHspT0 o los l2 horos de incuboción, no observcndose diferenclcrs

significoiivos o los 24 horos. Eslo diferencio entre e! ARNrn y proieÍno se deberio

posiblemente o un meconismo de reguloción post-tro nscrlpcionol que impedirío un

crumenlo en os nive es de proleino. Eslos rneccrnismos de regu oción pueden ser

explicqdos pofi l) un menor número de proieÍnos rna p egadas, 1o que serío cuestionob e

debldo o que os nive es de mLlP oumentcrn en esle periodo de tlernpo y un rncyor

número de modificcciones proteicas serÍon esperob es o 2) una mayor degrodoción de

eslo proieíno, o que produclrío uno rnenor resislencio neurono al estrés oxidativo.

Sobre lo bose c esle y los onteriores resullodos es rozonob e esllmor que uno

pérdido en lo homeosiosis ce ulcr de hierro y en los rneconismos de protección a as 24

horcs de exposición o roienono seon los responsob es de lo muerte ce ulcr.

8. Consecuencios del knock-down de Mltl en célulos sH-sYsY

Aunque lo función fisio ógico de MtFl esió recién conocléndose, los resultodos

obieniclos en oiros loborotorios hon moslrado que cr sobre-expresión de MtFl resulio en

uno rópido y eficlente redislribución del hierro presenle en el citoso hocia lo mltocondrio

(Nie y co.,2005i Nie y ca .,2aaó). Debido a que o expresión cle MlFi previene, ol menos en

porte, e doño inducido por estrés oxldoilvo en cé u os le c y evclduros deficientes en

froicrxino (Zonel o y co., 2008; Compone lo y co ., 2044). es que nos p clntecrnos como

hipótesis que e knock down de MtFt podrío lncremenior los efecios tóxlcos de rotenono.

Pora probor estc hipótesls producimos célu as 5H-5Y5Y esloblemente ironsfec'lodos con un

miARN poro MlFi. En esios célulos, se observó uno dlsm¡nuclÓn en os nive es de ARNrn de

MtFt cercono a an 62% (céiulos denominodos 3c). No se observoron diferencias

morfolóaicos enire estos cé ulos y cé u cs conlrol. Un resu todo interescnle fue que en

esfos cé u os e liempo de dupicoción fue rnenor (de oproximodomente de I 1.5 díos) cl

de los céluLos control (de oproximodomente 2 díos). Esie resuliodo se relclciono con e
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obienido poro célulos tumorcles de roión en donde o sobre expresión cle MiFt produce

un orresto del crecimiento (Guongjun y col., 200ó).

Esiudiomos os nlve es de proleíno de foctores de ironscripción relcrcloncdos con

estrés oxidotivo. Los resullcdos ind¡coron que o disminuclón en los nlveles de MlFl resulló

en el ournenio en os fcciores Hsp90 y Nf kl3 posibiemente debido a un combio en el

eslodo oxidotivo en e citosol. A diferencio de Lo que esperÓbomos. no observomos

combios significalivos en los niveles de proteíno mtHsp70, lo que indlcorio que en estos

células no ocurrió un oumento en el estodo oxidatlvo mitocondrio.

En ccuerdo con el resultodo anterlor, los célulos SH-SYsY knock down paro MiFt

expuestos o rotenono no sufrieron una dismlnución slgnificaiiva de 10 viabilldad. Exisien

dos posibles explicociones poro esie resuliodo. La primero, es e oumenio de os faclóres

de tronscripción Hsp90 y Nf k0 proporcionorian prolecciÓn en conlro del claño y

promoverÍon ic sobrevivencio celular frenie c condlciones de eslrés. Lo otrc explicoción,

eslo re oclonodc con los resu todos reclenles (Lu y col., 2009) en donde lo sobre expresión

de MtFt disminuyó lo viobiidcrd celulor en célu os expueslos o t BHQ (un inductor de esfrés

celulor) cle uno monero mós dromóiico. Este oumenio de lo muerte ce ulor serio originodo

por uno disminución de o ociivldod metobó ico mltocondriol y potencia de membrono,

uno reducción en los nlveles de g utoiión, un cumenlo en os niveles de ROS y opoplosis.

De esto monero, el oumenlo de MtFt proclucirío un oumenio en sensibiidod celu ot c

estrés oxidotivo. En célulos que sobre-expreson MiFt existe un dromótico oumenio en lcl

incorporoción de hierro vío lronslerrino-Tf R y uno disminución en cFT {tu y col., 2009).

Tombién observoron que Los mitocondrios ricos en hietto son degrododas

iniralisosomolmente lncrernenlondo el hierro reclox ociivo celu ar (Lu y co., 2009). Sóbre o

bose o eslos ontecedenles. e! impedir e oumento de a proteíno MlFi (o lrovés de un

microARN) en células Sl-l-SYsY expuestos c rotenono se fovoreceríc cl sobrevidc.

En Los célulos SH-SYsY expuesios o rotenono se observó un clumenio en os nlvees

de MlFt lo que podrÍo producir un oumento en o incorporoción de hierro o lo milocondrio.
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Ademós el crumenlo de DMTI y de TfRl y 2 (delerminado por qPCR, dolo no mostrado)

fovorecerícn lo vu nerabiiidod de estos cé u os o Totenono, producto de un cumento en lo

incorporcción de hierro. Célu os SH SYsY expuestos o rotenono despliegan meccnismos

desiinodos o disrninuir y coniro or los niveles de hlerro ce u or pclro evilor un oumenlo en

os niveles de ROS y el doño óxidoiivo. Sin ernborgo, porecierc ser que luego de 24 horas

de exposiclón o roienono exisie uno perdiclo del control de esle meconlsmo evidenciodo

por un oumenlo en os niveles de cLlP y mLlP, un oumenio en os nlve es de DMTI y uno

disrninución en los niveles de Nrf2, mtHsp70, cFl y ferroport¡no I o que fovorecerÍo o un

doño ce u or.

E roL que tendrío MiFl en evllor e doño oxicloiivo es conircdjciorlo E hiero

ocumulado en MtFt podría ser considercldo como seguto, pero coda vez que M1F1 es

degrodaclo el hierro Liberodo contribuye lrcnsiiorlomenie o mLlP y o un oumento de ROS.

Esto ho sido probodo pora cF1. Roiones iÓvenes que sobre-expreson o subunidod cFtF'l en

neuronos de lo SN mueslrcn unc moyor proiección frenie c o loxicidod o MPTP,

sugiriendo que o queloc!ón de hierro podrío ser uno efeclivo lerapio de neuroproiección

(Kour y col., 2003). Sin embargo, rotones viejos que sobre-expreson esio subunidad en

neuronos de o SN y que no fueron expuestos o MPTP desorrollaron neurodegere nación de

estos células (Kour y col., 2007). AL exponer esios roiones a MPTP, e los experimentoron uno

moyor neurodegenerocjón que os onirnoles que no sobre-exprescn cFlH {Kour y col ,

2009) debldo o un crumento en Los niveles de cLlP y ROS.

Eslos resulodos proveen uno fuerte evidenclo que la sobre expresión de cFl y

posiblemente lo cle MtFt podríon esior invo ucrodos directamenie o lo neurodegenerccion

como ocurre en EP y ofras enfermedodes re ocionodos.

Explicomos que e rneconlsmo de control horneosiÓtico del hlerro es rec izodo

prlncipalmente por proieínos que registron o clisponibilidod de rneial o lrovés de

inierocciones directos con el hierro presenle en el citosol. Eslas proieínos de un¡ón a ARN

son denominodos como lRPl e lRP2. Al oumenlor o expresión de MtFt se fclvorecerÍo uno
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redistribución del hierro presente en el citosol hocio lo miiocondr¡o, lo d¡sminución del

hieno citosólico producirio un oumento en lo octividod de lRPl y el consecuente oumento

de lo ¡ncorporoción de hieno, debido o que existlrío uno folso señol de corencio de hierro

ciiosólico, Esto generor-ro un ciculo vicioso que producirío un oumento en lo

¡ncorporoc¡ón de h¡erro y el consecuente oumento de ROS y doño celulor.

Lo Figuro 28 muestro un modelo sobre lo desreguloc¡ón en lo homeostosis del hierro

que ocunirÍo en neuronos dopominérgicos humonos SH-SY5Y expuestos o rolenono.

l2 horos 24 horos

Figuro 28. Efeclo de rol6nono en neuronos dopomlnérg¡cos humonos SH-SYsY. Lo inhibición del
complejo l, luego de 24 horos de exposlción o rotenono, produce un oumento en os niveles de
DMTI+lRE y el consecuenfe oumento del cLlP. Uno dism¡nución en lo copocidod de olmocenoje de
hierro celular, debido o o disminución en los niveles de cFt. fovorecerÍo o un oumento de lo
disponibiidod del cLlP. Lo disminución o o nó modlficoción de los niveles de proteíno de ferroportino
impiden elim¡nor el exceso de hierro celulor en eslos condic¡ones. El oumento de MtFt podrÍo
fovorecer lo incorporoción de hierro hocio lo milocondrio. EL oumento en lo octividod de unión o
IRE de lo proieÍno lRPl, podrÍo explicor el consecuenfe oumento de lo incorporoción de hlero.
debldo o que existlrío uno folso señol de corencio de hierro citosólico. Esto generorÍo un ci,cu o
v¡cioso que producirío un oumento en lo incorporoción de hierro y el consecuente oumento de ROS,

doño celulor y lo muerle celulor.
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coNcrusroNEs

Duronle el desorrollo de eslo invesligoc¡ón se encontroron resullodos relevonies

relocionodos con lo pérdido de lo reguloción de lo homeosfosls del hierro celulor en

célulos neuronoles dopominérgicos SH-SYsY expuestos o rolenono, un inhibidor del

complejo I m¡locondriol utilizodo como modelo de lo enfermedod de Porkinson. En

porticulor, observomos que el oumento de los niveles del hierro lóbil ciiosólico podríon ser

explicodos por: (i) un oumenlo en los niveles del 'ironsporlodor de entrodo de hieno DMTI,

(ii) uno disminución de lo copocidod de olmocenom¡ento del hieno c¡tosól¡co debido o

uno disminución de fenitino citosóLlco y (iii) lo no modif¡coción del lronsporiodor de solido

de hierro fenopori¡no.

A pesor que los niveles de ferrliino mitocondriol oumentoron lordíomenie luego de

lo exposición o roienono, los nlveles de niveles del hieno óbil miiocondriol fueron

elevodos. El oumenlo de MlFi podío fovorecer lo incorporoción de hierro hoc¡o lo

mitocondrlo y lo consecuente disminución del hieffo lóbil citosólico. Esto disminución

producirío un oumenlo en lo octividod de lRPl y un oumento de lo incorporoción de

h¡eno, deb¡do o que exisliío uno folso señol de corencio de hieno ciiosólico. Ademós, el

hierro presente en MtFt contribuirío ol oumento del hierro óbil rnitocondriol debido o: (i) lo

degrodoción de MfFt o (ii) debido o que MlFt es un homopolímero que corece de uno

subunidod que produce lo minerolizoción del hierro, por lo que eL hierro olmocenodo en

MtFi se encuentro mós disponible poro intercombio con el medio inlro mitocondriol.

Estos resultodos ¡ndicon que lo muerte de neuronqs dopominérgicos como

resultodo de lo inhibición del complejo lmitocondriol se debe o lo desreguloclón de lo

homeostosis celulor del hieno, lo que generorío un oumento del esirés oxldoiivo y doño

celulor.
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