UC H- WK&LJ(‘A

C [6%
| FACULTAD DE CIENCIAS
e UNIVERSIDAD DE CHILE

PAPEL DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION NUCLEAR «B Y DE

OXIDO NIiTRICO EN LA ACTIVACION POR ESTRES OXIDATIVO

DE IRP1

Memoria de Titulo entregada a la
Universidad de Chile
en cumplimiento parcial de los requisitos
para optar al Titulo de

Ingeniero en Biotecnologia Molecular.

Viviana Elizabeth Gallardo Mendieta

Abril, 2006
Santiago-Chile

Director de Tesis: Dr. Marco T. Nurfiez.

/3 e
(9 BIBLIOTECA &

] -

\™ CEMTRAL ,.}

e
SO
+

N

v/
N 28 ot/
D€ oW

e




ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS - UNIVERSIDAD DE CHILE

“PAPEL DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION NUCLEAR
¥B Y DE OXIDO NiTRICO EN LA ACTIVACION POR
ESTRES OXIDATIVO DE IRP1”

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en cumplimiento
parcial de los requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia
Molecular.

VIVIANA ELIZABETH G.

Dr. Marco Tulio Nunez Gonzalez
Director Seminario de Titulo

Comision de Evaluacion del Seminario de Titulo

Dr. Christian Gonzalez-Billault
Presidente Comisién

Dra. Victoria Guixé Leguia
Corrector

Santiago de Chile, Abril 2006




A mis padres Jaime y Gaby




Desde nifia me intereso el mundo de la ciencia. Ya en el colegio supe que el
campo de la Biologia era mi area, por lo que decidi estudiar la novedosa carrera de
Ingenieria en Biotecnologia Molecular. Apoyada por mis padres y por mi familia,
empeceé entonces a involucrame en el mundo cientifico.

Fueron afios llenos de vivencias, algunas dificiles, otras peculiares, y otras que
hicieron que todo este tiempo en la vida universitaria valiera la pena. En todo este
tiempo conoci a muchas personas, diversas en personalidades, suefos, ideales,
dentro de las cuales encontré a grandes compaiieros y principalmente amigos que sé
que conservaré para siempre.

Gracias a todos ustedes por apoyarme y creer en mi, ahora sé que todos estos
afios me ensefaron mucho y me dejaron mas preparada para afrontar los nuevos
desafios que vendran, tanto en mi vida personal como profesional.




AGRADECIMIENTOS

A mi director de Tesis, Dr. Marco T. NGiiez por recibirme en su laboratorio, por

su confianza, apoyo, paciencia, dedicacion y amistad.

A mi grupo de laboratorio, especialmente Vicky, Paty, Claudia y Nati, por su
apoyo, compafiia y amistad durante todo el desarrollc de mi tesis. También a mis
compaieros Rail, Pablo, Andrés, Pabla, Dora, Miguel y Carlos por la compaiiia,
ayuda y complicidad en momentos complejos y por la alegria y fuerza necesarias para

enfrentar cada dia.

A mis amigas Maca y Pochi por seguir siendo parte importante de mi vida
después de tantos afios.

A Daniela, Andrea y Rossana por su amistad, compiicidad y apoyo durante este
tiempo. Gracias por los dias de ocio y esparcimiento, carretes, peleas y por siempre
estar cuando las necesito.

A mis amigos de la U, Rodrigo, Eduardo, Tomas, Loreto, Carlos, Andrés,
Rafael, Marcos, Cristian, Pollo, Felipe, Fefia F, Fefia U, Matias y Emilio, porque sin su
apoyo y compaiiia nada habria sido igual. Por fodas aquellas horas compartidas en
clases, estudiando, cameteando o simplemente conversando.

A todo el laboratorio de Biologia del Desarrollo, especialmente Miguel, Pedro
Andrés, Carmen, Cata, Vivi y Undu por haberme acogido, por su apoyo y amistad en
este nueve camino que estoy comenzando.

A mi familia, papa, mama, Meli, Iris, Acklla, Rodrigo, Ximena, abuelos, tios,
primos y sobrinos, por el carifio, entusiasmo, compafifa de todos estos afios y por
intentar aprenderse el nombre de la camera.

A todos Ustedes... muchas gracias.




iNDICE DE CONTENIDO

INDICE GENERAL
INDICE DE FIGURAS
ABREVIATURAS
RESUMEN

ABSTRACT

L INTRODUCCION
Il. HIPOTESIS

.  OBJETIVOS

IV.  MATERIALES Y METODOS
V.  RESULTADOS
V.  DISCUSION

VIl. CONCLUSIONES
VIl. REFERENCIAS

i
iii

vi

17
18
19
31
59
72

73

ii




Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5
Figura 6

Figura7

Figura 8

Figura 9

iNDICE DE FIGURAS

Especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno.

Regulacion celular de Ios niveles de Fe.

A) Viabilidad celular en células SH-SY5Y expuestas a H,0,.

B) Papel del antioxidante NAC en [a mortalidad celular
inducida por H,0..

A) Viabilidad celular en células SH-SY5Y expuestas a Fe.

B) Papel del antioxidante DMTU en la mortalidad celular
inducida por Fe.

Incorporacién de *Fe en células SH-SY5Y.
Contenido intracelular de Fe en ¢élulas SH-SY5Y.

Dario oxidativo en células SH-SYS5Y inducido por Fe.

A) Determinacion de la intensidad de fluorescencia de DCF.

B) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de DCF.

C) Papel del antioxidante DMTU sobre el dafic oxidativo.

D) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de DCF.

Danio oxidativo en células SH-SY5Y inducido por Fe.

Inmunodeteccion de la formacion de aductos de HNE.

Pagina

32
32

33

33

35

37
37
37
37

38

Estudio de las proteinas reguladoras de Fe: Actividad de unién a IRE de

las proteinas IRP.
A) Gel de ensayo de actividad.

B) Densitomefria

40

40

it




Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Estudio de las proteinas reguladoras de Fe: Inmunodeteccion de la
proteina IRP1.

A) Ensayo de Westem blot. 41
B) Densitometria. 41

Estudio de las proteinas reguladoras de Fe: Niveles de nitracion de
IRP1.

A) Inmunocdeteccidn de los niveles de nitracion de los 43
residuos de tirosina en IRP1.

B) Densitometria. 43

Efecto de NO sobre la actividad de IRP1.

A) Gel de ensayo de actividad de IRP1 en 45
funcion de diferentes concentraciones de L-NNA.

B) Cuantificacion de la actividad de IRP1. 45
C) Gel de ensayo de actividad de IRP1 en 45

funcion del tiempo de exposicion a L-NNA.
D) Cuantificacion de la actividad de IRP1. 45

Efecto de NO sobre la actividad de IRP1.

A) Gel de ensayo de actividad de IRP1 en células 46
SH-SY5Y incubadas con SNAP y con L-NNA,

B) Cuantificacion de la actividad de IRP1. 46
Determinacion de los niveles de NO," en funcidén 46

de L-NNA y de SNAP.

Papel del factor de transcripcién NF-xB sobre la actividad de IRP1.

A) Gel de ensayo de actividad de IRP1 en 48
funcién de diferentes concentraciones de NaSal.

B) Cuantificacién de la actividad de IRP1. 48
C) Gel de ensayo de actividad de IRP1 en 48

funcién def tiempo de exposicion a NaSal.

iv




D) Cuantificacion de la actividad de IRP1., 48
Figura 16 Determinacion del contenido de Fe reactivo (LIP). 50
Figura 17 Determinacién de los niveles de glutation reducido (GSH). 51

Figura 18 Papel del NO sobre el dario oxidativo inducido por Fe.

A) Determinacion de la intensidad de fluorescencia 53
de DCF en células incubadas con 80 uM de Fe en

presencia de SNAP.

B) Cuantificacion de fa intensidad de fluorescencia de DCF. 53
C) Inmunodeteccion de la formacion de aductos de HNE 53

en celulas incubadas con 80 uM de Fe en presencia de SNAP.

Figura 19 Determinacién de los niveles de expresién de ias éxido nitrico sintasas
en funcion de Fe.

A) Inmunodeteccion de nNOS en células SH-SY5Y. 55
B) Inmunodeteccién de iINOS en células SH-SY5Y. 55
C) Densitometria. 55

Figura 20 Niveles de NO en células SH-SY5Y.

A) Determinacion de NO; en el medio de cultivo. 56
B) Produccion de NO en funcién del tiempo de tratamiento 56
con Fe.

Figura 21 Activacién de NF-xB inducida por Fe.

A) Inmunodeteccion de la subunidad p85 en extractos 57
nucleares de células SH-SY5Y.

B) Cuantiﬁcacitzg de los niveles de expresion de p65 57
Figura 22 Activacion de NF-xB inducida por Fe.
Inmunocitoquimica de la subunidad p65. 58

Figura 23 Modelo propuesto para ia activacion de IRP1 71
por estrés oxidativo inducido por Fe



ABREVIATURAS

BCA Acido Bicincoanilico

BSA Albumina sérica de bovino
CaCl, Cloruro de sodio

DCF 2' 7’ diclorofluoresceina
DCDHF 2', T'-diclorodihidroflucrescina
DCDHFDA 5-(y-6)-carboxi-2’, 7’-diclorofluorescina diacetato
DMTU Dimetilurea

DIT Ditiotreitol

EDTA Acido etilendiaminotetracético
Fe Hierro

GSH Glutation reducido

Hx0, Perdxido de hidrogeno

HCl Acido clorhidrico

HNE 4-hidroxi-2-nonenal

INOS Oxido nitrico sintasa inducible
IRE Elemento que responde a Fe
IRP Proteina reguladora de Fe
KCI Cloruro de potasio

KDa KiloDalton

LIP Contenido de Fe reactivo
L-NNA N@-Nitro-L-arginina

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio

vi




MgCl,
mRNA
N
NAC
NaHCO,
NaOH
NaSal
NFxB
nNOS
NO
NOy
NP-40
NTA
0O,

0,”
OH"~
ONOO"
PMSF
PSA
RNS
ROS
RTf
SDS
SFB

Cioruro de magnesio

RNA mensajero

Nitrogeno

N-acetil-L-cisteina

Bicarbonato de sodio

Hidroxido de Sodio

Salicilato de Sodic

Factor de transcripcion nuclear xB
Oxido nitrico sintasa neuronal
Oxido nitrico

Nitrito

Targitol NP40 (nonifenoxi polietoxi etanol)
N,N-bis [carboximetil] glicina, acido triglicolamico
Oxigeno

Anidn superdxido

Radical hidroxilo

Peroxinitrito

Fenilmetilsuifonil fluoruro
Persuifato de amonio

Especies reactivas de nitrogeno
Especies reactivas de oxigeno
Receptor para transferrina

Dodecil suifato de sodio

Suero fetal bovino

vii




SHH Salicilaldehido isonicotinil hidrazona

SN Sistema nervioso
SNAP S-Nitroso-N-acetilpenicilamina
Tween 20 Polioxietilensorbitan monolaurato

viii



RESUMEN

La homeostasis del Fe es controlada por el sistema IRE/IRP. Como respuesta a
una sobrecarga de Fe, este sistema disminuye la sintesis del RTf y activa la sintesis de
ferritina. Resultados en nuestro laboratorio han demostrado que las células neuronales
no disminuyen la incorporacion de Fe en condiciones de sobrecarga de este metal, por
lo que acumulan Fe en el tiempo. Este comportamiento se debe a la actividad
sostenida de IRP1 en respuesta a la acumulacion de Fe. Por ofra parte, la actividad de
IRP1 es inhibida por antioxidantes, sugiriendo que esta activacion es mediada por
esirés oxidativo inducido por Fe. En ests trabajo estudiamos el papel del NO y de
NF«xB en la activacion de IRP1 y en la generacion de estrés oxidativo inducido por Fe
en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Nuestros resultados demuestran que
los niveles de NO y [la actividad tanto de NFxB como de IRP1 fueron inducidos por Fe.
La activacion de IRP1 a su vez, fue acompariada por una disminucién en los niveles de
proteina de IRP1 y por un aumento en la nitracion de tirosinas de IRP1. El tratamiento
de estas células con el inhibidor de las NOS, L-NNA y con el inhibidor de NF«B, NaSal
disminuyen la activacion de IRP1 mediada por Fe; mientras que el tratamiento con el
dador de NO, SNAP aumenta esta respuesta. Al mismo tiempo, observamos que el NO
ejerce efectos antioxidantes disminuyendo el LIP y aumentando la concentracién
intracelular de GSH. Sobre la base de estos resultados, concluimos que el NO tiene un
papel pro y antioxidante en la respuesta a estrés oxidativo inducido por Fe en las
células SH-SY5Y. Finalmente, concluimos que el Fe induce la produccién de NO a

traves de la activacion de NFxB. Por su parte, el NO induce la actividad de iRP1,

favoreciendo un circulo viciosos de mas Fe y mds estrés oxidativo, mientras que al
ix




mismo tiempo aumenta la respuesta antioxidante mediante ia disminucion del LIP y e}

aumento de los niveles celulares de GSH.




ABSTRACT

The Iron regulatory protein / Iron Responsive element (IREARP) system
maintains cellular iron homeostasis down-regulating the synthesis of transferrin
receptor (TfR)} and up regulating the synthesis the iron-storage protein ferritin in
response to iron accumulation. We recently reported that neuronal celis do not turn off
iron incorporation under iron sufficiency so these cells accumulate iron in time. This
behavior was traced to the sustained activity of IRP1 in response to iron accumulation.
This unregulated activity was abolished by antioxidants, suggesting that IRP1 activation
is mediated by iron-induced oxidative stress. In this work, we characterized in SHSY5Y
neuroblastoma celis the involvement of nitric oxide and the nuclear factor xB in the
phenomena of iron-induced 1IRP1 activation and oxidative stress. Nitric oxide levels, NF-
xB and IRP1 activity were induced by iron. Iron-induced IRP1 activation was
accompanied by decreased levels of IRP1 protein and increased IRP1 tyrosine
nitration. Treatment of celis with the nitric oxide synthase inhibitor L-NNA and the NF-
kB inhibitor NaSal abolished iron-mediated IRP1 activation while treatment with the
nitric oxide donor SNAP enhanced this response. Simultaneously, SNAP also elicited
anti-oxidant effects, decreasing the reactive iron pool and increasing the intracellular
concentration of GSH. We conclude that in neuroblastoma cells nitric oxide is involved
in both pro-oxidant and anti-oxidant responses to iron-induced oxidative stress. Thus,
iron induces NF-xB, which induces nitric oxide production. Next, nitric oxide induces
[RP1 activity, eliciting a vicious cycle of more iron and more oxidative stress, while at
the same time it increases the antioxidant response by decreasing the labile iron pool

and increasing cellular GSH levels.
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i. INTRODUCCION

Las células estdn expuestas a un ambiente pro-oxidante producto de que
especies reactivas de oxigeno (ROS) son continuamente generadas por el
metabolismo celular. Cuando los niveles de ROS no son controlados adecuadamente
se produce un ambiente de estrés oxidativo, él cual se debe basicamente a la
produccion de elementos pro-oxidantes por una parte y a las debilidades de la defensa
antioxidante por otra, llegando a afectar el estado redox celular (Drége, 2002).

En los sistemas biologicos los elementos pro-oxidantes provienen en su
mayoria del oxigeno (O.) y del nitrégeno (N,); e incluye a radicales libres tales como:
anién superdxido (O,7), radical hidroxilo {OH"), radical éxido nitrico (NO"), peroxinitrito
({ONOQOY); y a oifros compuestos de O, que, si bien no pueden catalogarse
quimicamente como radicales libres, son altamente pro-oxidantes y capaces de
generar radicales libres durante su metabolismo, como por ejemplo el perdxido de
hidrégeno (H,0,) (Drége, 2002). El estrés oxidativo, ademas, es capaz de causar dafio
oxidativo a macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos y lipides afectando su
funcion (Reddy y Clark, 2004) (Figura 1). Por ofra parte, la respuesta de un organismo
a estrés oxidativo incluye tanto adaptaciones fisicas como ambientales. Una vez
terminada la respuesta al esfrés, el organismo vuelve a su equifibrio original. Sin
embargo, un estrés oxidativo intenso o de larga duracién, resulta en un nuevo equilibrio
biol6gico, el cual puede ser perjudicial para las células.

El sistema nervicso (SN} es particularmente vuinerable al dafio por ROS y por
especies reactivas de nitrégeno (RNS). Un gran ntiimero de factores contribuye a la alta
sensibilidad del SN hacia el dafio oxidativo, entre los que se encuentran bajos niveles

del antioxidante natural glutation en neuronas, alto porceniaje de acidos grasos poli-




insaturados en las membranas y alto requerimiento de O, en el cerebro debido a su

alta tasa de actividades metabdlicas (Thompson y col., 2001). El estrés oxidativo

ademas, es considerado uno de los mecanismos principales envuelto en la iniciacion y

progresion de dario celular en

neuronas y por lo tanto, juega un rol en la patogénesis

de muchas enfermedades neurodegenerativas (Dringen y col., 2000). Una correcta

respuesta a estrés oxidativo es entonces, fundamental para la sobrevida y para el

normal funcionamiento de los organismos. Las respuestas adaptadoras al estrés

oxidativo incluyen la induccién de los niveles de glutation reducido (GSH) y de enzimas

antioxidantes tales como catalasa y superéxido dismutasa, entre otras; induccién de

nueva expresion génica, modificacion proteica y degradacion proteolitica de proteinas

dafiadas oxidativamente (Marshall y col., 2000).

H

<

Peroxidacion lipidica

ESPECIES REACTIVAS
102 - 02 RNH:
Oxigeno singlete l l
(o Ny - NO~
Anién superoxido l \
NO'
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OH~
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ONOO"

Peroxinitrito

l

202

Nitracion de proteinas

l

Oxidacion de proteinas

Oxidacion de DNA

Figura 1: Especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS) y su rol sobre las
modificaciones oxidativas a proteinas, acidos nucleicos y lipidos.




Por otra parte, el hierro (Fe) es un elemento esencial para la vida, puesto que
participa en una gran cantidad de procesos de oxido-reduccion. Forma parte esencial
de las enzimas del ciclo de Krebs, en la respiracién celular y como transportador de
electrones en los citocromos. Ademas, esta presente en numerosas enzimas
involucradas en el mantenimiento de la integridad celular, tales como las catalasas,
peroxidasas y oxigenasas (Forrellat y col., 2000).

El elevado potencial de oxidacién del Fe, junto a su facilidad para promover la
formacion de compuestos tbxicos altamente reactivos (ROS) determina que el
metabolismo de Fe sea controlado por un potente sistema regulador (Forrellat y col.,
2000). Sin embargo, estudios han demostrado que los sistemas reguladores funcionan
adecuadamente en condiciones de carencia de este metal y no asi en condiciones de
exceso (Nafiez-Millacura y col., 2002).

En presencia de O,, Fe cataliza la generacién de O, mediante la reaccion de
Haber-Weiss:

Fe? + 0. —> Fe® + 0,

Por su parte, O, dismuta esponténeamente o catalizado por la Superdxido
Dismutasa (SOD) a H,O..

0, + 2H — H.0»

En presencia de H,0,, Fe cataliza mediante la reaccién de Fenton la generacién

del radical hidroxilo (OH"), el cual es altamente reactivo:

Fe? + HO, —» Fe” + OH  + OH"



Fe** es reducido a Fe'? por reductores celulares:

Fe® + GSH — Fe*? + G-S-S-G

Finalmente, el balance de las reacciones anteriores es:

O, + GSH + 2H _F®, GSSG + OH + OH

Por lo tanto, el Fe en presencia de O, y en un ambiente reductor intracelular es un

catalizador de la producciéon de OH".

Multiples lineas de investigacién evidencian que un factor comin en
enfermedades neurodegenerativas es un exceso de Fe en el cerebro, producido por
una perdida en la regulacion de los mecanismos homeostiticos gue mantienen
adecuados niveles de este metal en [a célula (Thompson y col.,, 2001). La formacién de
ROS inducido por Fe produce dafio a tejidos y confribuye a la toxicidad del Fe en
desordenes neurodegenerativos como la enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Alzheimer y en Esclerosis amiotrépica lateral (Shcham y
Youdim, 2000; Berg y col., 2001; Thompson y col., 2001; Perry y col., 2002; Carri y col.,

2003}, entre ofras.

1.1 Regulacion de los niveles de Fe celular.

En vertebrados, los niveles celulares de Fe son conbrolados post-
transcripcionaimente por la actividad de proteinas reguladoras de hierro (IRP1 e IRP2),
proteinas citosdlicas que se unen a elementos estructurales Hamados elementos en

respuesta de Fe, IREs (Eisenstein, 2000). I[REs se encuentran en regiones no

traducidas de los mRNAs de las proteinas mas importantes en la regulacién de la




homeostasis celular de hierro: RTf, envuelio en el transporte de Fe del plasma a ia
céluia y en el mRNA de ferritina, Ia proteina encargada de almacenar Fe (Bouton,
1999; Kim y Ponka, 2002). El primer IRE identificado fue localizado en la regién 5 no
traducida del mRNA de las cadenas pesada y liviana (H y L, respectivamente} de la
ferritina humana (Leibold y Munro, 1988). La interaccién IRP1/IRE en la regién 5'
terminal inhibe su fraduccion. Un segundo tipo de regulacién post-transcripcional del
metabolismo del Fe mediado por IRPs es la regulacién del RTf. El| mRNA del RTf
contiene cinco IREs, todos localizados en la region 3' terminal; la interaccion entre IRPs
e IREs incrementa la estabilidad del mRNA de este receptor (Bouton, 1999; Kim y
Ponka, 2002).

Por otra parte, las proteinas IRP1 e IRP2 se expresan diferencialmente en
distintos tejidos, se regulan por diferentes mecanismos, presentan diferente
sensibilidad a los cambios celulares de Fe y responden a diferentes estimulos
(Eisenstein, 2000}. Actualmente se sabe que IRP2 comanda la homeostasis normal de
Fe para administrar niveles de Fe adecuados. Estudios han demostrado que ratones
knock-out para IRP1 presentan niveles celulares de Fe normales y por ende tienen una
vida normal mientras que ratones knock-out para IRP2 muestran acumulacion de Fe en
ferritina y severos problemas de neurodegeneracién (LaVaute y col., 2001; Meyron-
Holtz y col., 2004).

IRP1 es una proteina citosdlica de 98 KDa y fue ia primera proteina identificada
en células de mamiferos con la capacidad de mantener la homeostasis del Fe. IRP1 es
una proteina bifuncional con dos actividades mutuamente excluyentes: por una parte
es una holoproteina con un centro 4Fe-4S actuando como aconitasa citosdlica,

mientras que en ausencia del centro Fe-S es una apoproteina que se une con gran

afinidad a secuencias IREs. El centro 4Fe-4S que presenta esta proteina esta ligado




por tres cisteinas (437, 503 y 508), donde la presencia de esle sitio catalitico
contribuye a la estabilizacién de la estructura de la proteina (Bouton, 1999; Kim y
Ponka, 2002). IRP2 en cambio, tiene un peso molecular de 105 KDa debido a un
dominio adicional de 73 aminodcidos cerca de la parte N-terminal (Bouton, 1999; Kim y
Ponka, 2002). La secuencia aminoacidica de IRP2 humana exhibe 57% de identidad y
75% de similitud referente a IRP1 humana, lo que explica la capacidad de IRP2 de
unirse a secuencias consensos de IREs con la misma afinidad de IRP1.

Las actividades de IRP1 e IRP2 responden a cambios en los niveles de Fe
celular a través de diferentes mecanismos. IRP2 es controlada a niveles de estabilidad
de la proteina y es rapidamente degradada en respuesta a la induccion de dafio
oxidativo mediado por altos niveles de Fe (Guo y col., 1995; Bouton, 1999). Estudios
han establecido que la presencia de la secuencia de 73 aminoacidos unica en IRP2, es
responsable de la degradacién proteclitica de la proteina mediada por Fe (Kim y
Ponka, 2002). IRP1, en cambio, que es mas abundante en células de mamiferos que
IRP2, es considerada como una proteina de vida media estable, que no es afectada
por cambios en los niveles de Fe. En condiciocnes de abundancia de hiermo, IRP1 tiene
el centro [4Fe-4S], manteniendo a la proteina activa como una enzima aconitasa
cohvirtiendo citrato en isocitrato e inactiva para unir IREs. Bajos niveles de Fe
intracelular inducen un desensamblaje del centro [4Fe-4S], lo que causa que IRP1 se
una y estabilice al mRNA de RTf, asi como también se una al mRNA de ferritina,
disminuyendo su traduccion (Eisenstein, 2000) (Figura 2). Por lo tanto, la conversién de
iIRP1 desde actividad aconitasa a capacidad de union a RNA procede a través de un
mecanisimo post-transcripcional (Oliveira y Drapier, 2000; Kim y Ponka, 2002).

Obtros mecanismos responsables en la conversion entre holoproteina

{aconitasa) y apoproteina (proteina de union a RNA) de IRP1 han sido largamente




investigados y, en adicién al Fe, diferentes sefiales como NO (Bouton y col., 1997; Kim
y Ponka, 2002), estrés oxidativo (Martins y col., 1995; Pantopoulos y col., 1997; Nufiez-
Millacura y col., 2002), fosforilacion e hipoxia/reoxigenaciéon han sido vinculados en la
modulacion post-traduccional de IRP1. Esta proteina es entonces, un link regulatorio
entre estrés oxidativo y metabolismo del hierro y ademas, es una molécula sensible a
procesos redox que responde a una variedad de sefales quimicas emitidas por la

célula (Bouton, 1999).
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Figura 2. A) Reguiacion de la actividad de las proteinas IRP1 e iRP2 en funcién de los
niveles celulares de Fe. B) Niveles de expresion de las proteinas que regulan la
homeostasis ceiular de Fe, ferritina y el receptor para transferrina.




4.2 Oxido nitrico y metabolismo del Fe.

Oxido nitrico {NO) es una pequefia molécula diatémica generada por las 6xido
nitrico sintasas (NOS). El NO es producido por la mayoria de las células de
vertebrados, reaccionando entre otros con oxigeno molecular, metales de transicién,
radicales libres, grupos tiol y con hierro heme y no-heme en metaloproteinas
{Pantopoulos y col., 1994). Debido a sus miiltiples interacciones, NO juega un rol en
una variedad de procesos fisicldgicos y patolégicos, incluyendo vasodilatacion,
in;libicién de agregacion plaquetaria, relajacion del mdisculo fiso, neurotransmision
(Bogdan, 2001; Chiueh, 2002), diferenciacion y plasticidad neuronal (Peuncva y col.,
1995), transcripcién genética, traduccion y estabilizacion de mRNA, metabolismo del
hierro y apoplesis, entre otros (Bogdan, 2001; Chiueh, 2002).

Las NOS forman un grupo de conservadas iscenzimas homodiméricas
citosdlicas © membranosas que convierien el amino acido L-arginina en citrulina y NO
tanto en vertebrados, invertebrados (incluyendo protozoo e insectos) y plantas. Todas
las isoformas de las NOS son proteinas que contienen un grupo heme y requieren los
mismos co-substratos (oxigeno molecular, NADPH) y cofactores (FMN, FAD, entre
ofros) (Stuehr, 1897). Ademas estas isoformas estédn estructuralmente relacionadas,
pero difieren en su origen genético, dependencia iénica para su actividad
{Ca'¥calmodulina), funciones fisiopatolégicas y distribucién anatémica (Hall y col,
1994; Qu y col., 2001).

Existen tres isoformas de la éxide nitrico sintasa (NOS). Oxido nitrico sintasa
inducible (iNOS, NOS Il}, independiente de Ca™, es encontrada primeramente en
macréfagos, donde su expresion es aumentada por estimulos inflamatorios. El NO
producido por iINOS ha sido caraclerizade en numercsos tipos celulares como

consecuencia de procesos inflamatorios que siguen procesos de infeccion, enfermedad




o dafio a tejidos (Heneka y col., 2001). En cerebro, la expresion de iNOS ha sido bien
caracterizada en astrocitos, microglias y en menor porcentaje en células endoteliales
(Heneka y col, 2001). La éxido nitrico sintasa endoielial (eNOS, NOS lll) es
enconirada en células endoteliales, y el NO generado achia disminuyendo la presion
sanguinea, inhibiendo la agregacion plaquetaria resuitande en vasodilatacién, entre |
otros (Grant y col., 2002). Finalmente, la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNNOS, NOS 1)
es expresada en neureonas, mientras que el NO producido acttia como neurotransmisor ‘
regulando la transmisién neuronal {(Grant y col., 2002). Tanto eNOS como nNOS son ‘

enzimas expresadas en forma constitutiva y son dependiente de Ca'¥Caimodulina

(Stuehr, 1997).
Las tres isoformas de NOS son expresadas en el sistema nervioso central |
(SNC). La produccién endégena de NO en el SNC puede mediar importantes procesos
biolégicos como potenciacion a largo plazo (LTP) {(Robb y col., 1999). En cambio ‘
cuando es producido en exceso esta implicado en citotoxicidad y patogénesis en
enfermedades neurodegenerativas como en la enfermedad de Alzheimer (Heneka y
col., 2001; Luth y col., 2001).
Con relacion a la homeostasis celular del Fe, NO puede medificar a la proteina
IRP1 por S-nitrosilacion de cisteinas en particular Cys 437, 503 y 506 quienes forman
el cluster Fe-S y a través de la nitracion de tirosinas, especialmente Tyr 501, quien esta
localizada en la vecindad del dominio de union a IREs (Bouton, 1999). Estudios han
demostrado que la biosintesis de NO induce paralelamente una disminucion de la
actividad aconitasa e incremento en la actividad de unidn a RNA de IRP1 en lineas

celulares de macréfagos de ratén J774 (Weiss y col.,, 1994) y RAW 264.7 (Bouton,

1998). La habilidad de NO para incrementar la actividad de unién a RNA de IRP1 es

atribuida tanto a la interaccion directa del ligando con el centro Fe-S como también a la




perturbacion de NO al poo! de Fe celular (Wardrop y col., 2000). El incremento de la
actividad de unién a RNA de IRP1 resulta en un incremento de la expresion del mRNA
del RTf y en un incremento en la captacién de Fe por parte de la proteina transferrina
(Tf) en macréfagos (Wardrop y col., 2002). El aumento de la afinidad de IRP1
modificada por NO hacia IREs en el mRNA de ferritina reprime su traduccién y por lo
tanto el almacenaje de Fe, lo cual puede resultar en un incremento de los niveles de Fe
libre intracelular. Ademas ha sido reportado que el NO par si solo es capaz de remover
el Fe de los depdsitos de ferritina (Shoham y col., 2000). Lo anterior, puede resultar
muy peligroso para las células ya que un exceso de Fe reactivo libre puede catalizar la
formacién de radicales hidroxilo nocivos mediante la reaccion de Fenton.

En determinadas situaciones en las que aumenta la formacion de O," y de NO,
la reaccion entre ellos es espontdnea, formandose peroxinitrito (ONOO") (Bogdan,
2001; Radi y col, 2001). ONOO" es una especie reactiva, de vida media corta y
permeable a membranas celulares que promueve estrés oxidativo y dafio a tejidos ya
que reacciona rapidamente con grupos sulfidrilos, especialmente con cisternas,
inactivando enzimas que contienen centros Fe-S (Bouton, 1997). A su vez promueve
peroxidacién lipidica, fragmentacion de DNA, nitracién de anillos fenélicos luego de
reaccionar con metales y nitracion de residuos tirosinas en proteinas (Radi y col.,
2001). La formacién y reaccién de ONOO™ han sido propuestas en la contribucién de
esta molécula en la patogénesis de una variedad de enfermedades tales como
procesos de inflamacién cronicos y en desdérdenes neurodegenerativos (Radi y col.,
2001; Sarchielli y col., 2003).

Con relacion a la homeostasis de Fe, ONOO" reacciona con el cluster 4Fe-4S

tanto de las enzimas aconitasa mitocondrial como citosélica, modulando las dos

funciones de IRP1 reciprocamente. La reaccién entre QONO" y el cluster resulta en




una disminucion de la actividad aconitasa de IRP1 y en la formacién de un centro 3Fe-
48, el cual es cataliticamente inactivo debido a la oxidacién de las cisteinas que forman
el cluster y sdlo exhibe actividad de union a RNA en condiciones reductoras. Lo
anterior queda reflejado en que substratos de aconitasa al unirse al centro Fe-S
protegen a IRP1 contra los efectos del ONOO', demostrando que este centro es blanco

del ONOO" (Bouton y col., 1997; Soum y col., 2003).

Aparte de los efectos citotéxicos de las ROS alterando estructuralmente y
funcionalmente cualquier molécula bioldgica, actualmente se le esta prestando una
atencion especial a la relacion entre estrés oxidativo y control de la expresién génica.
El balance intracelular entre pro-oxidantes y antioxidantes influye en la homeostasis
celular; y la alteracion de este balance hacia estrés oxidativo puede modular la
activacion de quinasas y la inactivaciéon de fosfatasas que inducen cambios en la
expresion génica a través de la activacién de factores de transcripcién. Al menos tres
factores de transcripcion parecen sensibles al estado redox celular: el factor nuclear xB
(NF-«B), el activador de proteinas (AP-1) y el receptor activado de proliferaciéon de

peroxisoma (PPAR) (Marshall y col., 2000).

1.3 Factor de transcripcion nuclear «B.

La familia de NFxB esia compuesta por proteinas estructuralmente
relacionadas que pueden formar homo o heterodimeros de unién a DNA. Todas las
proteinas Rel contienen un dominio altamente conservado de aproximadamente 300
aminoéacidos, llamado dominio homélogo Rel (RHD), que contiene secuencias

necesarias para la formacion de dimeros, localizacién nuclear, unién a DNA y unién a
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lxappaB (Baeuerle y Baltimore, 1996). Esta familia puede ser dividida en dos grupos
basados en su estructura y funcion. El primer grupo involucra a p65 (Rel A), c-Rel y Rel
B, que contienen dominios de activacion transcripcional necesarios para la induccion
genetica. El segundo grupo contiene a p105 y p100, las que por procesos proteoliticos
conllevan a la formacion de p50 (NFxB1) y p52 (NFxB2), respectivamente {Peng y col.,
1995; Grilli y Memo, 1998). La regién carboxile terminal de p105 y p100 comparte
caracteristicas estructurales con el inhibidor de NFxB, kB, y por ende funcionan para
retener a NFxB en el citoplasma (Peng y col., 1995). Las proteinas maduras de p50 y
p52 pueden formar dimeros funcionales con los miembros de ambos grupos. Con la
excepcion de Rel B, quien no puede formar homodimeros, miembros de ambos grupecs
pueden unirse como homo o heterodimeros de manera tejido especifico para inducir la
actlivacion de genes {Peng y col., 1995).

En la mayoria de las céluias, NFkB es secuestrado en el citoplasma a través
de la asociacion con una familia de proteinas inhibitorias, las IkBs (I-xBea, I-xBB, I-<By o
I-xBe), quienes enmascaran la sefial de translocacion nuclear (NLS) presente en la
subunidad p65 de NFkB (Baeuerle, 1998). Las proteinas IkBs contienen militiples
copias de repetidos de ankirina, quienes interactian con el RHD de proteinas
Rel/NFxB (Baeuerle, 1998). Cuando el NFxB es activado por sefiales externas, entre
ellas estimulacién por citoquinas (Duh y col., 1989), virus (Leung y Nabel, 1988;
Sambucetti y col., 1989), NO (Simpson y Morris, 1999) y estrés oxidativo (Li y col.,
1999), las IxBs son rapidamente fosforiladas en dos residuos especificos de serinas
localizados en la region N-terminal de estas proteinas, permitiendo su ubiquitinacion y
blanco de degradacion proteosomal (Baeuerle, 1998). La desenmascaracion de NLS

de NFxB, permite su translocacion al nticleo e inicia la transcripcién de muchos genes
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envueltos en la respuesta inflamatoria e inmune (Piefte y col,, 1997, Li y col,, 1999).
Entre los genes regulados por NF«B, se encuentran moléculas de adhesion (ICAM,
VCAM, E-selectina), enzimas de respuesta a inflamacion (iNOS, ciclooxigenasa-2,
lipooxigenasa, fosfolipasa citosdlica A2) y citoquinas pro-inflamatorias (TNFa, 116, IL-
2) {(Marshall y col., 2000). A su vez, NF«B esta implicado en reacciones de inflamacion,
control del crecimiento y apoptosis, y es el primer factor de transcripcion eucariético
que responde directamente al estrés oxidativo en algunos tipos celulares.

Esta establecide que condiciones reductoras son requeridas en el nicleo para ia
actividad de NFxB de union a DNA, mientras que condiciones oxidativas en el
citoplasma promueven la activacion de NFxB (Marshall y col., 2000). Cabe recalcar
que para la union de NF«B a DNA, un residuo de cisteina en la region de unién a DNA
en la subunidad p50 {cisteina 62) debe estar en estado reducido, participando en la
formacion de puentes disulfuro intermoleculares. Ademas la glutationilacién o
nitrosilacion de este residuo ha sido demostrada para inhibir la unién de NFxB in vivo
{Marshall y col., 2001).

En el cilosol, estrés oxidativo inducido por la generacién de ROS ha sido
implicado en la activacion de NF«xB. La activacion NFxB inducida por H,O, es
altamente dependiente del tipo celular y al parecer de los niveles intracelulares de
glutatioén reducido (GSH), que difiere de un tipo celular a otro, puede ser crucial para la
respuesta de NFkB inducida por H O, (Li y col., 1999). Ademas, el rol de ROS como
segundos mensajeros en la activacion de NFxB ha sido demostrado con el uso de
antioxidantes tales como N-acetil cisteina (NAC), vitamina E, &cido acetil salicilico,
quelantes de hierro y con la sobreexpresién de enzimas antioxidantes inhibiendo la

actividad de este factor. Por lo tanto, la respuesta a esirés oxidativo en algunos tipos
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celulares involucra la induccién de la actividad de NFxB (Levites y col., 2002).
Ademas, estudios previos han demostrado un efecto estimulatorio directo de Fe'% en la
activacion de NFkB en células de Kupffer (She y col., 20602), en higado de macréfagos
y en microglias de cerebro de rata (Levites y col., 2002). La explicacion mas aceptada
para los efectos del Fe sobre NFxB es mediante la generacion de OH~ y por ende de
estrés oxidativo a través de la reaccion de Fenton (She y col., 2002).

Las acciones atribuidas al factor de transcripcion NF«B son contradictorias. Por
una parte, este factor participa en la activacion de genes esenciales envuelios en la
funcién inmune e inflamatoria, asi como también en mecanismos de proteccién y
sobrevida celutar actuando como modulador en la regulacion de sisternas antioxidantes
(Grilli y Memo, 1999). Por el contrario, la induccién de este factor también ha sido
relacicnada con el inicio o aceleracion de procesos de disfuncién y degeneracién en
algunos desérdenes neurodegenerativos, incluyendo enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer e infecciones virales en el sistema nervioso central, entre
otros (Atwood y col.,, 1994; Behl y col., 1994; Yan y col., 1995; Boissiere y col., 1997;
Hunot y col., 1997; Kaltschmidt y col., 1997).

Finalmente, es probable que el factor de transcripcion NF«B juegue un papel
importante en determinar ef balance final entre muerie y sobrevida de la célula, el que
es fundamental en la vida de un arganismo en algunos tipos celulares. El punto que
discrimina entre respuesta fisiologica o patolégica mediada por NFxB debe ser
entonces célula-especifica, estar influenciado por la naturaleza y la intensidad de
estimulos extracelulares y ser viable para ser modificado continuamente por la

maquinaria transcripcional (Grillo y Memo, 1999).
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1.4 Estrés oxidativo inducido por Fe.

Al ser la division celular una de las pocas ccasiones en donde los niveles
celulares de hiemro son efectivamente reducidos, las células guardan este metal
cuidadosamente. Debido a su condicion post-mitdtica, las neuronas no pueden reducir
el hierro intraceluiar a través de la divisién celular, asi que va a depender de estrictos
mecanismos en la homeostasis del Fe para manejar sus niveles celulares.
Descubrimientos recientes de nuestro laboratorio indican que ciertos tipos celulares
expresan el transportador de salida de Fe, Iregt, que aminora la acumulacion de este
metal (Aguirre y col., 2005).

Las neuronas tienen un activo sistema IRE/IRP y expresan ferritina, TIR y
transportador de membrana de Fe, DMT1. Ante un aumento en el contenido de Fe, ias
células neuronales manejan su estabilidad y el contro! de los niveles de dafio oxidativo
hacia proteinas y DNA a través de la activacion de mecanismos antioxidantes (Nufiez y
col., 2004). Estudios han demostrado que la captacion de Fe por células de
neuroblastoma de ratén N2A y por neuronas de hipocampo desde el medio extracelutar
aumenta los niveles de Fe intracelular total y los niveles de pool de Fe reactivo. Este
aumento en los niveles de Fe intracelular podria inhibir la activacion de IRP1,
terminado el proceso de captacion de Fe. Sin embargo, un fuerte incremento en la
concentracién de Fe en el medio de cultivo suprime la actividad de IRP2 pero re-activa
a IRP1 aumentando asi la captacion de Fe (Ndfiez-Millacura y col., 2002; Ntiiiez y col.,
2003). La hipdtesis es que la induccion de Ia actividad de IRP1 es mediada por estrés
oxidativo, ya que cuando estas células fueron cuitivadas con sobrecarga de Fe y con
variadas concentraciones del antioxidante NAC, se observé una disminucién de ia
actividad de IRP1 y ésta ademas fue dosis dependiente (Nifiez-Millacura y col., 2002;

Nuafiez y col., 2003).
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Muchas de las caracteristicas especificas de la homeostasis neuronal de hierro
y su relacion con respuestas pro o antioxidantes son desconocidas. Es importante
entonces lograr un mejor conocimiento de la homeostasis de Fe neuronal y de los
mecanismos por los cuales las neuronas regulan ios niveles de hierro y las respuestas
adaptativas celulares para asi aclarar la importancia y la relevancia de éste en la
induccién de daiio oxidativo.

La linea celular de neuroblastoma humanoe SH-SY5Y es un sistema bien
establecido para el estudio en células neuronales. Estas células salen del ciclo celular,
expresan muchos marcadores tipicos neuronales y son dependientes de factores
neurotréficos para vivir y diferenciarse. Estas caracteristicas hacen que estas células
obtenidas con protocolos especificos sean muy similares a neuronas primarias
(Encinas y col., 2000). Las caracteristicas antes mencionadas hacen de este modelo

un buen sistema para el estudio de rutas de transduccion de sefiales presente en las

neuronas.




Il. HIPOTESIS

El estrés oxidativo intracelular inducido por hierro activa a IRP1 por una via de

senalizacion mediada por el factor de transcripcion nuclear kB y el 6xido nitrico. Esta

activacion resulta en un circulo vicioso de mayor incorporacion de Fe y muerte celular.
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. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el papel del factor de transcripcion nuclear xB y de NO en la

activacion del regulador de ia homeostasis celular de hierro, IRP1, en células de

neuroblastoma humano SH-SY5Y sometidas a estrés oxidativo inducido por hierro.

Objetivos especificos

1.

2.

Determinacion de dafio oxidativo y de muerte celular mediado por Fe.
Medicion de los niveles de expresién y actividad de IRP1 en funcion de diferentes

concentraciones de Fe.

3~~Determinacion de la actividad de NFxB mediada por Fe.

4,
5.

Medicidn de los niveles de expresion de las oxido nitrico sintasas en funcion a Fe.
Determinar el efecto de Fe en los niveles de dxido nitrico y en ia nitrosilacion de
IRP1.

Efecto de inhibidores de la actividad de NF«B y NOS en la activacién de IRP1
mediada por hierro.

Efecto de dadores de NO en |a activacion de IRP1 mediada por Fe.

Efecto de inhibidores y dadores de NO en los niveles de pool de Fe reactivo.

Efecto de inhibidores y dadores de NO en los niveles de glutation reducido.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES
4.1.1 Material Biolégico

La linea celular SH-SY5Y (American Type Culture Collection # CRL-2266,
Rockville, MD) es un tercer subclon sucesivo de la linea SK-N-SH, la cual fue
originalmente establecida de un cancer de médula 6sea (Encinas y col., 2000). La linea
parental SK-N-SH compromete al menos dos fenotipos distintos morfolégica y
bioquimicamente: neuroblastico (tipo N) y substrato adherente {tipo S), quienes pueden
caer en transdiferenciacion. Al ser derivada de un subclon neuroblastico, esta linea
celular retiene una pequeifia proporcion de células de fipo S (Encinas y col., 2000).
Células SH-SY5Y pueden ser morfolégicamente diferenciadas en células neurcnales,
dependiendo su fenotipo del agente inductor. Otra de las caracteristicas de estas
células es que exhiben moderados niveles de actividad dopamina beta hidroxilasa y
crecen como centros de células neuroblasticas con muitiples, cortas y finas

proyecciones celulares (neuritas).

4.1.2 Reactivos

Generales: Acido bérico, acritamida, azul de bromofenol, azul Tripan, B-
Mercaptoetanol, bis- acrilamida, BSA, buiffer fosfato salino (PBS), CaCl,, coctel de
inhibidores de proteasa, desferal, DTT, EDTA, estandar de peso molecular, etanol,
glicerol, HCI, heparina, Hepes, H,O,, KCI, marcador de peso molecular, metanol,

MgCl,, MgOAc, NaCl, NADPH, NaOH, NP-40, paraformaldehido, PMSF, PSA,
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sacarosa, SDS, TBS, Temed, Tris base, Tritdn X-100, Tween 20, xilencianol (Sigma, St
Louis, EEUU). L-NNA y SNAP (Calbiochem, EEUU).

Anticuerpos: Anti-IRP humano; anti IRP1 humano, dirigido contra la secuencia
FNRRAD(fosfo)SLQKNQDLC especifica para IRP1 (Dr. Richard Eisenstein,
Departamento de Ciencias, Universidad de Wisconsin-Madison); anti IRP2, anticuerpo
contra un dominio exclusive de IRP2 (Dr. E. Leibold, Programa Eccles en Biologia y
Genética Molecular Humana, Universidad de UTA) (Guo y col., 1995); anti nitrotirosinas
(Molecular Probes, Eugene, EEUU); anti-NFxB subunidad p65 (Santa Cruz
Biotechnology, EEUU); anti-nNOS (BD Biosciences Pharmingen, EEUU); anti-INOS
(Sigma, St Louis, EEUU); anti 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) (Calbiochem, EEUU); anti IgG
de ratén conjugada con peroxidasa de rabano; anti IgG de conejo conjugada con
peroxidasa de rabano, anti iIgG-Rodamina.

Cultivo Celular: Suero fetal bovino, medio MEM, medio F12, fripsina, fungizona,
penicilina, estreptomicina, aminoacidos no esenciales, NaHCOs.

Radioisétopos: a-*P-CTP, y-**P-UTP (Perkin Elmer, Boston, EEUU), *Fe (New
England Nuclear, Boston, EEUU).

Oftros: Kit de quimioluminiscencia para analisis de Western blot Super Signal
(Pierce Chem. Co., Rockford, IL), kit de deteccion de produccién de dxido nitrico Griess

Reagent (Promega, EEUU).




4.2 METODOS

4.21 Cultivo Celular: Células SH-SY5Y fueron cuitivadas en medio MEM-F12
suplementado con 10 % SFB, 100.000 U de penicilina/estreptomicina, 25 mg/mi de
fungizona, aminoacidos no esenciales, 1.5 mM NaHCO; y 20 mM de Hepes. Se
sembraron 30.0000 células/cm® y se cultivaron en botellas de 25 ml. SH-SY5Y fueron
incubadas a 37°C, 5% CO, durante 7-8 dias con cambio de medio cada 2 a 3 dias.
Durante este periodo las células alcanzan confluencia, obteniéndose 3-4 x 10° células

por botella. Las céiulas fueron tripsinizadas y resembradas en iguales condictones.

4.2 2 Obtencion de células SH-SY5SY con distintas concentraciones de hierro:
Para obtener extractos celulares bajo diferentes condiciones, se sembraron 5 x 10°
células en placas p60 y se cultivaron durante 8 dias en condiciones normales. Al
octavo dia, los cultivos se sometieron a fratamientos con medio MEM/F12 10% FBS
suplementado con 10, 20, 40 y 80 uM Fe como complejo FeCls-nitrifofriacetato de sodio

(NTA, 1:2.2, mol:mol) por 48 horas.

4.2 .3 Extractos de proteina celular: Las células tratadas se lavaron con 2 mL de PBS
y luego se desprendieron del plastico con TRIS-EDTA. A continuacién se centrifugaron
y el pellet celular se lavo con 0.5 mL de PBS. Las células se resuspendieron en bufier
de lisis (25 pl por 1 x 10° células de NP40 0.5%, Hepes 10 mM pH 7.5, MgCl, 3 mM,
KCI 40 mM, PMSF 1 mM, Glicerol 5%, DTT 1 mM, Leupeptina 10 ug/mL, Aprofinina 0.5
pg/ml, Pepstatina A 0.7 ug/mL). La mezcla se agité en vortex por 30 segundos y luego

se incubd en hielo por 15 minutos. Finalmente la mezcla se cenfrifugd por 15 minutos a

12.000 x g y €l pellet celular contenido en e! sobrenadante se guardo en alicuotas a —




80°C. La concentracion de proteinas fue determinada por el método del BCA utilizando

BSA como estandar.

4.2.4 Extractos de proteina nuclear: Las células cultivadas fueron lavadas con 2 mL
de PBS y luego resuspendidas en 1 mL de PBS. La mezcla se centrifugd por 5 minutos
a 2.500 r.p.m. a 4°C. El pellet celular fue resuspendido en 50 pul de buifer sacarosa
(0.32 M sacarosa, 10 mM Tris-HC! pH 8, 3 mM CaCl,, 2 mM MgOAc, 0.1 mM EDTA,
0.5% NP-40, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF e inhibidores de proteasas) y centrifugado a
2.500 r.p.m. a 4°C. La fraccién cifosdlica contenida en el sobrenadante se guardd en
alicuotas a —80°C. El peliet nuclear fue lavado y resuspendido con 0.5 mL de buffer
sacarosa sin NP-40 y luego centrifugado en las mismas condiciones. El siguiente paso
fue aspirar el sobrenadante y resuspender por vortex el volumen celular en 15 pl de
buffer Low Salt {20 mM HEPES pH 7.9, 1.5 mM MgClz, 20 mM KCI, 0.2 mM EDTA,
25% glicerol, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF e inhibidores de proteasas) y a continuacion
se agrego lentamente un volumen equivalente de buffer High Salt (20 mM HEPES pH
7.9, 1.5 mM MgCl,, 800 mM KCi, 0.2 mM EDTA, 25% glicero!, 1% NP-40, 0.5 mM DTT,
0.5 mM PMSF e inhibidores de proteasas). La mezcla a continuacion se agité por 30
minutos a 4°C y luego se centrifugan a 14.000 x g por 15 minutos. El sobrenadante
que contiene el extracto nuclear fue guardado en alicuotas a —80°C. La concentracién

de proteinas fue determinada por el método del BCA utilizando BSA como estandar.

4.2.5 Viabilidad Celular: La viabilidad celular se determind mediante el ensayo de
actividad de la deshidrogenasa mitocondrial (enzima de todas las células vivas) o

ensayo de MTT (Mossman, 1983). Este ensayo se basa en la determinacion de Ia




actividad mitocondrial a través de la reduccion de bromuro de 3-(4,5-dimetiftiazol-2-il}-
2,5difenil tetrazolio (MTT). Este compuesto es una sal de tetrazolio soluble, de color
amarillo, que se transforma en un formazan insoluble por accion de la actividad
deshidrogenasa mitocondrial generando una coloracion azul de diferentes intensidades
de acuerdo con e! grado de viabilidad de la célula. Se considera que la cantidad de
formazan que se produce en un cultivo es directamente proporcional a la cantidad de
células vivas.

Se sembraron SH-SY5Y en placas de 96 pocillos (3500 células por pocillo) y se
cultivaron duranie ocho dias en condiciones normales. Al finalizar los tiempos de
tratamientos con H;O. o Fe respectivamente, se aiadié MTT en un volumen del 10%
respecto al volumen total del medio presente en el pocillo y las células se incubaron
durante 2-4 horas a 37°C y en 5% CQ,. La reaccion se detuvo al agregar la solucién de
deteccion de MTT (o, n-dimetilformamida al 50% pH 7.4, SDS 20%), adicionandose un
volumen dei 50% con respecto del volumen total del medio presente y se incubo toda
la noche a 37°C y en 5% CQ,. Las absorbancias fueron medidas a 540 y 650 nm. Los
resultados fueron determinados al restar los valores obtenidos a 650 nm de los

obtenidos a 540 nm.

4.2.6 Incorporacion de Fe: La capacidad de incorporar Fe por las células SH-SY5Y
fue determinada mediante ia incorporacién del is6topo radioactivo **Fe. Células fueron
crecidas durante 8 dias en medio regular y luego incubadas por 48 horas con 8 y 80
pM de Fe. Luego de los dos dias de tratamiento, las células fueron lavadas y la
radioactividad del contenido de *Fe fue determinada en un contador beta. La
incorporacién de Fe fue expresada como nmoles **Fe/mg de proteina de extracto

celular.
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4.2.7 Acumulaciéon de Fe: Células SH-SY5Y fueron crecidas durante 8 dias en
condiciones de cultivo normales y luego incubadas por 48 horas con concentraciones
crecientes de Fe. Después las células fueron desprendidas del plastico con Tris-EDTA
y los niveles de Fe fueron determinados mediante espectrometria de absorcion atémica
como se describe en (Aguirre y col,, 2005). Los niveles de Fe intracelular fueron

expresados como nmoles Fe/mg de proteina.

4.2.8 Determinacién de dafio oxidativo:

A) DCFDA: La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) fue determinada
mediante el uso de Ja sonda fluorescente 5-(y-6)-carboxi-2’,7'-diclerofluorescina
diacetato (DCDHFDA) como se describe en (Nufiez-Millacura y col., 2002). DCDHF-DA
es una molécula permeable que en el interior de las células se hidroliza a un
compuesto no fluorescente 2' 7' diclorodihidrofluorescina (DCDHF). En un ambiente de
estrés oxidativo esta molécula emite fluorescencia producto de su oxidacién a 2’ 7’
diclorofluoresceina (DCF). Por lo tanto, en células vivas la fiuorescencia de DCF
refleja directamente el estado oxidativo de la célula. Células SH-SY5Y fueron crecidas
en cubreobjetos durante ocho dias en condiciones normales y luego sometidas por 48
horas a concentraciones crecientes de hierro. Luego, las células fueron lavadas e
incubadas por 45 minutos en DCDHF-DA 10 pM. Finalmente, las células fueron
lavadas 3 veces en PBS salino y la fluorescencia fue determinada en un microscopio
de epifluorescencia Zeiss Axiovert 200M, equipado con controladores de temperatura y
de CO,. La temperatura fue mantenida a 37 °C y el CO, a 5%, respectivamente. La
intensidad de fluorescencia de un promedio de células de las imagenes capturadas fue

determinada utilizando el programa de analisis molecular Quantity One de Biorad. Los
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valores de fluorescencia fueron expresados como unidades arbitrarias de intensidad de
fluorescencia.

B) Aductos de HNE: El dafio oxidative fite determinado a través del estudio de
modificaciones a proteinas por la formacién de aductos de HNE. HNE es un
aldehidoe,f-no saturado producto de la peroxidacibn de acidos grasos w6-no
saturados que forman aductos con residuos de aminodcidos como histidina, lisina y
cisteina. Células SH-SYS5Y fueron cultivadas durante ocho dias en condiciones
normales y luego sometidas a concentraciones crecientes de hierro durante 48 horas.
Treinta pg de proteina de extractos celulares fueron cargados en geles de 10%
SDS/poliacrilamida y transferidos a membranas de nitrocelulosa, respectivamente.
Luego las membranas fueron blogueadas en 5% leche descremada disuelta en buffer
TBS buffer (Tris-HC1 20 mM, NaCl 137 mM y 0.05% Tween 20, pH 7.6) por 2 horas a
temperatura ambiente. Una vez finalizado el tiempo de blogueo, las membranas fueron
incubadas durante la noche a 4°C con un anticuerpo monoclonal HNEJ-2, que
reconoce aductos HNE-histidina (Nifiez-Millacura y col., 2002). Luego las membranas
fueron incubadas con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (dilucién
1/10.000). El segundo anticuerpo fue visualizado mediante el kit quimioluminiscencia
Super Signal (Pierce, N° de catalogo 34084), siguiendo el protocolo que indica este

producto.

4.2.9 Estudios de la proteina IRP1:
A) Actividad de IRP: Ensayo de cambio de banda: La actividad de IRP fue
determinada en células SH-SY5Y expuestas previamente a concentraciones crecientes

de Fe por 48 horas en un ensayo de retardo en gel como se describe en (Nuafiez-
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Millacura y col., 2002). En breve, se mezclo 2 pub de solucién de transcrito (IRE de la
region 5' no codificante del mRNA de la cadena H de la ferritina humana) con 5 pg de
proteinas del exiracto celular en ausencia o presencia de B-Mercaptoetanol 2 %
(control de actividad maxima de IRP1) e incubd por 30 minutos a temperatura
ambiente. Luego, se agrego 1 unidad de RNAasa T1 para degradar partes no
protegidas del transcritoc de RNA e incubo por 10 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se agregé heparina (2 mg/ml) para desplazar las uniones no especificas de
proteinas al RNA, e incubd por ofros 10 minutos a temperatura ambiente. La mezcla
fue cargada con tampén de carga 4x (Tris-HCI 30 mM pH 7.5, sacarosa 40%,
bromofenol 0.2% y xilencianol 0.2%) en un gel nativo de poliacrilamida al 6%
(archilamida:bisacrilamida, 60:1) en tampon TBE 1x (Tris base 45 mM, acido borico 45
mM, EDTA 1 mM pH 8.0) y se corrio a 200 volts por 2 horas. Luego, el gel se adhiric a
papel 3MM y fue secado por 1 hora a 80 °C al vacio, finalmente fue expuesto a una
pelicula para autoradiografia (XAR-OMAT Kodak) durante toda la noche.

Por su parte, se realizaron ensayos de super shift {super-retardo en gel) para
determinar especificamente la actividad de IRP1; para esto, los extractos celulares
fueron incubados por 30 minutos antes de realizar la electroforesis con un anticuerpo
que reconoce especificamente el dominio exclusivo de 73 aminoacidos de IRP2.
Finalmente, la radipactividad en las bandas fue cuantificada en un aparato
Phosphoimager (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)} y analizadas con el programa de
andlisis molecular Quantity One. La cuantificacion de la actividad de IRP1 fue
determinada del radio entre la actividad en ausencia de p-Mercaptoetanol y de la
actividad en presencia de 2 % de p-Mercaptoetanol. El fratamiento de IRP1 con B-

Mercaptoetanol permite la conversién de cualquier estado de IRP1 a la forma reducida

26




de apoproteina (actividad de unién a secuencias IREs), por lo que corresponde a la
actividad de unién total a RNA de esta proteina.

B} Inmunodeteccién de nitrotirosinas y de IRP1: Los niveles de proteina y de
nitracion de IRP1 bajo exposicion a Fe fueron determinades por analisis de Western
blot previamente descrito. Células SH-SY5Y fueron crecidas por 8 dias en medio
regular y luego tratadas por 48 horas con concentraciones crecientes de Fe. Para este
objetivo se utilizaron los anticuerpos anti-nitrotirosinas (1:1.000) y anti-IRP1 (1:200),

respectivamente.

4.2.10 Determinacion del contenido de Fe reactivo (LIP): El pool de hierro [abil fue
determinado mediante espectroflucrimetria como se describe en (Nifiez-Millacura y
col., 2002). Células SH-SY5Y fueron crecidas durante 8 dias en condiciones normales
y luego tratadas con Fe por 48 horas. El papel del NO scbre los niveles de LIP en
presencia de Fe fue evaluado mediante el uso del inhibidor competitivo de las NOS, L-
NNA y del dador de NO, SNAP. Una vez finalizado los respectivos tratamientos, las
células fueron lavadas con buffer MOPS salino (20 mM MOPS-OH, 150 mM NaCl, 1.8
mM CaCl; y 5 mM glucosa pH 7.4) y luego incubadas con 0.5 uM Calceina-AM por 5
minutos a 37°C. Estas condiciones generan concentraciones internas de calceina no-
limitantes para la determinacion de un amplio rango de concentraciones internas de
hierro (Epsziejn y col., 1997). Después de lavar [a caiceina no internalizada, las células
fueron desprendidas del plastico e incubadas con MOPS salino durante los tiempos de
medicion. Luego de determinar la fluorescencia basal de la calceina (excitacion 488
nm, emisién 517 nm), Ia fluorescencia del complejo calceina-Fe fue desapagada por la
adicion del quelante de Fe, SIH. El aumento en la fluorescencia obtenido es

directamente proporcional al contenido de Fe reactivo (Epsztejn y col., 1997).
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4.2.11 Estudio de las proteinas NOS:

A) Inmunodeteccidon de nNOS e INOS: Los niveles de proteina nNOS e iNOS en
células SH-SY5Y expuestas a concentraciones crecientes de Fe fueron determinados
por andlisis de Western blot previamente descrito. Estas células fueron crecidas por 8
difas y luego tratadas por 48 horas con concentraciones crecientes de Fe. La dilucién
de los anticuerpos NNOS e iNOS utilizada fue de 1:1.000 para ambos ensayos.

B) Produccién de oxido nitrico: La formacion de nitrito, uno de los productos finales
en el metabolismo del éxido nitrico, fue determinado en el medio de cultive. Células
SH-SY5Y fueron cultivadas por 48 horas en presencia de concentraciones crecientes
de Fe. Los niveles de nitrito fueron determinados espectrofotométricamente a 543 nm
utilizando un ensayc colorimétrico basado en la reaccion de Griess (Bredt y Snyder,
1994). En breve, este ensayo se basa en una reaccion quimica donde acido sulfanilico
reacciona con nitrito en condiciones acidicas para formar una sal de diazonio. A
continuacion, esta sal de diazonio es acoplada a N-(1-naftil) etilendiamina formando
una sonda azocolorante violeta, la que puede ser cuantificada
especirofotométricamente. Finalmente, los resultados se expresan en base a una curva
de referencia estandar de nitrito (0 — 100 uM de NO.), la que se prepara para cada
ensayo independiente, para asi obtener una cuantificacion exacta de NO; en las

muestras experimentales.

4.2.12 Niveles de GSH: Los niveles de glutation reducido (GSH) fueron determinados
como esta descrito en (Nufiez y col., 2004). Células SH-SY5Y fueron crecidas durante
8 dias y luego sometidas a tratamientos con concentraciones crecientes de Fe por 48
horas. Los niveles intracelulares de GSH fueron expresados como nmoles/mg de

proteina.
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4.2.13 Estudio del factor de transcripcion NF«B:

A) Inmunodeteccién de NFxB: La actividad del factor de transcripcion NFxB fue
determinada a través de la deteccion de la subunidad p65 en extractos de proteina
nuclear. Células SH-SY5Y fueron crecidas por 8 dias y luego expuestas a diferentes
concentraciones de Fe por 48 horas de Fe. Los niveles de estas protefnas fueron
determinadas por andlisis de Western blot previamente descrito. La dilucién del
anticuerpo contra p65 fue de 1:1.000.

B) Inmunocitoquimica de NFxB: La actividad de este factor de transcripcién también
fue estudiada mediante ensayos de inmunocitoquimica. Células SH-SY5Y fueron
crecidas en cubrecobjetos durante ocho dias y luego tratadas por 48 horas con 80 pM
de Fe. A continuacién las células fueron lavadas y fijadas en paraformaldehido-4%
sacarosa por 10 minutos a 37°C. Luego estas células fueron permeabilizadas por &
minutos con PBS-Triton X-100 0.2% y después bloqueadas por 1 hora a temperatura
ambiente con PBS-5% BSA. Una vez finalizado el blogueo, las células fueron
incubadas con el anticuerpo anti p65 (1:100) durante la noche en una camara himeda
y luego incubadas por 1 hora con anti IgG-Rodamina a temperatura ambiente.
Finalmente, con el fin de observar los niicleos de estas células se utilizé el marcador

nuclear Héechst (color azui).

4.2.14 Analisis estadistico: Las variables fueron medidas en triplicado y los
experimentos fueron repetidos al menos dos veces. La variabilidad entre los
experimentos fue menor al 20%. Anova fue el test estadistico utilizado para determinar

las diferencias en promedios y t-student (test de comparacion mdltiple Bonferronni y
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Dunnet) fue usado para comparar estos valores. Las diferencias fueron consideradas

significativas si p < 0.05.
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V. RESULTADOS

5.1 Fe y estrés oxidativo.
5.1.1 Viabilidad celular en células SH-SY5Y sometidas a peroxido de hidrégeno.

Inicialmente células SH-SY5Y fueron expuestas a H,O, para determinar su
sensibilidad a estrés oxidativo. Las células fueron crecidas por 8 dias en condiciones
normaies y luego fueron tratadas con 50, 250 y 500 pM de H,O, por 30 y 60 minutos
respectivamente (Figura 3A). Los resultados obtenidos demuesiran que estas células
son sensibles a estrés oxidativo ya que se observa un aumento significativo en la
muerte celular inducido por H,0, tanto en funcién de la concentracion (p < 0.01) como
del tiempo de exposicion.

Por otra parte quisimos determinar si ia muerte celular en presencia de H,O-
efectivamente era mediada por estrés oxidativo; para esto las células fueron tratadas
con diferentes concentraciones de H>O, por 60 minutos en presencia del antioxidante
NAC. Los resuitados obtenidos (Figura 3B) confirman que la muerte celular de las
células SH-SY5Y fue mediada por estrés oxidativo ya que el uso del antioxidante NAC
contramrestd la disminucion en la sobrevida de estas células sometidas a estrés

oxidativo inducido por H,0,.
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Figura 3: Viabilidad celular en células SH-SY5Y expuestas a H,0,. A) Células SH-SY5Y
fueron cultivadas con 50, 250 y 500 pM de H,O. por 30 y 60 minutos. La viabilidad celular
fue determinada mediante ensayos de MTT. **: p < 0.01 en referencia al control (sin H;0,),
***: p < 0.001 en referencia al control. ##: p < 0.01 en referencia al control, ###: p < 0.001
en referencia al control. B) N-acetil cisteina, NAC, 10 mM fue utilizado como antioxidante
para contrarrestar el efecto del H,O, sobre la viabilidad de estas células. a: 50 uM H,0, +
NAC en relacion a 50 pM H,0,, p < 0.05; b: 250 uM H,0, + NAC en relaciéon a 250 uM H,0,,
p < 0.01; c: 500 uM H;O, + NAC en relacion a 500 pM H,0,, p < 0.001.

5.1.2 Viabilidad celular en células SH-SY5Y sometidas Fe

A continuacion quisimos determinar muerte celular inducida por Fe. Para esto
células SH-SY5Y fueron sometidas por 48 horas a diferentes concentraciones de Fe y
luego la viabilidad celular fue determinada como se describe en materiales y métodos.
De acuerdo a los datos presentados en la Figura 4A podemos observar una

disminucién en la viabilidad de estas células en funcion de la concentracion de Fe; sin
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embargo no se observa cambios significativos en la pérdida de viabilidad celular
cuando las células fueron cultivadas por 2 dias entre 5 y 20 uM Fe. En cambio, cuando
las células son incubadas sobre 40 uM de Fe se observa un aumento significativo de la
muerte celular (p < 0.01). Cabe recalcar que una fraccion de estas células se mantiene
viables con altas concentraciones de Fe en el medio de cultivo.

A continuacion quisimos observar si la muerte celular provocada por Fe era
mediante la formacién de estrés oxidativo. Para esto incubamos células en 80 uM de
Fe mas un antioxidante, DMTU, en el medio de cultivo (Figura 4B). Los resultados
muestran un aumento en la sobrevida cuando DMTU fue utilizado, indicando asi que el
efecto de Fe en la muerte celular de SH-SY5Y fue a través de un aumento del estrés
oxidativo.

A) B)

120

Viabilidad
(% del control)
Viabilidad
(% del control)

7 10 20 40 80 100 200 300 400 500 7uMFe 80,MFe 80 M Fe +DMTU
Fe, uM

Figura 4: Viabilidad celular en células SH-SY5Y expuestas a Fe. A) Células SH-SY5Y
fueron cultivadas con 7, 10, 20, 40, 80, 100, 200, 300, 400 y 500 uM de Fe:NTA (1:2.2
mol:mol) por 48 horas. La viabilidad celular fue determinada mediante ensayos de MTT.
**: p < 0.01 en referencia a 7 uM Fe, ***: p < 0.001 en referencia a 7 uyM Fe. B) Para
determinar si el efecto del Fe sobre la muerte celular es producto de una alteracion
oxidativa en el ambiente de estas células, 0.5 mM de DMTU fue agregado al medio de
cultivo por 48 horas en presencia de 80 uM Fe. *: p < 0.05 en referencia al control (7 uM
Fe).
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5.1.3 Incorporacién de Fe por células SH-SY5Y.

A continuaciéon quisimos determinar la incorporacion de Fe en células de
neuroblastoma SH-SY5Y y en células de neuroblastoma diferenciadas con 10 pM de
acido retinoico a un fenotipo neuronal (Encinas y col., 2000). Ambos tipos celulares
fueron cultivados por 48 horas en medio regular (8 uyM de Fe) y en medio con
sobrecarga de Fe (80 uM), realizandose luego el ensayo de incorporacion de *Fe
descrito previamente en materiales y métodos. Los resultados obtenidos en la Figura 5
muestran un significativo aumento en la incorporacion de Fe en células expuestas a
sobrecarga de este metal en ambos tipos celulares. Por otra parte, no se observaron
cambios significativos en la incorporacion de Fe entre ambos tipos de cultivos

celulares, postulando a estas células como un buen modelo de estudio neuronal.
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Figura 5: Incorporacion de **Fe en células SH-SY5Y. Células de neuroblastoma humano
SH-SY5Y y células diferenciadas a un fenotipo neuronal con acido retinoico (10uM)
fueron cultivadas por 48 horas en medio regular y en presencia de 80 uM de Fe. Luego la
radioactividad del **Fe fue determinada en un contador beta. El grafico muestra los
niveles de *Fe intracelulares como funcién de las diferentes concentraciones de *Fe en
el medio de cultivo. La incorporacion de *Fe fue expresada como nmoles de *Fel mg de
proteina. ***: p < 0.001 en referencia a 8 uM Fe. ###: p < 0.001 en referencia a 8 uM Fe.




5.1.4 Contenido de Fe en células SH-SY5Y.

Al observar un aumento en la incorporacion de **Fe por parte de las células SH-SY5Y,
a continuacion quisimos medir los niveles de Fe total en estas células mediante
espectrometria de absorcion atomica. Al aumentar la concentracion de 7 a 10 uM de
Fe en el medio de cultivo se observa un aumento en los niveles de Fe intracelular
(Figura 6). Este incremento a su vez, se mantiene cuando las células son expuestas a

concentraciones de sobrecarga de Fe (20 — 80 uM).
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Figura 6: Contenido intracelular de Fe en células SH-SY5Y. Células SH-SY5Y fueron
incubadas por dos dias con 7, 10, 20, 40 y 80 uM de Fe. Luego estas células fueron
desprendidas del plastico y resuspendidas en buffer salino. Los niveles totales de Fe
intracelulares fueron determinados en un espectrometro de absorcion atémica. El grafico
muestra los niveles de totales de Fe intracelular como funcion de las diferentes
concentraciones de Fe presentes en el medio de cultivo. Los niveles de Fe fueron
expresados como nmoles de Fe/ mg de proteina. *: p < 0.05 en referencia al control (7 uM
Fe).

5.1.5 Determinacion de dafo oxidativo inducido por Fe en células SH-SY5Y.
La habilidad del Fe para inducir dano oxidativo en células SH-SY5Y fue
evaluado mediante la produccion de ROS y por la formacion de aductos de HNE en

proteinas.
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La produccion de ROS mediada por Fe se cbserve mediante fluorescencia de DCF. Se
encontré una relacién directa entre sobrecarga de Fe y fluorescencia de DCF, con la
fluorescencia distribuida uniformemente a través de las células (Figura 7A). La
cuantificacion de sobrecarga de Fe en estas células muestra que la produccion de
ROS aumenta significativamente cuando las células son incubadas en 7, 40 y 80 pM
de Fe en comparacion con células deficientes de este metal. La intensidad de
fluorescencia observada en células expuestas a 80 uyM de Fe puede deberse a un
proceso adapiativo de las células sobrevivientes, ya que en estas condiciones existe
una marcada muerie celular (aproximadamente 50%, Figura 4A). Sobre la base de
estos resultados podemos establecer una relacion directa entre sobrecarga de Fe y
produccitn de especies reactivas de oxigeno en células SH-SY5Y. A su vez quisimos
observar el efecto del antioxidante DMTU sobre la produccion de ROS inducida por Fe.
Como muestra la figura 7C, células incubadas con 80 pM de Fe mas DMTU presentan
una disminucién en los niveles de fluorescencia de DCF.

Otra manera de determinar dafio oxidativo es mediante la formacién de aductos
de HNE en proteinas modificadas por esirés oxidativo {materiales y métodos). Para
probar este dafio en proteinas inducido por Fe, determinamos la formacién de aductos
de HNE como funcion de Fe en el medio de cultivo. Inmunoreactividad contra el
anticuerpo monoclonal HNEJ-2 revela un aumento en aductos de HNE en algunas
proteinas cuando el Fe en el medio de cuitivo aumentd de 10 pM a 20 pM (Figura 8).

Estos resuitados indican que el Fe produce modificaciones oxidativas a proteinas.
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Figura 7: Daio oxidativo en células SH-SY5Y inducido por Fe. A) Células SH-SY5Y fueron
crecidas durante 8 dias en medio de cultivo regular y luego incubadas por 48 horas en
medio suplementado con 7, 20 y 80 uM de Fe. Las células fueron cargadas con DCDHF-
DA y la fluorescencia de DCF fue determinada. Imagenes representativas de cultivos
celulares son mostradas en A. B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de DCF
en cultivos celulares sometidos a diferentes concentraciones de Fe. ***: p < 0.001 en
referencia a 1 pM Fe. C) El antioxidante DMTU (0.5 mM) fue suministrado a células
SHSYS5Y en presencia de 80 uM de Fe por 48 horas, con el fin de contrarrestar el efecto de
Fe sobre la produccion de ROS. D) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de
DCF en cultivos celulares sometidos a 80 pM Fe en presencia de DMTU. ***: p < 0.001 en
referencia a 80 uM Fe.
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Figura 8: El dafio oxidativo a proteinas fue determinado por la formacion de aductos de
HNE. Treinta pg de extractos de células SH-SY5Y cultivadas por dos dia en medio
MEM/F12 suplementado con 7, 10, 20, 40 y 80 pM de Fe fueron sometidos a
inmunodetecciéon por Western blot usando el anticuerpo monoclonal HNEJ-2, el que
detecta aductos de HNE en proteinas. Las flechas muestran las proteinas que fueron
mayormente modificadas por el aumento de Fe.

5.2IRP y Fe.
5.2.1 Estudios de actividad de IRP1 de unién a RNA mediada por Fe.

De acuerdo a los conocimientos que se tienen sobre los mecanismos de control
de la homeostasis celular de Fe, un aumento en los niveles de Fe intracelular deberia
inhibir la actividad IRP, finalizando asi, el proceso de incorporacion de Fe. En base a
esto, quisimos determinar la actividad IRP en funcién de concentraciones crecientes de
Fe mediante ensayos de band shift en células SHSY5Y expuestas durante 48 horas a
este metal. La actividad tanto de IRP1 y de IRP2 fue diferenciada por el uso de p-
Mercaptoetanol para la activacion especifica de IRP1 y por un ensayo de Super-Shift
inducido por un anticuerpo especifico contra el dominio exclusivo de 73 aminoacidos

de IRP2.
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La Figura 9 muestra que un aumento en [as concentraciones de Fe en el medio
de cultivo 1.5 a 20 uM resulta en una disminucién de la actividad de IRP. Sin embargo,
un aumento en las concentracicnes de Fe en el medio de 40 y 80 pM incrementa fa
actividad de IRP. Esta reactivacion de IRP mediada por Fe fue acompafiada por un
aumento en la incorporacién de Fe (Figuras 5 y 6), sugiriendo que la actividad de IRP
es funcional. Cabe recalcar que las condiciones en que se realizé este ensayo en las
células SH-SY5Y no fue posible separar las bandas de IRP1 e IRP2. Los resultados
obtenidos en este experimento concuerdan con los descritos para células de
neuroblastoma de ratén N2A (Nifiez-Millacura y col., 2002). En este trabajo se muestra
gue un aumento de Fe de 1.5 a 20 pM resulta en una disminucion de la actividad tanto
de IRP1 como de IRP2. En cambio, un aumento en ias concentraciones de Fe en el
medio de 40 y 80 uM elimina completamente la actividad de IRP2, pero la actividad de

IRP1 aumenta en un ambiente de sobrecarga de Fe.
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Figura 9: Determinacion de la actividad IRP en células SH-SY5Y expuestas a
concentraciones crecientes de Fe. A) Células SH-SY5Y fueron incubadas por dos dias en
medio MEM/F12 suplementado con 1.5, 7, 10, 20, 40 y 80 uM de Fe. La actividad de union
a IRE fue determinada en extractos celulares mediante ensayos de band shift. La
actividad especifica de IRP1 fue identificada por su activacién con p-Mercaptoetanol y
por su resistencia a los ensayos de super shift con un anticuerpo anti IRP2, mientras que
la actividad de IRP2 fue identificada a través de ensayos de super shift con un anticuerpo
especifico para esta proteina. B) Cuantificacion de la actividad de IRP1. La cuantificacion
de la actividad de IRP1 fue determinada de la razén entre la actividad en ausencia de pB-
Mercaptoetanol y de la actividad en presencia de pB-Mercaptoetanol. *: p < 0.05 en
referencia a 1.5 y 80 uM Fe, respectivamente.

5.2.2 Estudios de niveles de expresion de IRP1 mediado por Fe.

Producto de que el aumento observado en la actividad de IRP pudo deberse a un
aumento en los niveles expresion de IRP1, a continuacion determinamos los niveles de
proteina en funcion de Fe. Extractos de células SH-SY5Y previamente tratadas con
concentraciones crecientes de Fe fueron analizados por ensayos de Western blot
(Figura 10). Los resultados obtenidos muestran una disminucion en los niveles de la

proteina en condiciones de sobrecarga de Fe (rango 20 a 80 uM). Sobre la base de
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estos resultados podemos concluir que el aumento de la actividad de IRP1 no fue
producto de un aumento en los niveles de proteina. Por lo tanto estos resultados
sugieren que la pequefia cantidad de proteina presente en condiciones de sobrecarga

de Fe (40-80 uM) se encuentra muy activa.
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Figura 10: Inmunodeteccion de IRP1 en células SH-SY5Y tratadas con concentraciones
crecientes de Fe. A) Células SH-SY5Y fueron crecidas durante 8 dias en medio de cultivo
regular y luego incubadas en medio MEM/F12 en presencia de 7, 10, 20, 40 y 80 uM de Fe
por 48 horas. Luego, los niveles de expresion de IRP1 en 30 pg de extractos proteicos de
estas células fueron analizados por Western blot usando un anticuerpo especifico contra
IRP1. B) Cuantificacion de los niveles de expresion de IRP1 por densitometria. La
cuantificacion de los niveles de IRP1 fue determinada de la razon entre los niveles de
IRP1 y de los niveles de expresion de actina. ***: p < 0.001 en referencia a 7 uM Fe.

5.2.3 Estudios de nitracion de IRP1 inducido por Fe.
Una de las vias por la cual NO induce dafio celular es mediante su reaccion con O,~
para formar peroxinitrito (OONQO"), un potente oxidante que se une a residuos tirosina y

sulfidrilos en proteinas. Ademas, esta demostrado que el OONO™ modula la actividad
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aconitasa/union a RNA de IRP1 por una interaccion directa con grupos sulfidrilos en el
nticleo Fe-S de IRP1 {Bouton y col., 1997).

La formacién de OONO™ puede ser evaluada usando anticuerpos anti-nitrotirosinas,
debido a que el OONO" puede maodificar residuos tirosina para formar 3-nitrotirosina.
Ademas, nitrotirosinas son el mayor producto del ataque de OONO" en proteinas; y por
lo tanto, la nitracioén de tirosinas es el principal marcador de la formacién de OONO".
Para determinar el posible ro! del Fe en la produccion de OONCO", células SH-SY5Y
fueron expuestas a concentraciones crecientes de Fe y luego la formacién de OONO"
fue analizada mediante ensayos de Western blet con un anticuerpo anti nitrotirosina.
Los resultados obtenidos muestran que un aumento en los niveles de Fe en el medio
de cultivo produce un incremento en la nitracién de residuos tirosina en proteinas,
sugiriendo un aumento en la produccién de OONO". Una de las proteinas modificadas
encontradas en este experimento fue IRP1 (Figura 11). Para verificar que los residuos
de tirosina nitrados correspondian a los de la proteina IRP1, se realizé un lavado a las
membranas incubadas previamente con anti nitrotirosinas y luego fueron re-incubadas
con el anticuerpo anti IRP1. En ambos cases se detectd una proteina de 98 KDa.
Sobre la base de estos resultados podemos establecer que el Fe fue capaz de inducir
la nitracién de residuos tirosina de IRP1, sugiriendo asi un aumento en la produccion

de OONO  en estas células.
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Figura 11. Nitracion de IRP1 inducida por Fe. A) Células SH-SY5Y fueron crecidas durante
8 dias y luego tratadas por 48 horas con concentraciones crecientes de Fe. Extractos
celulares fueron preparados y los niveles de nitracion de tirosina en IRP1 fueron
determinados en 30 pg de proteinas mediante ensayos de Western blot usando un
anticuerpo anti nitrotirosinas. B) Cuantificacion de los niveles de nitracion de residuos
tirosinas en IRP1. La cuantificacion fue determinada de la razon entre los niveles de
nitracion de IRP1 y de los niveles de proteina IRP1 total. *: p < 0.05 en referencia a 7 uM
Fe, **: p < 0.01 en referencia a 7 uM Fe, ***: p < 0.001 en referencia a 7 uM Fe.

5.3 NO e IRP1.
5.3.1 Efecto de NO sobre la actividad de IRP1 mediada por Fe.

Multiple evidencia concluye que uno de los factores que modula a IRP1 a nivel
fisiologico es el oxido nitrico (Bouton, 1999). Es posible entonces, que el NO juegue un
rol en el efecto de la acumulacion de Fe sobre la actividad de IRP1 en células SH-
SYS5Y. Para esto, la actividad IRP1 fue determinada por ensayos de band shift en
células expuestas a inhibidores de las NOS o dadores de NO respectivamente, en

presencia de Fe. Cuando las células fueron expuestas a diferentes concentraciones del
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inhibidor competitvo de las NOS, NS-Nitro-L-arginina (L-NNA), se observé una
progresiva disminucion dosis dependiente en la actividad de IRP1 (Figura 12A-B). A su
vez, cuando se evalud el efecto de L-NNA en funcion del tiempo también se observé
una disminucién tiempo-dependiente (Figura 12C-D).

A continuacién, quisimos observar si esta modulacion sobre la actividad de
IRP1 por NO se mantenia en un ambiente de estrés oxidativo inducido por Fe, para
esto células SH-SYSY fueron expuestas a una concentracidén alta de Fe (80 pM) en
presencia de L-NNA observandose una marcada disminucion en la actividad de IRP1
(Figura 13). Por el contrario, cuando a células incubadas con 10 gpM de Fe se agregd
un dador de NO, SNAP, a distintas concentraciones, se observd un progresivo
aumento en la actividad de IRP1 (Figura 13). Estos resultados sugieren que el NO
media la activacion de IRP1 en un ambiente de estrés oxidativo en celulas de
neuroblastoma humano SH-SY5Y. ~

Por ofra parte, como experimento control evaluamos el rol del inhibidor

competitivo de las NOS, L-NNA y del dador de NO, SNAP sobre los niveles de NO. en

estas células (Figura 14).
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Figura 12: Papel del NO sobre la actividad de IRP1. A) Para determinar el rol de NO sobre
la actividad de IRP1, células SH-SY5Y fueron mcubadas por 48 horas en medio MEM/F12
suplementado con 0.01, 0.1, 0.5, 1 y 10 mM de N°-Nitro-L-arginina, L-NNA. La actividad de
IRP1 fue determinada mediante ensayos de band shift. B) Cuantificacion de la actividad
de IRP1 en funcion de diferentes concentraciones de L-NNA. *: p < 0.05 en referencia al
control (0 pM L-NNA), ***: p < 0.001 en referencia al control. C) Actividad de IRP1 en
funcion del tiempo de tratamiento con L-NNA. Células SH-SY5Y fueron incubadas por 12,
24, 36 y 48 horas con 1 mM de L-NNA. D) Cuantificacion de la actividad de IRP1 en
funcion del tiempo de exposicion a L-NNA. *: p < 0.05 en referencia al control (0 pM L-
NNA).

45




A)

RPI—>aet e B e & & -

Fe, uM 10 10 10 10 10 80 80
SNAP, uM 0 1 10 100 500 0 0
L-NNA,mM 0 0 0 0 0 0 1
B)
200

g *k k¥

~ *k

E #

X 400

©

1]

bl

>

©

<

Fe, uM 1010 10 10 10 80 80
SNAP,uM 0 1 10100500 0 O
L-NNAAmM 0 0 0 0 O 01

Figura 13: Papel del NO sobre la actividad de IRP1. A) Actividad de IRP1 en células
tratadas con 10 uM de Fe en presencia de 1, 10, 100 y 500 uM del dador de NO, SNAP por
6 horas. A su vez, se muestra la actividad de IRP1 en extractos de células SH-SY5Y
previamente cultivadas por 2 dias con 80 uM de Fe en presencia o ausencia de 1 mM de
L-NNA. B) Cuantificacion de la actividad de IRP1. **: p < 0.01 en referencia al control (0 pM
SNAP), #: p < 0.05 en referencia a 80 uM de Fe.
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Figura 14: Los niveles de NO, fueron determinados en células SH-SY5Y previamente
tratadas con el inhibidor de las NOS, L-NNA y el dador de NO, SNAP, respectivamente. La
produccion de NO, fue determinada en el medio de cultivo utilizando un ensayo

colorimétrico basado en la reaccion de Griess. a: p < 0.01 en referencia al control, b: p <
0.001 en referencia a células tratadas con 1 mM de L-NNA.
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5.4 Fe y NFxB.

5.4.1 Efecto de NFxB en la activacion de IRP1 mediada por Fe.

A continuacion quisimos observar si Ni-kB es parie de la via de transduccion de
sefales en la activacion de IRP1. Para probar esta hipdtesis, las células fueron
tratadas con diferentes concentraciones del inhibidor de este factor Salicilato de Sodio,
NaSal. La disminucién en la actividad de IRP1 fue directamente proporcional a la
concentracion de NaSal, es decir, a medida que se aumenté la concentracion de NaSal
se observé una marcada disminucion en la actividad de esta proteina con respecto al
control (Figura 15A). Luego medimos Ia actividad de IRP1 en funcion del tiempo de
tratamiento con NaSal. Los resultados mostraron que la inhibicion de IRP1 también fue
tiempo dependiente (Figura 15C). Por lo tanto, NFxB estaria en la via de transduccion

de sefiales en la modulacion de la actividad de IRP1.
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Figura 15: Papel del factor de transcripcion NFxB sobre la actividad de IRP1. A) Células
SH-SYS5Y fueron tratadas por 48 horas con 1.5 uM de Fe en presencia de 1, 2 y 5 mM del
inhibidor de NFxB, NaSal. La actividad de IRP1 fue determinada mediante ensayos de
band shift. B) Cuantificacion de la actividad de IRP1 en funcién de la concentracion de
NaSal. *: p < 0.05 en referencia al control, **: p < 0.01 en referencia al control. C) Actividad
de IRP1 en funcion del tiempo de tratamiento con NaSal. Células SH-SY5Y fueron
incubadas por 12, 24, 36 y 48 horas con 1 mM de NaSal. D) Cuantificacién de la actividad
de IRP1 en funcién del tiempo de exposicién a NaSal. *: p < 0.05 en referencia al control.
5.5 NO y estrés oxidativo.

5.5.1 Determinacion del contenido del pool de hierro reactivo (LIP).

De acuerdo a lo observado en otros modelos celulares como Caco 2 (Nufiez y col.,
2001), N2A y neuronas de hipocampo (Nufez-Millacura y col., 2002), células SH-SY5Y
sometidas a sobrecarga de Fe (80 uM) presentan un significativo incremento en los

niveles de LIP comparados con células cultivadas en medio de cultivo estandar (a:
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p < 0.001) (Figura 16). Estos resultados pueden deberse a que un aumento en la
actividad de IRP1 resulta en un aumento de la incorporacion de Fe y por ende un
incremento en los niveles del LIP. A continuacidn investigamos el efecto del NO sobre
el LIP. Cuando las células fueron incubadas en 80 uM de Fe mas L-NNA resulta en un
aumento significativos en los niveles de LIP comparade con células tratadas solo con
80 uM de Fe (b: p < 0.001). Por el contrario, cuando se uso el dador de NO, SNAP se
observé una marcada disminucion en los niveles de LIP {c: p < 0.001) {Figura 16). Los
niveles del pool de hierro reactivo expresados en unidades de fluorescencia fueron
8612 + 770; 23001 * 1405; 29345 + 1390 y 17436 + 1260 para células control (7 pM
Fe), células cultivadas en 80 uM Fe, 80 uM Fe + L-NNA y 80 uyM Fe + SNAP,
respectivamente. Estos resultados sugieren que contrario a lo esperado, el NO regula
negativamente los niveles de LIP y por ende ia formacion de ROS mediante la reaccion
de Fenton. Una posible explicacion para estos resultados es que el NO estaria
quelando el Fe intracelular libre mediante la formacion de complejos NO-Fe (Wanat y

col., 2002).
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Figura 16: Determinacion del contenido de Fe reactivo. A) Células SH-SY5Y fueron
tratadas por 48 horas con 80 uM Fe, 80 uM Fe + 1 mM L-NNA y 80 uM Fe + 0.1 mM SNAP,
respectivamente. El LIP se determiné por mediciéon del apagamiento de calceina. SIH es
un quelante permeable que toma el Fe desde el complejo calceina-Fe aumentando asi la
fluorescencia de la calceina. El nivel del LIP es directamente proporcional al aumento de
la fluorescencia de la calceina inducido por el SIH. La Figura muestra trazos
representativos de los niveles de fluorescencia de calceina intracelular obtenidos en
estas células. B) Cuantificacion de los niveles de pool de hierro reactivo en células SH-
SY5Y. a: 80 uM en relaciéon a 7 uM, p < 0.001, b: 80 uM + L-NNA en relacién a 7 uM, p <
0.001, 80 uM + SNAP en relacion a 7 uM, p < 0.001.
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5.5.2 Determinacion de niveles intracelulares de GSH.

La propiedad protectora del NO fue también investigado en estas células en un
ambiente de estrés oxidativo inducido por Fe. Para esto, determinamos el efecto del
NO en los niveles de glutation reducido (GSH), el cual es el principal antioxidante en
neuronas, ya que las defensas reductoras neuronales estan determinadas en gran
parte, por los niveles de GSH (Cooper, 1997).

Cuando las células SH-SY5Y fueron cultivadas en 80 uM de Fe en presencia de SNAP
se observé un aumento significativo en los niveles de GSH con respecto a células
cultivadas sélo en presencia de 80 uM de Fe (a: p < 0.001); mientras que en células
expuestas a L-NNA se observa una disminucién significativa con respecto a células
tratadas con 80 pM de Fe y SNAP (b: p < 0.001) (Figura 17). De estos resultados
podemos concluir que el NO a través de la unién a Fe labil disminuye la carga oxidativa

en células SH-SY5Y.
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Figura 17: Niveles de GSH en células SH-SY5Y. Células SH-SY5Y fueron crecidas por 8
dias en medios de cultivo regular y luego tratadas por 48 horas con 80 uM de Fe y con 80

pUM de Fe en presencia del dador de NO, SNAP, y en presencia del inhibidor de las NOS,
L-NNA. Extractos celulares fueron preparados y los niveles de GSH fueron determinados

como se describe en (Naiez y col., 2004). a: 80 uM + SNAP en relacion a 80 uM, p < 0.001,
b: 80 uM + L-NNA en relacién a 80 uyM + SNAP, p < 0.001.
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5.5.3 Produccion de ROS y formacion de aductos de HNE.

A continuacion quisimos determinar el papel del NO sobre el estrés oxidativo
inducido por Fe en células SH-SY5Y. Para esto, la produccion de ROS fue
determinada mediante fluorescencia de DCF y la formacién de aductos de HNE en
proteinas modificadas fue determinada por un ensayo de inmunoreactividad contra el
anticuerpo monoclonal HNEJ-2. Como muestra la figura 18A, cuando estas células son
tratadas con 80 pM de Fe mas el dador de NO, SNAP, se cbserva una disminucién en
los niveles de fluorescencia de DCF con respecto a células tratadas sélo con Fe.

Por otra parte cuando determinamos los niveles de HNE en células expuestas a
sobrecarga de Fe (80 M) en presencia de SNAP, observamos una disminucion en la

formacion de los aductos de HNE en proteinas (Figura 18C).
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Figura 18: Papel del NO sobre el dafo oxidativo inducido por Fe. A) Células SH-SY5Y
fueron crecidas durante 8 dias en medio de cultivo regular y luego incubadas por 48
horas en medio suplementado con 80 uM de Fe en ausencia y presencia de SNAP. Las
células fueron cargadas con DCDHF-DA y la fluorescencia de DCF fue determinada.
Imagenes representativas de cultivos celulares son mostradas en A. B) Cuantificacion de
la intensidad de fluorescencia de DCF en cultivos celulares sometidos a 80 pM Fe en
presencia de SNAP. ***: p < 0.001 en referencia a 80 yM Fe C) SNAP fue adherido al medio
de cultivo con el fin de determinar el papel del NO sobre la formacion de aductos de HNE.
Treinta pg de extractos de células SH-SY5Y previamente cultivadas por dos dias en
medio MEM/F12 suplementado con 80 uM de Fe y SNAP, fueron sometidos a
inmunodeteccion por Western blot usando el anticuerpo monoclonal HNEJ-2, el cual
detecta aductos de HNE en proteinas. Las flechas muestran algunas de las proteinas que
fueron modificadas por la presencia de SNAP.
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5.6 Niveles de proteina y de actividad de las NOS inducida por Fe en células SH-
SYS5Y.

Para observar el efecto de Fe en la modulacién de los niveles de NO,
estudiamos la modulacién de los niveles de proteina de las NOS. En extractos de
células SH-SY5Y tratadas con crecientes concentraciones de Fe por 48 horas se
determindé mediante Western blot los niveles de expresidn de nNOS (Figura 19A) e
iINOS (Figura 19B). Como se observa en la Figura, ambas proteinas presentan una
conducta bifasica en funcion de las concentraciones de Fe. Los niveles de expresion
de nNOS aumentan cuando las células son tratadas con 7 y 40 pM de Fe; en cambio,
estos niveles disminuyen cuando las células estan expuestas a 80 uM de Fe. Por ofra
parte, los niveles de expresion de la INOS son opuestos a los observados para la NOS
neuronal. Un aumento en los niveles de INOS es observado cuando las células fueron
tratadas con 20 y 80 uM de Fe, respectivamente. Estos resultados pueden sugerir que
las células controlan en cierta forma la produccion de NO debido al potencial citotoxico
de esta molécula a través de la modulacion compensatoria de los niveles de expresion

de las NOS.
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Figura 19: Inmunodeteccion de nNOS e iNOS en células SH-SY5Y tratadas con
concentraciones crecientes de Fe. Las células SH-SY5Y fueron crecidas durante 8 dias
en condiciones normales y luego tratadas con 7, 10, 20, 40 y 80 uM de Fe por 48 horas.
Los niveles de expresion de nNOS (A) y de iNOS (B) en 30 pg de extractos proteicos de
estas células fueron analizados por Western blot. C) Analisis densitométrico de los
niveles de proteina de nNOS e iNOS. *: p < 0.05 en referencia a 7 uM Fe, **: p < 0.01 en
referencia a 7 uM Fe. ##: p < 0.01 en referencia a 7 pM Fe
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5.7 Produccion de NO inducido por Fe en células SH-SY5Y.

Una vez determinada la modulacion de la expresién de las NOS por Fe, quisimos
observar si esta induccion se reflejaba en un aumento en los niveles de NO; el cual
puede ser medido a través de la produccién de NO,. Los niveles de NO, fueron
determinados del medio de cultivo luego de que las células SH-SYSY fueron tratadas
con crecientes concentraciones de Fe durante 48 horas (Figura 20A). De acuerdo a lo
esperado, los niveles de NO, aumentaron en el medio de cultivo en funcién de la
concentracion de Fe (10 a 80 uM). Ademas, quisimos observar la produccién NO en
funcion del tiempo de tratamiento con Fe (Figura 20B). De estos resultados podemos
observar que los niveles de NO, aumentaron en funcién del tiempo de exposicion con

Fe.
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Figura 20: Niveles de NO en células SH-SY5Y. A) Células SH-SY5Y fueron crecidas por 8
dias en medio de cultivo normal y luego incubadas por 24 horas en medio de cultivo
suplementado con 7, 10, 20, 40 y 80 pM de Fe. La producciéon de NO fue estimada
mediante la determinacién de NO, en el medio de cultivo. *: p < 0.05 en referencia a 7 uM
Fe. B) Produccion de NO, en funcién del tiempo de tratamiento con Fe. Células SH-SY5Y
fueron tratadas con 80 uM de Fe por diferentes tiempos (2-48 horas). ***: p < 0.001 en
referencia al control (sin tratamiento con Fe).
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5.8 Activacion de NFxB inducida por Fe en células SH-SY5Y.

A continuacion estudiamos el efecto del Fe sobre NFkB. Para esto evaluamos
la translocacién al nticleo de la subunidad p65 mediante ensayos de Western blot y por
microscopia de inmunofluorescencia. Células SH-SY5Y fueron tratadas con
concentraciones crecientes de Fe por 2 dias. Los resultados obtenidos de los
experimentos de Western blot muestran que el Fe (20 y 80 uM) indujo ligeramente la
presencia de la subunidad p65 en extractos de proteina nuclear (Figura 21). Por su
parte, los ensayos de inmunocitoquimica muestran que el Fe indujo la translocacion de

la subunidad p65 al nucleo (Figura 22).
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Figura 21: Activacion de NFkB inducida por Fe. A) Inmunodeteccién de la subunidad p65
en extractos nucleares de células SH-SY5Y previamente tratadas con 7, 10, 20, 40 y 80 uM
de Fe por 2 dias. B) Cuantificacion de los niveles de expresion de p65 en extractos
nucleares de células SH-SY5Y. *: p < 0.05 en referencia a 7 uM Fe.
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Inmunodeteccion de NF«xB (p65)

Control 80 uM Fe

Inmunodeteccion de NFxB (p65)-Hbechst

Control 80 uM Fe

Figura 22: Activacion de NF«xB inducida por Fe. Inmunocitoquimica de la subunidad p65.
Células SH-SY5Y fueron crecidas en cubreobjetos por 8 dias en medio MEM/F12, 10%
FBS y luego tratadas por 48 horas con 80 uM Fe. Se muestran imagenes representativas

de cultivos celulares.
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VI. DISCUSION

Los niveles celulares de hierro son altamente controlados, ya que por una parte
es fundamental que las células obtengan suficiente Fe para sus necesidades
metabdlicas; y al mismo tiempo, se controla su exceso debido a la formacion de ROS
mediante la reaccion de Fenton.

Las proteinas IRP1 e IRP2 son componentes esenciales del mecanismo por el
cual los vertebrados regulan el metabolismo celular del Fe. La actividad de IRP2 es
fundamental para el balance celular de Fe en condiciones fisioldgicas, mientras que la
actividad de IRP1 esta relacionada con procesos de estrés oxidativo y la homeostasis
de este metal. En este trabajo encontramos que las células SH-SYSY tienen actividad
IRP1; pero contrario a lo esperado, esta activacién es inducida por estrés oxidativo,
resuliando en un aumento en la incorporacion celular de Fe. Observamos que si bien
la actividad de IRP1 decrece cuando las concentraciones de Fe van desde 1.5 a 20
UM, un fuerte incremento en la actividad de IRP1 resulta cuando las concentraciones
de Fe aumentan sobre 40 pM (Figura 9). Estos resultados pueden interpretarse en
términos de que a altas conceniraciones de Fe, IRP1 se vuelve resistente a una
inactivacion mediada por Fe y sugiere un papel del estrés oxidativo sobre la actividad
de IRP1 y la homeostasis de Fe. La reactivacion de IRP1 fue acompafiada por un
aumento en la incorporacién de Fe (Figura 5), lo cual indica que esta activacion fue
funcional. Este circuito de retroalimentacion positiva de un aumento en la incorporacion
de Fe mediada por Fe resulta en un aumento del Fe intracelular, aumentando asi el
estrés oxidativo mediado por la reaccién de Fenton. Ademas no todo el Fe intracelular
fue guardado en ferritina, ya que un aumento en la concentracién de Fe extracelular

incrementa a su vez el pool de hierro reactivo, LIP (Figura 16).
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Por otra parte, una sobrecarga de Fe en el medio de cultivo fue acompariada
por una disminucién en los niveles de proteina de IRP1 (Figura 10). El aumento de la
actividad de IRP1 observado a pesar de la disminucion en los niveles de expresion de
esta proteina puede deberse a que en condiciones normales sdlo una pequefia
fraccion del total de IRP1 esta activa como proteina de unidn a RNA; lo que se
asemeja a lo observado en otros tipos celulares (Campanella y col., 2004). En cambio,
cuando las células son expuestas a estrés oxidativo inducido por Fe la fraccién de
IRP1 total con actividad de union a RNA aumenta significativamente. Por lo tanto,
estrés oxidativo inducido por Fe desplaza el equilibrio aconitasa/unién a RNA hacia
actividad de unién a RNA. Finalmente, la disminucién en los niveles de proteina de
IRP1 observado en células con sobrecarga de Fe puede resultar de una respuesta
autoregulatoria en un intento por disminuir la actividad de IRP1 y mantener asi un
adecuado control de ia homeostasis de Fe.

En este trabajo a su vez determinamos que el Fe induce dafio oxidativo a las
células SH-SY5Y evaluado mediante la produccion de ROS (Figura 7A) y a través de la
formacion de aductos de HNE en proteinas (Figura 8). Ademas, una sobrecarga de Fe
en el medio de cultivo produce un aumento en la muerte celular, ya que cuando estas
células son expuestas a 80 pM de Fe aproximadamente la mitad de estas muere
(Figura 4). Por otra parte, el uso del antioxidante DMTU demostré que los efectos dei
Fe son producto de su participacion en la generacion de ROS y por ende de dafio
oxidativo. Una posible explicacion a estos resultados es que estos eventos sean un
mecanismo de suicidio celular por aquellas células que no logran mantener un
adecuado estado redox entrando a un ambiente pro-oxidante y finalmente terminado

en muerte celular. Cabe recalcar que estos resultados fueron similares a los
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encontrados en células de neuroblastoma de ratén N2A y en neuronas de hipocampo

{Nufiez-Millacura y col., 2002).

Papel del NO en el metabolismo celular del hierro.

En este estudio quisimos evaluar el papel del oxido nitrico en la activacién de
IRP1 inducida por Fe. NO es una molécula sefializadora que en presencia de O,
produce oxidacién y/o nitracién de especies reactivas que forman aductos S-
nitrosotiolados o disuifidos en proteinas. Ademas, potentes oxidantes derivados de NO
tales como peroxinitrito también pueden producir alteraciones oxidativas.

Estudios previos han determinado que el NO y/o productos relacionados
pueden activar a IRP1 (Bouton, 1999). La ganancia de la actividad de unién a RNA, sin
embargo, va acompafiada por una disminucién en los niveles de expresion de IRP1 en
funciébn del NO (Oliveira y Drapier, 2000); demostrando que el NO afecta
independientemente, pero en el mismo curso de tiempo, la actividad y expresion de
IRP1. Finalmente estos frabajos demuestran que los cambios de IRP1 tanto a nivel
transcripcional como traduccional son dependientes del tiempo y estan correlacionados
con la cantidad de NO producido. Por consiguiente, la pérdida de expresién de IRP1
puede resultar de un circuite regulatorio, que puede envolver a la misma IRP1 luego de
la exposicion a NO o a una molécula derivada de éste (Weiss y col., 1994; Qliveira y
Drapier, 2000).

En este trabajo encontramos que el NO es uno de los mediadores de dafio
oxidativo inducido por hierro en células SH-SY5Y ya que participa en la activacion de
IRP1 inducida por Fe. Sin embargo, también observamos que el NO ejerce efectos
protectores que aminoran directamente el estrés oxidative inducido por Fe. El papel del

NO sobre la actividad de IRP1 fue determinada por ensayos de band shift. L-NNA, que
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es un inhibidor competitivo de las NOS disminuye significativamente la activacién de
IRP1 inducida por Fe (Figura 12). En cambio, cuando las células fueron tratadas con
SNAP, un dador de NO observamos un aumento de la actividad de esta proteina
(Figura 13). Estos resultados en conjuntc con estudios previos indican que el NO
induce la actividad de IRP1 y sugieren fuertemente que el NO media la activacién de
IRP1 inducida por Fe.

Por ofra parte, producto de que el Fe produce el anion superéxido a través de la
reaccion Haber-Weiss, es posible que un exceso de Fe resuite en un aumento en la
produccion de peroxinitrito (OONQO’), mediante de la reaccién entre O,” y NO. El
OONO" resuitante puede reaccionar con grupos cisteina y/o tirosina de IRP1,
desplazando asi la actividad aconitasa de IRP1 hacia la actividad de unién a IREs. El
mecanismo por el cual OONO' inhibe la actividad aconitasa de IRP1 podria estar dado
por la remocion de uno de los Fe del nlicleo 4Fe-4S, presumiblemente el Fe labil, el
cual esta en el sitio activo de la unién de citratofisocitrate, aiterando asi la actividad
enzimatica de esta proteina {Soum y col., 2003). Ofra via por la cual OONQO" puede
activar a IRP1 es mediante el aumento de Ca intracelular (Radi y col,, 2002). Este
incremento en los niveles de Ca inducirfa una activacién de las NOS constitutivas
(nNNOS y eNOS) lo que conlleva a un aumento en los niveles de NO y por ende una
activacion de IRP1 como proteina de unién a RNA. Finaimente, esta descrito que
OONO" puede aumentar los niveles celulares de NO via activacion de la iNOS en
células del epitelio intestinal (Banan y col., 2001). Estos antecedentes indican que un
aumento en los niveles de OONO™ puede activar a IRP1 como apoprotfeina a través de
la modulacion de la actividad de las NOS.

En este trabajo encontramos que el Fe induce la nitracion de tirosinas en IRP1

en funcion de la concentracion de éste en el medio de cultivo (Figura 11), lo cual es un
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fuerte indicio de que el Fe induce la produccion de OONO" en las células SH-8YSY. Sin
embargo, los efectos de la nitracién de tirosinas en IRP1 no estan claros, ya que tanto
inhibicién {(Gonzalez y col., 2004) como activacion (Castro y col., 1998) de IRP1 en
funcion de OONO"™ han sido reportado en otros tipos celulares. Por lo tanto, la
respuesta de IRP1 a peroxinitrito observada en este trabajo puede depender de los
sistemas antioxidantes presentes en estas células; en particular, los niveles
intracelulares de GSH, determinando asi el efecto neto del NO, ya sea el de activacion
o de inhibicion sobre IRP1 {Castro y col., 1998). Debido a que las células SH-SY5Y
tienen comparativamente bajos niveles de GSH (Nufiez y col., 2004), es posible que Ia
nitracién de tirosinas de IRP1 observada pueda tener un efecto estimulatorio sobre la
actividad de esta proteina en estas células.

En este estudio a su vez observamos un efecto protector del NO contra el
estrés oxidativo inducido por Fe. Encontramos que el NO produce una disminucion en
los niveles LIP (Figura 16). El LIP es definidc como un pool de Fe de bajo peso
molecular (Fe*? y Fe*?) débilmente unido, ya que estd asociado con una variedad de
ligandos con baja afinidad (Kruszewsky, 2003). Ya que una alta afinidad de union del
NO por Fe ha sido establecida (Wanat y col., 2002), es posible que la disminucion del
LIP por el NO se deba a la union de éste al metal. La disminucién en los niveles de LIP
puede traducirse en una disminucion del estrés oxidativo inducido por Fe en estas
células. Estos resultados concuerdan con los obienidos por {(Chénais y col., 2002)
donde se produce una disminucion del LIP bajo induccidn con NO en células
microgliales de ratén BV-2, pero discrepan con los observados en células endoteliales
de bovino {(Ramachandran y col., 2004), donde un incremento del LIP es observado
bajo una estimulacién crénica con NO. Sobre la base de estos resultados, es posible

postular que la respuesta del LIP a NO puede depender del tipo celular, lo cual puede
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reflejarse en caracteristicas celulares especificas de la homeostasis del Fe. Por otra
parte, e! significado en la disminucion de LIP puede traducirse en la reduccién de la
produccion de los niveles de ROS inducida por Fe, como un mecanismo de defensa
por parte de las células que producen NO/ROS (Chénais y col., 2002).

Estudios previos han demostrado que la alta afinidad de! NO por Fe puede
resultar en la remocion del Fe de centros Fe-S o por la formacion de complejos Fe-NO
dentro de las proteinas que contienen estos centros. Con respecto a esto uitimo, esta
demostrado que el NO forma complejos con una serie de proteinas que contienen Fe,
como por ejemplo ferritina (Wardrop y col., 2000). NO intercepta al Fe antes de ser
incorporado en ferrifina y aparece como un agente indirecto en la movilizacién de Fe de
esta proteina. La rernocion de Fe de ferritina por NO puede producirse por dos posibles
mecanismos: quelacion directa del Fe unido a ferrifina o por quelacion del pool de Fe
labil, permitiendo asi la liberacién de este metal por ferritina (Wardrop y col., 2000). Sin
embargo, estudios actuales han demostrado gue para movilizar el Fe desde la proteina
ferritina es requerido un activo metabolismo celular mas que la quelacién directa del Fe
unido a ferritina.

El efecto de NO en disminuir los niveles de LIP es confrapuesto con la habilidad
de NO en aumentar ia actividad de union a RNA de IRP1. Sin embargo, estos
resultados sugieren que los efectos del NO son complejos y que esta envuelto en una
variedad de procesos en la homeostasis del Fe. Es asi que hay evidencia de que el
oxido nitrico contribuye al estrés oxidativo neuronal en enfermedades
neurodegenerativas (Heneka y col., 2001; Luth y col., 2001); y por el contrario, actia
como protector del estrés oxidativo inducido por Fe en astrocitos (Robb y col., 1999).
Finalmente, un mecanismo adicional por el cual NO protege a las células de esfrés

oxidativo es a través de Ia neutralizacion del anién superdxido. Sin embargo, lo anterior
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induce la formacion de OONO", el cual a pH fisioldgico rapidamente se protona a acido
peroxinifroso (OONOH), quien se descompone y produce OH". Por lo tanto, esta tardia
reaccion podria entonces aumentar el estrés oxidativo mas que disminuirio (Robb y
col., 1999). |
Como se menciono anteriormente, el efecto del NO debe situarse en el
ambiente reductor que presentan distintos tipos celulares. Por su parte, uno de los
principales sistemas antioxidantes que presentan las células neuronales es el giutation
reducido (Cooper, 1997). Estudios previos han mostrado que los niveles de GSH en
células SH-SY5Y sometidas a estrés oxidativo inducido por Fe disminuyen
significativamente (Nuafiez y col., 2004). Para evaluar el rol del NO sobre el esirés
oxidativo inducido por Fe, en este estudio determinamos los niveles de GSH en células
tratadas con sobrecarga de Fe (80 uM) en presencia del inhibidor de las NOS L-NNA y
en presencia del dador de NO, SNAP (Figura 17), respectivamente. Un aumento en los
niveles de GSH fue encontrado en células tratadas con SNAP, mientras que el
contenido de GSH disminuy6é cuando las células fueron tratadas con el inhibidor L-
NNA. Al ser GSH el antioxidante mas importante en las neuronas, nuestros resuitados
sugieren que el NO participa en la respuesta antioxidante mediada por GSH contra el
estrés oxidativo inducido por Fe. El mecanismo por el cual el NO incrementa los niveles
de GSH es desconocido, sin embargo nuestros datos muestran que el NO disminuye el
LIP, y que existe una correlacion inversa entre los niveles de LIP y GSH a altas
concentraciones de Fe (Nudfiez y col., 2004). Por lo tanto, es posible pensar que el
aumento en los niveles de GSH inducido por NO fue secundario a la disminucion en los
niveles del LIP. Otra evidencia del papel protector del NO esta dada por el trabajo de
Rauhala y col. En este estudio los autores demuestran que la forma S-nitrosilada de

GSH, GSNO, un putativo dador de NO, puede proteger a las neuronas de estrés
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oxidativo (Rauhala y col.,, 1998). Este trabajo sugiere que las propiedades
antioxidantes de GSNO contra el dafio oxidativo inducido por Fe fue mediado por NO.
Finalmente, este mecanismo de proteccion puede explicar que algunas células sean
mas resistentes al dafio oxidativo cuando tiene altos niveles de GSH y a su vez nos

ayuda a entender la biologia del NO y algunas de sus propiedades antioxidantes.

Papel del Fe en la produccién de NO

El NO es sintetizado del aminoacido L-arginina por las éxido nitrico sintasas
(NOS). Para determinar el rol del Fe sobre los niveles celulares de NO, determinamos
los niveles de expresién de las protefnas nNOS e iINOS. En ambos casos encontramos
que los niveles proteicos de nNOS e iNOS presentan una conducta bifasica en funcién
de la concentracion de Fe (Figura 19). Las diferencias en los niveles de proteina
observadas entre nNOS e INOS pueden deberse a una posible modulacién que el NO
ejerce sobre su propia sintesis. Estudios en cultivos de astrocitos han puesto en
evidencia el papel que tiene el NO sobre su sintesis (Togashi y col., 1997). En este
trabajo los autores mostraron que a concentraciones fisioldgicas de NO como las que
se alcanzan con la actuacion de nNOS, suprimen la expresion del gen que codifica a la
iNOS por mecanismos ligados a la inactivacion del NFxB (Togashi y col., 1997). Estos
mecanismos incluyen la induccion, estabilizacion e interferencia en el proceso de
fosforilacion de la subunidad inhibitoria IxBa (Peng et al, 1995), asi como la
interferencia del NO sobre la unién de NFxB a la region promotora del gen que codifica
a la iINOS (Qu y col.,, 2001). A su vez, ofros estudios han determinado que los
mecanismos que promueven la induccién de la iNOS inhiben rapidamente la actividad

de las NOS constitutivas a través de la fosforilacién de residuos de tirosina presentes
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en estas enzimas, disminuyendo las concentraciones intracelulares de NO (Qu et al,,
2001). Sobre la base de nuestros resultados es posible postular entonces que la
diferencia observada en los niveles de expresion de nNOS e iNOS en funcién de la
oferta de Fe se debe a una regulacién de las células para controlar los niveles
celulares de NO.

En el presente estudio a su vez determinamos el efecto de la sobrecarga de Fe
en el medio de cultivo sobre la generacion de NO en células SH-SY5Y. Cuando estas
células fueron incubadas con Fe observamos un incremento en la produccion de NO
en funcién de la concentracion del metal y del tiempo de exposicion a éste (Figura 20A-
B).

Estudios previos a este trabajo han puesto en evidencia que el estrés oxidativo
mediadc por ROS y/o RNS induce la activacion de la INOS (Shimizu y col., 1998;
Banan y col., 2001). Por [o tanto, el aumento en los niveles de NO en funcién de Ia
oferta de Fe observado en este estudio podria deberse a una induccion en la actividad
de las NOS, principalmente de la iNOS, a través de la produccion de ROS. Finalmente,
es posible que la modulacién en los niveles de expresion de las NOS en funcién de la
oferta de Fe pueda ser una respuesta regulatoria para disminuir {a actividad de estas
enzimas y mantener asi niveles adecuados de NO. Cabe recalcar que es fundamental
para Ias células controlar los niveles de NO, debido a las mudliiples interacciones que
éste presenta, y que de alguna manera condicionan a que el NO tenga un papel
antioxidante yfo protectora a bajas concentraciones fisiolégicas, o pro-oxidantes y

deletéreas a altas concentraciones.
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NF«B y niveles celulares de Fe

Con respecto al papel del factor de transcripcion NFkB en la via de
transduccion en la activacion de IRP1 inducida por Fe, los resultados presentes en este
trabajo demuestran que NFkB participa en la activacién de IRP1, ya que cuando estas
células fueron tratadas con el inhibidor NaSal, se produce una disminucion en la
actividad de IRP1 en funcién de la concentracién y del tiempo de tratamiento con el
inhibidor (Figura 15).

Por otra parte, estudiamos el efecto del Fe sobre la via de transduccion de
sefiales en la activacion de NFxB en células SH-SYbY, ya que estudios han puesto en
evidencia que este factor de transcripcion es inducido por estrés oxidativo (Marshall y
col., 2000). En este trabajo evaluamos la respuesta de NFkB a Fe a través de dos
técnicas. Mediante ensayos de Western blot observamos que cuando las células SH-
SY5Y fueron incubadas con concentraciones crecientes de Fe se produce un leve
aumento de la subunidad p65 en extractos de proteina nuclear (Figura 21). A suvez, a
través de ensayos de inmunocitoguimica observamos la translocacién de la subunidad
p65 al nicleo cuando las células son incubadas con 80 uM de Fe (Figura 22), o que
indicé la activacién de este factor en funcion de este metal. Por lo tanto, al ser NFxB
activado por estrés oxidativo, nuestros resultados sugieren que la activacién de este
factor inducida por Fe cbservada en este estudio se deba a una induccion en forma
indirecta mediante la formacién de ROS y por ende en la induccion de genes en
respuesta a NFxB (Li y Karin, 1999).

Sin embargo, cabe recalcar que la actividad de NFkB es sensible tanto a estrés
oxidativo como a estrés nitrosativo (Schoonbroodt y Piette, 2000; Marshall y Stamler,

2001). Por una parte, un ambiente citoplasmatico oxidativo es asociado con ia
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activacion de NFxB. En cambio, oxidacion y nitracién del heterodimero (p65-p50)
previene la unién a DNA. Dentro de los posibles mecanismos que participan en este
proceso podemos mencionar la inhibicién de la degradacién proteolitica de IkBa
mediante un incremento en la transcripcion o por estabilizacion del mRNA de esta
proteina y la nitrosilacién del residuo de cisteina 62 de la subunidad p50 previniendo
asi la activacién de NFxB en su unién a DNA (Marshall y col., 2000). Finalmente, es
posible concluir que las modificaciones oxidativas que modulan la actividad de NFkB
ejercen un control dual sobre éste. La activacion o inhibicion de este factor por estrés
oxidativo posiblemente se relacione con ias vias de sefnalizacion involucradas en cada
evento en particular y depender de la duracién del evento, las circunstancias y del tipo
celular.

En resumen, en esta tesis enconframos que células SH-SYSY presentan un
feedback de captacion de hierro inducido por hierro lo cual resulta en mas hierro
intracelular, aumentando asi el estrés oxidativo. Sin embargo, al igual que neuronas de
hipocampo y células N2A (Ntfiez-Millacura y col., 2002), estas células responden al
estrés oxidativo inducidc por Fe generando mecanismos de proteccion para
contrarrestar el dafio oxidativo celular, Por lo tanto, los mecanismos antioxidantes son
una importante respuesta adaptativa contra el dafic oxidativo inducido por Fe. Sin
embargo, desafortunadamente las células no pueden perpetuamente acumular Fe y
por tltimo el mecanismo homeostatico controlado por el sistema IRP falla.

En este estudio encontramos que la actividad de IRP1 es inducida por un
exceso de Fe en el medio de cultivo y que esta actividad es bloqueada por el inhibidor

competitivo de las NOS, L-NNA y por el inhibidor de NFxB, NaSal. Estos resultados por

lo tanto evidencian que tanto el NO y NFxB median Ia activacion de [RP1. A su vez, un
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rol protector de! NO fue también observado, ya que el NO disminuye el pool de hierro
reactivo y aumenta los niveles celulares de GSH. Por lo tanto, en respuesta a una
acumulacion de Fe, NO puede mediar tanto una respuesta pro-oxidante (activacion de
IRP1) y una respuesta antioxidante en células de neuroblastoma SH-8Y8Y (Figura 23).
El resultado final, ya sea sobrevida o muerte celular va a depender de la capacidad
reductora del medio infracelular, de procesos adaptativos en lo referente a la
homeostasis celular de Fe, como por ejemplo una disminucion del transportador DMT1
y de los procesos adaptativos que contrarrestan la carga oxidativa como los son el

aumento del GSH y la disminucion del LIP.
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Acciones pro- y anti-oxidantes del NO
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Figura 23: Modelo propuesto para la activacion de IRP1 por estrés oxidativo inducido por
Fe. Respuesta pro-oxidante y antioxidante del NO en células SH-SY5Y sometidas a una
sobrecarga de Fe. Un aumento en el LIP produce un ciclo positivo consistente en un
aumento del estrés oxidativo, la activacion de NFkB, un incremento en NO, la activacién
de IRP1 y un aumento en la incorporacion de Fe. Antioxidantes, inhibidores de la
produccion de NO o de la activacion de NFxB rompen este ciclo. EI NO promueve
acciones de regulacion negativa al inducir de la sintesis de GSH y al disminuir el LIP.
Normalmente, las células estan en un balance en el que los elementos pro-oxidantes (por
ejemplo Fe) se contrapesan con elementos anti-oxidantes (por ejemplo GSH).
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VIl. CONCLUSIONES

. El hierro induce un incremento en la produccién de dafio oxidativo y muerte
celular mediante la generacion de ROS en células SH-SY5Y.

. Una sobrecarga de Fe produce un incremento en la actividad de IRP1 y una
disminucién en los niveles de expresion de la proteina. Por lo tanto, el Fe afecta
independientemente pero en el mismo curso de tiempo la actividad y expresion
de esta proteina.

. El oxido nitrico participa en la activacién de IRP1 inducida por Fe en células
SH-SY5Y.

. El incremento en los niveles de 6xido nitrico y la modulacion en los niveles de
nNOS e iINOS en funcion de la oferta de hierro, sugiere una relacién entre [a
actividad de las oxido nifrico sintasas, produccién de NO y la activacion de
IRP1.

. El factor de transcripcion nuclear NFxB participa en la sefalizacion de Ia
activacion del sistema IRE/IRP.

El Fe induce la translocacion al ntcleo de la subunidad p65 de NFkB, lo que
sugiere gue en estas condiciones se induce una respuesta a estrés oxidativo.

. Finalmente podemos concluir que si bien el NO es un factor pro-oxidante al
estimular a IRP1, puede contrammestar este efecto favoreciendo una respuesta

antioxidante al disminuir los niveles de LIP y aumentar los niveles de GSH.
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