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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es la enfermedad neurodegenerativa mas
comin del movimiento, caracterizada por la degeneracidn de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta (SNpc) y la presencia de
cuerpos de Lewy en las neuronas remanentes. Entre los sinfomas de la
enfermedad se encuentran: rigidez muscular, temblor y una lentitud en los
movimientos fisicos {bradiquinesia). La prevalencia de la enfermedad es de 1% en
la poblacién mayor a 60 afios de edad (de Rijk y col.,1997, 2000). El tratamiento
con levodopa produce una notable mejoria de los sintomas y de la calidad de vida.
Sin embargo, la mayoria de los pacientes desarrollan resistencia y efectos
secundarios (Rascol y col., 2002, 2003, 2008; Thanvi y col., 2007). Por lo cual, es
critico comprender los eventos bioquimicos y moleculares que conllevan a Ia
progresion de la enfermedad. A pesar de gue la etiologia de [a EP es desconocida,
estudios realizados en modelos animales y post-mortem en tejidos de pacientes
con la EP, entregan evidencias claras de [a existencia de cuatro eventos
implicados en la neurodegeneracion: (1) disfuncidn mitocondrial, (2) estrés
oxidativo, relacionado con el aumento del hierro celular y la disminucion de los
niveles de glutation, (3) inflamacion dada por las células gliales y (4) alteracion del
sistema ubiquitina-proteasoma. En esta tesis postulamos la siguiente hipétesis: En
un modelo experimental de la enfermedad de Parkinson, la inhibicion del complejo

| mitocondrial altera la homeostasis del hierro citosélico y mitocondrial, induciendo

su acumulacion y contribuyendo a la muerte de las netronas dopaminérgicas.




Para probar esta hipotesis, utilizamos como modelos experimentales de [a EP, la
linea de células de neuroblastoma SH-SY5Y diferenciadas a un fenotipo
dopaminérgico, ratones intoxicados con 1-metil-4-fenil -1, 2, 3, 6- tetrahidropiridina
y tejido post-mortem de pacientes que padecieron la enfermedad. Nuestros
resultados sugieren que la inhibicién del complejo | produce significativos cambios
en la expresion de proteinas del metabolismo del hierro mitocondrial y citosolico y
que este aumento se correlaciona con niveles de hierro y estrés oxidativo. Se
encontrd también una relacion entre esta inhibicion y la actividad de proteinas que
contienen nucleos hierro-azufre. Adicionalmente realizamos un analisis sobre la
expresion de mitoferrina en modelos de la enfermedad de Parkinson,
encontrandose en todos ellos un aumento en su expresion. Debido a esto es que
analizamos el efecto de un microc-ARN para mitoferrina. Los resultados indicaron
que una baja en su expresion, produce proteccion neuronal en un modelo in vivo

de la enfermedad de parkinson.
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ABSTRACT

Parkinson Disease (PD) is the most common movement disorder, characterized by
death of dopaminergic neurons of the Substance Nigra pars compact (SNpc) and
the presence of Lewy bodies in remaining neurons. Clinically, PD is characterized
by rigidity, tremor, bradykinesia and postural inestability. The prevalence is 1% on
the population over sixty years (de Rijk et al.,1997). Treatment with Levodopa

produced a significant improvement in symptoms and quality of life. However, most

patients develop resistance and side effects (Rascol et al; 2002, 2003, 2006;

Thanvi et al., 2007). Thus, it is critical to clarify the biochemical and molecular
events that lead to disease progression. Although the etiology of PD is unknown,
studies in animals models and post-mortem tissue of patients with PD, give clear
evidence of four events involved in neurodegeneration. These events are: (1)
Mitochondrial dysfunction, (2) Oxidative siress, associated with increased of
cellular iron and reduced glutathione levels, (3) Inflammation in glial cells, and (4)
Dysfunction of the ubiquitin-proteasome system. In this thesis, we postulated the
following hypothesis: In a experimental model of PD, the inhibition of mitochondrial
complex | after the homeostasis of cylosolic and mitochondrial iron, inducing its
accumulation and contributing to the death of dopaminergic neurons. To test this
hypothesis, we used three experimental models of PD: the neuroblastoma cell line
SH-SY5Y differentiated to dopaminergic phenotype, mice intoxicated with MPTP,
and post-mortem tissue of PD patients. In this work we found that an inhibition of
complex | produces a significant changes in protein expression of mitochondrial

and cytosolic iron metabolism, and this increase is correlated with iron levels and
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oxidative stress. There was a relationship between this inhibition and the activity of
proteins containing iron-sulfur cluster. Additionally we did an analysis of
mitoferrin’s expression in models of PD, we found an increased in its expression.
Because of this we analyze the effect of micro-RNA on the expression of
mitoferrina. The results indicated that a low expression of mitoferrin, which

correlated with iron levels, produce neuronal protection an in vivo model of PD.
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1. Introduccién

1.1 Enfermedad de Parkinson: historia

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurolégico, descrito en 1817
por el médico Ingles James Parkinson (1755-1824). En su monografia de 66
paginas: “Ensayo de la pardlisis temblante”, la describe como un sindrome
caracterizado por la presencia de temblores, postura flexionada y parélisis
(Parkinson, 1817). Setenta afios mas tarde en el hospital de la Salpetriere en
Paris, Charcot ilustr6 que los pacientes afectados manifestaban rigidez,
inestabilidad postural y lentitud en los movimientos, proponiendo el nombre de
enfermedad de Parkinson, en lugar de paralisis temblante (Goetz, 1986a, 1986b).
Hoy, al revisar la monografia de Parkinson, es notable e! rigor de su investigacion
enfocada en solo 6 pacienies sin inspeccion neuropatolégica, de la cual pudo
describir las generalidades de la enfermedad. James Parkinson dio‘ como
explicacién al fenédmeno observado, una "alteracidn al funcionamiento de la
médula espinal, que podria extenderse al bulbo”. El gran mérito de Parkinson

consistié en relacionar un conjunto de sintomas en una entidad comun.

1.2 Definicién general de la enfermedad de Parkinson

L.a EP es el desorden neurodegenerativo del movimiento mas comdn en el mundo,
se origina principalmente desde los 55 afios de edad y su prevalencia es de 1 a
4% en las personas mayores a 60 y 80 afios respectivamente (Nussbaum y Ellis,

2003). Sus marcadores patoldgicos son la pérdida de las neuronas




dopaminérgicas y la presencia de agregados proteicos, denominados cuerpos de

Lewy en la SNpc de los pacientes afectados (Fahn, 2003), (Figura 1).

Clinicamente la enfermedad se caracteriza por. rigidez muscular, temblor,
inestabilidad en la postura y una lentitud en los movimientos fisicos (bradicinecia).
El 90% de los casos de la enfermedad tienen un origen desconocido, llamado
Parkinson esporadico o idiopatico. Sin embargo, existe un 10% de casos de tipo

genético.

Figura 1. Comparacioén de la SNpc de un paciente con la enfermedad de Parkinson y
un individuo sano (control). (A) Cerebro de un individuo sano, la estructura observada
en negro corresponde a la SNpc, su color se debe a la neuromelanina presente en las
neuronas dopaminérgicas, (punta de flecha negra). (B) Cerebro de un paciente con la EP,
el color negro es mucho menos intenso, debido a la pérdida de las neuronas
dopaminérgicas en la SNpc (C) Cuerpos de Lewy, agregados proteicos caracteristicos de
la enfermedad.



1.3 Enfermedad de Parkinson y degeneracién del sistema nigro-estriatal

El sindrome motor asociado a la EP aparece luego de una pérdida de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc, lo cual provoca un 60% de deplecion de
dopamina (DA) en el estriado (caudado-putamen) (Bernheimer y col., 1973). En
condiciones normales, la sefial de DA hacia el estriado modula la actividad de dos
circuitos de los ganglios basales: (i) estimula la via directa, inhibiendo la sefial del
nicleo basal como el Globus Palido interno (iGP) y la sustancia negra pars-
reticulata (SNpr); y (i} inhibe la via indirecta, que estimula el nucleo de salida, el
Globus Palido externo (GPe) y el Nucleo Subtalamico (NST) (Figura 2A). De esta
forma, e! resultado final de la modulacién dopaminérgica es la reduccion de un
efecto inhibitorio en la zona talamo cortical, produciéndose asi los movimientos

normales iniciados por la corteza.

En la EP, por el contrario, la deplecion de la DA estriatal produce un aumento en la
actividad del NST alterando la aclividad de los ganglios basales, produciéndose
los problemas del movimiento tipicos de la enfermedad, (Figura 2B) (Bezard y col.,

2001; Vila y col., 1997).
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Figura 2. Circuito nigro-estriatal. (A) En un individuo sano: los niveles de DA son
normales y modula mediante los neurotransmisores GABA y glutamato la respuesta del
talamo hacia la corteza, lo que produce una coordinacién adecuada de los movimientos.
(B) En un paciente enfermo: los niveles deficientes de DA producen un aumento en los
niveles de GABA, lo que induce una fuerte inhibicion del talamo y esto a su vez una
desregulacién de las sefiales hacia la corteza, en consecuencia se produce una alteracion
de los movimientos voluntarios, tipicos de la enfermedad. (Obtenido desde Stereotaxic
surgery and deep brain stimulation for Parkinson's disease and movement disorders. In:
Watts RL, Koller WC, eds. Movement Disorders: Neurologic Principles and Practice. New

York: McGraw-Hill, 1997:240).




1.4 Terapia

Levodopa (L-dopa), un precursor del neurotransmisor DA, produce una notable
mejoria de los sintomas y de la calidad de vida, sin embargo, esto es solo
temporal, puesto que luego de & a 10 afios de terapia los pacientes muestran
nuevamente problemas posturales, problemas del habla, mayores disquinesias y
psicosis. De esta forma, es critico clarificar los eventos bioquimicos, moleculares y

farmacolégicos que conllevan a la progresion de la enfermedad.

2. Modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson

Los modelos experimentales de la EP agrupan a animales con alteraciones
genéticas y a toxinas que inducen un cuadro de sinfomas similares a los de la
enfermedad. Todos ellos juegan un papel critico para responder las preguntas

sobre los mecanismos y causas involucradas en la EP.

Los modelos mas usados son el de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP), toxina ambiental que causa un agudo e irreversible parkinsonismo (Aras y
col., 1998; Przedborski y col.,, 1998; Smeyne y col., 2005) y el de 6-hidroxi
dopamina (6-OHDA) (Simola y col., 2007; lancu y col., 2005). El modelo de MPTP
tiene una ventaja comparativa frente a los demas, debido a que en humanos y
primates induce un sindrome virtualmente idéntico a la EP. La foxina produce
inhibicién del complejo | mitocondrial (Schapira y col., 1990), aumento del Fe
redox-active mitocondrial (Liang y col., 2004), aumento de estrés oxidativo celular
(Przedborski y col., 1996), disminucidn de los niveles de glutation (Ferraro y col.,

1986), aumento del contenido de Fe total neuronal detectado por tincién de Perls




(Mochizuki y col., 1994; Liang y col, 2004) y muerte de las neuronas

dopaminérgicas de la SNpc (Przedborski y col., 1996).

En estudios celulares, el modelo mas utilizado es el compuesto quimico rotenona,
un derivado vegetal, que causa una inhibicion especifica del complejo |

mitocondrial (Hoglinger y col., 2006; Gao y col., 2003; Perder y col., 2003).

3. Eventos implicados en la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia negra

A pesar que la etiologia de la EP es desconocida, los modelos experimentales de
la enfermedad enfregan evidencias claras de la existencia de cuatro eventos
implicados en la neurodegeneracién: i} disfuncion mitocondrial, ii) aumento de
hierro (Fe) (relacionado a un aumento de estrés oxidativo y disminucion de los
niveles de glutation), iii) alteracion del sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) y iv)

inflamacién, (Przedborski y col., 2003).

3.1 La disfuncién mitocondrial

Las evidencias de una disfuncién mitocondrial en la EP comienzan en el afio 1980,
cuando 4 personas luego de una inyeccion intravenosa de drogas ilicitas,
desarrollaron un marcado parkinsonismo. E! posterior analisis de las sustancias
inyectadas revelo en ellas la existencia de MPTP un potente inhibidor del complejo

| de la cadena respiratoria mitocondrial (Langston y col., 1983).




En las células gliales, el MPTP es convertido a su metabolito activo, el ion 1metil-
4-fenil-1 piridinium (MPP+) por la enzima Monoamina Oxidasa B (MAO-B).
Posteriormente, el MPP+ es selectivamente incorporado por las neuronas
dopaminérgicas a través del transportador de dopamina (DAT). Dentro de las
neuronas, el MPP+ inhibe el complejo | mitocondrial (Mizuno y col., 1987). Entre
los efectos prodl;cidos por esta inhibicion se encuentran una disminucion de los
niveles de ATP (Scotcher y col., 1990) y un aumento en la produccion de radicales
libres y estrés oxidativo (Wong y col., 1999). Desde su descubrimiento, ratones y
monos intoxicados con MPTP han sido utilizados como modelos experimentales

de la EP.

Las evidencias de la disfuncién mitocondrial en la enfermedad, han sido
complementadas por el andlisis de tejido post-mortem de las enzimas que
participan en la cadena respiratoria mitocondrial. Los resultados mostraron una
disfuncion especifica del complejo | en la SNpc de enfermos con la EP (Schapira y
col., 1990). Adicionalmente, mutaciones en las proteinas mitocondriales PINK-1 y
DJ-1 generan una forma genética de la EP, lo que plantea un importante papel de
la mitocondria en la neurodegeneracion (Bonifati y col., 2003 a y b; Valente y col.,

2004; Blackinton y col., 2005).

El grupo de Greenamayer mostrd, que la administracion a ratas del inhibidor
selectivo del complejo 1, rotenona, desarrolla un sindrome similar a la EP,

caracterizado por la degeneracién neuronal y la formacién de cuerpos de inclusion




ricos en alfa-sinucleina (Betarbet y col., 2000). De esta forma, es clara la

relevancia de la disfuncion mitocondrial en la EP.

3.2 Aumento de hierro en la enfermedad de Parkinson

Otro mecanismo implicado en la progresion de la enfermedad, corresponde al
aumento del Fe celular. Los primeros estudios fueron realizados en tejido post-
mortem, en los gue se observd un incremento en [os niveles de Fe en la SNpc de
pacientes con la EP, en relacién a controles (Sofic y col., 1988; Dexter y col,,
1989; Hirsch y col., 1991). Este resultado fue posteriormente confirmado por
estudios de NMR (Gorell y col., 1995; Berg y col., 1999) y en animales inyectados
con MPTP (He y col., 2003). Adicionalmente estudios de resonancia de imagen
magnética muestran una relacion entre la acumulacion de Fe y la severidad de la

enfermedad (Schuff y col, 2009).

Apoyando un papel para el Fe en el desarrollo de la enfermedad, métodos
farmacolégicos que inducen un secuestro del metal, muestran una prevencion de
la neurotoxicidad inducida por el MPTP en ratones (Kaur y col., 2003). De forma
similar, tratamientos con quelantes de Fe disminuyen la neurodegeneracion

producida por 6-OHDA en ratas (Youdim y col., 2004},

Los mecanismos celulares por los cuales podria estar ocurriendo este aumento no
estan claros. Al respecto, estudios de nuestro [aboratorio indican que dos
elementos del sistema homeostatico del Fe estan anormalmente activados en

neuronas de la SNpc de ratas tratadas con 6-OHDA: el regulador post




transcripcional IRP1 y el transportador de entrada de Fe a la célula DMT-1
(Salazar y col., 2006, 2008). Dado que la actividad de ambas protefnas facilitan la
incorporacién del Fe a estas neuronas, nuestras observaciones ofrecen un posible
correlato molecular entre estrés oxidativo, activacién del regulador IRP1 y la

acumulacion de Fe observada en la enfermedad.

3.3 Agregacién de proteinas y disfuncién del sistema ubiquitina proteasoma
(UPS).

La idea sobre el papel de la agregacion de proteinas en la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas en la EP, surge debido a la presencia de cuerpos de
Lewy en la SNpc. Posteriormente toma mas fuerza, cuando se identifica a alfa-
sinucleina, principal componente de los agregados, como uno de los genes
asociados al parkinson familiar (PARK1) (Polymeropoulos y col., 1997). La
contribucion de alfa-sinucleina a la EP proviene de estudios en que mutaciones en
la proteina o su sobre expresién, favorecen la formacién de protofibrillas toxicas

(Conway v col., 2000).

| a relacion entre el sistema UPS y la EP se basa en: (i) identificacion de genes
PARK, que codifican para proteinas como E3 ubiquitina ligasa, y UCHL-1 (PARK
5), una proteina involucrada en el reciclaje de ubiquitina; vy (ii) la identificacion de
un déficit en la actividad de subunidades del proteasoma en la SNpc de pacientes
con la EP (McNaught y col., 2006). La hipdtesis general apunta a que la disrupcion
del sistema UPS promueve la acumulacion tdxica de proteinas afectando la

sobrevida neuronal.
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3.4 La inflamacién dada por las células gliales

De manera similar a otras enfermedades neurodegenerativas, procesos
inflamatorios acompafian a la muerte neuronal en la EP. Estos han sido
detectados en la SNpc, estriado, y en cuerpos de Lewy de pacientes con EP

(Hunot y Hirsch, 2003; Bertand y col., 1997).

La respuesta inflamatoria se observa en roedores intoxicados con MPTP, rotenona
o posterior a la inyeccién estereotéxica con 6-OHDA (Liberatore y col., 1999;
Sherer y col., 2003; Cicchetti y col., 2002). Evidencias de una menor incidencia de
la EP en sujetos que utilizan drogas anti-inflamatorias no esteroidales, demuestran
que la inflamacién podria contribuir a la muerie neuronal. Este proceso ejerce su
toxicidad por contribucion a la produccién de ROS/RNS, por activacion de la iNOS
en la microglia activada (Wu y col., 2003; Liberatore y col., 1999). Adicionalmente,
Kim y colaboradores, mostraron que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc
presentan mayor susceptibilidad a estimulos pro-inflamatorios, atribuibles al gran

nimero de microglias residentes en esta region (Kim y col., 2000).

4. Metabolismo celular del hierro

El Fe inorganico proveniente de los alimentos es absorbido por los enterocitos del
duodeno mediante el transportador de metales divalentes DMT-1. Posteriormente,
el Fe abandona la célula via ferroportina (FP), transportador ubicado en la
membrana basolateral del enterocito. Una vez en el plasma sanguineo, el Fe se
une a transferrina que lo transporta a los diferentes érganos (Ghio y col., 2006;

Garrick y col., 2009).
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En neuronas, el Fe ingresa por endocitosis de transferrina (Moos y col., 2007) o
directamente a través de! transportador DMT-1. Ambas vias de entrada son
operativas ya que la concentracién de Fe en el liquido céfalo raquideo (0,5-1,5
uM) a menudo sobrepasa la capacidad de union de transferrina (0,6 pM). Una vez
en el citoplasma el Fe puede formar parte del pool de Fe labil (LIP) citosélico,
dirigirse a la mitocondria o ser almacenado en ferritina (Mazariegos y col., 2006).
Para entrar a la mitocondria, el Fe requiere del transportador mitoferrina (Mtfn),
ubicado en la membrana interna de la mitocondria. Una vez en su interior el Fe es
utilizado para la sintesis de los ntcleos Fe-S, del Hem o para ser almacenado en

ferritina mitocondrial (Napier y col., 2005, Richardson y col., 2010).

4.1 Metabolismo del hierro mitocondrial: nicleos hierro-azufre
El Fe es transportado a la mitocondria, debido a que es esencial para la sintesis

del Hemo y la biogénesis de los nucleos hierro-azufre (Fe-S).

Los nucleos Fe-S son pequefios cofactores inorganicos, de los que se cree son
uno de los primeros catalizadores involucrados en la evolucidn de las
macromoléculas. Hoy en dia, son encontrados en todos los tipos de vida, siendo
parte de una amplia gama de proteinas, estando a demas involucrados en una
serie de funciones bioldgicas. Actllan como catalizadores en reacciones quimicas,
transportadores de electrones {cadena respiratoria mitocondrial), como sensores y
estabilizadores de la estructura de proteinas. En eucariontes los mas comunes
son el [2Fe-28] y el [4Fe-48], formados por coordinaciones tetraédricas de grupos

sulfuro con atomos de Fe (Lill y col., 2005, 2006, 2008; Rouault y col., 2005; Ye y
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Rouault, 2010). En la mitocondria, proteinas como la NADH deshidrogenasa o
complejo 1, succinato deshidrogenasa o complejo Il, citocromo c oxido reductasa o
complejo Il y aconitasa, entre otras, utilizan estos cofactores para su funcién. Los
nlcleos Fe-S también son exportados hacia el citosol para ser incorporados en
proteinas citoplasmaticas que los requieran, tales como aconitasa mitocondrial,
xantina oxidasa, glutamina fosforibosil pirofosfato amidotransferasa y proteinas

nucleares involucradas en la reparacion del ADN, (Martelli y col., 2007).

La biogénesis de los nicleos Fe-S de la mitocondria ha sido propuesta como un
sensor de los niveles de Fe celular (Rouault y col., 2005). Adicionalmente, en
humanos la pérdida de la funcién de proteinas involucradas en la biogénesis de
Jos nlcleos y su exporte, ha sido asociada a una desregulacién del metabolismo
del Fe citoplasmatico, acumulacion de Fe mitocondrial y manifestaciones clinicas

como anemia y ataxia (Rouault y Tong, 2008; Camaschella y col., 2009; Shefte! y

col., 2010).




4.2 Proteinas implicadas en el metabolismo del hierro mitocondrial
Entre las proteinas mitocondriales involucradas en el metabolismo del Fe se
encuentran mitoferrina, frataxina, el transportador ABC-B7, glutarredoxina 2 y

HSP-70.

Mitoferrina (Mtfn): transportador de Fe ubicado en la membrana interna
mitocondrial, encargado de su importe desde el citoplasma (Figura 3). Trabajos
realizados en levaduras, determinaron que la alteracidn en su expresion se
correlaciona con cambios en los niveles de Fe celular (Foury y col., 2002;
Shakoury y col., 2004; Li y col., 2004). Mutantes en pez cebra y raton para Mtfn
presentan serias alteraciones en el metabolismo del Fe, produciendo individuos

anémicos (Shaw y col., 2006).

Frataxina (Ftx): chaperona mitocondrial de Fe, cuya funcidn es unir Fe y
posteriormente entregarlo para la sintesis de los nucleos Fe-S (Figura 3) (Yoon y
col., 2003; Bou y col., 2004). En levadura, una disminucion en la expresion de la
proteina Yfh1 (homodlogo de Fix), se asocia a una disminucién en la sintesis de los
nucleos Fe-S y a un aumento del Fe mitocondrial (Chen y col., 2002; Duby y col.,
2002; Anderson y col., 2005). Mutaciones en el gen de Fix, producen la
enfermedad conocida como Ataxia de Friedreich (AF), la cual es causada por una
expansion repefida del triplete GAA en el primer iniron del gen que caodifica para la
proteina, produciendo su pérdida de funcién. Estudios realizados en pacientes con
AF mostraron un aumento del Fe mitocondrial y una alieracion en la actividad de

las enzimas que contienen nucleos Fe-S (Wilson y col., 2006).
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Transportador ABC-B7: proteina del tipo ABC (ATP binding cassette-B7), cuya
funcién es transportar los nicleos Fe-S desde la mitocondria al citoplasma (Figura
3). Ratones que carecen del transportador, muestran una acumulacion de Fe
mitocondrial y una desregulacion del ensamblaje de los niicleos Fe-S citosdlicos,
como IRP1, sin observar cambios en las proteinas mitocondriales que presentan

nticleos (Pondarre y col., 2006).

En humanos, mutaciones en el fransportador producen la enfermedad
denominada anemia sideroblastica asociada al cromosoma x con ataxia (XLSA/A).
En la cual, los pacientes muestran una acumulaciéon de Fe en la mitocondria

(Pondarre y col., 2007).

Glutaredoxina 2 (Grx2): proteina de bajo peso molecular, ubicada en la matriz
mitocondrial. Existen dos hipotesis referentes a su funcién: (i) proteina encargada
del ensamblaje del nucleo Fe-S en la apo-proteina (ii) enzima con actividad tiol
reductasa que regula e! estado redox de proteinas de la maquinaria de ensamblaje
de los ntcleos, por modificacion de residuos de cisternas, usando como dador de

electrones glutation reducido (GSH) (Rouhier y col; 2010), (Figura 3).

HSP-70: proteina regulada por shock térmico, ubicada en la matriz mitocondrial.
Su funcidn es ser una proteina chaperona que ayuda al ensamblaje de los nucleos
Fe-S en la apo-proteina, (Figura 3), (Wiedemann y col., 2006; Adam y col., 2008;

Schilke, 2008).
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Figura 3. Proteinas implicadas en el metabolismo del hierro mitocondrial.
Inicialmente el Fe es transportado desde el citosol a la matriz mitocondrial por el
transportador Mtfn. El Fe incorporado es tomado por Ftx quien lo entrega a una proteina
andamio denominada Isu1. Isu1, que previamente ha captado el azufre (S) proveniente de
una cisteina desulfurasa, liga Fe y forma el nucleo Fe-S. Posteriormente, éste es tomado
por chaperonas (HSP-70) y glutaredoxinas (Grx2), las que lo entregan a las apo-proteinas
mitocondriales que lo necesitan. Adicionalmente, el nlicleo puede ser transportado por
ABC-B7 hacia el citosol, para ser incorporado a enzimas citosélicas (obtenido desde Lill y
Muhlenhoff; 2008).
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4.3 El hierro como productor de especies reactivas del oxigeno

En el contexto de la hipdtesis que sefiala al Fe como un factor importante dentro
de la patogénesis de la EP, el estrés oxidativo generado por éste es un factor
fundamental a considerar (Halliwell y col., 2006). El estrés oxidativo corresponde
al desbalance entre la produccién de especies pro-oxidantes y los mecanismos de

defensa antioxidantes, a favor de los primeros (Halliwell y col., 1992).

El hecho gue el Fe esté involucrado en la produccion de especies reactivas, se
debe a su capacidad de aceptar o éIonar un electrén, produciendo radicales libres
capaces de dafiar ADN, proteinas y lipidos (Halliwell y col., 1992; 1998; Britton y
col., 2002). El Fe contribuye a la generacion de superoxido (Oz*7), peréxido de
hidrogeno (H,02) y radical hidroxilo («OH), en un conjunto de reacciones conocidas

como Haber-Weiss y Fenton (Walling y col., 1998; Burkitt y col., 2003).

1) 2Fe® +20; — 2Fe® +20," E%-0.26V; AG= 25.1 KJ/mol
2) 20,7 +2H" — Ho0, + O3 E% 0.89V; AG =-85.9 KJ/mol
3)  Fe*" +Hy0p — Fe* + OH™ + «OH E% 0.28V; AG=-27.0 KJ/mol

Estas tres reacciones conforman la base de la relacidon Fe/ROS en ambientes
intracelulares. Su acoplamiento resulta en la reaccion 4, [a cual es

termodinamicamente muy favorable, y establece la relacibn entre Fe y dafo

celular (Borquez y col., 2008).




4)  3Fe® +0,+2H" - 3Fe®* +OH ™ ++0H E% 0.91V; AG=-87.6 KJ/mol

Por lo tanto, es claro que existe una relacion directa entre la concentracion celular

de Fe redox activo (LIP) y la produccién de ROS.

Ahora bien, estudios que relacionen la disfuncién mitocondrial (asociada a una
inhibicién del complejo 1) con los niveles de Fe en la mitocondria, y mas adn que
determinen niveles de estrés oxidativo asociado a estos dos fenomenos, son
escasos. La tnica evidencia es la entregada por el grupo de Liang, que indica que
ratones intoxicados con MPTP (4 dosis de 20 mg / kg / dia), muestran un aumento
del Fe redox-activo mitocondrial, solo 24 horas después de la aplicacion de la

altima dosis de MPTP (Liang y Patel, 2004).

Aun no existen investigaciones en modelos de la EP sobre la homeostasis del Fe
mitocondrial, y la regulacidén de la expresiéon de proteinas que participan en su

metabolismo.

5. ¢Por qué relacionar la disfuncién mitocondrial (mediada por la inhibicién
del complejo I) y el metabolismo del hierro mitocondrial?

Cuando el complejo | mitocondrial es inhibido, ocurren dos eventos (‘1) Los niveles
de ATP disminuyen (Scotcher y col., 1990) y (2) Los niveles de estrés oxidativo

aumentan (Hasegawa y cal., 1990, 1997).
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5.1 Efectos de la disminucién de los niveles de ATP
En el contexto de la relacion entre ATP y homeostasis del Fe mitocondrial,
podemos mencionar dos proteinas claves de este metabolismo que requieren ATP

para su funcion.

(i} La primera corresponde a ABC-B7, el transportador de nicleos Fe-S. (Shimada
y col., 1998). La inhibicion del transportador resulta en un aumento en los niveles
de Fe, de estrés oxidativo mitocondrial, y en una alteracion de [a actividad de
proteinas citosdlicas con ntcleos Fe-S (Cavadini y col., 2007).

(i) Del mismo modo, dentro de la maquinaria involucrada en la sintesis de los
nticleos Fe-S, se encuentra la proteina HSP-70. Cuya funcién es actuar como una
chaperona encargada de integrar los nicleos en apo-proteinas mitocondriales que

lo requieran (Wiedemann y col., 2006; Adam y col., 2006).

De este modo, una baja en los niveles de ATP, producidos por una inhibicion del
complejo 1, afectara la funcién de ambas proteinas y de este modo el metabolismo

de los nicleos Fe-S.

5.2 Efectos del aumento del nivel de estrés oxidativo

Mas del 95% del oxigeno intracelular es utilizado por la mitocondria (Babcock y
col., 1999). Bajo condiciones normales, la mayor produccion de ROS ocurre en la
mitocondria, esto debido a una fuga del 2% de los electrones que pasan por la

cadena transportadora de electrones.
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En este proceso el oxidante producido en mayor cantidad es el radical anion
superdxido (Oz+7) (Turrens y col., 1997; 2003), cuya toxicidad es disminuida, por la
presencia de la enzima superoxido dismutasa (SOD), que Io dismuta a HOz y
agua (Robinson y col., 1998; Fridovich y col., 1995). El H>O, producido de la
dismutacion del O»+~ puede participar en conjunto con el Fe, en la reaccion de
Fenton, formando la especie radicalaria de mayor toxicidad, el radical libre

hidroxilo (OH') (Cadenas y col., 2000).

El anidn superdxido a su vez, es capaz de reaccionar con oxido nitrico (*NO) para
formar peroxinitrito (ONOO-), compuesto pro-oxidante que participa en reacciones
que gatillan dafio celular. A pH fisiclogico el ONOO- se protona rapidamente a
acido peroxinitroso (ONOOH), siendo este un agente muy reactivo capaz de oxidar

directamente proteinas, lipidos y ADN (Alvarez y col., 2003).

El ONOO- puede también reaccionar con CO, (Greenacre y col 2001; Alvarez y
col., 2003; Ischiropoulos y col., 2003) produciendo didxido de nitrégeno (NOz) y el
radical carbonato (COjz¢-). Tanto el NOz* como el CO3z* son poderosos radicales,
productores de un dafio importante a diferentes niveles en la célula (Augusto y

col., 2002).

De esta forma, al extrapolar estas reacciones a eventos moleculares asociados a
la EP, la disfuncion mitocondrial mediada por una inhibicion del complejo |,
aumentara significativamente los niveles de Oy, lo que se ftraducira en un

aumento de todas las especies pro-oxidantes anteriormente mencionadas.
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Al relacionar la toxicidad de estas especies y el metabolismo del Fe, se puede

sefialar que:

(i) El *NO es capaz de inhibir los complejos | y Il de la mitocondria, y la actividad
de la enzima aconitasa mitocondrial, al inducir [a liberacion del Fe redox-activo de

sus nucleos Fe-S (Drapier y col., 1988; Lancaster y col., 1990).

(ii) Por medio del mismo mecanismo el *NO produce la inhibicion de la enzima
Ferrodoxina, la cual provee de electrones para la formacion del grupo sulfuro ($%)

de los nucleos Fe-S.

(i) El ONOQO- causa inactivacion de la aconitasa mitocondrial, por modificacion

quimica de su estructura (Gardner y col., 1997).

(iv) Aumento en los niveles de *NO y H2O; inducen activacion de la aconitasa
citosdlica (IRP1), lo que se traduce en un aumento en la expresion del
transportador de entrada de Fe a la célula, DMT-1, y una baja en el transportador
de salida, FP, lo cual produce un aumenio en los niveles de Fe intracelular

(Rouault vy col., 2006).

(v) Aumentos de los niveles de estrés oxidativo producen una baja en la
concentraciéon GSH, (Clementi y col., 1998). El GSH es el mayor agente
antioxidante de la célula, involucrado en procesos de detoxificacion y proteccion

frente a estrés oxidativo (Meister y col., 1995). Asi el GSH ha sido descrito como
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un elemento clave en la maduracién de los nticleos Fe-S de la mitocondria y en su
exporte hacia el citosol. De esta forma, una baja en los niveles de GSH afecta
directamente al ensamblaje de los nucleos Fe-S mitocondriales y a su exporte
hacia el citoplasma (Csere y col., 1998; Sipos y col., 2002; Rouault T y col,,

2009).

5.3 Enfermedad Incidental de cuerpos de Lewy

Ofra de las evidencias que relacionan la disfuncién mitocondrial y los niveles de
Fe, es la planteada por estudios realizados en pacientes con “incidental Lewy body
disease” (ILBD), los cuales son individuos asintomaticos que presentan cuerpos
de Lewy en neuronas de la SNpc (estudio post mortem). En ellos se determind
que existe un orden temporal de eventos, donde primero ocurre una baja en los
niveles de GSH, seguido de una disfuncién mitocondrial y posterior aumento en

los niveles de Fe (Gu y col., 1998; Merad-Boudia y col., 1998).

De este modo, de acuerdo a las evidencias planteadas, hay fundamentos para
proponer que una disfuncién mitocondrial, mediada por una inhibicién del complejo

|, altera el metabolismo mitocondrial de! Fe.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

En un modelo experimental de la enfermedad de Parkinson, la inhibicion del
complejo | mitocondrial altera la homeostasis del hierro citosolico y mitocondrial,
induciendo su acumulacion y contribuyendo a la muerte de las neuronas

dopaminérgicas.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la relacién entre la disfuncion mitocondrial producida por la inhibicién del

complejo I y el metabolismo del hierro mitocondrial, en un modelo experimental de

la enfermedad de Parkinson.

23




OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de rotenona, sobre la actividad del complejo I
mitocondrial y Ia produccién de ATP

El modelo utilizado para cumplir este objetivo y los relacionados a cultivo celular,
es la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, diferenciada con acido

retinoico a neuronas dopaminérgicas.

1.1. Estudio de dosis-respuesta

1.2 Determinar el efecto de rotenona sobre la expresiéon de proteinas
implicadas en el metabolismo del hierro, en células SH-SY5Y

1.2.1 Determinar el efecto de rotenona sobre proteinas mitocondriales: Mtfn, Fix,
Grx2, HSP-70, ABC-B7.

1.2.2 Determinar el efecto de rotenona sobre proteinas citosélicas: DMT-1 y FP.

1.3 Determinar el efecto de rotenona sobre los niveles de hierro en células
SH-SY5Y
1.3.1 Determinar los niveles del LIP mitocondriai.

1.3.2 Determinar los niveles del LIP citosdlico.

1.4 Determinar el efecto de rotenona sobre la actividad de enzimas que

contienen nucleos Fe-S en su estructura

1.4.1. Determinar la actividad de la enzima aconitasa citosdlica




1.4.2. Determinar la actividad de la enzima aconitasa mitocondrial.
1.4.3. Determinar la actividad de la enzima xantina oxidasa (XO).
1.4.4. Determinar el grado de maduracién de la enzima gluiamina fosforibosil

pirofosfato amidotransferasa (GPAT).

1.5. Determinacion de la integridad del nticleo Fe-S de la enzima aconitasa

mitocondrial, en células SH-SY5Y tratadas con rotenona

1.6. Determinar el efecto de rotenona sobre la produccion de radicales libres,
estrés oxidativo y defensas antioxidantes

1.6.1. Determinar los niveles de Oy~

1.6.2. Determinar el grado de carbonilacion de proteinas.

1.6.3. Determinar la actividad de las enzimas superdxido dismutasa, dependiente

de Cu/Zn (Cu/ZnSOD) y dependiente de Mn (MnSOD).

2. Evaluacion de Ia participacion del transportador mitoferrina, en el aumento
del hierro mitocondrial en la enfermedad de Parkinson

2.1. Produccion de un miARN para Mtin y evaluacion de su efecto sobre el
contenido de Fe y la viabilidad celular.

2.2. Determinar los cambios de expresiéon de Mtin en un modelo animal de la EP
(intoxicacién con MPTP).

2.3. Determinar los cambios de expresion de Mifn en tejido posi-moriem de

pacientes con la EP, versus individuos controles.
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2.4. Produccién de un virus con un miARN para Mtfn para ser testeado en un
modelo animal de la EP (intoxicaciéon con MPTP).

2.5. Determinar el nivel de transduccién del virus producido, en un modelo animal
de la EP.

2.6. Determinar el efecto de la disminucidon de Mifn sobre la viabilidad de las

neuronas dopaminérgicas de la SNpc, en ratones inyectados con el virus.
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MATERIALES

1. Material Biologico
1.1 Células

Linea SH-SYS5Y, obtenidas del American Type Cell Culture Collection (ATCC) #

CRL-2266, Rockville.

1.2 Medio de Cultivo celular
Medic DMEM (Dulbecco's modified Eagle's médium), MEM-F12, penicilina,
estreptomicina, aminoacidos no esenciales y 10% de suero bovino fetal (SBF),

(GIBCO).

1.3 Animales
Ratones machos C57BL/6J, de dos meses de edad, obtenidos de Janvier

Breeding Center, LeGenest St. Isle, Francia.

1.4 Material Post mortem

Los cerebros fueron obtenidos de la cerebroteca del laboratorio del doctor Etienne
Hirsch. Los controles, corresponde a individuos sin un historial de desérdenes
neuroldgicos o psiquiatricos. Los pacientes son individuos con una EP definida,
tratados con levodopa, e histolégicamente confirmados por pérdida neuronal de la
SNpc, presencia de cuerpos de Lewy en la SNpc y el locus cerulio. La tabla N° 1

muestra que los pacientes parkinsonianos y los individuos controles no difieren
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significativamente con respecto a la edad media de muerte y el tiempo de

obtencién del tejido post-mortem.

Tabla N° 1. Caracteristicas de los individuos controles y pacientes con la EP
analizados.

Paciente | Diagnéstico exo Edad tRPM
C884 Control M 85 2545
Co02 Control F 79 13:00
Cco22 Control F 83 07:00
C1042 Control M 88 22:30

P775 EP F 63 23:15
P1050 EP F 94 27:30
P1007 EP M 76 10:30
P1081 EP F 78 15:30

tRPM: tiempo de retraso post mortem

Dos horas posteriores a la autopsia, los cerebros fueron diseccionados
congelados. en hielo seco y almacenados a -80°C. Luego, secciones de 20 pm
fueron cortadas desde blogues congelados a -12°C usando un criostato. Los

cortes fueron almacenados a -80°C.

2. Material quimico

Trabajo con células: la sonda calceina, el quelante bipiridilo, rotenona. Todos
fueron obtenidos de Sigma.

La sonda RPA: fue una donacién del doctor Cabanichik ZI.

Trabajo en ratones C57BL/6J: el compuesto quimico MPTP de Sigma.
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2.1 Anticuerpos
- Anti-mitoferrina: anticuerpo policlonal, no comercial, donacién del doctor Barry

Paw, Boston, USA.

- Anti-frataxina: anticuerpo policlonal, no comercial, donacién de la doctora Anne

Laure Bulteau, Paris, Francia.

- Anti-aconitasa mitocondrial: anticuerpo policlonal, no comercial, donacion de la

doctora Anne Laure Bulteau, Paris, Francia.

- Anti-ABC-B7: anticuerpo policlonal, comercial, adquiridos de Abcam (ab86359).

- Anti-glutaredoxina 2: anticuerpo policlonal, comercial, adquiridos de Abcam

(ab85267).

- Anti-porina: anticuerpo monoclonal, comercial, adquiridos de Abcam (ab14734).

- Anti-DMT-1: anticuerpo policlonal contra el carboxilo terminal de [a isoforma

+|RE de DMT-1 preparado por BioSynthesis Inc.

- Anti-ferroportina (FP): anticuerpo policlonal contra la secuencia carboxilo

terminal CGPDEKEVTKENQPNTSVV, consenso para humano, rata y ratén, no

comercial, preparado por BioSynthesis Inc.
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- Anti-Actina: anticuerpo monoclonal, comercial, adquiridos de Abcam (ab8227).

- Anti-TH: anticuerpo policlonal, comercial, adquiridos de Chemicon (AB152).

- Anti-GFAP: anticuerpo policlonal, comercial, adquiridos de Abcam (abS0601).

- Anticuerpos secundarios: Alexa fluor 488 y Alexa fluor 594 adquiridos de

Invitrogen- Molecular Probes (Carlsbad, CA).

2.2 Radioisotopos

Hierro radioactivo (*Fe), fue traido de New England Nuclear, Boston, EEUU.

2.3 Reactivos quimicos generales

Merck: Fenol, cloroformo, tampdn salino fosfato (PBS), etanol, metanol,
isopropanol, acido clorhidrico (HCI), cloruro de potasio (KCl), cloruro de magnesio
(MgCl,), acetato de magnesio (MgOAc), cloruro de sodio (NaCl), acido sulflrico
(H280,), fosfato de sodio (NaHPO,), fosfato de potasio monobasico (KH2P0O4),
paraformaldehido (PFA), fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF), sacarosa, dodecil
sulfato de sodio (SDS), tris tampén salino (TBS), tris base, hidroxido de sodio
(NaOH), acido etileno diamino tetra-acético (EDTA), tampén TRIS (Tris
hidroximetil aminometano), cloruro de calcio {CaCly), agarosa, albumina de suero
bovino (BSA), tampon fosfato salino (PBS), glicerol, hepes, peroxido de hidrégeno

(H202), tween-20, triton X-100.
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Sigma: detergente NP-40, TEMED, acrilamida, bis-acrilamida, azul de bromofenol,
azul de ftripan, P-mercapto-etanol, nicotinamida-adenina dinucledtido fosfato

(NADPH).

Invitrogen: trizol, lipofectamina 2000, Opti MEM, oligo nucleotidos (oligo dt),
marcador de peso molecular de ADN y proteina, persulfaio de amonio (PSA),

coctel de inhibidores de proteasa, LB, agar.

Chemicon: kit de quimioluminiscencia para analisis de western blot, SuperSignal

(Pierce Chem. Co., Rockford, IL).

3. Biologia molecular
3.1 Enzimas de restriccion

Kpn1, Xho1, Fsp1, Pme1 adquiridas de Fermenta.

3.2 Enzimas adicionales
T4 DNA Ligasa, Taq Polimerasa, Transcriptasa Reversa, DNAsa I, ARNasa I,

adquiridas de Fermentas

4, Equipos
Espectrofotometro PERKIN ELMER Lambda EZ210, lector de Elisa TECAN
SUNRISE Magellean, termociclador Mini Cycler MJ Research, lector de

fluorescencia CytoFLuor Il Series 4000, centrifuga Sorvall RT6000B, centrifuga
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Mikro-22R Hettich, microscopio confocal carl zeiss laser scaning system LSM510,

sistema estereotaxico (KOPF), incubador Thermo scientific, serie 8000 WJ,

campana de flujo laminar MSC 9 EM-NF 6 Jouan.




METODOS

1. Cultivo celular

1.1. Condiciones de cuiltivo. La linea celular SH-SY5Y fue cuitivada bajo humedad,
a 37°C en 5% de CO» en el medio DMEM + F12, suplementado con 10% de suero
bovino fetal (SBF), 10 unidades/mL de penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina y

10% aminoacidos no esenciales. El medio fue cambiado cada 2 dias.

Las células fueron diferenciadas a un fenotipo dopaminérgico cultivandolas por 4

dias con acido retinoico 10 pM.

Tratamiento con rotenona: las células fueron incubadas por 24 h con rotenona a

concentraciones: 250 nM, 1 pM y 3 pM, (Ammer y col., 1984; Conn y col., 2003).

2. Medicién de Ia actividad del complejo | mitocondrial

Posterior al tratamiento de las células con rotencna, se realizé una extraccion
mitocondrial (descrita mas adelante). La actividad enzimética fue medida por la
oxidacion de NADH a 340nm por 3 minutos utilizando un espectrofoiémetro (100
uM NADH, 50 uM decilubiquinona, 50 mM KPO4 pH: 7,5, 3,75 mg/ml BSA, 20 ug
de mitocondrias). Cada medicién se hizo en presencia y ausencia de rotenona
(12,5 uM). La actividad especifica del complejo | fue calculada como la diferencia
entre la actividad enzimatica en ausencia de rofenona y la actividad mas rotenona,

ambas a 37°C, (protocolo adaptado de Janssen y col., 2007).
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3. Medicién de los niveles de ATP

Para la determinacion de los niveles de ATP, se utilizé el kit ATP Bioluminiscence
Assay segtin las instrucciones de manufactura (Roche, nimero de catalogo: 11
699 709 001). Este kit utiliza la dependencia de ATP de la luz emitida por
luciferasa en la oxidacion de luciferin. Puede ser utilizado para mediciones de

niveles extremadamente bajos de ATP.

4. Medicién del pool de hierro reactivo mitocondrial y citosdlico

Para cumplir este 6bjetivo células de neuroblastoma humano fueron expuestas a
sondas radioactivas, las cuales funcionan como indicadores del contenido del pool
de Fe labil (LIP). Para esto, son utilizadas las sondas RPA, la cual detecta el LIP
mitocondrial y calceina, que detecta el LIP citosdlico. La metodologia utilizada se

explica en la Figura 4, (Kakhlon y col., 2002 y 2010).
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RPA: Sonda de sensaje de
hierro mitocondrial

Calcein: Sondade
sensaje de hierro citosolico

Metodologia Fluorescencia
M/
Fluorescencia '
LHs = Quelantej
o e Hasal Fluorescencia |
CalG RPA
tt tt I|
i : : — v/ ™ /
gl £ qilifiee . Fluorescencia
i > Basal
Incubacion Lavado Quelante
sonda

Figura 4. Metodologia utilizada para la medicion del LIP mitocondrial y citosélico.
Inicialmente las células son tratadas durante 24 h con rotenona (250 nM, 1 uM, 3 uM),
luego se agregan las sondas calceina o RPA (0,25 uM por 10 minutos) registrandose una
fluorescencia basal. Posteriormente se afiade el quelante Bipiridilo (5 uM), el cual compite
con la sonda por el Fe, produciéndose un cambio en la fluorescencia. La diferencia en las
fluorescencias indica el contenido del LIP presente en cada compartimento (mitocondria o

citosol).
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5. Extractos celulares y andlisis por western blot

5.1 Extracto celular total

Las células fueron removidas de las placas de cultivo mediante incubacién de 5
minutos en tampdn salino TRIS-EDTA (40 mM Tris, 100 mM NaCl y 1 mM EDTA,
pH 7.4). Posteriormente, los extractos celulares fueron obtenidos fratando las
células con tampon de lisis (10 mM MOPS, pH 7.5, 3 mM MgClz, 40 mM KCl, 1mM
fenil metil sulfonil fluoruro, 10 pg/mL leupeptina, 0.5 pg/mL aprotinina, 0.7 pg/mL
pepstatina A, 5% glicerol, 1 mM ditiotreitol y 0.1% Triton X-100). Las muestras
fueron incubadas durante 15 minutos en hielo y centrifugadas a 10.000g por 10
minutos, el sobrenadante fue guardado a -20°C, hasta realizar el western blot. La
concentracion de proteinas fue determinada usando el ensayo de proteinas de

acido bicincolinico (BCA), (Nlfez y col, 2002).

5.2 Extraccion mitocondrial

Las células fueron removidas de las placas de cultivo por incubacion de 5 minutfos
en tampon salino TRIS-EDTA. Posteriormente fueron centrifugadas durante 5
minutos a 1000g. El pellet obtenido fue resuspendido en 700 pl de tampdn de
mantencion mitocondrial (50 mM Tris HCI; pH: 7,5, 5 mM glucosa, 1mM piruvato, 1
mM EGTA, 210 mM manitol). Luego las células fueron lisadas en un poter. El
homogenizado obtenido fue centrifugado por 10 minutos a 500 g, recuperandose
el sobrenadante. Este nuevamente fue centrifugado por 30 minutos a 12.000 g. El
pellet obtenido corresponde a la fraccidon mitocondrial y el sobrenadante a la
fraccion citosdlica. Todas las muestras fueron mantenidas a -20°C, hasta la

realizacion del ensayo (protocolo modificado desde Guillon y col., 2009)
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5.3 Western blot y cuantificacién

Las proteinas fueron cuantificadas por el método de Bradford, y para cada ensayo
fueron cargados de 10-20 g de proteinas. Los inmunoblot fueron visualizados
usando anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa contra IgG y un sustrato
quimio-luminiscente (SuperSignal ultra, pierce). Las bandas fueron cuantificadas

usando el programa image j (http://rsbweb.nih.gov/ii/).

6. Ensayo de EMSA

Para el ensayo de EMSA se utilizo el kit de Pierce (N° de catalogo 20148), segln
instrucciones de manufactura. Esta técnica se basa en la observacion que el
complejo ADN-proteina sufre un retardo en su migracion, respecto a fragmentos
fineales de? ADN, al ser separados en condiciones no denaturantes en una

electroforesis en gel de agarosa.

Para el ensayo, se sintetizd un cligonucledtido de una secuencia IRE, que lleva
unido en uno de sus exiremos una molécula de biotina. Esta secuencia fue

sintetizada por la empresa BioSynthesis Inc.

El experimento comenzé con la incubacién de un extracto de proteinas con la
secuencia sintetizada, luego la mezcla se corrid en el gel de retardo y mediante la
reaccion de union de biotina y streptoabidina se revelo por luminiscencia. Mientras
mas marca es observada, mas es la unién de la proteina al mensajero, lo cual
indica mayor actividad enzimatica. La ventaja del kit es que no uiliza

radioactividad para la medicion.
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7. Espectroscopia de absorcién atémica

El contenido de Fe total fue determinado por medio de espectroscopia de
absorcion atémica. Células o el mesencéfalo ventral de ratones intoxicados con
MPTP (seglin el experimento), fueron homogenizados y se realizd un
fraccionamiento subcelular (como fue descrito). 10 pg de proteinas fueron
mezcladas con 100 ul de acido nitrico ultra puro e incubados a 60°C por 12 horas.
Las muestras digeridas fueron centrifugadas a 12.000 g por 2 minutos y el
sobrenadante diluido a 1 mL con 0,2% de acido nitrico ultra puro. El contenido de
Fe fue determinado en un especirémetro de absorcién atémica (SIMAA 6100,
Perkin Elmer, Shelton CT). Preparaciones de la comisién Chilena de energia
nuclear fueron usadas como material de referencia para validar el analisis del
mineral. Estas mediciones fueron realizadas en el laboratorio del D;)ctor Miguel

Arredondo, INTA.

8. Modelo animal de la EP: Intoxicacién con MPTP

Grupos de cinco ratones fueron inyectados 4 veces con 20 mg/Kg de MPTP en
intervalos de dos horas, durante un mismo dia (protocolo agudo de intoxicacion),
posteriormente, los animales fueron sacrificados a 1, 2, 4, 7 y 21 dias para la
diseccién del mesencéfalo ventral. Para bioquimica el mesencéfalo fue congelado
a -80°C v luego fue realizada la extraccién de proteinas. Para inmunohistoquimica
el mesencéfalo fue previamente cortado en secciones de 20 pym (Jackson y

Przedborski, 2007).
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9. Morfologia: inmunohistoquimica

Los cerebros de ratones fueron fijados por perfusion frascardiaca, disectados,
fijlados durante 48 horas (4% para-formaldehido en 0,1 M PBS), criopreservados
en 30% sacarosa y cortados en un micrétomo. Los cortes flotantes fueron
permeabilizados, blogueados e incubados con el anticuerpo primario. La marca
fue visualizada usando Alexa 488 y Cy3-conjugado como anticuerpos secundarios
(Invitrogen y laboratorio Jackson, respectivamente) o anticuerpos secundarios
conjugados a HRP y el sustrato de [a peroxidada (Gray, vector SG; red,
NOVARED:; Brown, DAB; Vector Laboratorios). Como control negativo se utilizd

solo el anticuerpo secundario (Salazar y col, 2008).

10. Western blot de tejido humano

Las muestras humanas para realizar los inmuncblot fueron obtenidas de la
cerebroteca del laboratorio del doctor Etienne Hirsch. Las muestras correspondian
a cortes de mesencéfalo en porta objetos congelados, de los cuales por raspaje se
obtiene la SNpc. Posteriormente, se realizé un exiracto proteico y el inmunoblot

(Salazar y col, 2008).

11. Andlisis de imagen y conteo celular

Para la cuantificacion estereoldgica de las neuronas dopaminergicas de la SNpc
se utilizé6 un microscopio optico, equipado con una camara de video conectada a
un computador. La SNpc fue delineada siguiendo la base del trabajo de German y
colaboradores (German y col., 1996). EI numero total de células TH positivas fue

calculado por métodos estereoldgicos, usando el software de Explora Nova {La
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Rochelle, Francia). Fueron contados 1 de 10 cortes de mesencéfalo por cada

animal.

12. Medicién del grado de carbonilacién en proteinas

Se utilizé el kit OxyBlot de deteccién de oxidacion de proteinas de Millipore
(87150) siguiendo las instrucciones de manufactura (Nimero de catalogo: S7150).
El ensayo requiri0 de una muestra de proteina, la cual inicialmente fue
desnaturada con SDS, lo que produjo que los grupos carbonilos de las proteinas
guedaran expuestos. Posteriormente, a la muestra se le agregd 24
dinitrofenilhidrazona, que transforma los grupos carbonilos al compuesio

dinitrofenilhidrazina, el cual fue detectado por western blot mediante anticuerpo.

13. Determinacion de la actividad de la enzima superdxido dismutasa

El ensayo fue realizado en exfractos citosdlicos y mitocondriales, mediante el kit
de Calbiochem (nimero de catalogo 574601), segln instrucciones de
manufactura. El ensayo se basé en el uso de la sal de tetrazodium para la
deteccion del radical superéxido. Una unidad de SOD fue definida como la
cantidad de enzima necesaria para obtener el 50% de dismutacion del radical O~
Este ensayo mide las tres isoenzimas de la enzima SOD (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD vy
Fe-SOD), siendo una forma simple, reproducible y rapida para la medicién de la
actividad enzimatica. La aclividad de cada SOD puede ser medida

independientemente, posterior a un fraccionamiento sub-celular y por el uso de

cianida para la medicién de la actividad de la SOD mitocondrial.




14. Gel de isoelectroenfoque
Para la separacién de proteinas por punto isoeléctrico las muestras fueron
cargadas en un gel de gradiente de pH de BIORAD (numero de catalogo: 161-

0310), realizado segun instrucciones de manufactura.

15. Medicién de la produccién de superdéxido

Para la determinacion de los niveles de O.* se utilizé el kit Mitosox de Molecular
Probes (Invitrogen M36008). El kit se basa en el uso de una sonda que por
diferencia de potencial tiene destinacion mitocondrial. Una vez en la mitocondria,
se une al radical O,*~ oxidandose y emitiendo una fluorescencia de color rojo,

indicador de los niveles de O+~ mitocondrial.

16. Medicion de la actividad de la enzima xantina oxidasa

Para el ensayo se utilizd una placa de 96 pocillos de color negro, agregandose a
cada pocillo 130 pl del tampén 50 mM KH2PO4, 0,1 mM EDTA. Posteriormente,
se agregaron 20 ug del extracto de proteinas, el sustrato pterine y se midio la
fluorescencia (Em/Ex: 345/390 nm). El ensayo fue realizado a temperatura

ambiente durante 10 minutos (Martelli y col, 2007).

17. Medicién de Ia actividad de Ia enzima aconitasa

La actividad aconitasa fue medida como el rango de reduccion de NADP a 340nm
por la enzima isocitrato deshidrogenasa. El ensayo se realizé por adicion al medio
de 1 mM de citrato de sodio, 0,6 mM MnCl, (cofactor de la isocitrato

deshidrogenasa) y 0,2 mM NADP. Se utiliz6 oxalomalato (2mM) un inhibidor
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competitivo de la aconitasa, para asegurar la especificidad del ensayo (Bulteau y

col., 2003).

18. Ensayo de viabilidad celular

Para el ensayo de viabilidad, células fueron sembradas en placas de 96 pocillos, a
cada uno se le agregé 10 uL de una solucion 12 mM de MTT (3(4,5-dimetiltiazol-2-
yl)-2,5-difenilterazolium bromide) (Molecular Probes). La placa fue incubada de 2 a
4 h a 37 °C. Por microscopio invertido, se chequed la aparicion de un precipitado
azul intenso, momento en que la reaccidon se detuvo con 100 pl de una solucién de
1mg de SDS en 10 mL de 0,01M HCI. Las células fueron mantenidas como
minimo 4 h mas en el incubador. Posteriormente, se registro [a absorbancia a

570nm.

19. Clonacién de un mi-ARN para mitoferrina
Para el disefio del micro-RNA se siguio el fuforial de invitrogen de disefio de micro-

RNA (www.invitrogen.com), escogiéndose la siguiente secuencia:

5- TGCTGTGGTAAATGACTCTGGCCTGCGTITTGGCCACTGACTGACGCAGGCCAGTCATTTACCA -3
5- CCTGTGGTAAATGACTGGCCTGCGTCAGTCAGTGGCCAAAACGCAGGCCAGAGTCATTTACCAC -3°

Posteriormente, la secuencia fue clonada en el plasmido pcDNAG.2-GW/EmGFP-

miR, el cual se transfectd en las células SH-SY5Y.
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20. Disefio de un virus que lleva una secuencia interferente para el
transportador mitoferrina

Para estudiar el efecto in vivo de la disminucidn del transportador Mtfn, sobre las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc, se disefié un sistema de transfeccion viral
con una secuencia interferente para el transportador. La produccion del virus
implicé dos pasos de clonacion. Et primero corresponde al subclonamiento de la
secuencia de miARN-Mtfn-GFP desde el vector pcDNAG.2-GW/EmGFP-miIR, en el
vector viral pTCAV-12VK. Esto fue realizado con las enzimas de restriccion: Kpnl y
Xhol. Posteriormente, se realizé un segundo sub-clonamiento, utilizando las
enzimas Pme | y Fsp |. En este, la secuencia liberada contiene el sitio promotor a
demas de la secuencia miARN-Mtfin-GFP. Luego se realizé una reaccion de
recombinacion homadloga con un segundo vector viral denominado pTG5412. Los
vectores utilizados y la metodologia de recombinacion homéloga se muestran en

la Figura 5.
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Figura 5. Vectores y metodologia utilizada para Ia produccién de un virus que lleva
una secuencia interferente para mitoferrina. (A) El plasmido pcDNA-6.2-GW/EmGFP-
miR corresponde al plasmido inicial en el que fue clonada la secuencia interferente para
Mtfn, con él se obtiene un clonamiento adyacente del miARN con la secuencia para GFP.
(B) pTCAV-12VK, es el primer plasmido viral utilizado, necesario para la obtencion de la
zona promotora. La secuencia miARN-Mtfn-GFP (proveniente del plasmido en A), fue
clonada entre los sitios Pme | y Fsp [. (C) pTG5412 segundo vector viral utilizado, con el
cual se lleva a cabo la reaccién de recombinacion homédloga. Luego, el vector miARN-
Mtfin-GFP-pTG5412 se transfectd en las células DK/E1-1, las cuales permiten la
amplificacion viral. Finalmente, por purificacion se obtuvo el virus que fue inyectado
estereotaxicamente en los ratones.




21. Inyecciones estereotaxicas virales

Los ratones fueron anestesiados con 35 ul de una solucion compuesta por
ketamina (1 mL), xilasina (rompon) (0,5 mL) y NaCi al 0,8% (8,5 mL). Una vez
anestesiados, se fijaron por la cabeza a un aparato estereotaxico. Posteriormente,
la piel fue abierta con un bisturi, se fij6 el bregma y se realiz6 la inyeccion viral en
el estriado del ratén utilizando las coordenadas: antero posterior (AP): 1,0, lateral

(L): 1,5, dorso ventral (DV): -3,5.

Las inyecciones fueron realizadas con 2 pL del virus (10exp™ de titulo viral)
utilizando una jeringa Hamilton de 10 ul, manejada mediante bomba peristaltica

(Soudais y col., 2004).

22. Metodologia utilizada para la inyeccién estereotaxica viral, intoxicacion
con MPTP y conteo de neuronas dopaminérgicas

Para evaluar si la disminuciéon de Mtin producida en las neuronas dopaminérgicas
tiene un papel protector en un modelo animal de la EP, se inyectaron ratones
estereotaxicamente con el virus que lleva el interferente para Mtfn. Cémo contirol,
se inyectd en el lado contrario del cerebro el mismo virus que expresa GFP, pero
sin la secuencia interferente para Mtfn. Luego de 10 dias, los ratones fueron
tratados con MPTP o con solucién salina (controles), siguiendo el protocolo de

intoxicacion aguda descrito anteriormente. Los ratones fueron sacrificados 7 dias

posterior a la intoxicacion (para metodologia ver Figura 6)




CAV-GFP-mi CAV-GFP

Metodologia i
!// . c
S
ﬂ;* ) 2 xe @ar-d- s ﬁz«z—‘

Salino: control

Conteo de Neuronas Dopaminérgicas en SNpc

Figura 6. Metodologia utilizada para las inyecciones virales e intoxicacion con
MPTP. Ratones son inyectados estereotaxicamente en el lado derecho del cerebro con el
virus CAV-GFP-mi, el cual contiene la secuencia interferente para Mtfn. El lado izquierdo
del cerebro es inyectado con un virus control, que solo expresa GFP. Posterior a la
inyeccion, se esperan 10 dias, luego un grupo de ratones es intoxicado
intraperitonealmente con MPTP y otro con solucién salina (controles). Siete dias después
el cerebro es disectado, cortado, y realizada una inmuno-histoquimica para TH

23. Analisis estadistico
La prueba estadistica utilizada en cada uno de los experimentos fue ANOVA (10 2

variables), considerando a *P<0,05; y **P<0,01 como significativos.
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Resultados
1. Efecto de rotenona sobre la actividad del complejo | mitocondrial y la

produccion de ATP

Rotenona produce una inhibicion del complejo | y una baja en los niveles de ATP.

De esta forma, el primer objetivo de esta tesis fue evaluar si las concentraciones y
el tiempo de exposicion a rotenona utilizados, producian el efecto directo
esperado. Los resuitados indicaron que rotenona produce una disminucion
significativa en la actividad del complejo | y en los niveles de ATP, efecto que es

dosis dependiente, (Figura 7).

012 T

ClI/CS
ATP nmoles/min/fmg

P Y

C  250nM  1uM
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Figura 7. Rotenona produce una baja en la actividad del complejo | y en los niveles
de ATP mitocondrial en células SH-SY5Y. Células de neuroblastoma humano (SH-
SYS5Y), son tfratadas durante 24 h con diferentes concentraciones de rotenona (250nM,
1uM, 3uM), C=control. Posteriormente, se realiza un fraccionamiento sub celular,
obteniéndose un extracto mitocondrial, en el que se mide (A) la actividad del complejo I,
determinada espectrofotométricamente y graficada segun la oxidacién de NADH a 340nm.
Los datos fueron estandarizados por la actividad de la enzima citrato sintasa (CI/CS). (B)
Niveles de ATP, medidos por la luminiscencia de luciferasa en una reaccidén de oxidacion,
expresados en nmoles/min/mg, * p<0,05, ** p<0,01.




Luego de lograr una estandarizacién del sistema, y comprobar efectivamente que
rotenona tiene un efecto sobre la actividad del complejo | y los niveles de ATP, se
planteé como objetivo determinar su efecto, sobre la expresién de proteinas

mitocondriales, citoplasmaticas, y sobre los niveles de Fe.

2. Efecto de rotenona y hierro sobre la expresion del transportador de hierro
mitocondrial mitoferrina

Para el desarrollo de este objetivo, células SH-SYSY fueron tratadas con
concentraciones crecientes de rotenona (0,25-3 pM) o Fe (20-150 pM).
Posteriormente, se analizé la expresion de Mtin mediante western blot.
Adicionalmente, mediante la sonda RPA fue medido el LIP mitocondrial, posterior
al tratamiento con rotenona. Se observé gque rotenona produjo un aumento en la
expresion de Mtfn, mientras que el Fe produjo su disminucion, (Figura 8). Debido a
que el aumento en Mtfn coincide con el aumento del LIP mitocondrial, es posible
pensar en una posible co-relacién entre la expresion del transportador y los niveles

del metal.
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Figura 8. La expresion de mitoferrina responde a concentraciones de rotenona y
hierro, en células SH-SY5Y. (A) Las células fueron tratadas por 24 h con diferentes
concentraciones (250nM, 1uM, 3uM) de rotenona. La expresién de Mifn (37 KDa) fue
determinada en extractos celulares de las células tratadas. Porina (34 KDa) fue usada
como control de carga. (B) Las células fueron tratadas por 48 h con 20-150 uM de Fe,
después de lo cual la expresion de Mtfn fue determinada como se indicd anteriormente.
(C) Cuantificacion de A y B, * p<0,05,** p<0,01, n=3. (D) Determinaciéon del mLIP en
células tratadas durante 24 h con 0,25-3 uM de rotenona. La magnitud del cambio de
fluorescencia posterior a la adicion del quelante bipiridilo, es proporcional al tamarfio del
LIP. (E) Cuantificacion de los cambios de mLIP descritos en D, * p<0,05,

** p<0,01, n=6.
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3. Medicién de los niveles del LIP mitocondrial y citoplasmético, en células
SH-SYS5Y tratadas con rotenona

Para evaluar si los niveles de LIP se ven modificados posterior a una inhibicion del
complejo [, células SH-SY5Y fueron tratadas con rotenona. Posteriormente fueron
expuestas a sondas fluorescentes, las cuales funcionan como indicadores del
contenido de Fe reactivo. Para esto son utilizadas dos sondas (a) RPA: la cual
detecta el LIP mitocondrial y (b) Calceina: que detecta el LIP citoplasmatico (para
metodologia ver Figura 4). Los resultados fueron expresados en graficos de
fluorescencia versus tiempo. Se observé que tanto la mitocondria (Figura 8), como
el citoplasma (Figura 12), presentaron un aumento del LIP, posterior a [os

tratamientos. LLos cambios fueron dosis dependiente.

4, Efecto de rotenona sobre la expresion de frataxina, chaperona
mitocondrial del hierro

Ftx es una proteina ubicada en la matriz mitocondrial, cuya funcion consiste en ser
una chaperona de Fe encargada de entregarlo a la proteina andamio (Isu-1), para

el ensamblaje de los nlcleos Fe-S (Lill y col., 2009).

De esta forma, con el objetivo de evaluar una segunda proteina mitocondrial
relacionada al metabolismo del Fe, es que células SH-8SY5Y fueron tratadas con
diferentes concentraciones de rotencna, determinandose su efecio sobre la
expresion de Fix. Los resultados indicaron un aumentoc de la expresion de la

chaperona, posterior a los tratamientos, (Figura 9).
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Figura 9. La expresion de frataxina responde a concentraciones de rotenona en
células SH-SY5Y. (A) Células fueron tratadas durante 24 h con diferentes
concentraciones de rotenona (250nM, 1uM, 3uM). La expresion de Ftx (18-21 KDa) fue
determinada desde extractos celulares de las células tratadas. Porina (34 KDa) fue usada
como control de carga. (B) Cuantificacion de A, ** p<0,01, n=3.

5. Efecto de rotenona sobre la expresion del transportador ABC-B7

ABC-B7 es una proteina ubicada en la membrana interna de la mitocondria,
encargada de la salida de los nucleos Fe-S hacia el citosol. Con el objetivo de
evaluar qué ocurre con este transportador luego de la inhibicién del complejo |,
células SH-SY5Y fueron tratadas con diferentes concentraciones de rotenona. No
se observaron cambios significativos en la expresion de ABC-B7, posterior a los

tratamientos, (Figura 10).
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Figura10. Expresion de ABC-B7 en células SH-SY5Y tratadas con rotenona. (A)
Células fueron tratadas durante 24 h con diferentes concentraciones de rotenona (250nM,
1uM, 3uM). La expresion de ABC-B7 (100 KDa) fue determinada desde extractos de las
células tratadas. Porina (34 KDa) fue usada como control de carga. (B) Cuantificacion de
A, n=3.

6. Efecto de rotenona sobre la expresion de las proteinas Grx2 y HSP-70

Posteriormente, se evalud posibles cambios en los niveles de otras chaperonas
involucradas en el metabolismo de los nucleos Fe-S, luego de la inhibicion del
complejo |I. Para esto, células SH-SYSY fueron tratadas con rotenona, y se

determiné la expresion de Grx2 y HSP-70.

Segun los resultados obtenidos, es posible observar que ambas chaperonas

aumentan su expresion, posterior a los tratamientos con rotenona (Figura 11).

52




Rotenona Rotenona
C 250nM 1uM 3uM C 250nM 1uM  3uM
GRX2 # & w@ a‘ 18KDa HSP70 S — .
Porina wmms esm» esss e 340: [ P —
(B) (D)

04

. ;
035 =
3 03 *
¢ 02 . .
o .
£ 0
15
1
005 '
0 o L—

Control R250nM RluM R3uM Control R250nM RluM R3uM

o o
in o

o
-

Razon Gru2/)
=
o
'Y

Raron HSP70/Porina (A.U.)
o

=]
-

Figura 11. Grx2 y HSP-70 responden a concentraciones de rotenona en células SH-
SY5Y. Células fueron tratadas durante 24 h con diferentes concentraciones de rotenona
(250nM, 1uM, 3uM). (A) La expresion de Grx2 (18 KDa) fue determinada desde extractos
celulares de las células tratadas. (B) Cuantificacion de A (C) La expresion de HSP-70 (70
KDa) fue determinada desde extractos celulares de las células tratadas. (D) Cuantificacién
de B. Porina (34 KDa) fue usada como control de carga, n=3.

7. Efecto de rotenona sobre la expresion de los transportadores DMT-1 y
ferroportina (FP)

Para evaluar si la inhibicion del complejo |, mediada por rotenona afecta a
transportadores celulares del metabolismo del Fe, se estudid la expresion del
transportador de entrada de Fe a la célula DMT-1 y del transportador de salida FP,
posterior al tratamiento. Los resultados indicaron, que ambos transportadores

responden a rotenona. DMT-1 aumenta su expresion y FP la disminuye, (Figura
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12). Es de notar que ambas respuestas llevan a un aumento del contenido de Fe

celular.
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Figura 12. DMT-1 y FP responden a concentraciones de rotenona en células SH-
SY5Y. Las células fueron tratadas durante 24 h con diferentes concentraciones (250nM,
1uM, 3uM) de rotenona. (A) La expresion de DMT-1 (62 KDa) fue determinada en
extractos de las células tratadas. (B) Cuantificacion de A, ** p<0,01, n=3. (C) La expresion
de FP (65 KDa) fue determinada en extractos celulares. Actina (54 KDa) fue usada como
control de carga. (D) Cuantificacién de C, ** p<0,01, n=3. (E) Determinacion del LIP en
células tratadas durante 24 h con 250nM, 1uM, y 3uM de rotenona, la sonda utilizada fue
0,25 uM de calceina. La magnitud del cambio de fluorescencia, posterior a la adicion del
quelante bipiridilo, es proporcional al tamano del LIP, n=6.
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En resumen, la inhibicién del complejo | mediada por rotenona, produjo una
desregulacion de proteinas involucradas en el metabolismo del Fe. Se observd un
aumento en el transportador mitocondrial Mtfn, que se correlacioné con un
aumento del LIP mitocondrial. Del mismo modo existe un aumento de Ftx, Grx2 y
HSP-70, todas proteinas involucradas en el metabolismo mitocondrial de los

nucleos Fe-S.

A nivel celular existe un aumento del fransportador de entrada de Fe a la ceélula
DMT-1 y una disminucién del transportador de salida FP, lo que a su vez se
correlaciond con un aumento del LIP citosélico. De esta forma, tanto la respuesta
mitocondrial como celular a rotenona, conducen a una situacion de sobrecarga de

Fe.

Una pregunta pertinente a responder es: ;FPor qué estas proteinas mitocondriales
aumentan su expresién en respuesta a rotenona?. En base a ello se postuld, que
debido a que rotenona produce una baja en los niveles de ATP, lo que afecta
directamente la funcion de las proteinas ABC-B7 y HSP-70, esto produciria que
tanto la mitocondria como el citosol no tendran los niveles necesarios de ntcleos
Fe-S, produciéndose a nivel celular una sefial de bajo Fe, lo que gatillaria el

aumento de la expresion de Mtin, Fix, Grx2, y HSP70 (para compensar la falta de

ndcleos Fe-S).




De esta forma, los siguientes objetivos tienen relacion con analizar la actividad de
proteinas con niticleos Fe-S, y evaluar si rotenona produce un efecto sobre su

sintesis.

Las actividades enzimaticas evaluadas fueron:
1.- Aconitasa citosdlica/IRP
2.- Aconitasa mitocondrial
3.- Xantina oxidasa (XO)

4.- Glutamina fosforibosil pirofosfato amidotransferasa (GPAT).

8. Efecto de rotenona sobre Ila actividad de Ia enzima aconitasa citosdlica en
células SH-SY5Y

La aconitasa citosolica es una proteina que contiene en su estructura un ndcleo
4Fe-48S, el cual es esencial para su funcion. Este cataliza el paso de citrato a iso-

citrato, reaccion ligada a la sintesis de glutamato, (Wang y col., 2008).

La pérdida del nicleo Fe-S, produce que la enzima adquiera actividad IRP-1,

uniéndose a elementos de respuesta a Fe, denominados IRE.
La actividad IRP induce la sintesis de proteinas de entrada de Fe (DMT-1; TiR) e

inhibe la sintesis de proteinas de almacenamiento (ferritina) o salida (FP) del metal

(Eisenstein y Blemings, 1998).
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La figura 13 A muestra que el tratamiento con rotenona produjo una baja

significativa en la actividad aconitasa de la proteina.

Considerando su funcién alternativa, se determind también la actividad IRP,
mediante un ensayo EMSA. En el cual se encontré un aumento significativo de la

actividad IRP (Figura 13, B).

De esta manera, la inhibicién del complejo | se correlaciond con una baja en la

actividad aconitasa y un aumento en su actividad iRP.
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Figura 13. Rotenona afecta la actividad de la enzima aconitasa citosodlica. (A)
Esquema de la interconversion entre la funcién de aconitasa citosélica (c-aconitasa) y la
funcion IRP de union a elementos IRE (B) Las células fueron tratadas durante 24 h con
diferentes concentraciones de rotenona (250nM, 1uM, 3uM). La actividad aconitasa fue
determinada desde extractos citosoélicos de las células tratadas. La actividad fue medida
en extractos citosolicos mediante un ensayo espectrofotométrico. La concentracién total
de proteina en mg, fue utilizada como control de carga. (C) Las células fueron tratadas
durante 24 h con diferentes concentraciones de rotenona (250nM, 1uM, 3uM).
Posteriormente, se obtiene un extracto citosélico, en el cual se realiza un ensayo EMSA,
actina es utilizada como control de carga. (D) Cuantificaciéon de B. *p<0,05, ** p<0,01,
n=3.

9. Efecto de rotenona sobre la actividad de Ila proteina aconitasa
mitocondrial en células SH-SY5Y
La aconitasa mitocondrial es una enzima del ciclo del acido citrico que cataliza la

conversion de citrato a isocitrato. Contiene un nucleo 4Fe-4S, el cual es esencial
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para su funcién. Siguiendo la misma logica del objetivo anterior, se determin6 su
actividad enzimatica. Los resultados indicaron que al aumentar la concentracién
de rotenona, la actividad aconitasa mitocondrial disminuyé significativamente
(Figura 14). Adicionalmente, para una evaluacion directa de la integridad del
nucleo 4Fe-4S que contiene la enzima, se realizd un ensayo de iso-
electroenfoque, el cual indica exactamente el estado (4Fe-4S, 3Fe-4S o
apoenzima) en que se encuentra la enzima, posterior al tratamiento con rotenona.
Los resultados indicaron que a medida que la concentracion de rotenona aumenta,
la proteina pasa desde un estado mixto de 4Fe-4S / 3Fe-4S normal de equilibrio, a

un estado mixto de 3Fe-4S y apoenzima, en el que ha perdido su nucleo (Figura

15).
(A) (B)
::: . CicIoKreb"nI-
é "f@#" & & Lpeos e

Figura 14. Rotenona afecta la actividad de la enzima aconitasa mitocondrial. (A) Las
células fueron tratadas durante 24 h con diferentes concentraciones de rotenona (250nM,
1uM, 3uM). La actividad fue determinada desde extractos mitocondriales de las células
tratadas, mediante un ensayo espectrofotométrico, por medicion de la absorbancia a
340nm. La concentracion total de proteina en mg, fue utilizada como control de carga. *
p<0,05, n=3. (B) Ciclo de Kreb y sitio de accién de la aconitasa mitocondrial.
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Figura 15. Rotenona afecta la integridad del nucleo Fe-S de la enzima aconitasa
mitocondrial. (A) Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de rotenona
(250nM, 1M, 3uM). La integridad del nucleo fue determinada mediante un ensayo de iso-
electroenfoque, en el que se hizo migrar un extracto mitocondrial en un gel que separa las
proteinas segun su punto iso-eléctrico (Pl). El Pl para la conformacién del nucleo 4Fe-4S
es: 7.5, para 3Fe-4S: 7,8, y para la apoenzima: 8,0. Las bandas que se observan en la
parte inferior del gel corresponden a degradacion de la enzima. (B) Esquema
representativo de los cambios en la integridad del nucleo de la enzima. Los circulos
naranjos corresponden a azufre (S), los circulos plomos a Fe. (1) Enzima aconitasa con
su nucleo completo: 4Fe-4S, (2) Enzima que ha perdido un Fe, quedando su estructura
como 3Fe-3S, (3) Degradacion de la enzima, debida a la pérdida de su nucleo.
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Evidencias en la literatura indican que la integridad de los nucleos Fe-S puede ser
afectada por dos eventos (1) problemas en su sintesis y (2) dafio del nicleo
debido a estrés oxidativo (Bulteau y col; 2005, 2006, Martelli y col; 2007). La
pérdida de actividad observada en las aconitasas mitocondrial y citosolica podria
deberse a una sintesis disminuida de los nicleos Fe-S, secundaria a la baja de
niveles de ATP. Sin embargo, un efecto inhibitorio debido al aumento en los
niveles de estrés oxidativo no puede ser descartado. Para lograr un mejor
conocimiento del proceso inhibitorio, se planted determinar la actividad de dos
enzimas que contienen nucleos Fe-S, pariicipantes en el metabolismo de las
purinas, la xantina oxidasa (XO) y la glutamina fosforibosil pirofosfato

amidotransferasa (GPAT).

La actividad de estas enzimas no es afectada por el estrés oxidativo, pero si por

defectos en el proceso de sintesis de sus ndcleos Fe-S, (Martelli y col, 2007;

Skibba y col 1989),
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10. Efecto de rotenona sobre la actividad de la enzima xantina oxidasa (X0O) y
la estructura de glutamina fosforibosil pirofosfato amidotransferasa (GPAT)
en células SH-SY5Y

XO es una enzima del metabolismo de las purinas, involucrada en la conversion
de xantina a acido urico. Esta enzima contiene un nucleo 4Fe-4S en su
estructura, el cual es necesario para su funcion. Como se mencion6
anteriormente, su actividad soélo se ve afectada cuando los nucleos no logran
formarse correctamente en su estructura. De esta manera, se midié la actividad
enzimatica de XO, mediante un ensayo colorimetrico, el cual utiliza Pterin como
sustrato. Los resultados mostraron que la actividad de la enzima disminuye

significativamente con rotenona, (Figura 16).
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Figura 16. Rotenona afecta la integridad del nucleo Fe-S de la enzima xantina
oxidasa. (A) Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de rotenona
(250nM, 1M, 3uM). Posteriormente, se realiza un fraccionamiento sub celular, del cual se
toma la parte citosolica y se mide la actividad de la enzima XO. La medicién es realizada
mediante un ensayo colorimétrico, el cual utiliza Pterin como sustrato, la absorbancia es
medida a 340nm en un espectrofotometro.* p<0,5, * p<0,01, n=3. (B) Estructura proteica
de la enzima XO y reaccién quimica en la que participa.
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La segunda proteina evaluada fue GPAT, la que cataliza la primera etapa del
metabolismo de las purinas. Esta enzima contiene un nucleo 4Fe-4S en su
estructura, el cual es esencial para su funcion. Inicialmente es sintetizada como un
precursor inactivo, que requiere de la incorporaciéon del nucleo, para generar la
enzima activa. La incorporacion del nucleo produce la ruptura de un péptido de 11
residuos en el extremo amino terminal. Tanto la apo-proteina, como su forma
madura son detectables y diferenciables mediante western blot, (Martelli y col.,
2007). La figura 17 indica que rotenona produce una disminucion de la forma
activa. Ambos resultados dan cuenta de una anormalidad en la incorporacion del

nucleo a la proteina.

Rotenona

Cc 250nM 1uM 3uM

Precursor

GPAT maduro _;

Figura 17. Rotenona afecta a la maduracion de la enzima GPAT. Las células fueron
tratadas durante 24 h con diferentes concentraciones de rotenona (250nM, 1uM, 3uM).
Posteriormente se realiza un western blot para la enzima GPAT, donde se reconoce tanto
el precursor, como la forma madura de la proteina.
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En resumen, el estudio de la actividad de cuatro enzimas mitocondriales vy
citosdlicas, que contienen nacleos Fe-8, mostrd una disminucidbn en sus
actividades, posterior a la inhibicién del complejo 1, producida por rotenona. De
esta forma, es posible plantear una correlacion entre la baja en los niveles de ATP

(hipdtesis planteada) y un defecto en la sintesis de los nucleos Fe-S.

Como se describié en la introduccién, cuando la concentracién de Fe supera

niveles fisioldgicos es toxico, debido a que participa en reacciones como Fenton,

donde al unirse al oxigeno es capaz de producir el radical libre OH’, modificando

ADN, proteinas y lipidos.

Como los fratamientos con rotenona mostraron un aumento de Fe a nivel
mitocondrial y citosdlico (Figuras 8 y 12), se planted como siguiente objetivo

analizar los niveles de estrés oxidativo, luego de tratamientos con rotenona.

L os objetivos fueron:
1. Medicion de los niveles de superoxido
2. Medicion del nivel de carbonilacion de proteinas mitocondriales

3. Medicion de la actividad de la enzima antioxidante superoxido dismutasa (SOD)
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11. Efecto de rotenona sobre la produccion de superoxido en células SH-
SYSY

Para cumplir este objetivo, las células fueron tratadas con rotenona durante 24 h, y
posteriormente se utilizé una sonda mitocondrial fluorescente, la que al unirse a
O,+" se oxida y fluoresce a un color rojo. La figura 18 indica que los niveles de
fluorescencia son directamente proporcional a la concentracion de O, presente
en la mitocondria. De esta forma, a medida que los niveles de rotenona aumentan

existe un aumento significativo de O+ .
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Figura 18. Rotenona produce un aumento en los niveles de superdéxido en células
SH-SY5Y. (A) Metodologia: Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de
rotenona (250nM, 1uM, 3uM), durante 24 h. Posteriormente, son incubadas con 5 uM de
RPA, sonda de destinacion mitocondrial que al unirse a O,*” fluoresce a un color rojo. (B)
Grafico de fluorescencia relativa versus las condiciones de rotenona utilizadas, la
fluorescencia fue medida en un lector de placas. ** p<0,01, n=3.
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12. Efecto de rotenona sobre la carbonilacion de proteinas mitocondriales en
células SH-SY5Y

La presencia de grupos carbonilo, aldehido o cetona en proteinas como resultado
de modificaciones oxidativas, es un marcador de estrés oxidativo celular. Por esto,
se evaludé el nivel de carbonilacion de proteinas mitocondriales posterior al
tratamiento de células SH-SY5Y con rotenona (Figura 19). Se observdé que

rotenona produjo un aumento significativo del grado de carbonilacién de proteinas

mitocondriales.
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Figura 19. Rotenona produce un aumento en la carbonilacion de proteinas
mitocondriales en células SH-SYS5Y. Las células fueron tratadas por 24 h con diferentes
concentraciones de rotenona (250nM, 1pM, 3uM). Posteriormente, se realizé un
fraccionamiento sub celular, la fraccién mitocondrial se denaturd e incubd con dinitrofenil
hidrazona, para exponer los grupos carbonilos presentes en las proteinas y se realizé un
western blot con un anticuerpo que los identifica.
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13. Efecto de rotenona sobre la actividad de la enzima antioxidante
superoéxido dismutasa

La superdxido dismutasa cataliza la dismutaciéon del superéxido a peroxido de
hidréogeno y oxigeno. Como parte de la respuesta antioxidante, la actividad de esta
enzima aumenta con el aumento del nivel de estrés oxidativo. Asi, se planted
como objetivo evaluar la actividad de la SOD mitocondrial (MnSOD) y la SOD
citoplasmatica (Cu/ZnSOD) en células SH-SYSY tratadas con rotenona. Fue
posible observar que los tratamientos con rotenona produjeron el aumento
significativo de la MnSOD, no asi de la Cu/Zn SOD (Figura 20). Estos resultados
son concordantes con lo descrito en pacientes con la EP, donde se ha demostrado
un aumento en la actividad de la SOD mitocondrial (Radunovic y col., 1997;

Yoritaka y col., 1997).

Mitocondria: MnSOD (A) Citosol: CuiznsoD (B)
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Figura 20. Rotenona produce un aumento en la actividad de la enzima antioxidante
MnSOD en células SH-SY5Y. Células de neuroblastoma humano son tratadas por 24 h
con 250nM, 1uM o 3uM de rotenona. Posteriormente, se obtuvo un extracto mitocondrial y
citosolico. Mediante un ensayo de luminiscencia, utilizando luciferasa, se determina (A) la
actividad de la enzima Mn SOD en el extracto mitocondrial y (B) la actividad enzimatica de
Cu/ZnSOD en el extracto citosolico. La actividad es determinada en Unidades/mL.

* p<0,05, n=3.
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En resumen, probablemente la inhibicién del complejo | mitocondrial produce un
aumento significativo del estrés oxidativo y de las respuestas antioxidantes

celulares.

De acuerdo a los resultados obtenidos en estudios utilizando cultivos celulares, es

i ..
que se propone el mguxente esquema:
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Modelo Rotenona:

Inhibicion Complejo |

|

v ATP4 Estrés oxidativo

|

4 Nicleos Fe-S (X0, GPAT, aconitasa/RP1)

}

Sefial de bajo Fe citosélico (por y sintesis de niicleos Fe-S)

|

Aumento WMitoferrina
Frataxina, HSP70 y Glutarredoxina 2
{Para aumentar la sintesis de nicleos Fe-S)

!

Respuesta citosdlica; Aumenta DMT-1, Bisminuye FP
{(Aumenta el Fe citosélico y suple la falta mitocondrial)

}

Aumento estrés oxidativo cifosélico y mitocondrial

|

Muerte neuronal

Respuesta mitocondrial:

Figura 21. Modelo propuesto: secuencia de eventos que llevan a la muerte neuronal
segun los resultados obtenidos en células SH-SYSY tratadas con rotenona.
Inicialmente rotenona induce una inhibicion del complejo | mitocondrial, lo que trae como
consecuencia directa una baja en [os niveles de ATP y un aumento del estrés oxidativo.
Esto produce una baja en la sintesis de los nucleos Fe-S, provocando una disminucion en
la actividad de enzimas que contienen estos nlcleos y un aumento en la actividad IRP1.
En la mitocondria, esto trae como consecuencia un aumento en la expresién de proteinas
relacionadas al metabolismo del Fe (Mtin, Ftx, Gx2 y HSP-70), vy a nivel citosélico un
aumento en la actividad IRP1, en la expresion de DMT-1 y una baja en FP. Ambas
respuestas provocan un aumento en los niveles de Fe citosdlico y mitocondrial, lo que
resulta en un aumento de estrés oxidativo y finalmente en la muerte neuronal.




Debido al desconocimiento de la importancia de Mifn en el metabolismo
mitocondrial del Fe, y por los resultados encontrados sobre la desregulacion de su
expresion en el modelo de rotenona, es gue nos planteamos como siguiente
objetivo estudiar a Mtfn, en el modelo in vivo del ratén, utilizando MPTP y tejido

pos mortem de pacientes con la EP.

14. Efecto de MPTP sobre la expresion de mitoferrina en mesencéfalo de
ratones

Para llevar a cabo este objetivo, ratones fueron intoxicados con MPTP, un
inhibidor del complejo | mitocondrial, utilizado come modelc animal de la EP.
Posteriormente, el mesencéfalo fue disectado, y se realizé una extraccion de
proteinas. Se observé que la expresidon de Mtfn en los ratones intoxicados
aumenta (Figura 22). Resultado coincidente con lo observado con rotenona en la

linea celular SH-SY5Y.

Adicionalmente, en las mismas muestras se midid el contenido total de Fe
expresado en ng/mg de proteina (Figura 22C), observandose un aumento

significativo de los niveles del metal en los ratones intoxicados.
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Figura 22. MPTP produce un aumento en la expresion del transportador mitoferrina
en mesencéfalo de ratones intoxicados. (A) Ratones son inyectados con 20 mg de
MPTP por Kg, cuatro veces al dia, en un protocolo de intoxicacion aguda. Posteriormente,
cada grupo (n=5) son sacrificados a los dias 1, 2, 4, 7, 21. El mesencéfalo es
diseccionado y se obtienen extractos de proteinas para realizar un western blot que fue
revelado con un anticuerpo anti-Mtfn. (B) Analisis de inmunoblot de la expresién de Mtfn
en homogenizados de mesencéfalo ventral, de ratones intoxicados con MPTP y controles.
Porina y actina son usados como control de carga. (C) Cuantificacion de B. * p<0,05,

** p<0,01, n=3. (D) Medicion del contenido mitocondrial de Fe total de los ratones
sacrificados al dia 4. El analisis fue realizado mediante espectroscopia de absorcién

atomica.
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15. Determinar la expresion de mitoferrina en neuronas dopaminérgicas
de ratones intoxicados con MPTP

Con el objetivo de verificar si el aumento de Mtfn observado se produce en las
neuronas dopaminérgicas de la SN, se realizé una Inmuno-histoquimica para la
proteina, utilizando cerebros de ratones intoxicados con MPTP. Se observé un
aumento en la expresion de Mtfn en las neuronas dopaminérgicas de la SN de
los ratones intoxicados, comparado con los ratones controles inyectados con

suero (Figura 23).

Colocalizacion

-

Raton + MPTP

Raton control

Figura 23. MPTP produce un aumento en la expresion del transportador
mitoferrina en neuronas dopaminérgicas de ratones intoxicados. Ratones son
inyectados con 20 mg de MPTP por Kg, cuatro veces al dia, en un protocolo de
intoxicacién aguda (n=5 por dia). Luego se obtiene el cerebro y se realizan cortes
mesencefalicos de 20 um para el analisis mediante inmunohistoquimica de Mtfn. Rojo:
Mtfn, verde: TH. (A) SNpc de ratones controles, (B) SNpc de ratones tratados con
MPTP.
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16. Determinar la expresion de mitoferrina en pacientes con la
enfermedad de Parkinson

El siguiente objetivo fue estudiar la expresion de Mtfn en pacientes con la EP.
Para esto, se utilizaron cortes mesencefalicos humanos fijados sobre porta
objetos congelados. Los cortes fueron raspados, obteniéndose asi la SNpc,
luego se realizd una extraccion proteica y un inmunoblot. Los pacientes de EP
mostraron un aumento significativo en la expresion de Mtfn en comparacion
con los sujetos controles, (Figura 24). De esta forma, en este trabajo hemos
demostrado que tanto en modelos de la EP como en pacientes con la EP, el

transportador mitocondrial de Fe se encuentra significativamente aumentado.

Estudio FPost mortem:
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Figura 24. Mitoferrina se encuentra sobre expresada en sustancia negra de
pacientes con la enfermedad de Parkinson. (A) Inmunoblot para Mtfn usando
extractos de SNpc de individuos controles y pacientes con la EP. Actina fue usada
como control de carga. Rojo: Pacientes con la EP, negro: individuos controles. (B)
Cuantificacion de A,

* p<0,05, n=3.
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17. Determinar el efecto knock down de la expresion de mitoferrina en Ia
viabilidad y contenido de hierro en células SH-SY5Y
El objetivo fue determinar la importancia de Mtfn en la viabilidad celular y su efecto

sobre los niveles de Fe, posterior a una inhibicion del complejo L.

Mediante andlisis de mensajero (PCR) y proteina (western blot) se determiné la
efectividad de un micro-ARN para Mtin {miARN-Mtfn). De esta forma, el uso de un
interferente que disminuya su expresion podria tener un papel protector, ya que
evitaria el aumento del Fe mitocondrial. Asi, se evalud el efecto del interferente
sobre la viabilidad y el contenido de Fe en células tratadas con rotenona, (Figura
25), siendo posible observar que al disminuir la expresion de Mifn, el contenido de

Fe disminuye y la viabilidad celular aumenta, provocando proteccion neuronal.

De esta forma, se puede plantear que el aumento observado en Mifn, posterior a
una inhibicion del complejo |, produce un aumenio en los niveles del Fe

mitocondrial, afectando la viabilidad celular.

74



®
£ w .
e w o
Controles mIiRNA ;
2 w
1 2 3 )
c 300
Mtfn o
8
GADPH T W
0
Centrol Rot 3uM MIRNA-Mtfn
B. Controles miRNA D.
1 2 3 - [— _
=)
M p— 37KDa é
45KDa 3 w1 2
Porina S - e s
2
604
o - “«
& o &
& 8
<& & sg?
& . po0s
»

Figura 25. Efecto de un miARN interferente para mitoferrina sobre la viabilidad
celular y el contenido de hierro mitocondrial. (A) Células SH-SY5Y fueron
transfectadas, por 48 h, con un miARN para Mtfn (miARN-Mtfn). La expresion de Mtfn fue
medida por RT-PCR. Carril 1: células sin transfectar, carril 2: células transfectadas con un
vector control negativo, carril 3: células transfectadas con el miARN-Mtfn. GAPDH fue
usado como control de carga. (B) Las células fueron tratadas como se menciona en Ay
luego de 48 h la expresion de Mtfn fue analizada por inmunoblot. Porina es usada como
control de carga. (C) Efecto del miARN-Mtfn sobre el contenido de Fe mitocondrial.
Células fueron tratadas con el miARN-Mtfn por 48 h o con rotenona, luego se realiza una
extraccion mitocondrial, y el contenido de Fe es determinado por espectrometria de masa.
(D) Efecto del miARN-Mtfn sobre la viabilidad celular. Las células fueron tratadas con el
miARN-Mtfn por 48 h y posteriormente con rotenona durante 24 h. la viabilidad fue
determinada por el ensayo de MTT. * p<0,05, n=3.
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18. Produccién de un virus con una secuencia inferferente para mitoferrina

Debido a los resultados obtenidos en cultivo celular e in vivo, se plante6 como
objetivo construir un virus que codifique una secuencia interferente para Mtfn. De
esta forma, una disminucién en la expresion del transportador produciria una baja
en el contenido de Fe en las neuronas dopaminérgicas de la SN, lo que generaria

proteccion.

Para esto se escogié un virus canino con una alta eficiencia de transduccion
neuronal. El virus fue inyectado estereotaxicamente en el esiriado de los ratones y

evaluado en animales intoxicados con MPTP, en relacién a animales controles.

El primer objetivo, fue determinar la especificidad y el nivel de transduccidon del
virus. Para esto se realizé una inmuno-histoquimica de SN, para Mtin y tiroxina
hidroxilasa (TH), marcador de neuronas dopaminérgicas. los resultados
mostraron que el virus tiene alta especificidad neuronal, transduciendo

aproximadamente el 80% de la SNpc (Figura 26).
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Figura 26. Transduccion del virus que lleva la secuencia de un miARN interferente
para mitoferrina (CAV-GFP-mi) en sustancia negra de ratones. (A) Ratones son
inyectados estereotaxicamente en el estriado con 10° particulas virales. Las coordenadas
utilizadas fueron antero posterior (AP): 1,0, lateral (L): 1,5, dorso ventral (DV): -3,5, fijadas
desde el bregma. Diez dias posterior a la inyeccion, los ratones son sacrificados,
perfundidos en 4% PFA, crio preservados en 30% sacarosa y el cerebro es cortado en
series de 20 um en un micrétomo. (B) Luego se realiza una inmunohistoquimica de SN de
los ratones. Verde: expresién de GFP, Rojo: expresion de TH.

19. Medicion de la efectividad del virus producido

El segundo objetivo fue evaluar si el virus lograba disminuir significativamente la
expresion de Mtfn en las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Para esto,
posterior a la inyeccién viral, se realizé una inmuno histoquimica (como fue
descrito previamente en la Figura 26). En este caso se evalud la expresion de Mtfn

(color rojo) y de TH (color verde), siendo posible observar que en los ratones
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inyectados con el virus que lleva el interferente, Mtfn disminuye su expresién

(Figura 27).

GV - Av.GFP

(B) CAV-mi-GFP

Figura 27. Mitoferrina disminuye significativamente su expresion en ratones
inyectados con el virus CAV-GFP-mi. Ratones fueron inyectados estereotaxicamente
con el virus que lleva un interferente para Mtfn (CAV-GFP-mi). Diez dias después se
realizé una inmunohistoquimica para TH de la SNpc. En rojo: la expresion de Mtfn, en
verde la expresion de TH, en azul: tincién nuclear (Dapi).

(A) Ratones inyectados con el virus CAV-GFP (control). (B) Ratones inyectados con el
virus CAV-GFP-miRNA (interferente para Mtfn).

Posteriormente, mediante tecnicas estereoldgicas se realizdé el conteo de
neuronas dopaminérgicas presentes en la SNpc completa. Los resultados fueron
expresados en un grafico de numero neuronal versus condicion (MPTP o salino),
(Figura 28), observandose que la disminucion en la expresién de Mtfn tiene un

efecto protector sobre las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra,
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obteniéndose un mayor niumero de neuronas en los ratones tratados con el virus

que lleva el interferente, respecto a los ratones inyectados con el virus control.
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Figura 28. Disminucion de la expresion de mitoferrina protege de la muerte
neuronal en ratones intoxicados con MPTP. Ratones fueron inyectados segun la
metodologia descrita en la Figura 27. El nimero total de células TH positivas fue
calculado por meétodos estereoldgicos, usando el software de Explora Nova (La
Rochelle, Francia), segun el trabajo de German y colaboradores. (A) Inmuno
Histoquimica anti TH para ratones inyectados con el virus (CAV-GFP o CAV-GFP-
miMtfn), intoxicados con MPTP o salino (controles). (B) Cuantificacién del conteo de
las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, * p<0,05.
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De esta forma, segun los datos obtenidos en nuestro sistema in vivo, es posible
postular que Mtfn tiene un papel fundamental, en la regulacion de la sobrevida

neuronal en la EP.
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Discusion

1. Disfuncién mitocondrial y enfermedad de Parkinson

Entre los signos patognoménicos de la EP se encuentran la disminucién en la
actividad del complejo | mitocondrial, una excesiva acumulacion de Fe y un
aumento en los niveles de estrés oxidativo en las neuronas dopaminérgicas de la

SNpc (Przedborski y col., 2003).

En particular, una serie de evidencias clinicas y experimentales apoyan una
conexion entre la disfuncién mitocondrial y la patologia en la EP. Estudios en tejido
post mortem han reportado una disminucion en la actividad del complejo | en SN
de pacientes con la EP (Schapira y col, 1990). Estos estudios siguieron al
descubrimiento de gue la exposicién en humanos a MPTP, un potente inhibidor del
complejo | mitocondrial, produjo en dias la pérdida de neuronas de la SNpc y del
control del movimiento, similares a los observados en la EP (Langston y col.,
1983). La administracién a roedores del pesticida rotenona y 6-OHDA, ambos
inhibidores del complejo |, produjeron eventos similares a los observados con

MPTP (Betarbet y col., 2000).

Del mismo modo, existen variadas evidencias experimentales que relacionan el
aumento en los niveles de Fe y la patoclogia. Estudios en tejido post-morfem
mostraron un incremento en los niveles de Fe en la SNpc de pacientes enfermos

comparados con sujetos controles (Sofic y col., 1988; Dexter y col., 1989; Hirsch y
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col,, 1991). Este resultado fue posteriormente confirmado por estudios de
ultrasonido, NMR (Gorell y col., 1995; Berg y col., 1999) y en animales inyectados
con MPTP (He y col., 2003).

Sobre esias bases y la observacion preliminar que la inhibicidn del complejo |
resulta en el aumento de la actividad del regulador de la homeostasis del Fe IRP-
1, en esta tesis postulamos que los eventos de inhibicion del complejo |

mitocondrial y de acumulacidn de Fe estan relacionados.

2, Efectos de la inhibicion del complejo 1 mediada por rotenona, en la
homeostasis del Fe

La inhibicion del complejo | mitocondrial por rotenona en células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y produjo las siguientes modificaciones en la homeostasis del Fe:
i) aumento en la expresion del transportador mitocondrial de Fe Mtin, ii) aumento
en la expresion de FTX, la chaperona mitocondrial del Fe iii) aumento de HSP-70 y
Grx2, chaperonas mitocondriales participantes en la sintesis de nicleos Fe-S, iv)
aumento en los niveles del LIP citosdlico y mitocondrial, v) aumenio en la

expresion de DMT-1 y disminucion en la expresion de FP.

A continuacién se discuten los posibles efectos de los cambios observados.

Mifn es una proteina descubierta en el afio 2006 (Shaw y col., 2006) de la cual se
desconoce su mecanismo de regulacion. Por esta razon, inicialmente
determinamos su posible regulacion por los niveles celulares de Fe, encontrando

que el Fe regula negativamente su expresién. Este fue un resultado esperado,
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aunque no previamente descrito, puesto que la disminucién en la expresion del
transportador es una estrategia légica para evitar que los niveles mitocondriales
del metal lleguen a ser toxicos.

Posteriormente, determinamos que la inhibicion del complejo | resulté en un
notable aumento en la expresion de Mtfn, respuesta que podria tener
consecuencias nocivas para la integridad mitocondrial, debido a un putativo

aumento del dafio oxidativo asociado a la quimica redox del Fe.

El efectivo aumenio del Fe redox-activo mitocondrial bajo estas condiciones, fue
evaluado mediante la determinacion del LIP. Los resultados mostraron un
aumento significativo de este, posterior al tratamiento. Este resultado es ¢l primero
en indic.:ar gque la inhibicién del complejo | induce una desregulacion en el
metabolismo del Fe, aumentando conjuntamente la expresién de Mtfin y el LIP
mitocondrial. EI aumento de este LIP muy probablemente, induce una carga
oxidativa extra a la mitocondria, que se sumaria a la produccién aumentada de

ROS debido a la inhibicion del complejo .

FTX es la proteina encargada de traspasar el Fe que ingresa por Mtfn a la
proteina andamio Isu1 (Yoon y col., 2003; Bou y col., 2004). Encontramos que Fix
aumentd su expresién posterior a los tratamientos con rotenona. E! hecho que
ocurra un aumento en la expresién de FTX es concordante con o observado con
Mtin, puesto que si aumenta el transportador, y con este los niveles de Fe, la
chaperona FTX también deberia aumentar, para asi ser capaz de unir los niveles

adecuados de Fe que ingresan a la mitocondria y entregarlos para su utilizacién.
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Grx2 y HSP-70 participan en la sintesis de los nicleos Fe-S, traspasando el
ndcleo armado desde Isui1 a la apo-proteina receptora (Rouhier y col; 2010;
Wiedemann y col., 2006; Adam y col., 2006). Los resultados indicaron que ambas
proteinas aumentan su expresién posterior al tratamiento con rotenona. Asi,
siguiendo el mismo razonamiento anterior, un aumento en Mtfn, LIP mitocondrial y

FTX hacen consecuente un aumento en Grx2 y HSP70.

Como anteriormente ha sido reportado, en modelos de la EP existe una
desregulacién de los fransportadores de Fe presentes en [a membrana plasmatica.
Asi, se ha observado un aumento en la expresion del fransportador de entrada de
Fe a la célula DMT-1 (Salazar y col., 2008) y una disminucién del transportador de
salida FP (Song y col., 2010), eventos que conjuntamente conducen a un aumento

en los niveles de Fe celular.

Para determinar si la desregulacion de estos transportadores es consecuencia de
una inhibicion del complejo | mitocondrial, se evalud su expresion posterior al
tratamiento con rotenona. Los resultados mostraron un aumento en la expresion
de DMT-1 y una disminucion en la expresion de FP. Adicionalmente, medimos el
nivel de LIP citosélico encontrando un aumento de este. Estos resultados fienen
gran relevancia, puesto que muestran que la inhibiciéon del complejo | produce una
desregulacién general, tanto en la mitocondria como en el citosol, de la

homeostasis del Fe, lo que resulta en el aumento del pool de Fe redox-activo en

ambos compartimentos.




3. ;Evento primario: mitocondria o citosol?

Si analizamos el conjunto de los cambios mitocondriales y citosélicos, los
resultados obtenidos indican dos posibles escenarios. En el primero, la inhibicion
del complejo | produciria inicialmente una disminucidon de ATP y aumento de
estrés oxidativo, lo que llevaria a una desregulacion de las proteinas
mitocondriales del metabolismo del Fe, aumento del LIP mitocondrial y el posterior
aumento en la expresion de los transportadores citosdlicos (alteracién del
metabolismo celular). Y la segunda, la desregulaciébn primaria de un factor
citosdlico, como por ejemplo la sobre-expresion de DMT-1, que aumente los

niveles de Fe, estrés oxidativo y esto afecte la actividad del complejo I.

3.1. La mitocondria como el lugar inicial de Ia desregulacion
L.a mitocondria es el lugar por excelencia de utilizacién del Fe. En ella se llevan a
cabo mecanismos fundamentales para su utilizaciéon bioldgica, como son la

sintesis de los ntcleos Fe-S y del grupo hemo (Rouault y col., 2005).

Como los resultados indican, varias proteinas del metabolismo de los nticleos Fe-
S aumentan su expresion posterior a la inhibicién del complejo [. En esta tesis,
postulamos como hipdtesis que probablemente este aumento sea una respuesta
fisiolégica coordinada para suplir una baja en la sintesis de los nicleos Fe-S,
siendo estos nicleos la sefial que le indica a la célula los niveles adecuados de su
sintesis, y con esto, las concentraciones de Fe que la mitocondria y el citosol

deben adquirir.
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Postulamos, que la baja observada en los niveles de ATP, debidos a la inhibicidn
del complejo | producen una menor actividad de ABC-B7, el transportador
dependiente de ATP que transporta nicleos Fe-S desde la mitocondria al citosol,
ademas de una baja en la actividad de la chaperona HSP-70, la que también
necesita ATP para su funcion. Esto se traduciria en una disminucién de nucleos
Fe-S en el citosol y en la mitocondria, sefial que le indicaria a la célula aumentar la
concentracion citosdlica y mitocondrial de Fe, a través de un aumento de
expresion de fransportadores y otras proteinas con en fin de aumentar la sintesis
de los nucleos. A nivel celular se modificarian los transportadores citosdlicos
(DMT-1 y FP) para asi aumentar la disponibilidad de Fe a ser fransportado a la

mitocondria

Adicionalmente, si consideramos que el complejo | contiene 8 nicleos Fe-S
(Sheftel y col., 2009), una alteracion en el metabolismo de los nucleos, producida

por rotenona, podria generar un circulo vicioso de mayor inhibicion del complejo 1.

3. 2. El citosol como el lugar inicial de la desregulacion

Ahora bien, si pensamos que la inhibicién del complejo | se relaciona con un
evento inicial ocurrido en el citosol, podemos pensar en DMT-1. La literatura
(Salazar y col., 2006) indica que el transportador se encuenira sobre-expresado en
las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, ’Io que podria producir un aumento
considerable de la concentracién de Fe en estas neuronas. De esta forma, el
aumento de Fe iraeria como consecuencia un aumento en los niveles de estrés

oxidativo, lo que finalmente se podria traducir en una inhibicién del complejo I,
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desencadenando la alteracion en el metabolismo de los nlcleos Fe-S

anteriormente descrita.

En esta tesis, se escogio la primera de las dos hip6tesis planteadas, postulando
una relacién causai entre la inhibicion del complejo |, la posterior alteracién en el
metabolismo de los nucleos Fe-S vy, finalmente, la desregulacion de la

homeostasis celular del Fe.

Subsecuentemente, se planteo como objetivo analizar [a actividad de diferentes
enzimas, tanto citosdlicas como mitocondriales que contienen ntcleos Fe-S en su
estructura. Esto bajo la légica que si la sintesis de los nucleos Fe-S se encuentra
alterada, entonces la actividad de enzimas que contienen estos nticleos debieran
presentar una disminucion en su actividad. Las actividades enzimaticas analizadas
fueron: aconitasa citosdlica/IRP-1, aconitasa mitocondrial, xantina oxidasa vy

glutamina fosforibosil pirofosfato amidotransferasa.

La enzima aconitasa citosdlica es una enzima involucrada en la conversiéon de
citrato en isocitrato, participando adicionalmente en la sintesis de acidos grasos en
el ciclo del glioxilato (Wang vy col., 2008). Cuando la enzima pierde su nucleo Fe-S,
esta sufre una interconversién a su isoforma IRP-1, la cual regula positivamente la
expresion de proteinas involucradas en la incorporacion de Fe a la célula (DMT-1,
RTf) y negativamente la expresién de las proteinas de salida (FP) y de

almacenamiento (ferritina) de Fe (Eisenstein y Blemings, 1998). Los resultados
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indicaron que posterior a los tratamientos con rotenona, la actividad aconitasa

disminuyé con un aumento consecuente en su actividad IRP-1.

El aumento en la actividad IRP-1 fendra como consecuencia directa un aumento
en la expresion de DMT1 y una disminucion en la expresion de FP, resultado que
concuerda con lo descrito anteriormente sobre la expresion de ambas proteinas,
en respuesta a rotenona. La observacion de que la actividad IRP-1 aumentd,
relaciona directamente la inhibicién del complejo | con las proteinas destinadas a
aumentar la concentracion de Fe intracelular. Adicionalmente, el aumenio en la
actividad IRP-1 podria producir una disminucién en la expresion de ferritina, de
ALAs (primera enzima del metabolismo del hemo), de la aconitasa mitocondrial, y

el aumento del RTf (Henderson y col., 1996).

De esta forma, la alteracion producida por la inhibicién del complejo | mitocondrial
modifica profundamente la homeostasis del Fe y otras funciones celulares,
provocando directamente un aumento en los niveles de Fe celular, disminucion en
la sintesis de nlcleos Fe-S, en la sintesis de los grupos hemo y una disminucion

mayor en la actividad del complejo | mitocondrial.

La. medicion de actividad de la aconitasa mitocondrial dio cuenta de una
disminucién de esta, posterior al fratamiento con rotenona, resultado que apoya
las conclusiones anteriores. De manera complementaria, la determinacion del
punto isoeléctrico de la profeina indicd la pérdida de la integridad de los nticleos

Fe-S. Esta observacién apoya la conclusion que la inhibicién del complejo | resplta
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en la disminucion de la sintesis de nucleos Fe-S. Una pérdida de actividad de la
aconitasa mitocondrial podria traer como consecuencia la disminucién en la
actividad del ciclo de Krebs y la disminucion adicional de la produccion de ATP lo
que, como fue planteado anteriormente, podria afectar mayormente la sintesis de
los ntcleos Fe-S y asi transformarse en un circulo vicioso de mayor inhibicidn del

complejo .

Evidencias en la literatura indican que la integridad de los nlcleos Fe-S puede ser
afectada por dos eventos (1) problemas en su sintesis y (2) dafio del nlcleo
debido a estrés oxidativo (Bulteau y col; 2005, 2006, Martelli y col; 2007). Un
efecto inhibitorio debido al aumento en los niveles de estrés oxidativo no puede
ser descartado, por lo que adicionalmenie se determino la actividad de otras dos
enzimas que contienen nucleos Fe-S, XO y GPAT. Los resultados indicaron que el
tratamiento con rotenona produjo una baja en la actividad de XO una disminucién
de la concentracién de GPAT madura, debido probablemente a una sintesis

disminuida de sus nlcleos Fe-S.

De esta forma, los resultados obtenidos para las aconitasas, XO y GPAT dan
cuenta que, posterior a la inhibicion del complejo |, ocurre una alteracion en la

actividad de enzimas citosodlicas y mitocondriales que contiene nuicleos Fe-S.

Adicionalmente, es importante considerar el posible efecto sobre otras proteinas
que contienen ndcleos Fe-S en su estructura. Un ejemplo importante corresponde

a la proteina NTH1, una endonucleasa llI, involucrada en la reparacién de bases
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oxidadas del ADN. De esta forma, la disminucidn en la sintesis de nucleos Fe-S

probablemente afecte su actividad, aumentando el dafio oxidativo al ADN.

Otro posible efecto que podria producir la alteracion del metabolismo de los
ntcleos Fe-S, es la disminuciéon de la sintesis de grupos hemo. Ha sido descrito
que una mutacion en la proteina Grx5, esencial en el metabolismo de los nicleos
Fe-S, produce una severa anemia en peces. Las investigaciones indicaron que
mutaciones en la proteina afectaba la sintesis de los nucleos y disminuia la
sintesis del grupo hemo (Wingert y col., 2005). Muy probablemente, esto se debe
a que la sintesis de los nucleos Fe-S y de hemo se encuentra interconectada por
la enzima ferroquelatasa, que cataliza la asociaciébn de Fe con protoporfirina 1X
para formar el hemo. La enzima presenta un nicleo Fe-S en su estructura, el cual
es esencial para su funcién (Dailey y col., 1994). De este modo, se ha visto que
cuando los niveles de nicleos bajan, la actividad de esta enzima también lo hace
afectando directamente la sintesis del hemo, produciendo finalmente anemia (Ye y

col., 2010).

Interesantemente, el aumento en la expresion de FTX observada en esta tesis, es
una evidencia adicional que apunta a una disminucion en la sintesis del grupo
hemo. Datos de literatura indican que a mayor expresion de FTX, menor es la
expresion de proteinas del metabolismo del hemo. Esto debido a que el sistema
se regularia para dar preferencia a la sintesis de los nacleos Fe-S, aumentando la
expresion de las proteinas relacionadas a su metabolismo (entre ellas FTX) y

disminuyendo la expresion de las relacionadas al metabolismo del hemo, y con
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esto la disminucién de los niveles de Fe destinado a su sintesis (Seguin y col.,

2009)

4. Inhibicion del complejo I mitocondrial y estrés oxidativo

Debido a que la toxicidad del Fe redox-activo es directamente proporcional a su
concentracion (Borquez y col., 2008), los aumentos de LIP observados tanto a
nivel mitocondrial como citoplasmatico y la inhibicion del complejo |, tras
tratamientos con rotenona predijeron un aumento en los niveles de estrés
oxidativo. La produccién del radical superoxido, la carbonilacién de proteinas y la
actividad de la enzima SOD como respuesta celular, indicaron que este fue el

caso.

Adicionalmente, el aumento de ROS podria generar un ciclo de retroalimentacion
positivo entre la inhibicion del complejo | y los niveles de estrés oxidativo.
Experimentos en sinaptosomas mitocondriales indican que concentraciones bajas
de H,0, disminuyen un 10 % la actividad del complejo | mitocondrial. Este efecto
del Ho0O, se demostré ser aditivo a una inhibicién parcial del complejo | inducido
por pequefias concentraciones de rotenona (5 nM-1 pM) (Chinopoulus y Adan-Visi,
2001). Similarmente, particulas sub-mitocondriales expuestas a O,.-, H,0, u OH
presentan una baja en la actividad de la NADH deshidrogenasa, un marcador de la

actividad del complejo | (Zhang y col., 1990).
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De esta forma, resumiendo los datos obtenidos en cultivo celular, proponemos el

siguiente modelo:

()

Inhibicién Complejo | <€

|

v ATP4 Estrés oxidativo

)

v Niicleos Fea-§ (XO, GPAT, aconitasa/IRP1)

|

Seiial de bajo Fe citosdlico (por + sintesis de nticleos Fe-S)

)

Aumento Mitoferrina
Frataxina, HSP70 y Glutarredoxina 2
(Para aumentar la sintesis de nicleos Fe-S)

|

Respuesta citosdlica; Aumenta DMT-1, Disminuye FP
(Aumenta el Fe citosélico y suple la falta mitocondrial)

lf

Aumento estrés oxidativo citosdlico y mitocondrial

}

Muerte neurconal

h 4

Respuesta mitocondrial:

En este modelo, la inhibicién del complejo | mitocondrial induce un circulo vicioso

en el que una disminucién en los niveles de ATP producen una baja en la sintesis
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de los nticleos Fe-S, aumento en la actividad IRP-1, generando asi una falsa sefial
de carencia de Fe. En la mitocondria, esto trae como consecuencia un aumento en
la expresion de proteinas relacionadas con el transporte de Fe (Mtfn) vy la sintesis
de nlcleos Fe-S (FTX, Grx2 y HSP-70). A nivel citosdlico, el aumento en la
actividad IRP1 resulta en un aumento en los niveles de DMT-1 y una baja en los
-de FP. Ambas respuestas llevan a un aumento en los niveles de Fe citosdlico y
mitocondrial, lo que resulta en un aumento del dafio oxidativo y finalmente en la

muerte neuronal.

5. Anélisis del rol de mitoferrina en la enfermedad de Parkinson

Debido al rol de Mtin en el transporte de Fe a la mitocondria y a los datos
obtenidos en esta tesis sobre su desregulacion en el modelo celular de inhibiciéon
del complejo |, nos planteamos como objetivo estudiar en el modelo animal de la
EP, su relevancia en la neurodegeneracion producida por MPTP. Enconiramos
gue tanto el tejido de los pacientes con la EP como la SN de ratones infoxicados
con MPTP, presentaron un aumento en la expresion de Mtfn. Debido a que este
aumento podria resultar en el aumento de los niveles de Fe mitocondrial, su
desregulacién podria ser un elemento clave en la patogénesis de la enfermedad.
De este modo, estudiamos los efectos de su acallamiento en SNpc, mediante la
inyeccion estereotaxica de un virus con alta capacidad de transduccion neuronal,
que contiene una secuencia interferente para Mifn. Los resultados mostraron que
el acallamiento de Mtfn resultd en la proteccion de las neuronas de la SNpc de la
muerte inducida por MPTP. Este resultado indica que posiblemente el aumento en

los niveles de Fe mitocondrial es central en la muerte neuronal observada en la EP
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y sefialan a Mtin como un posible blanco terapéutico para lograr un

enlentecimiento del proceso neurodegenerativo.
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Conclusiones

A través del modelo celular de la EP de inhibicion del complejo | mitocondrial,

rotenona, fue posible obtener las siguientes conclusiones:

1. El tratamiento con rotenona de células dopaminérgicas en cultivo produjo:

{a) Desregulacion de la expresion de proteinas mitocondriales: aumento en la
expresion de Mifn, FTX, Grx2 y HSP70.

(b) Aumento en los niveles de LIP mitocondrial

(c) Desregulacion de fransportadores celulares de Fe: aumento en Ia
expresion de DMT-1 y disminucion en la expresion de FP.

(d) Aumento en los niveles de LIP citosdlico

(e) Desregulacion de la actividad de proteinas que contiene nlcleos Fe-S:
disminucién de la actividad de aconitasa citosélica y mitocondrial, de XO y
de GPAT.

(f) Aumento de los niveles de estrés oxidativo

2. El modelo animal de la EP inducida por intoxicacién con MPTP, indico:

(a) Aumento en la expresion del transportador Mtfn

(b} Aumento en los niveles del LIP mitocondrial
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3. La inyeccidén estereotaxica de un virus que lleva un interferente para la
secuencia de Mtfn indicd que el acallamiento de la expresion del transportador
produce proteccion neuronal en el modelo de MPTP de la EP, postulando a Mifn
como un posible blanco terapéutico para la enfermedad.

Asi, podemos concluir que esfa tesis aporta al conocimiento béasico sobre la
desregulacién del metabolismo del Fe derivado de la inhibicién del complejo |

mitocondrial y con conocimiento aplicado, presentando a Mifn como un posible

blanco terapéutico para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.




Proyecciones a futuro

Entre las posibles proyecciones a futuro del trabajo realizado se encuentran:

(i) Lograr determinar en un estudio temporal el orden de los eventos descritos en
esta tesis, para asi discernir cuales son los eventos primarios y secundarios,
posteriores a la inhibicidn del complejo |.

(i) Determinar lo que ocurre con el metabolismo del hemo en modelos de la EP y
evaluar su posible relacion con el proceso neurodegenerativo.

(iii) Realizar un estudio de la actividad del transportador de nucleos Fe-S de la
mitocondria, la proteina ABC-B7, para lograr entender a mayor cabalidad cémo en
un modelo de la EP se altera este sistema, probablemente seria asertivo estudiar
lo que sucede con la sobre-expresion del transportador en modelos de la EP, para
asf lograr saber si su aumento logra producir un efecto de aumento de nicleos en
el citosol, y esto contrarrestar los resultados encontrados.

Del mismo modo, seria importante estudiar qué sucede luego de una disminucion
en la expresion del fransportador y ver si esto logra recapitular los eventos
descritos, para asi determinar si este es o no un evento clave en la desregulacion

del metabolismo del Fe mitocondrial.
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