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B Naci el 19 de Diciembre de 1983 en la ciudad de
ﬂ Puerto Ordaz, Venezuela. Alli vivi por 5 afios hasta que
mis padres deciden volver a Chile. De esta etapa quedan
recuerdos de un pais hermoso y de personas carifiosas que
se han transformado en mi familia y con las cuales hasta el
dia de hoy tengo una gran cercania.

Mis primeros afios de estudios los realicé en el
Colegio Claretiano, pero gracias a la buena decision de
mis padres, entré al Instituto Nacional “José Miguel
Carrera”, donde continué mis estudios desde 7° basico
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exigencia era alta y mis capacidades un poco limitadas.
Pero con esfuerzo y perseverancia pude estar dentro de los
mejores alumnos de mi curso. Ademas de entregarme las
primeras herramientas para poder enfrentar de mejor
manera los desafios académicos, el Instituto me permitio conocer a grandes personas que
hasta hoy siguen siendo mis amigos y con los cuales comparto penas, alegrias y proyectos.

Es aqui donde mi interés por el area biologica se hace evidente influido por
profesores que demostraban y transmitian la pasion por la investigacion. Mis intenciones
iniciales eran estudiar Odontologia, pero el destino me tenia preparado otro camino. Mi
atencion durante 4° Medio se centro en la salud de mi padre. Fue un afo dificil y la
posibilidad que no estuviera mas a mi lado hizo que la famosa P.A A se transformara en un
tramite insignificante al lado del sentimiento de perdida.

En el afio 2002, entré a la carrera Biologia Ambiental eleccion influida por mis
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Celular y Quimica General. Es aca donde conozco a mi amigo Jorge, con el cual comparti
mis intenciones de cambiarme de carrera e ingresar a Ing. en Biotecnologia. Con la
condicion de obtener buenas notas, en el afio 2003 nos matriculamos en Biotecnologia.

Durante los afios de pregrado conoci a grandes personas que se transformaron en
grandes amigas y amigos, como Claudia, Rosario, German, Fabian y Kury.
Lamentablemente hoy la rutina nos ha distanciado un poco, pero los buenos momentos no
se olvidan. En mis afios de estudios surge el interés por investigar el envejecimiento celular,
es por esto que acudo al Dr. M. Tulio Nufiez. Es aca donde conozco a personas como Pabla
que con su paciencia, dedicacion y constancia me ensefiaron a trabajar en el laboratorio.
Desde el afio 2006, he tenido el agrado de trabajar con Natalia, disfrutar de los analisis de
los resultados y la pasion por la ciencia.

Es en esta facultad y en el laboratorio Dr. Nufiez en donde he podido hacer realidad
parte de mis suefios, en donde he aprendido a enfrentar los problemas con entusiasmo y
valentia, y en donde he encontrado a personas que han hecho mas feliz mi vida.
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RESUMEN

El hierro es un elemento esencial para el normal funcionamiento celular,
participando en reacciones de oxido-reduccion cediendo o captando un electrén en forma
reversible. En el ambiente reductor intracelular, el Fe®* reacciona con el peroxido de
hidrogeno generando el radical libre hidroxilo (‘OH) mediante la reaccién de Fenton.
Debido a que el hierro es un metal potencialmente téxico, su incorporacién, almacenaje y
movilizacién son altamente regulados. El descubrimiento de proteinas mitocondriales
implicadas en la homeostasis celular del hierro, como ferritina mitocondrial (MtFt), una
nueva ferritina similar a la sub-unidad H de ferritina citosélica (cFt); sugiere un mayor
nivel de complejidad del metabolismo celular y mitocondrial de este metal. La expresion de
MtFt esta restringida a células con elevada actividad respiratoria, como espermatozoides y
neuronas. Se postula que la principal fancidn asociada a esta proteina es el secuestro del
exceso de hierro y la proteccion del dafio oxidativo. Esta funcién al interior de la
mitocondria es de principal interés, ya que en estos organelos se realiza la sintesis de
grupos hem y complejos Fe-S y por lo tanto estin expuestos a un trifico importante de

hierro.

Fn este Seminario de Titulo se estudi6 la expresion de MtFt y c¢Ft como funcién de
la oferta de hierro extracelular en células neuronales. Se encontré que ambas ferritinas
tienen mecanismos propios de control de su expresion. En particular, a diferencia de cFt, la
expresion de MtFt aumento en respuesta a condiciones de bajo hierro, una respuesta que
podria asegurar un suministro adecuado de hierro a la mitocondria bajo condiciones de

deficiencia del metal.
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SUMMARY

Iron is an essential element required for normal cell function, it participates in redox
reactions by reversely donating or receiving an electron. In the reducing conditions of
intracellular environment, iron reacts with hydrogen peroxide and generates the hydroxyl
radical (-OH) through the Fenton reaction. Thercfore, because of its potentially toxic
properties, cells tightly regulate iron uptake, storage and mobilization. The recent discovery
of mitochondrial proteins implicated in iron homeostasis, such as mitochondrial ferritin
(MiFt), a novel ferritin H chain-like protein; suggest a level of complexity of cellular and
mitochondrial iron metabolism not previously imagined. In contrast to cytosolic ferritin
(cFt), MtFt expression correlates with cellular mitochondrial number rather than iron
storage capacities, presenting higher expression in testis and neuronal cells rather than liver
cells. It has been suggested that the role of MtFt is protection against oxidative damage in
the mitochondria. Its function in the mitochondria is extremely important since this
organelle is the site of heme and Fe-S cluster synthesis. Thus, iron in mitochondria must be

available for synthesis and controlled for its potential oxidative damage.

In this Seminar, we studied the expression of MtFt and cytosolic ferritin (Ft) in
neuronal cells. We found that these proteins have differential control mechanisms. In
particular, and unlike cFt, MtFt was expressed at levels higher than control when cells were
placed in low iron conditions, a response that may help to secure an adequate supplement of

iron.




1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes Bibliograficos

1.1.1 Importancia Biolégica del Hierro

El hierro es un elemento critico para el normal funcionamiento celular, actuando
como cofactor de muchas proteinas que participan en vias bioldgicas vitales para el
desarrollo y funcidon de o6rganos como el cerebro, incluyendo la sintesis de ATP y
fosforilacién oxidativa, la sintesis de ADN, formacion de mielina y Ia sintesis y
metabolismo de los neurotransmisores dopamina, serotonina, norepinefrina y 4cido y-

amuinobutirico (Youdim y col., 1990; Hill, 1985; Wu y col., 2004).

El hierro participa en los procesos metabdlicos experimentando reacciones de
oxido-reduccién, una propiedad comiin entre los metales de transicién, la cual permite a
este metal sufrir interconversion entre los estados de catién divalente o ferroso (Fe®™*) y el
catién trivalente o férrico (Fe’*) (Papanikolaou y Pantopoulos, 2005). La habilidad de donar
v aceptar electrones en estas reacciones no sélo contribuye al rol critico del hierro en
procesos fisiologicos, sino que también puede guiar a un importante estrés oxidativo celular
mediante la produccion de radicales libres a través de las reacciones de Fenton y Haber-

Weiss (Wardman y Candeias, 1996) cuando un exceso de este metal esta presente.




1.1.2 Estrés oxidativo, especies reactivas del oxigemo y el hierro como

productor de ROS

El estrés oxidativo es generalmente definido como un desbalance entre estimulos
pro y anti-oxidantes que favorece la produccion de especies reactivas (RS) por sobre las
defensas antioxidantes, guiando a un dafio oxidativo. Entre las RS se incluyen a las especies
reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrogeno (RNS), haldgenos reactivos y
especies sulfuro-reactivas. Las ROS incluyen a radicales de oxigeno y derivados no
radicales del oxfgeno, como el peréxido de hidrégeno (H>05), el 4cido hipocloroso (HOCI)
y el ozono (O;). El precursor de gran parte de las ROS es el radical libre anién superéxido
(O7"), ¢l cual posee un electrén no apareado y es el producto de la reduccién incompleta del
oxigeno molecular (O2) producido durante la respiracién mitocondrial normal (Chance y
col., 1979). La posterior dismutacion del O,  de manera espontinca o catalizada por la

enzima superoxido dismutasa (SOD), produce la reduccién de Oy en HO, (1).

1) 20;"+2H" — Hy0, + O; Eo: 0.89 V; AG = -85.9 KI/mol

El H,O, es débilmente reactivo y capaz de atravesar membranas celulares
participando en procesos de transduccién de sefiales. A pesar de su poca reactividad, el
H,0; puede ser citotoxico y aunque una pequefia parte del dafio celular mediado por H;O;
es directo, por ejemplo la inactivacién de la enzima glicolitica G3PDH (Brodie y Reed,
1987), el I1,0, es capaz de producir la oxidacién de lipidos, ADN vy proteinas debido a la

reaccion con hierro.




El hierro es productor de radicales libres mediante una reaccién no-enzimatica
conocida como reaccién de Fenton, en donde el hierro en su estado reducido (Fe*") media

la conversién de H,0; al radical hidroxilo (-OH), el que es altamente reactivo (2).
2) Fe" +H,0, —Fe** +-OH+O0H By 0.28 V; AG = -27.0 KJ/mol

. . . ., +
Similarmente, el ambiente reductor intracelular favorece la reaccién entre Fe?' y
oxigeno molecular, generando el anién superéxido en una reaccion conocida como reaccion

de Haber-Weiss (3).

3) 2Fe* +20, — 2Fe* +20;" Bo: -0.26 V; AG = 25.1 KJ/mol

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

que establece la relacion entre hierro y la produccidn del radical hidroxilo.

4) 3Fe*" +0,+2H" —»3Fe +-OH+O0H  E:0.91V; AG=-87.6 KJ/mol

La forma oxidada de hierro (Fe’™) producido en las reacciones 2) y 3) es
nuevamente reducido por reductores celulares, como Oy, ascorbato y glutatién reducido
(GSH), comportindose como catalizadores de la produccién de los radicales libres

hidroxilo y anién superdxido.
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1.1.3 Transporte, almacenamiento y regulacion traduccional de Ia homeostasis

del hierro

En el plasma sanguineo el hierro es transportado principalmente como Fe** asociado
a la proteina de unidn a hierro, Transferrina (Tf), una proteina que puede transportar 1 6 2
atomos de hierro por molécula (HoloTf). Después de la unién de la HoloTf a su receptor
(TfR) presente en la membrana plasmiética, se produce la internalizacion del complejo
HoloT{-TfR hacia el citosol a través de vesiculas endociticas (Richardson y Ponka, 1997).
El hierro presente en la HoloTf es liberado en un compartimiento endosomal acidificado,
para luego ser transportade a través de la membrana endosomal hacia el citosol por el
transportador de metales divalentes (DMT1 o DCT1, Nramp2) (Andrews, 1999). Este
hierro luego puede: (i) formar parte del pool de hierro 1abil citosdlico (cLIP, Labil Iron
Pool) o hierro reactivo citosolico, (it) ser destinado hacia la mitocondria, para abastecer a
este organelo de hierro para la sintesis de grupos hem y complejos hierro-azufre o (iii) ser
almacenado en el citosol, por la proteina Ferritina (cFt} (Harrison y Arosio, 1996). La Tf
libre de hierro (ApoTf) es transportada unida a TfR, hacia la membrana plasmatica, donde

es liberada a la circulacién para un nuevo ciclo de movilizacién y entrega de hierro (Figura

1).




{APO.TF

Lo g

Fe¥ iH:'nm TF

Cavidad cubierta — /
de datrina 4

Figura 1 | Ciclo de la Tf. La HoloTf se une a su receptor, TfR, en la superficie celular. Este complejo
(HoloTf-TfR) se localiza en una cavidad cubierta de clatrina, la membrana se invagina iniciando la
internalizaciéon mediante endocitosis. La acidificacion del endosoma, mediado por una bomba de protones, es
necesaria para la liberacion del hierro desde Tf, el cual es transportado fuera del endosoma por el
transportador DMT 1. La ApoTf es devuelta a la membrana celular unida a TfR, donde, a pH neutro, se disocia
para participar nuevamente de ciclos de entrega de hierro. El hierro entregado puede ser transportado a la
mitocondria o ser almacenado en la forma de cFt y hemosiderina en ¢l cytosol. cLIP (Pool de hierro reactivo
citosolico). mLIP (Pool de hierro reactivo mitocondrial) (Modificado de Zecca y col., 2004).

Debido a que el hierro es un metal potencialmente tdxico, su incorporacion,
almacenaje y movilizacion son altamente regulados. Este mecanismo de control
homeostatico es realizado principalmente por proteinas que registran la disponibilidad del
metal a través de interacciones directas con el hierro presente en el citosol. Estas proteinas
de unidén a ARN, conocidas con el nombre de proteinas reguladoras de hierro 1y 2 (IRP1 e
IRP2, de Iron Regulatory Protein) y que en conjunto son denominadas IRPs, son
responsables del control post-transcripcional de los ARN mensajeros de proteinas

involucradas en el metabolismo celular del hierro. Este control se ejerce a través de la




asociacion de las IRPs con sitios altamente conservados, conocidos como elementos de
respuesta a hierro (IREs de Iron Responsive Element) presentes en la regién 5° y 3" no
traducida (UTR de Untranslated Region) de un ARNm (Hentze y Kiihn, 1996). Estas
proteinas, permiten ajustar rapidamente las concentraciones de hierro reactivo citosélico y
optimizar la funcion de numerosos componentes celulares dependientes de hierro (Hentze y
Kiihn, 1996). La unién de estas proteinas a un IRE presente en el 5° UTR, como en el
ARNm de las sub-unidades de cFt, confrola la unién de los ribosomas al ARNm, pero
cuando un IRE esta presente en el 3° UTR, como en el ARNm de TIR, la sintesis de
proteina es conirolada a través de la degradacion del ARNm. Un aumento en los niveles del
hierro citosdlico guia a la formacién de un complejo [4Fe-4S], presente en el sitio activo de
IRP1, previniendo la unién de esta proteina a IREs locatizados en el 5" UTR, asi los niveles
de las sub-unidades de cFt son traducidos libremente. Ademas, los ARNm de TfR y de
otros transcritos que tienen un IRE localizado en el 3° UTR son degradados por
endonucleasas no caracterizadas. Un aumento en los niveles de hierro citosolico guia a la
degradacién de IRP2 de manera hierro-dependiente, y su actividad no es regulada por un
cambio en los complejos hierro-azufre (Rouault, 2006). Inversamente, una disminucién del
hierro citosdlico guia al desensambamblaje del complejo [4Fe-4S] lo que promueve un
aumento en la actividad de unién de las IRPs a IRE con la consecuente disminucién en cFt

y un aumento de TR (Figura 2).

Nuestro laboratorio analizo el efecto del exceso de hierro en la activacién de IRP-1.
Se encontrd que IRP-1 tiene una respuesta bimodal. En células de epitelio intestinal (Caco-
2), hepaticas (I1epG2) y en células de neuroblastoma de ratén (N2A), IRP-1 se activa tanto

en deficiencia de hierro como en exceso. La activacién a concentraciones superiores a 20




uM de hierro en células N2A es inhibida por antioxidantes, estableciendo un posible rol
oxidante del hierro en la activacion de IRP1. Esta activacion va acompafiada del paradojico
aumento de la incorporacion de hierro, que se postula seria un mecanismo suicida de la
célula ante el estrés oxidativo (Nufiez y col., 2003). Esto explica las observaciones que a lo
largo de la vida o en células expuestas a tratamientos con hierro este metal se acumula
intracelularmente (Stohs y Bagchi, 1995; Tapia y col., 1996; Sturm y col., 2003) y a pesar
de aumentar la concentracion de cFt, el pool celular de hierro reactivo se incrementa con la

exposicion a hierro (Tapia y col., 1996; Arredondo y col., 1997).
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Figura 2 | Regulacién post-transcripcional de TfR y de cFt. Los niveles de las proteinas TfR y de cFt son
regulados post-transcripcionalente. Las proteinas reguladoras de hierro, IRPs, se unen a los elementos de
respuesta a hierro, IREs, localizados en la regién 3" y 5" no traducida de los ARNm de TfR y cFt,
respectivamente. a | En deficiencia de hierro, las IRPs se unen a los IREs, protegiendo el ARNm de TfR de la
digestion por endonucleasas y previniendo la sintesis de ferritina. b | Cuando el hierro es abundante, el IRP
modificado no se une a los IREs — en IRP1 el sitio de unién es bloqueado por la formacién de un complejo
4Fe-4S (rectangulo verde), mientras que la proteina IRP2 es degradada en el proteosoma - permitiendo que el
ARNmM de TfR sea degradado y permitiendo la expresion de ferritina (Modificado de Zecca y col., 2004).




1.1.4 Proteinas de Almacenaje de hierro

1.1.4.1 Ferritina Citosolica (cFt), estructura, funcionalidad y regulacion

transcripcional

La baja solubilidad de Fe** en condiciones fisiolégicas (aprox. 107 M) ha permitido
a los organismos vivos a adoptar mecanismos eficientes de transporte y almacenamiento del
metal. Para superar este obstaculo, la proteina cFt permite el secuestro y la mantencién del
hierro en una forma no tdxica y biodisponible. Las cFis se desarrollaron filogenéticamente
temprano y estin presentes en arqueobacterias, eubacterias, plantas, invertebrados y
mamiferos. Las secuencias de ADN y proteina para ferritinas” varian, especialmente en
bacterias, pero sus estructuras terciarias y cuaternarias estdn conservadas. En bacterias y
plantas, las cFts estan compuestas de 24 sub-unidades del mismo tipo, sin embargo, en
mamiferos existen dos tipos de sub-unidades una pesada H (cFtH) y una liviana L (cFtL).
Dependiendo del tipo celular, cFtH y cFtL se co-ensamblan en diferentes razones para
formar una molécula multimérica de 24 sub-unidades (Andrews y col., 1992). La molécula
de cFt es una esfera ahuecada con un didmetro externo de 12 a 13 nm. La cavidad central
de cFt, de 7 a 8 nm de diametro, es el sitio de almacenaje del hierro y es capaz de adquirir
hasta aproximadamente 4.500 atomos de hierro, aunque su saturacién normal es de 800 a
1000 atomos de hierro por molécula (Figura 3). Para ser almacenado, el hierro en el estado
de oxidacion Fe’" entra a la cavidad central de cFt a través de canales hidrofdbicos. La

posterior oxidacién a Fe’*, llevada a cabo por la sub-unidad cFtH, permite su

mineralizacion. Bajo condiciones de bajo hierro citosdlico, el hierro almacenado al interior




de cFt es reducido a Fe** y es transportado al exterior de cFt (Harrison y Arosio, 1996)

aunque a una menor velocidad que la de entrada (Liu y col., 2007).

cFtH (21 kDa) contiene la actividad ferroxidasa responsable de la ripida oxidacién
de Fe*™ a Fe™*. Los sicte residuos de aminoécidos que contribuyen a la formacién del centro
ferroxidasa estdn conservados en todas las cFts, con excepcién de la sub-unidad cFtL (19
kDa) que posee la particularidad de ofrecer residuos de aminodcidos 4cidos en la superficie
de la cavidad que facilitan la nucleacién y mineralizacién del hierro. cFts enriquecidas en
cFtL son asociadas al almacenamiento de hierro, mientras que cFis enriquecidas en cFtH
son asociadas a respuesta a estrés (Zecca y col., 2004). En el cerebro, cFts enriquecidas en
cFtH se encuentran predominantemente en neuronas, cFts enriquecidas en cFiL se
encueniran predominantemente en microglias, mientras que oligodendrocitos expresan
cantidades similares de ambas sub-unidades (Connor y col., 1994). Una baja expresién de

cFt es observada en astrocitos, indicando que estas células tienen poca capacidad de

almacenamiento de hierro (Zecca y col., 2004).
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Figura 3 | Representacion de ferritina (Ft). cI't es una proteina esférica que consiste de 24 sub-unidades (o
cadenas peptidicas) plegadas en elipsoides, conectadas a través de uniones no covalentes. Los dos tipos de
sub-unidades, una pesada cFtH y una liviana cFtL, forman una esfera ahuecada de aproximadamente 7 a 8 nm
de didmetro interno y un didmetro externo de aproximadamente de 12 a 13 nm que es capaz de secuestrar y

mantener en solucion hierro en una forma no toxica y biodisponible (Modificado de Kalantar-Zadeh K y col,,
2006).

El énfasis de Ios estudios de regulacién de cFt se han centrado en el la regulacién
post-transcripcional (IRE-IRP) del ARNm de cFt en respuesta a la exposicién a variadas
concentraciones de hierro extracelular. Sin embargo, variados estudios han observado
regulacion de los genes de cFtH a nivel transcripcional mediado por citoquinas (Torti F.M.
y Torti 8.V., 2002), por oxidantes como el H,O, (Tsuji y col., 2000) y por inductores de la
respuesta antioxidante de fase II como t-butilhidroginona (t-BHQ), oltipraz y 1,2-ditiol-3-
tion (D3T) (Pietsch y col., 2003). La induccion de la transcripcién mediada por hierro del
gen de cFil, y no de cFtH, ocurre solamente luego de la exposicién crénica a dosis de
hierro extremadamente elevadas y ha sido determinado en células HeLa y ratas mediante el
ensayo de trascripcién run-on (nuclear run-on assay) (White y Munro, 1988; Cairo y col.,

1985), mediante Northern blots en ratas y ranas (Dickey y col., 1987; Leggett y col., 1993)
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y mediante andlisis de microarrays (Muckenthaler y col.,, 2003). Fl tratamiento con el
quelante de hierro desferroxamina (DFQO) produce una disminucidon especifica de los
niveles de ARNm de cFtL. El mecanismo de regulacién diferencial de cFtH y cFtL
mediado por hierro es atin desconocido. En la actualidad, los efectos de la exposicion a
elevados niveles de hierro estarfan relacionados con el dafio oxidativo iniciado por hierro,
en vez de una respuesta directa al hierro. cFt en conjunto con otros genes de respuesta
antioxidante y detoxificacion posiblemente permiten una defensa concertada en contra de

insultos oxidativos (Balla y col. 1992; Torti y Torti, 2002; Hintze y Theil 2006).

1.1.4.2 Ferritina Mitocondrial (MtFt), estructura y funcionalidad

Desde su descubrimiento, la mitocondria es reconocida como un componente
esencial y dindmico de la bioguimica celular. La mitocondria es un organelo central en
varias funciones celulares incluyendo la generacion de ATP a través de la fosforilacién
oxidativa, la homeostasis intracelular de Ca** (Giorgi y col., 2008) y hierro, biosintesis de
grupos hem y complejos Fe-S, pirimidinas y esteroides. Son las responsables de la
formacidon de la mayor parte de los ROS (Brookes y col., 2004) y actiian como los
ejecutores en la apoptosis mediante la liberacion de varias proteinas que inician la muerte
celular programada (Garrido y Kroemer, 2004). Las neuronas son particularmente
dependientes de la funcién mitocondrial y del suministro de oxigeno debido a los elevados
niveles de actividad y la subsecuente necesidad de energia para la neurotransmisién y la
mantencion de los gradientes idnicos a través de la membrana celular (Ames, 2000;

Erecinska y col., 2004). En consecvencia, una disfuncién mitocondrial tiene efectos
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devastadores en la integridad celular y podria estar involucrada en €] envejecimiento, en las

enfermedades metabdlicas y degenerativas, asi como también en el cincer (Wallace, 2005).

La complejidad de la mitocondria ha sido gradualmente revelada por el estudio y la
caracterizacion de los defectos moleculares involucrados en una variedad de enfermedades
genéticas humanas, las cuales han revelado las posibles vias del trafico de hierro desde y
hacia la mitocondria. Entre las enfermedades relacionadas con disfuncionalidad
mitocondrial, el estudio de las enfermedades Ataxia de Friedreich (FA) y anemia
sideroblastica ligada al cromosoma X, XLSA/A (X-linked sideroblastic anemia) han
eniregado resultados relevantes para comprender el metabolismo del hierro mitocondrial y
celular. En ambas, se produce la acumulacion mitocondrial de hierro especialmente en
tejidos con elevado numero de mitocondrias, como el tejido nervioso y cardiaco (Puccio y
col., 2001; Pandolfo, 2002; Bekri y col., 2000). Un exceso de hierro libre en el ambiente
mitocondrial en pacientes con FA y XLSA/A ha sugerido un rol esencial del hierro en la
patogénesis de estas enfermedades. El uso de quelantes de hierro y de neuntralizadores de
radicales libres (free-radical scavengers) han mostrado efectos protectores frente a
cardiomiopatias y neuropatias (Wong y col., 1999; Rustin y col., 1999). Esto explicaria la
participacion del hierro en el dafio de moléculas bioldgicas mitocondriales el que seria
originado por una sobrecarga de este metal y/o la alteracidn de la homeostasis mitocondrial
del hierro en células cardiacas y neuronales (Chaston y Richardson, 2003). Es por esto que
el hierro jugarfa un rol crucial en muchos aspectos del metabolismo de la mitocondria y los
efectos de una interrupcién de estas vias podrian ser catastroficos. En consecuencia, la
mitocondria deberia poseer suficientes medidas para el control del trafico y el metabolismo

del hierro. El conocimiento del metabolismo del hierro en la mitocondria ha sido confinado
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mayoritariamente al estudio de los intermediarios en la sintesis de grupos hem en células
eritroides y muy poco se conoce acerca de las vias de trafico y almacenamiento del hierro
en este organelo en otros tipos celulares (Napier y col, 2005). El reciente descubrimiento de
proteinas mifocondriales involucradas en el metabolismo del hierro como frataxina,
mitoferrinal/2, el transportador ABCBG6/7 y ferritina mitocondrial (MfFt) ha generado un

marcado incremento en las investigaciones en este campo (Napier y col., 2005).

MiFt es una proteina de almacenamiento de hierro perteneciente a Ia familia de las
Fts (Levi y col. 2001). Fue nombrada como ferritina mitocondrial luego de la demostracion
de que sc localiza especificamente en la mitocondria (Levi y col., 2001). Homdlogos
mitocondriales de la proteina han sido encontrados en primates, raton, rata, en plantas
(Zancani y col., 2004) y muy recientemente en Drosophila (Missirlis y col., 2006). MtFt
humana es codificada por un gen sin intrones localizado en el cromosoma 5q23.1 que
codifica un ARNm de ~1kb. Los ARNm de MtFt de humano no poseen la secuencia IRE
consenso para ¢l control post-transcripcional dependiente de hierro (Levi y col. 2001). Asi,
la expresién de MtFt no es regulada por la maquinaria IRE-IRP, la cual controla la
homeostasis del hierro celular. La traduccién de MtFt genera un precursor de 242 amino
acidos (30 kDa) (Drysdale y col. 2002) que es procesado proteoliticamente en Ia
mitocondria para producir una sub-unidad de 22 kDa que es capaz de formar una molécula
multimérica de 24 sub-unidades que une hierro tan eficientemente como cFt (Langlois

d’Estaintot y col. 2004).

La expresion de MtFt esta restringida a tejidos con actividad respiratoria elevada, y

no a tejidos relacionados con el almacenaje de hierro, como ocurre con cFt. En humanos,
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los ARNm y proteina de MtFt son detectados principalmente en testiculos y cerebro (Levi y
col. 2001). Se postula que la principal funcion asociada a esta proteina es el secuestro de un
exceso de hierro, como lo realiza cFt. Esta funcién al interior de la mitocondria es de
principal interés, ya que en estos organelos se realiza la sintesis de grupos hem y complejos
Fe-S y por lo tanto estin expuestos a un frafico importante de hierro (Arosio y Levi, 2002;
Lill y Kispal, 2000). Es posible que el hierro secuestrado en MtFt no esté disponible para

participar en la reaccién de Fenton, protegiendo a la mitocondria del dafio oxidativo.

1.1.5 Acumulacion de hierro en el cerebro

Las neuronas requieren de un adecuado suministro de hierro, debido a su elevado
metabolismo y la sintesis de neurotransmisores (Beard y Connor, 2003). Pero, como se
discutid anteriormente, el hierro es un productor intrinseco de ROS, es por esto que las
células poseen mecanismos para evitar la acumulacién de hierro por sobre los niveles
necesarios. Sin embargo, en numerosas enfermedades neurodegenerativas la acumulacién
de hierro es un proceso regién-especifico que involucra la acumulacién en areas del cerebro
que son blancos preferenciales en enfermedades neurodegenerativas, como el hipocampo y

la substantia nigra (Connor y col., 1992; Gétz y col, 2004).

El cerebro posee caracteristicas que lo hacen un 6rgano Unico en lo que se refiere al
metabolismo de hierro. Primero, se encuentra detras de una barrera vascular, la cual limita
el acceso del hierro presente en el plasma. El conocimiento sobre los mecanismos de
entrega y de iransporte de hierro en diversos tipos de células neuronales y glias es limitado.

El conocimiento de estos mecanismos célula-especificos sor cruciales en la comprension
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de porqué en muchas enfermedades neurodegenerativas ocurre una acumulacién de este
metal. Se han caracterizado dos mecanismos de transporie presentes en la barrera
hematoencefalica (blood-brain barrier, BBB) que movilizan ¢l hierro a través de las células
endoteliales, uno por endocitosis mediado por TfR (Aisen, 1992) y otro mediado por
transportadores atin no identificados del hierro no unido a Tf (Banks y col., 1988; Burdo y
Connor, 2003). Luego de atravesar la BBB, gran parte del hierro se une rapidamente a la T
presente en el cerebro (producida por oligodendrocitos y células del plexo coroideo)

(Bartlett y col., 1991) para ser transportado y entregado a las células cerebrales.

Segundo, la concentracidn de hierro en varias regiones de cerebro varia
enormemente. Regiones del cerebro que estin asociadas con funciones motoras (regiones
extrapiramidales) poseen mayor contenido de hierro que regiones no relacionadas
(Koeppen, 1995), lo cual podria explicar porque los desordenes relacionados con
movimientos son comunmente asociados a un desbalance del contenido de hierro. Estas
regiones contienen un bajo contenido de hierro en el nacimiento, sin embargo, a medida
que envejecen estas regiones acumulan significantes cantidades del metal (Hallgren y
Sourander, 1958; Zecca y col., 2001). Cuando individuos entre 60 a 90 afios son
comparados con individuos entre 28 a 49 afios, una mayor cantidad de hierro y una mayor
inmunoreactividad para cFt es observada en neuronas, microglias y astrocitos de la corteza,
cerebelo, hipocampo, putamen, nucleo caudado, substancia nigra, ganglio basal y amigdala
(Connor y col., 1990). Estos resultados obtenidos desde tejidos post-mortem, también han
sido confirmados a través de métodos no invasivos mediante Imagenes de Resonancia

Magnetica (MRI) (Bartzokis y col., 1997; Martin y col., 1998, Ogg vy col., 1999).
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Existe importante evidencia que indica una relacion entre la acumulacién de
hierro en el cerebro con la edad y el estrés oxidativo que podria cansar un amplio rango de
desordenes neurodegenerativos del sistema nervioso central, entre los que se cuentan las
enfermedades de Parkinson (EP), Alzheimer (EA), Huntington (EH) (Moos y Morgan,
2004), Ataxia de Friedreich (FA) y anemia sideroblastica ligada al cromosoma X, XLSA/A.
Una acumulacion celular de hierro guia a varias formas de modificaciones oxidativas
reversibles e irreversibles de lipidos (derivados lipidicos de hidroperdxido), ADN (aductos
y quiebres) y proteinas (carbonilacién y modificaciones nitro) cuyo mal plegamiento y
agregacion gufan a la formacion de cuerpos de inclusién intracelulares, marcadores
postmortem de muchas enfermedades neurodegenerativas (Alam y col., 1997a; Alam y col.,
1997b; Dexter y col., 1994; Spencer y col., 1994). Como las expectativas de vida aumentan,
es esperable observar un correspondiente aumento en la ocurrencia de desordenes

neurodegenerativos relacionados con la acumulacién de hierro.

El nimero de enfermedades neurologicas asociadas con una acumulacion de hierro
en el cerebro y la necesidad por anmentar el conocimiento de los mecanismos de la
homeostasis de hierro en neuronas y glias estimulan el estudio de los mecanismos
involucrados en el transporte y almacenamiento del hierro en el cerebro. Sin embargo, atin
se desconoce los cambios de expresion de proteinas mitocondriales involucradas en el
metabolismo del hierro, como MtFt, y la posible funcién que tendria esta proteina en
respuesta a cambios en el contenido de hierro extracelular en células neuronales. Esto es de
importancia, debido al desconocido papel que tendria MtFt en el metabolismo celular del
hierro y la posible defensa concertada que tendria con cFt en contra de insultos oxidativos

producidos por un aumento en el contenido de este metal en la célula a lo largo del tiempo.
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La investigacion de este Seminario de Titulo esta centrada en el posible papel de
MitFt en la homeostasis celular de hierro en células neuronales expuestas a diferentes
contenidos de hierro extracelular simulando un modelo de acumulacion de hierro a lo largo

del tiempo.
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1.2 Hipotesis

La expresion de MtFt y de cFt en células neuronales responde diferencialmente

a la oferta de hierro extracelular.

1.3 Objetivo general.
Caracterizar la expresiéon de MtFt y cFt en células neuronales expuestas a variadas

concentraciones de hierro exiracelular.

1.4 Objetivos Especificos

Objetivo 1: Determinar el efecto del hierro sobre los niveles de transcritos de
MitFt y cFit.

Estudiar el efecto del hierro sobre la expresién de los ARNm de MtFt y cFt en
células SH-SY5Y diferenciadas tratadas por 12, 24 y 48 horas en presencia de

concentraciones variadas de hierro en medio de cultivo.

Objetivo 2: Determinar el efecto del hierro sobre la expresion de las proteinas
MitFty cFt.

Estudiar el efecto del hierro sobre la expresion de las proteinas MtFt y cFt en células
SH-SYSY diferenciadas tratadas por 12, 24 y 48 horas en presencia de concentraciones

variadas de hierro en medio de cultivo.
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Objetivo 3: Determinar Ia distribucién subcelular del hierro incorporado.
Estudiar la distribucion del hierro en las fracciones citosdlicas y mitocondriales en

células SH-SYS5Y diferenciadas tratadas por 24 horas con contenidos variados de hierro.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1 MATERIALES

2.1.1 Reactivos Generales.

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

paraformaldehido (0380).

2.1.2 Cultivo Celular.

De Gibco-BRL, Life Technologies (Gaithersburg, USA), se obtuvieron: Minimal

Essential Medium (MEM), medio de cultivo F-12 Nutrient Mixture, MEM aminoacidos no

esenciales suero fetal bovino (FBS), mezcla de antibidticos/antimicéticos, Tripsina-5mM

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




2.1.3 Material Biologico.

La linea celular SH-SY5Y (American Type Culture Collection niimero CR1-2266,
Rockville, MD) es un tercer sub-clon sucesivo de la linca SK-N-SH, la cual fue
originalmente establecida de un cancer de médula dsea humano (Encinas y col., 2000). La
linea parental SK-N-SH compromete al menos dos fenotipos distintos morfoldgica y
bioquimicamente: uno neuroblastico (tipo N) y otro substrato adherente (tipo S), quienes
pueden experimentar trans-diferenciacién. Al ser derivada de un sub-clon neurobiastico,
esta linea celular retiene una pequefia proporcion de células de tipo S (Encinas y col.,
2000). Las células SH-SY5Y pueden ser morfologicamente diferenciadas a células de
fenotipo neuronal mediante tratamiento con 4cido retinocico (RA). El tratamiento con acido
retinoico inhibe la proliferacion celular durante los primeros 8 a 10 dias. Las células no
tratadas contindan en mitosis y contienen cortos procesos de elongacion. Las células
diferenciadas exhiben un aumento en la expresién de la proteina asociada a microtiibulos
MAP2, un marcador neuronal (Mastroeni y col., 2008). Las células tipo N se diferencian a
un fenotipo neuronal creciendo en centros celulares con multiples y finas proyecciones
celulares (neuritas), mientras que las células tipo S no experimentan cambios morfoldgicos
aparentes. Las células diferenciadas exhiben varias caracteristicas de neuronas colinérgicas
y dopaminérgicas, incluyendo la expresion de la enzima acetilcolina transferasa (ChAT)
(Pahlman y col., 1995) y tirosina hidrosilasa (TH), de los transportadores VMAT, D;R y

D;R y incorporacién y liberacion de DA (Presgraves y col., 2004; Mastroeni y col., 2008).
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2.1.4 Anticuerpos y Western Blot

Anticuerpo cFtH: anticuerpo policlonal de cabra contra ¢FtH humana, Santa Cruz
Biotechnology, Inc (California, USA). Anticuerpo MtFt: suero policlonal de conejo cedido
por Paolo Arosio (Levi y col., 2001). Anticuerpo Porina: anticuerpo policlonal de ratén
contra Porina Humana, Abcam Inc. (Cambridge, USA). Anticuerpo Actina: anticuerpo
policlonal de conejo en contra Actina humana (Sigma-Aldrich, USA). Anticuerpo contra
IgG de ratdén conjugada con peroxidasa de rédbano (Sigma-Aldrich, USA). Anticuerpo

contra IgG de conejo conjugada con peroxidasa de rabano (Sigma-Aldrich, USA).

2.1.5 Fluoroforos

De Molecular Probes (Invitrogen Life Sciences, California, USA): Anti IgG de
ratéon hecho en burro conjugado a Alexa-Fluor 488, Anti IgG de cabra hecho en burro

conjugado a Alexa-Fluor 594.

2.1.6 Equipos.

Microscopio Confocal, Carl Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss AG, Gottingen,
Alemania); Lector de placas ELISA SUNRISE (Tecan Trading AG, Suiza); Camaras
electroforéticas (Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA); Fuente de poder PS 4010-2

(Sigma-Aldrich); Centrifuga Mikro 22R (Hettich, Tuttlingen, Alemania).
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2.2 METODOS

2.2.1 Cultivo Celular.

Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y son incubadas bajo humedad a 37
°C y 5% CO; en medio MEM/F12 suplementado con 10% suero fetal de bovino (FBS),
amino 4acidos no esenciales MEM (Gibco, Invitrogen Cell Culture, USA), 10mM, 10
unidades/mL de Penicilina, 10 mg/ml. de Estreptomicina, 250 ug/ml. de Fungizona y
buffer HEPES, 20 mM. La concentracion total de hierro en el medio de cultivo es de 7,02
uM determinada por espectrometria de absorcion atdémica (Aguirre P y col.,, 2007). El

medio de cultive fue cambiado cada 2 dias.

2.2.2 Tratamientos de ¢élulas SH-SYSY con variadas concentraciones de hierro

extracelular

Las células fueron sembradas a una densidad de 100.000 en pocillos de 2cm?,
después de 8 dias en cultivo las células alcanzan un estado de equilibrio en el nimero
celular y una confluencia del 90 - 95%. En este momento, las células fueron tratadas por 4
dias con 5 pM de 4cido retinoico (RA) para luego ser expuestas a diferentes tratamientos
con hierro por 12, 24 v 48 horas. Los tratamientos se realizaron aportando hierro adicional
E al medio de cultivo que contiene una concentracién de 7 pM de hierro. El medio fue
|
| suplementado con 13 pM, 53 pM y 143 pM de Fe™, utilizando el complejo de
coordinacion FeCls: nitrilotriacetato de sodio (Fe-NTA) en una proporcién molar 1:2,2. Las
concentraciones finales presentes en el medio de cultivo fueron de 20 uM, 60 uM y 150

puM. Para inducir la deficiencia de hierro se agrego el quelante de hierro desferroxamina
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(DFO) en concentraciones de 2,5 uM (Tapia y col., 1996; Hirsh y col,, 2002). Este
quelante reduce la concentracién disponible de hierro en el medio de cultivo a 2 pM y
también reduce el contenido intracelular de hierro por ciclos de endocitosis-exocitosis

(comunicacion personal de loav Z. Cabantchik).

2.2.3 Expresion del ARNm de MtFt, cIitH en células SH-SYSY expuestas a

diferentes tratamientos con hierro extracelular.

Luego de los tratamientos con hierro por 24 y 48 horas se realizé la extraccion de
ARN desde las células SH-SY5Y utilizando TRIzol (Gibco, Invitrogen Cell Culture, USA)
segun instrucciones del fabricante. Las células fueron lisadas directamente agregando 1 ml
de TRIzol a una placa de cultivo de 3.5 cm de didmetro, el lisado celular es homogenizado
mediante el uso de una pipeta. El homogenizado fue incubado durante 5 minutos a
temperatura ambiente, a continuacién se agregaron 0,2 ml de cloroformo, se agitd
vigorosamente y se incubd por 3 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron
centrifugadas durante 1 minuto a 12.000 x g a 4 °C. Luego, la fase acnosa (superior) fue
traspasada a un tubo limpio y el ARN presente en esta fase fue precipitado mediante la
adiciéon de 0,5 ml de isopropanol. Las muestras fueron incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente y centrifugadas a 12.000 x g duranie 10 minutos a 4 °C. El
sobrenadante fue eliminado vy el sedimentado de ARN fue lavado una vez con etanol al 75
% en H,O tratada con DEPC y centrifugado a 7500 x g por 5 minutos a 4 “°C. El ARN fue
disuelto en H,O tratada con DEPC y cuantificado midiendo la absorbancia a 260 nm, donde

1 unidad de absorbancia equivale a 40 pg/ml de ARN.
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La sintesis del ADNc se realizo mediante el uso de la transcriptasa reversa M-MLV
(Moloney Murine Leukemia Virus) RT (Reverse Transcriptase) (Invitrogen, 28025-013),
usando como templado 2 pg de ARN total. En un tubo de micro centrifuga libre de
nucleasa se agregaron 2 ug de ARN total, 1 pl de oligo dT(15) 500 pg/ml, 1 pl de Mix
dNTP 10 mM (10 mM de cada uno de nucledtidos trifosfatos dATP, dGTP, dCTP y dTTP)
v 8 ul de agua libre de nucleasa. La mezcla fue calentada a 70 °C por 10 minutos y enfriada
rapidamente a 4 °C. El contenido de los tubos fue colectado por centrifugacion y se
agregaron 4 pl de Buffer RT completo 5X (TrisHCI 250 mM, pH 8,3; KC1 500 mM, MgCl,
15 mM), 2 ul DTT 0,1 M, 1 pl Inhibidor de Ribonucleasa (40 unidades/pi), 1 pl (200
unidades) de M-MLV RT. El contenido de los tubos fue mezclado ¢ incubado por 50

minutos a 37 °C. La reaccion es inactivada por calentamiento a 70 °C por 15 minutos.

El 10% (2 ul) del ADNc generado es usado como templado para la amplificacion
por la reaccion en cadena de la polimerasa. En un tubo de micro centrifuga libre de
nucleasa se agregaron 2,5 pl de Buffer PCR 10X (Tris-HC1 200 mM / pH 8,4; KCl1 500
mM), 0,75 ul de MgCl; 50 mM, 0,5 pl de Mix dNTP 10 mM, 0,5 pl de partidor Forward
de amplificacion (10 pM), 0,5 pl de partidor Reverse de amplificacion (10 pM), 0,2 pl de
Tag Polimerasa (5 U/ul), 2 ul de ADNc y 18,05 pl de agua libre de nucleasa. Los
partidores utilizados fueron MtFt (Forward) S’TATTTCCTTCACCAGTCCCGG3’, Mtlt
(Reverse) 5’AGAGCGTGCAATTCCAGCAACS’ los cnales generaron un fragmento de
204 pares de bases (bp). cFtH (Forward) 5’GCGATGATGTGGCTTTGAAG3’, cFiH
{Reverse) S’TGGCTTTCACCTGCTCATTC3’ los que generan un fragmento de 309 bp.
Actina (Forward) 5’CGCTGCGCTGGTCGTCGACAZ’ Actina (Reverse)

5’GTCACGCACGATTTCCCGCT3’, los cuales generaron un fragmento de 495 bp. El
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programa de ciclos para MtF't fue el siguiente: 5 minutos a 95 °C, 38 ciclos de 30 segundos
a 95 °C, 60 segundos a 58 °C y 40 segundos a 72 °C, seguido por una amplificacion final de
10 minutos a 72 °C. El programa de ciclos para cFtH fue el signiente: 5 minutos a 95 °C, 31
ciclos de 30 segundos a 95 °C, 60 segundos a 50 °C y 40 segundos a 72 °C, seguido por una
amplificacién final de 10 minutos a 72 °C. Para los procesos de amplificacién de MtFt y
cFtH se utilizoé como conirol interno de amplificacion el fragmento de actina. Actina y MtFt
o cFtH son amplificados conjuntamente, no observando competencia entre estos debido a

que Ja amplificacién genera fragmentos de pequefio tamafio.

2.2.4 Aislamiento de mitocondrias

Para la determinacion de la proteina de MtFt a través de Western Blot, fue necesario
realizar el aislamiento de mitocondrias. Las mitocondrias pueden ser ficilmente aisladas
desde células de mamiferos por un simple método de homogenizacidn, conformado por una
cenfrifugacion a baja velocidad (600 x g) para la eliminacion de nicleo, membranas y
c¢lulas no dafiadas, seguido por una centrifugacion a alta velocidad (11.000 x g) para la
separacién de la fraccién citosolica y mitocondrial. El sedimentado final representa una

fraccion cruda de mitocondrias.

Las células SH-SY5Y fueron crecidas hasta un 80-90% de confluencia (15 x 10°
celulas), diferenciadas por 4 dias con acido retinoico y expuestas por 12, 24 y 48 horas a
concentraciones de hierro en el medio de cultivo de 2 pM, 7 uM (control), 60 pM y 150
uM. Las células fueron disgregadas desde la placa de cultivo con Tris-salino EDTA

mediante una incubacién por 10 minutos a temperatura ambiente y fueron colectadas por
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centrifugacién a 600 x g por 5 minutos a 4 °C, el sobrenadante fue descartado. El
sedimentado de células fue resuspendido en 10 voliimenes (1,5 mi) de Buffer de Extraccion
I1X (HEPES 10 mM / pH 7,5; manitol 200 mM, Sacarosa 70 mM y EGTA 1 mM mas un
coctel de inhibidor de proteasas (leupeptina 10 pg/ml, aprotinina 0,5 pg/ml, pepstatina A
0,7 pg/ml) (100:1[v/v])) ¢ incubado por 15 minutos en hielo. Las células fueron
homogenizadas con 30 golpes utilizando un homogenizador Dounce (Sigma, P7734). El
homogenizado fue centrifugado a 600 x g por 10 minutos a 4 °C. Cuidadosamente, el
liquido sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y centrifugado a 11.000 x g por 10
minutos a 4 °C. El sedimentado es considerado como la fraccidn mitocondrial y el
sobrenadante acuoso, como la fraccidon cifosdlica. El sedimentado mitocondrial es
resuspendido en un buffer de almacenamiento 1X (HEPES 10mM / pH 7,5, Sacarosa 250
mM, ATP 1 mM, ADP 80 mM, Succmato de Sodio 5 mM, KoHPO4 2 mM y DTT 1mM) y

almacenado junto a la fraccidn citosolica a -20°C, para posteriores ensayos.

2.2.5 Western Blots del extracto celular y la fraceion mitocondrial.

Para preparar los extractos celulares, las células SH-SYS5Y expuestas a diferentes
tratamientos con hierro se disgregaron desde la placa de cultivo con Tris-salino EDTA
mediante una incubacién por 10 minutos a temperatura ambiente y fueron colectadas por
centrifugacion a 600 x g por 5 minutos. E] sobrenadante fue removido y las células o la
fraccién mitocondrial son resuspendidos en buffer de lisis (50 pl/1x10° células)
conformado por una solucién tampén de lisis (NP-40 0,5%, HEPES10 mM / pH 7,5, MgCl
3 mM, KCl 40 mM, PMSF 1 mM, Glicerol 5%, DTT 1 mM) més un céctel de inhibidor de

proteasas (leupeptina 10 pg/ml, aprotinina 0,5 pg/ml, pepstatina A 0,7 pg/ml) (100:1[v/v]),
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e incubadas por 15 minutos en hielo. El homogenizado fue centrifugado a 10.000 x g por 10
minutos, para quedarse con el sobrenadante. Para determinar la concentracion de proteinas

se utilizé el método del Acido Bicinconinico (BCA) (Protein Methods).

Para la separacion electroforética, se cargaron 30 pg de proteina en un gel de
poliacrilamida al 12,5 % en condiciones denaturantes (SDS-PAGE). Una vez separadas las
proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa durante 1,5 hora a 300
mA y 4 °C. Luego de la electrotransferencia, la membrana fue tefiida con Ponceau-S para
ver si el proceso de transferencia fue exitoso, luego la membrana fue lavada con TBS-T20
(Tris-HC1 pH 7, NaCl 150 mM y Tween-20 0,2%) para eliminar el Ponceau-S.
Posteriormente, la membrana fue bloqueada durante 1 hora a temperatura ambiente y
agitacion suave con leche descremada 5% en solucidon TBS-T20. La incubacion con el
anticuerpo primario contra las proteinas cFtH, MtFt, porina y actina se realizo durante toda
la noche a 4 °C y agitacidn suave. Se realizaron tres lavados de 10 min cada uno con TBS-
T20 para elimmar el anticuerpo primario unido inespecificamente a la membrana. A
continuacion se incubo durante 2 horas con agitacidon suave a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario anti IgG de ratén o anti IgG de conejo conjugado con peroxidada de
rabano en leche descremada 0,5% en solucion TBS-T20. Se realizaron tres lavados de 10
min cada uno con TBS-T20, para luego revelar usando el kit quimioluminicente y
autoradiografia (Pierce, 34080). La sefial quimioluminiscente se detectd mediante placas

fotograficas (Fuji).
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2.2.6. Determinacién inmunocitoquimica de ferritina mitocondrial en células de

cultivo.

Luego de los tratamientos con hierro, las células fieron lavadas con PBS vy fijadas
por 10 minutos con Ja solucion de paraformaldehido (PFA) 4% vy sacarosa 4% en PRS.
Luego fueron permeabilizadas por 5 minutos con Triton X-100 0,1% en PBS. Las células
fueron doblemente tefiidas usando un anticuerpo monoclonal contra la proteina TH
(tiroxina hidroxilasa) (1:1000), utilizada como marcador de neuronas dopaminérgicas, y
suero policlonal de conejo contra MiFt (1:500) durante toda la noche a 4 °C. Luego de esto,
las células fueron lavadas e incubadas por 1 hora con una mezcla de anticuerpo anti IgG de
raton hecho en burro conjugado con Alexa-Fluor 488 (Molecular Probes 1:400) junto con
un anticuerpo anti IgG de conejo hecho en burro conjugado con Alexa-Fluor 568
(Molecular Probes 1:400). Los cubreobjetos fueron montados en un portaobjeto con medio

de montaje FluorSave Reagent (Calbiochem).

Las preparaciones fueron observadas usando un microscopio confocal Zeiss LSM
510 con la configaracién multitrack que permite la excitacion con dos longitudes de onda
diferentes (Exc = 543 nm Filtro560 nm) para CY y (Exc = 488 nm Filtro 505-530 nm) para

FITC.
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2.2.7 Medio de cultivo MEM-F12 10% FBS bajo en hierro y distribucién

subcelular de la incorporacién de hierro al equilibrio utilizando el isétopo *Fe.

Las células luego de ser crecidas en medio MEM-F12 / 10 % FBS y diferenciadas
por 4 dias con RA, fueron expuestas por 24 horas al medio MEM-F12 10% de FBS bajo en
hierro. Este medio se preparé tratando 20 ml de FBS con 5 g de Chelex 100 (resina de
intercambio idnico que quela preferentemente metales divalentes de transicidn, Bio-Rad)
por 72 horas. Este tratamiento disminuy6 la concentracién de hierro en el FBS de 65 pM a
1,0 pM. El FBS bajo en hierro fue suplementado con CuCly 1,5 pM, ZnCl, 30 pM y MnCl,
15 nM, debido a que estos metales también son quelados. La determinacion de la
concentracidon del hierro presente en el FBS fue realizada mediante el ensayo de 2,2'-
bipiridilo (Drysdale y Ramsay, 1965; Hill, 1931), el que brevemente consiste en: 160 ul de
FBS bajo en hierro fue tratado por 1 hora a 100 °C con 20 pl de 2,2'-bipiridilo (0,5% en
Acido Acético 60%) y 20 pl de NapSO; (0,75M). La determinacion se basa en la
coloracién roja del complejo formado por el Fe* presente en el medio y el 2,2'-bipiridilo,

este complejo es medido a 520nm. El Na;SO; permite la reduccion del Fe'* a Fe*.

La incorporacion celular de hierro se midi6 en células expuestas por 24 horas a una
solucién del isétopo radioactivo **Fe, de concentracién y actividad especifica conocida. El
1s6topo radioactivo (81.1 mCi/mg) se combind con NTA en una relacién 1:2,2 (mol:mol), a
esta mezela se le denominé *Fe-NTA. 0,5 uM de *Fe-NTA es agregado al medio de
cultivo MEM-F12 10% FBS bajo en hierro. Para obtener medios de cultivo celular con
diferentes concentraciones de hierro, al MEM-F12 10% FBS bajo en hierro se adiciond

hierro no radioactivo en la forma de Fe-NTA (1:2,2) obteniendo concentraciones finales de
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hierro de 2, 7, 20, 60 y 150 pM. Cumplidas las 24 horas de tratamiento, se retiro el medio y
las células fueron lavadas con PBS. Las células se disgregaron con Tris-Salino EDTA. Se
procedid a realizar el aislamiento de las fracciones citosdlicas y mitocondriales mediante el
protocolo descrito en 2.2.4. Se determind la concentracion de proteinas por el método de
Acido Bicinconinico de las fracciones y la radioactividad de **Fe en un contador de

radioactividad beta de las células completas, fraccion citosodlica y mitocondrial.
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3. RESULTADOS

3.1 El contenido de hierro en el medio extracelular regula los niveles de la

proteina y no del ARNm de cFtH

Ferritina es considerada como la principal proteina de almacenaje de hierro en
mamiferos y como la primera linea de defensa en conira de la sobrecarga de hierro. Debido
a que cFtH es el principal regulador de la actividad de ferritina, y que ferritinas
enriquecidas en cFtH estan asociadas a condiciones de respuestas a estrés y que en
neuronas este tipo de ferritinas esta presente, procedimos a estudiar los niveles de ARNm y

de proteina de esta sub-unidad.

No se observaron cambios significativos en los niveles de ARNm de c¢FtH en
células expuestas por 24 horas y 48 horas de tratamiento hierro 2 uM$(DFO), Control (7
uM), 20 pM, 60 pM y 150 pM (Figura 4). Este resultado es consié;tente con trabajos
previos que demuestran que la principal regulacion de las sub-unidades de ferritina

}

citosolica mediado por hierro es a nivel post-transcripcional.
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A 24 horas 48 horas
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Figura 4 | El hierro no induce cambios en Ia expresion del ARNm de cFt. A} Andlisis de expresion de cFt
mediante RT-PCR de células SH-SYSY diferenciadas y expuestas por 24 horas y 48 horas a concentraciones
de hierro extracelular de 2 pM, 7 pM C (7 pM), 60 pM y 150 pM. MW, Marcador de Peso B) Cuantificacidn
de la expresién de cFt de los distintos tratamientos seftalados normalizados con respecto a los niveles de
densidad de banda de la condicién control C (7 pM). Los datos representan el promedio + SEM. n=3. No se
observan diferencias significativas, p >0.05, determinado por test ANOVA.

Debido a que no existieron cambios en los niveles de ARNm de cFtH en células
expuestas a diferentes tratamientos de hierro y que las modificacion de los niveles de las
sub-unidades de la cFt reportadas en otras investigaciones se deben principalmente a un
mecanismo de regulacion post-transcripcional, esperamos observar una modificacion de los
niveles de la proteina cFtH en células expuestas por 24 horas y 48 horas a diferentes
tratamientos con hierro (Figura 5). A 2 pM de hierro se produjo una disminucién de 0,25
veces en los niveles de cFtH a las 24 horas de tratamiento comparado a los niveles de
células control expuestas a 7 uM, resultado consistente con un menor contenide de hierro

celular que genera un menor requerimiento de la proteina de almacenaje de este metal. A

o Lo}
]
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las 24 horas de tratamiento se produjo un aumento de 3 veces en los niveles de la proteina
de cFtH a 20 pM, de 1,4 veces a 60 pM y de 3,5 veces a 100 pM, debido 2 un posible
aumento en los niveles celulares de hierro. A 150 pM se produjo un awmento de 6,2 veces
en los niveles de la proteina de cFtH a las 24 horas de tratamiento. La disminucion
observada a las 24 horas a tratamiento de 2 pM no es observada luego de 48 horas. A las 48
horas de tratamiento en condiciones de sobrecarga de hierro (60 pM, 100 pM y 150 uM) se
observa una disminucion en los niveles de proteina, lo gue podria ser explicado por: i) una
mayor saturacion de la ferritina, permitiendo una disminucién del LIP citosoélico lo que
produciria un menor requerimiento de la proteina a tratamientos prolongados con hierro y/o
ii) por una disminucién en los niveles de hierro celulares dado por un eflujo de hierro desde
las células expuestas a condiciones de sobrecarga de hierro. Este effujo de hierro es
mediado por un aumento en el transportador de salida de hierro, Iregl. Este aumento fue

anteriormente reportado por nuestro laboratorio y que en conjunto reflejan un mecanismo

celular adaptativo a condiciones de sobrecarga de hierro (Aguirre y col., 2005).
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Figura 5 | El hierro induce la expresion de la proteina cFt en condiciones de sobrecarga con este metal.
A) Western Blot representativo de los cambios en la inmunoreactividad para cFt de células SH-SY5Y
diferenciadas expuestas por 24 y 48 horas a concentraciones de hierro extracelular de 2 pM, 7 pM {condicion
control), 60 pM, 100 pM y 150 uM. (B) Cuantificacion de la densidad de banda de cFt normalizada con
respecto a los niveles de la condicién Control (7 pM). Células expuestas por 24 horas y 48 horas. Los datos
representan el promedio = SEM. n=3. *** p < 0.001; *, p < 0.05 determinado por test ANCVA.

3.2 Il contenido de hierro en el medio extracelular regula la expresion del

ARNm y de proteina de MtFt

El hierro es un componente integral de proteinas citosdlicas y mitocondriales
sintetizadas en la matriz mitocondrial. Dada la importancia de este metal en la
funcionalidad de estas proteinas, una deficiencia o un exceso del aporte del metal en la
mitocondria podrian causar una disfuncién mitocondrial y/o celular. Es por esto que

existirian mecanismos en la regulacion del flujo y el manejo del hierro desde v hacia la
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mitocondria (Napier y col., 2005). MtFt es una proteina mitocondrial de la cual se
desconocen los mecanismos de regulacion transcripcional y/o post-transcripcional y debido
a su capacidad de almacenar hierro en la mitocondria, su regulacién y funcién son

esenciales para comprender el metabolismo celular y mitocondrial de este metal.

3.2.1 Aumento de la expresion del ARNm de MtFt en condiciones de deficiencia y

sobrecarga de hierro.

Considerando como antecedente el resultado encontrado en las células SH-SY5Y
expuestas por 24 y 48 horas a diferentes concentraciones de hierro extracelular y en el que
no se observaron cambios en los niveles del ARNm de cFtH, y que los cambios observados
en los niveles de proteinas se determinan por un mecanismo post-transcripcional,
evaluamos si existia una respuesta diferencial del ARNm de MtFt asociado a una posible
regulacion transcripcional mediada por los niveles de hierro. La Figura 6 muestra el
resultado de un RT-PCR representativo para el ARNm de células SH-SYSY expuestas por
24 horas a distintos tratamientos de hierro en el medio de cultivo. A diferencia a lo
observado en la cFtH, se observaron diferencias en los niveles de ARNm de MtFt. A 150
M de hierro en el medio de cultivo se produjo un aumento de 1.8 veces en los niveles de
ARNm comparado a los niveles de células control expuestas a 7 pM. Interesantemente, a
60 pM se produjo una disminucion de 0.7 veces en los niveles de ARNm. Un resultado
_ inesperado fue el aumento de 1.1 veces en los niveles de ARNm en condiciones de
deficiencia de hierro mediante el uso de DFO en el medio de cultivo. Estos resultados

indicarian una posible regulacién de la expresién de MtFt a nivel transcripcional v las
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sefiales que la regulan permitirfan un aumento en los niveles de ARNm en condiciones de

deficiencia y de sobrecarga de hierro.

2pM C(7pM) 60 pM 150 pM MW

Actin  —

R

hkk

*%

RT-PCR MtFt
densidad de banda, (1.a.)

2 7 )] 150

Tratamiento hierro 24 horas, udl

Figura 6 | EI hierro induce la expresion del
ARNm de MtFt en condiciones de
deficiencia y de sobrecarga con este metal.
A) Andlisis de expresién de MtFt mediante
RT-PCR de células SH-SYSY diferenciadas y
expuestas por 24 horas a concentraciones de
hierro extracelular de 2 pM, 7 pM C (7 pM),
60 pM y 150 pM. B) Cuantificacion de la
expresion de MtFt de los distintos
tratamientos sefialados normalizados con
respecto a los niveles de la densidad de banda
de la condicion control. Los datos representan
el promedio £ SEM. n=3. ***, p < 0,001; **,
p< 0,01 determinado por test ANOVA.

3.2.2 Aumento en los niveles de proteina de MtFt en condiciones de deficiencia

y sobrecarga de hierro.

En base a los resultados que demuestran que el hierro induce la expresiéon del

ARNm de MtFt en condiciones de deficiencia y de sobrecarga de este metal, se analizd los

niveles de la proteina MtFt de células expuestas por 12, 24 y 48 horas a diferentes

concentraciones de hierro extracelular (Figura 7). Se encontré un aumento a las 12 horas y
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24 horas en los niveles de la proteina tanto en condiciones de deficiencia como de
sobrecarga de hierro. A las 12 horas de tratamiento con 2 pM de hierro, se produjo un
aumento de 2,5 veces en los niveles de MtFt y a las 24 horas se produjo un aumento de 0,7
veces. Los niveles de MtFt a 150 pM de hierro, aumentaron 8,8 veces a las 12 horas de
tratamiento y de 1 vez a las 24 horas. Este resultado es consistente con lo reportado
anteriormente que postula que la principal funcidén de esta proteina es el secuestro del
exceso de hierro presente en la mitocondria, protegiendo a este organelo del dafio oxidativo
mediado por el metal (Cazzola y col., 2003; Campanella y col., 2004). A 60 uM se produjo
un aumento de 3,8 veces y de 1,3 veces en los niveles de proteina de Mt¥t a las 12 horas y
24 horas de tratamiento, respectivamente. Esto se contradice con el resultado obtenido en
los niveles de ARNm en donde a las 24 horas se observa una disminucion en comparacién a
la situacion control. Estos aumentos en los niveles de la proteina a 2 pM, 60 pM y 150 pM
son dependientes del tiempo de exposicidn, no observando diferencias significativas a las
48 horas de tratamiento en los niveles de proteina a 2 pM en comparacion a la condicion
control 7 uM. A las 48 horas de tratamiento con 60 pM y 150 pM se produce una

disminucidén de 0,6 veces respecto a control en los niveles de proteina de MtFt.
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Figura 7 | El hierro induce la expresién de la proteina MtFt en condiciones de deficiencia y de
sobrecarga con este metal. A) Western Blot representativo de los cambios en la inmunoreactividad para
MtFt presente en las fracciones mitocondriales de células SH-SY5Y diferenciadas expuestas por 12, 24 y
48 horas a concentraciones de hierro extracelular de 2 pM, 7 pM C (7 uM), 60 pM y 150 yuM. Como
control de carga de la fraccién mitocondrial se utilizo la proteina porina presente en la membrana
mitocondrial externa, se detecta una banda de aproximadamente 31 kDa. B) Cuantificacion de la
inmunoreactividad de MtFt normalizada con respecto a los niveles de la condicién Control C(7uM) a los
distintos tratamientos sefialados. Los datos representan el promedio £ SEM. n=3. *** p < (,001; **, p<
0,01 A las 48 horas no se observan diferencias significativas, p > 0.05, determinado por test de ANOVA.
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3.3 Determinacion inmunocitoquimica de MtEt

La presencia de M(F{ en células SH-SY5Y fite documentada por inmunocitoquimica
en condiciones de deficiencia y sobrecarga de hierro a 12 horas (Figura 8), 24 horas (Figura
9) vy 48 horas de tratamiento con hierro (Figura 10). Los resultados indicarian un posible
aumento en los niveles de la proteina MitFt en celulas expuestas por 12 y 24 horas de
tratamiento. Esos resultados se correlacionarian a los obtenidos mediante Western Blot en
donde MtFt experimenta un aumento en los niveles de proteina en condiciones de
deficiencia y de sobrecarga de hierro, estos aumentos fueron dependientes del tiempo de

exposicion.

En las Figuras 8, 9 y 10 se muestran campos representativos de células expuestas a
diferentes tratamientos. A partir de las células expuestas a la situacidn control por 12, 24 y
48 horas s¢ establecieron los parametros basales para determinar las diferencias con las
células expuestas a los tratamientos diferentes al control. Nivel de laser 543nm 80%,
488nm 3%, pinhole 280 pm, Scan Zoom 2.7, Filtros LP560, BP 505-530, Objetivo Plan-

Apochromat 63x/1.4 Oil.
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Figura 8 | La deficiencia y la sobrecarga de hierro inducen un aumento en la expresion de MtFt en
células SH-SYSY expuestas por 12 horas de tratamiento. A-D: inmunofluorescencia de células SH-SY5Y
cultivadas por 12 horas con 2 uM, 7 uM, 60 pM y 150 uM de hierro. Las células fueron posteriormente
tefiidas usando suero de conejo en contra MtFt (rojo) y anticuerpo contra Tiroxina Hidroxilasa (TH, verde), un
marcador de neuronas dopaminérgicas. Se observan campos representativos.
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MtFt TH  Sobreposicion

Figura 9 | La deficiencia y la sobrecarga de hierro inducen un aumento en la expresion de MtFt en
células SH-SYSY expuestas por 24 horas de tratamiento. A-D: inmunofluorescencia de células SH-SY5Y
cultivadas por 24 horas con 2 uM, 7 pM, 60 pM y 150 pM de hierro. Las células fueron posteriormente
tefiidas usando suero de conejo en contra MtFt (rojo) v anticuerpo contra Tiroxina Hidroxilasa (TH, verde), un
marcador de neuronas dopaminérgicas. Se observan campos representativos.
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MtFt TH  Sobreposicion

Figura 10 | El hierro no induce un aumento en la expresién de MtFt en condiciones prolongadas de
tratamiento en células SH-SYSY. A-D: inmunofluorescencia de células SH-SY5Y cultivadas por 48 horas
con 2 uM, 7 uM, 60 pM y 150 uM de hierro. Las células fueron posteriormente tefiidas usando suero de
conejo en contra MtFt (rojo) vy anticuerpo contra Tiroxina Hidroxilasa (TH, verde), un marcador de neuronas
dopaminérgicas. Se observan campos representativos.
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3.4 Distribucion subcelular de la incorporacion de hierro al equilibrio

utilizando el isétopo > Fe

Finalmente, se determind el efecto que genera un aumento en la oferta de hierro
extracelular en la distribucién celular del lnerro acumulado. Segin el método empleado
para la separacion de fracciones sub-celulares, el contenido de hierro del precipitado de la
centrifugacion a 11.000 x g comesponde esencialmente al hierro contenido en ia
mitocondria, el que probablemente este formando parte de MIitFt, de proteinas
mitocondriales, de complejos Fe-S o grupos Hem y del LIP mitocondrial. La fraccién del
sobrenadante se asocia al hierro soluble citosdlico, que forma parte de cFt, de proteinas
citosdlicas con complejos Fe-S o grupos Hem o del LIP citosdlico. Las célu‘i"éls fueron
expuestas por 24 horas a concentraciones de hierro extracelnlar de 2 pM, 7 pM (control),

20 uM y de sobrecargas de 60 uM y 150 pM (Figura 11).

En condiciones de sobrecarga, el contenido del hierro incorporado en célula total
anmenté paralelamente al aumento del contenido de hierro en el medio de cultivo, esto
seria explicado por la persistencia del transportador de entrada de hierro, DMT1, a elevadas
concentraciones de hierro produciendo una continua incorporacion del metal (Ntfiez y col,,
2004). En condiciones de deficiencia, se observa un aumento en la incorporacion de hierro
en comparacion con la situacién control, lo que seria explicado por un aumento en la

necesidad del metal y un aumento del transportador DMT1 (no mostrado) (Figura 11A).

En condiciones de deficiencia, se observa un aumento del contenido de hierro en

ambas fracciones (citosélica y mitocondrial), sin embargo la incorporacion del metal fue
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mayor en la fraccion mitocondrial resultado que indicaria que en esta condicidn, el hierro es
destinado preferentemente hacia la mitocondria. En la condicién control y en el tratamiento
20 pM no se observan diferencias significativas entre el contenido del hierro citosolico y
mitocondrial, indicando que en ambos compartimentos existe una distribucién similar del

hierro incorporado en la célula.

En células expuestas a 60 pM se observa un leve aumento en el contenido de
hierro citosolico, sin un cambio aparente en los niveles de hierro mitocondriales. Estos
resultados indicarian una posible mantencion de los niveles del hierro mitocondriales en
células expuestas a este tratamiento, por lo que el exceso de hierro incorporado en la célula
total es almacenado principalmente en el citosol. En células expuestas a 150 uM se observo
un aumento significativo en el contenido de hierro citosélico y mitecondrial, sin embargo
los resultados indican que el hierro celular en exceso es dirigido principalmente hacia la
mitocondria. Esto indicaria la existencia de un sistema de regulacién de los niveles
celulares del hierro y en el que la mitocondria tendria un papel central como moderador de
los niveles citosdlicos de este metal en condiciones de exceso. Debido al potencial dafio
oxidativo que puede causar la presencia de hierro en exceso en la mitocondria, es muy
posible que este hierro sea secuestrado en MiFt y que no sea potencialmente téxico para
participar en la reaccién de Fenton, protegiendo a la mitocondria y a la célula del dafio
oxidativo. Ademas, esto podria indicar una mayor capacidad de MtFt para captar y proteger

del exceso de hierro que cFt en células neuronales.
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Figura 11 | Incorporacién y distribucién subcelular de *Fe en células SH-SY5Y. Las células fueron
expuestas a medio de cultivo con concentraciones de hierro de 2 uM, 7 pM, 20 pM, 60 pM y 150 uM
adicionados con *Fe-NTA. Después de 24 horas se determiné la radioactividad de célula completa (A),
fraccidn citosélica y mitocondrial (B). El sobrenadante de 11.000 x g se considera como la fraccion citosolica,
y el sedimentado, la fraccion mitocondrial. Los datos representan el promedio £ SEM. n=3. *** p < 0.001;
** p<0.01; * p<0.05; ns, no significativo determinados por test ANOVA.
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4. DISCUSION

Y

¥

E] hierro y el oxigeno son elementos centrales para la vida en la tierra. La quimica
;
. | ’ . - .
entre el hierro acuoso y oxigeno molecular podria producir iones ferricos, el que es un

trillén de veces menos soluble que las concentraciones de hierro presente en las células. En

f
i

el ambiente ﬁjsiolégico, solamente una proteina, ferritina esta involucrada en concentrar el
hierro a los ni?veles necesarios para el metabolismo aerdbico. La formacién y la disolucion
de un centro 1%11ineral de hierro es la principal funcidn de ferritina, la cual adicionalmente
detoxifica el exceso de hierro. El reciente descubrimiento de una nueva proteina
mitocondrial involucrada en el almacenamiento de hierro apoya la teoria que sostiene que
la mitocondria es un compartimiento con un metabolismo de hierro propio, pero a pesar de
estos nuevos datos, las vias de trafico del hierro hacia este organelo atin son poco claras.
Los resultados presentados en esta memoria de titulo indican que MtFt posee un rol
esencial en el metabolismo del hierro celular en células neuronales y sus posibles funciones
serian: i) asegurar un suministro adecuado de hierro hacia la mitocondria en condiciones de
deficiencia de estc metal, de esta forma se produciria una sintesis adecuado de los
complejos Fe-S y grupos Hem necesarios para la funcionalidad de proteinas celulares
esenciales; ii) proteger a la mitocondria de los dafios oxidativos causados por una

|
sobrecarga de¢ hierro. Bajos condiciones de sobrecarga de hierro cFt, al igual que MtFt,

+

aumenta su expresién, generando una respuesta concertada de proteccién celular.

3+

[P —
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4.1 Rol de Ferritina Citosolica en células neuronales expuestas a diferentes

tratamientos de hierro extracelular.

El sistema de regulacion de la expresién de cFt mejor caracterizado es post-
transcripcional, IRE-IRP. Este sistema no solamente es sensible a la disponibilidad de
hierro, sino también al estado oxidativo de la célula y regula de manera similar los niveles
de cFtH y cFtL. En muchos aspectos, ferritina puede ser considerada como miembro de un
grupo de proteinas que responden a estrés e inflamacidon. Citoquinas inflamatorias,
particularmente el factor de necrosis tumoral del tipo a (TNFa) e interleukina-2 (IL-2),
aumentan la sintesis de ferritina en varios tipos celulares de mamiferos (Miller y col., 1991;
Orino y col., 2001). Otros mecanismos post-transcripcionales diferentes a los relacionados
con la interaccion IRE-IRP han sido descritos en células HepG2 en donde el aumento de la
expresion de ferritina por IL-2fB ocurre sin la modificacién de los niveles de ARNm de
cFtH y cFtL, estos efectos son mediados por una proteina de unién a regiones ricas en
guanosina-citidina (GC) (Arosio y Levi, 2002). Muchos de los estimulos relacionados con
una sobrecarga de hierro, la respuesta inflamatoria y el consecuente aumento en los niveles
de cFt parecen aumentar los niveles de cFtH preferenciaimente por sobre cFtL, esto
determina un aumento en los sitos cataliticos, y una reduccion del la biodisponibilidad del

hierro.

Ft(H) es el principal regulador de la actividad de ferritina, y una sobre-expresion de
esta modifica el metabolismo celular del hierro. Esto ha sido demostrado en células de ia
eritroleucemia murina (MEL) y células HeLa en donde la sobre-expresion de cFtH genera

un fenotipo deficiente de hierro con una reduccion del LIP citosdlico, aumento en los
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niveles de TIR, un aumento en la activadad IRP y una disminucién en la sintesis de
hemoglobina (Andrews y col., 1992; Sammarco y col., 2008). Las células también
muestran una menor produccion de ROS después de la exposicidn a peroxido de hidrogeno
en comparacion a las células control (Cozi y col., 2000; Hintze y Theil, 2006; Picard y col.,
1996). Todas estas manifestaciones son modificadas con la suplementacién de hierro,
indicando que todas ellas son asociadas a una deficiencia celular de hierro. cFtH y la
presencia de su centro ferroxidasa son esenciales para la incorporacion del hierro a la
ferritina, pero es potencialmente importante en la regulacion del estado redox de la célula,
al remover el hierro Fe™ el que es potencialmente téxico. cFtH es esencial para la célula y
una delecidn de este gen produce la letalidad a estados tempranos de embriogénesis

(Ferreira y col., 2001)

Estudios de sobre-expresion de cFtL en células HeLa no muestran un aumento en la
capacidad de almacenamiento de hierro en ferritina y no existen alteraciones en el
metabolismo del hierro en estas células (Goralska y col., 2001; Mumford vy col., 2000).
Estos resultados y los entregados por otras investigaciones han llevado a pensar que la cFtL
no cumple un rol fisioldgico importante, sin embargo, recientes investigaciones han
identificado nuevos desordenes neurologicos asociados a mutaciones en el gen de cFtL

(Vidal y col., 2008).

El estudio de cFtH en las células SH-SY5Y expuestas a diferentes tratamientos con
hierro, mostré un aumento en los niveles de la proteina proporcionales al aumento en el
contenido de hierro extracelular, este aumento es esencial para la incorporacion del hierro

en exceso en la proteina. No se observaron cambios en la expresién de ARNm a los
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diferentes tratamientos con hierro a las 24 y 48 horas, lo que ha sido reportado
anteriormente en otros tipos celulares (White y Munro, 1988; Cairo y col., 1985).
Modificaciones en los niveles del ARNm de cFtL solamente han sido observadas en células
HeLa, ranas y en ratas bajo la exposicidn cronica a dosis extremadamente elevadas de
hierro. Principalmente estos cambios son asociados al dafio oxidativo inducido por hierro,
en vez de una respuesta directa del hierro y en donde participarian elementos de respuesta
antioxidante ARE (Antioxidant response element) presentes rio arriba de las cFtH y cFtL.
Por lo que las modificaciones observadas en los niveles de ia proteina cFtH se deberian a

cambios en la actividad de las IRPs y los IRE presentes en ¢FtH

Una disminucién en la expresion de la proteina cFtH fue observada a las 24 horas en
condiciones de deficiencia de hierro, lo que posiblemente se relaciona con una disminucion
del hierro presente en el citosol y un menor requerimiento de la proteina que almacena a
este metal. Los cambios de expresion de la proteina cFiH fueron dependientes del tiempo
de exposicién a las diferentes concentraciones de hierro en el medio extracelular. No se
observaron cambios en cFtH a las 48 horas en condiciones de deficiencia de hierro en
comparacion con la situacion control (Figura 5). Un resultado interesante, muestra una
disminucion de los niveles de cFtH en células expuestas a sobrecarga de hierro por un
tiempo prolongado de 48 horas. Esto podria ser explicado por una mayor saturacién de la
ferritina, la que en condiciones normales contiene entre 800 y 1000 atomos de hierro por
molécula ¥ que en condiciones de sobrecarga de hierro es capaz de almacenar hasta 4500
atomos de este metal. Una mayor cantidad de hierro almacenado en esta molécula genera
una menor cantidad de hierro LIP citosdlico y proteccion celular, controlando los niveles de

este metal y un menor requerimiento de esta sub-unidad. Otra posible explicacion para este
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resultado encontrado, es la dada por una disminucidon de los niveles de hierro celulares
producido por un eflujo de hierro desde las células SH-SY5Y expuestas a condiciones de
sobrecarga de hierro. Este eflujo es mediado por un aumento del exportador de hierro
presente en la membrana plasmatica, Tregl, lo que anteriormente ha sido reportado por
nuestro laboratorio (Aguirre y col., 2005). Ademas, se ha demostrado que un aumento
Iregl, genera una disminucion del hierro celular incluyendo una disminucién del hierro
almacenado en ferritina (Nemeh y col., 2004) y esto induce la degradacion de las sub-
unidades de esta proteina a través del sistema ubiquitina-proteosoma (De Domenico y col.,
2006). Estos recsultados reflejan un mecanismo celular adaptativo a condiciones de
sobrecarga de hierro y ferritina en conjunto con otras proteinas posiblemente permiten una

defensa concertada en contra los insultos oxidativos producidos por hierro.

4.2 Rol MtFt en células neuronales expuestas a diferentes tratamientos de

hierro extracelular

MitFt humana es expresada como un precursor con destinacién a mitocondria, el
cual es procesado en una proteina funcional con una estructura muy similar a la de cFt.
MtFt incorpora hierro in vivo e in vitro de manera eficiente como cFtH. La principal
diferencia con cFt es su estructura cuaternaria: cFt es un hetero-polimero, mientras que
MitFt es un homo-polimero que solamente se ensambla después del procesamiento en la
mitocondria. El descubrimiento de MitFt resuelve un resultado antiguo. Por cerca de 40
afios, depdsitos de hierro en la mitocondria han sido identificados por microscopia
electrénica como centros de hierro similares a los observados en ferritina citosdlica (Bessis

y Breton-Gorius, 1962), pero la posibilidad de la existencia de una proteina similar a la
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ferritina en este organelo fiie abandonada por afios. El reciente descubrimiento de esta y
otras proteinas mitocondriales implicadas en el metabolismo de hierro, han hecho gue la
mitocondria sea considerada como un componente esencial en el metabolismo del hierro

celular.

En este trabajo mostramos que a diferencia de lo observado y lo reportado
anteriormente para cFt, los niveles de ARNm de MiFt responden a diferentes
concentraciones de hierro presente en el medio extracelular (Figura 6). Esta es la primera
evidencia que muestra que los niveles de MtFt son modificados por hierro a niveles
transcripcionales. Esto indica que el tipo de regulacion de MiFt es diferente al ya conocido
para cFt. Estudios preliminares de la region promotora indican sitios potenciales de unién a
factores eritroides especificos como GATA y NFE2, ademas de la identificacion de
posibles sitios de unién de factores inflamatorios y de estrés como NFKB, CREB, API y
Octl, sin embargo la funcionalidad de estos factores atin no han sido determinados (Levi y

col., 2001).

El aumento en los niveles del ARNm (Figura 6) y de la proteina de MtFt (Figura 7)
en condicién de sobrecarga de hierro a las 24 y 48 horas, indican una posible regulacién
mediada por factores de uniéon a ADN que podrian responder a un aumento en los niveles
de estrés oxidativo inducido por hierro. El aumento en los niveles de proteina es
proporcional al aumento en el contenido de hierro extracelular, este aumento es apoyado
por lo reportado en otros trabajos que postulan que la principal funcién de MtFt es
almacenar el hierro en exceso presente en la mitocondria. Sobre la base de estos

antecedentes, es posible que cFt y MtFt responden concertadamente en condiciones de

52




sobrecarga de hierro aumentando los niveles de ambas proteinas, lo que permitiria una
disminucién del hierro en exceso tanto en el citosol como en la mitocondria y la

consecuente proteccion del dafio oxidativo celular luego de 12 y 24 horas de tratamiento.

Ademés, en este trabajo se muestra por primera vez un aumento en los niveles de
ARNm (Figura 6) y de la proteina (Figura 7) en condiciones de bajo hierro. E] aumento en
la expresion de MtFt fue completamente diferente al observado para cFt, cuya expresion
disminuye en condiciones de deficiencia de hierro. Esto indicaria diferencias en los
mecanismos de regulacion y de la posible funcién que tendria MtFt en el metabolismo
celular y mitocondrial del hierro. Una posibilidad es que ¢l aumento de los niveles de MiFt
en condiciones de bajo hierro tenga como finalidad asegurar un suplemento adecuado del
hierro entrante a este organelo. Es por esto que a pesar de las evidencias que indicarian que
el hierro almacenado en MtFt esta menos biodisponible que el hierro presente en cFt (Nie y
col., 2005), el hierro incorporado en MtFt en condiciones de deficiencia de hierro deberia

estar biodisponible para la sintesis de complejo Fe-S y grupos Hem.

Los cambios de expresion de la proteina (Figura 7) fueron dependientes del tiempo
de exposicion, observando una disminucién a las 48 horas de tratamiento 150pM. Esta
disminucién posiblemente refleja un mecanismo celular y mitocondrial adaptativo a las
condiciones de sobrecarga de hierro y que tienden a disminuir los niveles de hierro en la

célula, un comportamiento similar al observado en cIt.

La Figura 12 muestra un modelo sobre la posible regulacion de la expresion de MtFt

en condiciones de deficiencia y sobrecarga de hierro.
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Figura 12 | Modelo de expresion de MtFt en neuronas expuestas a variadas concentraciones de hierro
extracelular. A) En la mitocondria, la expresion de MtFt aumenta en condiciones de deficiencia de hierro (2
uM), esto permitiria asegurar un suministro adecuado de hierro hacia la mitocondria, permitiendo la sintesis
de complejos Fe-S y grupos Hem. B) condicién control (7 pM). C) La expresion de MtFt aumenta en
condiciones de sobrecarga de hierro (60 pM y 150 puM) esto podria proteger a la mitocondria del dafio
oxidativo contrarrestando el exceso de este metal.
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4.3 Distribucion subeelular del hierro en neuronas.

Existe desconocimiento sobre la distribucién del hierro entre el citosol y la
mitocondria y los posibles mecanismos que la regulan. Aunque el papel de la mitocondria
en la regulacidn de la homeostasis celular de este metal no es conocido, la evidencia
disponible apoya la hipédtesis que la mitocondria es un compartimiento central dentro de
esta homeostasis. Ademas, siendo la mitocondria un sitio de produccion fisiologica de
especies reactivas, la existencia de un sistema de almacenamiento seguro del hierro entrante

podria evitar la reaccidon de Fenton y la produccién ROS.

La exposicidén de las células neuronales en condiciones de sobrecarga de hierro
muestra un aumento en la incorporacion del hierro celular total paralelo a un aumento de la
concentracion del metal en el medio de cultivo (Figura 11). Esto se relaciona con las
observaciones que indican una acumulacion intracelular progresiva del hierro a lo largo de
la vida y a pesar del aumento de la concentracién de cFt, el contenido de hierro celular total
y pool celular de hierro reactivo se incrementa con la exposicién a hierro. Muy interesante
es el resultado que revela que en condiciones de deficiencia de hierro, la incorporacién de
este metal es destinada principalmente hacia la mitocondria lo que indicaria la existencia de
un mecanismo celular que tendria como finalidad asegurar un suplemento adecuado del
hierro entrante a este organelo. El estudio de los niveles de hierro mitocondrial revel6 que
en condiciones de sobrecarga de hierro, la mitocondria juega un papel central con.lo
moderador de los niveles citosolicos de este metal y el exceso de hierro es almacenado
principalmente en este organelo (Figura 11). Debido al potencial dafio oxidativo que puede

causar la presencia del hierro en exceso en la mitocondria, es necesario determinar si este
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hierro es secuestrado en MtFt. Este antecedente es esencial para determinar si MtFt posee
una mayor capacidad que cFt para captar y proteger del dafio oxidativo causado por un
exceso de hierro en las celulas neuronales. Ademds, estos datos indicarian que la
mitocondria y posiblemente MtFt juega un rol central en la proteccién neuronal, y una
posible acumulaciéon crénica de hierro guia a una desregulacion de los mecanismos
implicados en la mantencién de los niveles basales de este metal, un aumento en el esirés

oxidativo y la muerte neuronal.
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5. CONCLUSIONES

Durante el desarrollo de esta investigacion se encontraron resultados relevantes que
abren nuevos campos en la investigacion de la homeostasis celular y mitocondrial del
hierro. En particular, se demostrd que en las células neuronales SH-SY5Y la MtFt responde
a cambios en el contenido extracelular de hierro. El descubrimiento del aumento en los
niveles de MtFt en condiciones de deficiencia de hierro podria tener como proposito
asegurar el suministro de hierro entrante a la célula hacia la mitocondria, permitiendo una
adecuada sintesis de complejos Fe-S y grupos Hem. El aumento en los niveles de MtFt en
condiciones de sobrecarga de hierro podria proteger a la nritocondria del dafio oxidativo

contrarrestando el exceso de este metal.

La regulacion de la expresion de MIiF{ posiblemente se realice a nivel
transcripcional, mediada por dos tipos de sefiales. Una sefial mediada por bajos niveles de
hierro, que induciria la expresion de MtFt, asegurando un suministro adecuado del hierro
hacia este organelo. En esta sefial podrian participar sensores de los niveles de hierro
reactivo mitocondrial, de la sintesis de los complejos Fe-S o de la sintesis de grupos hem.
Otra sefial podrfa estar dada en condiciones de sobrecarga de hierro en la que podrian
participar sensores de estrés oxidativo. Esta sefial induciria el aumento de los niveles de

MIFEt, protegiendo a ia mitocondria del dafio oxidativo causado por un exceso de este metal.
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