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RESUMEN

Dos caracteristicas relevantes en multiples enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo la enfermedad de Alzheimer, son la inflamacién y la acumulacién de hierro
en neuronas y microglias. Consecuentemente, el estudio de la asociacién entre la
inflamacién y la acumulacién de hierro en células del sistema nervioso central es
relevante para entender la contribucién de esos procesos en la progresion de la muerte
neuronal. En esta tesis, se prob¢ la hipétesis de que ambos fendémenos se encuentran
interconectados, siendo la inflamacién un inductor de acumulacién de hierro. Para ello
se analizd el efecto de citoquinas pro-inflamatorias sobre la expresién de proteinas
asociadas a la homeostasis de hierro como DMT1, FPN1 y hepcidina, asi como también
su efecto sobre el contenido de hierro de neuronas, astrocitos y microglias. En paralelo
se analiz6 el efecto de hepcidina sobre la homeostasis de hierro y se evalué un nuevo rol
de hepcidina como modulador de la respuesta inflamatoria inducida por el tratamiento
con el péptido AP. Se determin6 que TNF-a, IL-6 o LPS inducen un incremento de la
expresion de DMT1 y una disminucién de la expresién de FPN1 en neuronas, astrocitos
y microglias. Estos cambios conllevaron a un incremento en el contenido celular de
hierro solamente en neuronas y microglias. Adicionalmente, TNF-q, IL-6 y LPS
indujeron un incremento en la oxidacién de grupos tioles y potenciaron en neuronas la
generacion de ROS producidas por el tratamiento con hierro. Se encontrd que TNF-q,
IL-6 o LPS inducen la expresién de hepcidina en astrocitos y microglias pero no asi en
neuronas. A su vez, el tratamiento con hepcidina redujo la expresién de FPNI en

neuronas, astrocitos y microglias e incrementd la expresién de DMT1 en microglias,




potenciando la acumulacién de hierro. Con respecto a su rol anti-inflamatorio, se
observé que el pre-tratamiento con hepcidina redujo la expresién y secrecién de
citoquinas pro-inflamatorias TNF-a. e IL-6 en astrocitos y microglias tratados con el
péptido AP. El pretratamiento con hepcidina también redujo la toxicidad sobre neuronas
de medios condicionados obtenidos desde astrocitos y microglias tratadas con AP. Esta
actividad fue corroborada in vivo, ya que la inyeccién estereotéxica intracerebral de
hepcidina redujo la activacion glial, -el dafio oxidativo, el aumento de DMTI y la
acumulacion de hierro en ratones co-inyectados con péptido AB. Los datos obtenidos en
este trabajo sustentan la idea de una relacién causal entre la inflamacién y la
acumulacién de hierro, asi como también un nuevo rol de hepcidina en la modulacién de
los procesos inflamatorios. Debido a que el hierro redox-activo produce el altamente
dafiino radical hidroxilo, la acumulacién de hierro generada por los estimulos
inflamatorios podria contribuir a la progresion de varias enfermedades

neurodegenerativas que tienen un componente inflamatorio.
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ABSTRACT

Inflammation and iron accumulation are pathognomonic signs in a variety of
neurodegenerative diseases, including Alzheimer’s disease. Consequently, the study of a
putative association between inflammation and iron accumulation in central nervous
system cells is relevant in order to understand the contribution of these processes to the
progression of neuronal death. In this thesis, we tested the hypothesis that both
phenomena are linked, with inflammation acting as an inducer of iron accumulation. To
this end, we analyzed the effect of inflammatory cytokines on the expression of the iron
homeostasis associated proteins DMT1, FPN1 and hepcidin as well as their impact on
cell iron content in neurons, astrocytes and microglia. In addition, we evaluated the
effect of hepcidin on brain iron homeostasis, and its new role as a modulator of the
inflammatory response induced by the AP peptide in astrocytes and microglia. We
found that exposure of neurons, astrocytes and microglia to TNF-a, IL-6 or LPS resulted
in increased DMT1 expression and decreased FPN1 expression. These changes lead to
an increase in cellular iron content in neurons and microglia, but not in astrocytes. In
addition, exposure of neurons to TNF-a, IL-6 and LPS increased the oxidation of thiol
groups and enhanced the generation of ROS. We found that TNF-o, IL-6 or LPS induced
hepcidin expression in astrocytes and microglia but not in neurons. In turn, hepcidin
treatment reduced FPN1 expression in neurons, astrocytes and microglia and increased
DMT1 expression in microglia, enhancing iron accumulation in these cells. Regarding
the anti-inflammatory role of hepcidin, we observed that pre-treatment with hepcidin

reduced the expression and secretion of TNF-a and IL-6 in asti‘ocytes and microglia

xviii




treated with AP peptide. Additionally, hepcidin reduced neurotoxicity generated by
treatment with the conditioned media obtained from astrocytes and microglia treated
with APB. This protective activity was confirmed in vivo. Stereotaxic intracerebral
injection of hepcidin reduced glial activation, oxidative damage and iron accumulation
triggered by AP injection in mice. Overall, the data presented in this thesis support a
causal relationship between inflammation and neuronal iron accumulation, as well as a
new role for hepcidin in modulating ‘inﬂammatory processes. Given that redox-active
iron produces the highly damaging hydroxyl free radical, iron accumulation induced by
inflammatory stimuli could contribute to the progression of neurodegenerative diseases

that have an inflammation component.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes bibliograficos

41

1.1.1. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa con mayor
incidencia a nivel mundial. Se estima que afecta a aproximadamente un 1% a 3% de la
poblacion menor a los 65 afios de edad y aumentando hasta 30% a 50% en los mayores

de 85 afios.(http://www .alz.org).

La EA clinicamente se caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria y otras

habilidades cognitivas, siendo la principal causa de demencia(http://www.alz.org). Las

caracteristicas neuropatolégicas distintivas incluyenla pérdida de sinapsis y una muerte
neuronalselectiva, principalmente de neuronas glutamatérgicas asi como algunas
neuronas colinérgicas y adrenérgicas. Lasregiones afectadas incluyen la capa II de la
corteza entorinal, las capas pirainidales del hipocampo y ciertas areas de la neocorteza
frontal, temporal y parietal(Holtzman y cols. 2011). Adicionalmente,la caracteristica
histopatologica distintiva es la presencia de agregados proteicos llamados placas seniles
(Glenner y Wong 1984a, Glenner y Wong 1984b, Masters y cols. 1985) v ovillos
neurofibrilares (Ballatore y cols. 2007, Braak y Braak 1998). I;'as placas seniles son
agregados proteicos extracelulares compuestos p,rincipalmente por el péptido B-amiloide

(AP, por amyloid B), mientras que los ovillos neurofibrilares constituyen agregados




intracelulares de la proteina tau denominados filamentos helicoidales pareados (PHFs,

por Paired Helical Filaments).

La etiologia de la enfermedad aun es desconocida, pero se ha propuesto que el evento
inicialserfa un incremento en la generacién y agregacién de péptidoAP, el cual
desencadenaria cambios celulares produciendo finalmente la agregacion de la proteina
tau y la muerte celular. Esta teorfa es conocida como la “hipétesis de la cascada del

amiloide” (Hardy y Selkoe 2002, Hardy 2009, Masters y Beyreuther 2006).

El péptido APes producido a través de la proteélisis de una proteina de mayor tamafio
denominada proteina precursora del amiloide (APP, por amyloid precursor protein). La
APP es una glicoproteina de transmembrana tipo I de 110 a 130 kDa y se piensa que
regula eldesarrollo, sobrevida y reparacién neuronal (Turzer y cols. 2003, Priller y cols.
2006). Su expresion es regulada durante el desarrollo (Small y cols. 1992, Lee y Cole
2007) e incrementdndose durante la diferenciacién neuronal y el crecimiento de neuritas
(Clarris y cols. 1995). La APP in vivopuede ser procesada a través de 2 rutas: la via no
amiloidogénica y la via amiloidogénica (Figura 1). En la via no amiloidogénica, la APP
es cortada por 2 proteasas denominadas secretasas. El primer corte lo realiza la a-
secretasa, generando un fragmento soluble oc-APPI (sAPPua). El fragmento C-terminal
restante denominado C83, posteriormente es cortado por el complejo dé la y-secretasa
liberando el fragmento P3, el cual se ha descrito que no posee toxicidad (Nunan y Small
2000). En la via amiloidogénica, la APP es procesada por la B-secretasa, también

denominada BACEI, generando un fragmento soluble de la APP (sAPPB) y un




fragmento C-terminal denominado C99. Este fragmento es posteriormente cortado por la
y-secretasa generando asi el A4 y/o el APj4o(Haass y Selkoe 2007).El AB tiende a
agregarse (especialmente la especie APj.42) (Yan y Wang 2006) formando oligémeros,

fibrillas y/oplacas (Benseny-Cases y cols. 2012).

Via no amiloidogénica ¢ ] [ ) Via amiloidogénica \/\/I4
P 7_

Expresion de
genes en el
nucleo

No Balsas lipidicas Balsas lipidicas

Figura 1. Esquema del procesamiento de la proteina precursora del amiloide (APP). La
escision por la a-secretasa en el interior de la proteina inicia el procesamiento no amiloidogénico
de la APP. Se libera un ectodominio de la APP llamado sAPPa, dejando un fragmento carboxi-
terminal de 83 residuos. C83 luego es digerido por la y-secretasa, liberando el fragmento p3 al
medio extracelular y un dominio intracelular de la APP(AICD). El procesamiento
amiloidogénico se inicia por el corte de la APP por B-secretasa, lo que genera el SAPPP yun
fragmento remanente C99 que también es sustrato de la y-secretasa. El corte por la y-secretasa se
produce dentro de la membrana celular “protedlisis intramembranosa regulada” y genera el AB y
el AICD. AICD se dirige al nicleo y regula la expresién génica, mientras que el A en el medio
extracelular inicia su agregacion. Modificado de (Querfurth y LaFerla 2010).

En 1990 Yankner y colaboradores propusieron que el AP posee un rol dual en el cerebro,
ya que ejerce una accién neurotréfica en la diferenciacion de neuronas, mientras que a

altas concentraciones causala degeneracion de neuronas maduras (Yankner y cols.




1990). Adicionalmente se ha reportado que concentraciones bajas de AP pueden
estimular la liberacién pre-sindptica de neurotransmisores excitatorios como aspartato y
glutamato, mientras que concentraciones altas inhiben dicho proceso (Mura y cols.
2012). En humanos, las concentraciones en el liquido cerebroespinal (CSF) de ABj.q0 ¥
ABi.42 son de alrededor de 1500 and 200 pM respectivamente (Giedraitis y cols. 2007).
Estas se han visto incrementados en pacientes con deterioro cognitivo leve que

progresaron a EA (Williams y cols. 2011a).

Una de las evidencias mas importantes sobre el rol patogénico del AP, es que
mutaciones de la APP o las presinilinas (componentes del complejo de la y-secretasa)
que generan un incremento en la prodﬁcci(')n de AP, se encuentran asociadas con formas
familiares de EA (Bagyinszky y cols. 2014, Piaceri y cols. 2613). Adicionalmente
ratones transgénicos que posee sobreexpresan las proteinas humanas mutadas
desarrollan caracteristicas neuropatolégicas similares a la EA (Oddo y cols. 2003b,
Oddo y cols. 2003a, LaFerla y Oddo 2005). También se ha demostradb que la
administracion de AP intracerebralmente en animales (Morimoto y cols. 1998, Ruiz-
Munoz y cols. 2011, Tsukuda y cols. 2009, Perez-Severiano y cols. 2004, Kim y cols.
2004) o en neuronas en cultivo (Bruce y cols. 1996, Busciglio y cols. 1993, Harris y

cols. 1995) produce neurotoxicidad.

El efecto neurotéxico del AB se ha asociado a una disminucién de la actividad
mitocondrial (Shearman y cols. 1994), a un incremento en la produccién de especies

reactivas del oxigeno(ROS, por reactive oxygen species) (Behl y cols. 1994), a un




incremento en las conceﬁtraciones de calcio intracelular (Mattson y cols. 1993, Pike y
cols. 1993), potencia la excitotoxicidad de aminoacidos excitatorios (Mattson y cols.
1992), incrementa la actividad enzimatica de las fosfolipasas A2, Cy D (Kanfer y cols.
1998), disminuye la sintesis y liberacién de acétilcolina desde el sistema colinérgico del
cerebro anterior basal (Kar y cols. 1996, Vaucher y cols. 2001) e induce la liberacién de

citoquinas, activando la respuesta inmune (Araujo y Cotman 1992).
1.1.2. Inflamacion en la enfermedad de Alzheimer

La respuesta inflamatoria en el tejido nervioso, denominada neuroinflamacién se ha
relacionado  estrechamente con el desarrollo de diversas enfermedades
neurodégenerativas, incluyendo la EA (Heneka y cols. 2015b, Wisniewski y Goni 2015,
Liu y cols. 2014, Zhang y Jiang 2015, Sui y cols. 2014). Esta incluye la activacion de
microglias, astrocitos, macréfagos y linfocitos resultando en la liberacién de mediadores
inflamatorios entre ellos citoquinas, quimioquinas, neurotransmisores, ROS y 6xido

nitrico (NO, por nitric oxide) (Barrientos y cols. 2015, McGeer y McGeer 1995, Floyd

1999, Smith y cols. 2012).

El andlisis de cerebros post-mortem de pacientes con EA han revelado la presencia de
abundantes mediadores inflamatorios entre ellas interleuquina-6 (IL-6), interleuquina-1
(IL-1) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), asi como también productos de la
activacion del complemento y estrés oxidativo (Figura 2) (Glass y cols. 2010). Si bien la

inflamacién no es responsable del inicio de la enfermedad, si se ha visto asociada a la




progresion de ésta (Wisniewski y Goni 2015).
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Figura 2. Componentes inflamatorios en la Enfermedad de Alzheimer. El péptido AP,
producido por el clivaje de la APP, forma agregados que activan a la microglia, por sefializacion
a través de TLRs y RAGE. Esos receptores activan a los factores de transcripcion NF-kB y AP-
1, los cuales a su vez inducen la produccion de ROS y NO. Asimismo inducen la expresiéon de
mediadores inflamatorios como citoquinas, las cuales actiian directamente sobre las neuronas asi
como también estimulan a los astrocitos, quienes amplifican las sefiales pro-inflamatorias,
induciendo efectos neurotdxicos. La apoptosis y necrosis de las neuronas resulta en liberacién de
ATP, el cual activa a la microglia a través del receptor P2X7. La microglia también puede tener
roles protectores a través de la fagocitosis del AB. Modificado de (Glass y cols. 2010).

La funcién de las microglias incluyen el soporte y proteccion neuronal y constituyen el
principal componente de la respuesta inmune en el sistema nervioso central (SNC)

(Michell-Robinson y cols. 2015). Sin embargo posee efectos neurotdxicos cuando es




activada cronicamente. El AP puede reclutar y activar a las microglias, las que a través
de sus receptores receptores scavenger‘ que median su adhesidén a superficies recubiertas
de fibrillas amiloides, conduciendo a la produccion de ROS e inmovilizacién celular. El
AB es capaz de activar a las microglias uniéndose a receptores de compuestos de
glicosilacion avanzada (RAGE) y factor estimulante de colonia de macréfagos (M-CSF)
(Lossinsky y Shivers 2004, Fang y cols. 2010), y receptores de reconocin.tliento de
patrones (PRR) (Harry 2013, Fang y cols. 2010, Zhang y cols. 2012b, Landreth y Reed-
Geaghan 2009, Jin y cols. 2008), incluidos los receptores de superficie tipo toll (TLR)-2
y TLR-4 (Udan y cols. 2008, Walter y cols. 2007, Stewart y cols. 2010, O'Halloran y
cols. 2014, Lotz y cols. 2005, Costello y cols. 2015). La unién del AP a estos receptores
Inicia vias de sefializacién que conduqen a la activacion celular, a través de modulacion
de la expresion génica por los factores de transcripcion AP-1, NF-kB, IRF3 e IRF7

(Kaisho y Akira 2006).

Las microglias activadas por AP muestran un incremento de la expresién en la superficie
celular del complejo principal de histocompatibilidad de clase II junto con un
incremento en la secrecién de IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-18, proteina inflamatoria de

macrofagos (MIP-1 o) y proteinas del complemento (Akiyama y cols. 2000).

Los astrocitos son las células gliales més abundantes en el cerebro humano (Tabata
2015). Cumplen funciones de soporte.bioquimico de células endoteliales de la barrera
hematoencefélica, produccién de nutrientes para el tejido nervioso, mantencién del

equilibrio i6nico extracelular y reparacion del cerebro y medula espinal luego de lesion




por trauma (Tabata 2015). Al igual que las microglias, los astrocitos activados son
capaces de secretar moléculas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-18,
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, factores de coagulacién y proteinas del
complemento (Lee y cols. 2010, Heneka y cols. 2015a, Heneka y cols. 2015c). Los
astrocitos presentan en su superficie receptores RAGE asi como también algunos TLR,
entre ellos TLR-2 y TLR-4 (Alarcon y cols. 2005, Sasaki y cols. 2001, Salminen y cols.
2009, Jin y cols. 2008) los cuales 1'ece}l)tores reconocen el AP e inducen la activacién de

vias de sefializacion intracelular (Forloni y cols. 1997).

Tanto microglias como en astrocitos activados por AP presentan activacién de la
NADPH oxidasa (NOX) e induccién de la sintasa de 6xido nitrico (iNOS, por ‘inducible
nitric oxide sintase), lo cual genera un aumento en la produccién de peréxido de
hidrégeno y NO respectivamente, los cuales generan dafio oxidativo y muerte neuronal

(Lazarowski y cols. 1990, Vodovotz y cols. 1996, Butterfield y cols. 2007).

La NOX es la principal fuente regulada de generacién de ROS. Se compone de un
complejo proteico organizado alrededor de una proteina de transmembrana que posee la
actividad catalitica, de la cual se conocen 5 isoformas llamadas NOX1-5. La més
estudiada, 1a NOX2 o gp91phox, posee una alta expresion en células del sistema inmune
innato incluyendo microglias y se piensa que es la isoforma predominante en astrocitos
(Skalnik y cols. 1991, Noh y Koh 2000, Lavigne y cols. 2001, Abramov y cols. 2004,
Pawate y cols. 2004). Varios estimulos activan el complejo de la NOX2, entre ellas

citoquinas TNF-o. y IL-1p, agonistas de TLR, peroxinitrito, la proteina del complemento




C5a y proteasas. (Yang y cols. 2009, Sareila y cols. 2011, Yang y cols. 2013). Se ha
observado que las microglias de pacientes con EA presentan activacién de la NOX2, lo
que se asocia a un incremento en la produccion de ROS y toxicidad en las neuronas
vecinas (Shimohama y cols. 2000). Tambiéfi se ha observado un incremento en el
ARNm de la NOX1 y NOX3 en el Iébulo frontal de pacientes con EA (de la Monte y
Wands 2006). Por otra parte estudios in vitro utilizando co-cultivos de neuronas y
astrocitos se observo que la muerte neuronal producida por el péptido AB es dependiente
del incremento de calcio en el citoplasma concomitante con un aumento en los niveles
de ROS, una disminucién del glutatién y disipacién del potencial de membrana interna
mitocondrial en astrocitos, fenémenos que son bloqueados usando inhibidores
farmacologicos de la NOX (Abramov y Duchen 2005, Park y cols. 2008, Abramov y
cols. 2004). Resultados similares se han obtenido wtilizando microglias, en donde estas

potencian la toxicidad inducida por el péptido AP en neuronas a través de la produccion

de ROS (Qin y cols. 2002).

Aunque la expresion de la iNOS es baja en cerebro en condiciones fisiologicas, se
incrementa fuertemente durante gliosis en situaciones patoldgicas como la EA
(Vodovotz y cols. 1996, Smith y cols. 1997b, Wallace y cols. 1997, Seyidova y cols.
2004, Aliev y cols. 2009). Los mediadores inflamatorios el LPS, TNF-a, IL-1B y IFN-y
inducen la transcripcién de la iNOS en astrocitos y microglias, a través de la activacién

de los factores de transcripcién STAT1 y NF-kB (Grzybicki y cols. 1996, Hewett y

Hewett 2012).




Se ha propuesto la existencia de un circuito de retroalimentacién positiva en que los
ROS y la citoquinas pro-inflamatorias. De esta manera los ROS, a través de la activacién
de factores de transcripcién NF-kB, AP-1 y Nrf-2 inducen la expresién de mediadores
inflamatorios como Cox-2, MCP-1, IL-6, TNF-a, IL-10, and IL-IB (Hensley y cols.
2000, Thannickal y Fanburg 2000, Ueda y cols. 2002, Ridder y Schwaninger 2009,
Kitazawa y cols. 2011, Guo y cols. 2012, Kawamoto y cols. 2012, Phani y cols. 2012,
Song y cols. 2012, Zhang y cols. 2012a, Tobon-Velasco y cols. 2013). Estos a su vez

aumentan el estrés oxidativo por medio de la activacién de NOX e induccion de iNOS.
1.1.3. Rol del hierro en la enfermedad de Alzheimer

El hierro es un elemento esencial para la funcién neurolégica normal. Varios procesos
bioldgicos en el cerebro son dependiéntes del hierro, incluyendo el desarrollo (Beard
2003), la sintesis de neurotransmisores (Agarwal 2001), la mieliniéacién (Schulz y cols.
2012) y funciones basicas celulares como son la produccién de energia (Malkin y
Rabinowitz 1967), ya que este metal actiia como cofactor de diversas enzimas (King y
Huang 1984, Namgaladze y cols. 2002). Sin embargo el hierro es un elemento éltamente
reactivo, pudiendo a través de la llamada reaccién de Fenton producir el radical
hidroxilo, el cual es altamente toxico para la célula, ya que produce la oxidacién de
lipidos, ADN y proteinas, promoviendo la muerte celular y contribuyendo en el
desarrollo de varias enfermedades neurodegenerativas incluyendo la EA (Nunez y cols.

2004, Nunez y cols. 2012, Zigler y cols. 1985).

10




Reaccion de Fenton:

Fe’* +H,0, —p Fe*'+'0H+OH AG=-27.0 KJ/mol

A diferencia del anién radical superéxido y el peréxido de hidrégeno, no existen
defensas celulares destinadas a eliminar el radical hidroxilo, por lo que hay una relacién

directa entre su produccién y el dafio oxidativo.

Los niveles celulares de hierro son regulados por transportadores y proteinas de
almacenamiento, sujetos a una compleja coordinacién de su transcripeion y traduccion.

Las proteinas participantes incluyen:

1.- Transportador de metales divalentes 1 (DMT], por divalent metal transporter 1). Su
funcién es la incorporacion de hierro al citoplasma desde el medio externo. En el cerebro
es expresado tanto en neuronas como en glias, células vasculares y células ependimales
del tercer ventriculo (Gunshin y cols. 1997, Williams y cols. 2000, Burdo y cols. 2001,
Rathore y cols. 2012). La expresién de DMT] es regulada a nivel transcripcional por los
factores de transcripcién NF-kB, factor nuclear Y e HIF-1 (Paradkar y Roth 2006b, Lis y
cols. 2005, Wang y cols. 2010a) y a nivel traduccional por las pr‘otel'nas de respuesta a
hierro IRP1 y IRP2 (IRP, por iron regulatory protein). En ausencia de hierro, IRP1 se
activa y estabiliza el ARNm de DMT]1, aumentando su expresion. Por otra parte IRP2 se
encuentra constitutivamente activo, siendo degradado por el proteasoma cuando se

genera dafio oxidativo inducido por hierro (Garrick y Garrick 2009).
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2.- Transferrina (Tf) es una proteina producida por los oligodendrocitos y su funcién es
el transporte extracelular de hierro. La Tf unida a hierro es capaz de asociarse a su
receptor (TfR, por transferrin receptor) presente en la membrana plasmatica. El
complejo TF-TIR es endocitado, permitiendo asi la incorporacién de hierro a las
células(Harding y cols. 1983). Dos receptores, TfR1 y TfR2, se expresan a nivel
cerebral, siendo el primero el presente en neuronas y el segundo en células endoteliales
(Leitner y Connor 2012). La isoforma expresada en astrocitos y microglias es aun
motivo de controversia. La transcripcién de TfR es estimulada por el factor de
transcripcién HIF-1 (Alberghini y cols. 2005, Rolfs y cols. 1997), mientras que su
traduccion es regulada por IRP1/2 similarmente a lo observado con DMT-1.En ausencia
de hierro, IRP1/2 se une al 3"UTR del ‘ARNm del T1R, estabilizdndolo y aumentando la

expresion de la proteina (Zakin 1992).

3.-Ferroportina (FPN1), es una protefna de membrana cuya funcion es la del exporte del
hierro intracelular. Su expresién ha sido descrita en neuronas, astrocitos y microglias
(Burdo y cols. 2001, Moos y Rosengren Nielsen 2006, Song y cols. 2010). FPN1 es
regulado transcripcional, traduccional y postraduccionalmente. El promotor de FPN1
posee elementos de respuesta a HIF (Taylor y cols. 201 1), al factor de transcripcion de
metales 1 (MTF-1, por metal transcription factor 1) y a Nrf2 (por nuclear factor
erythroid 2 [NF-E2]-related factor 2) (Harada y cols. 2011, Ward y Kaplan 2012). A
nivel traduccional tambien es regulado por IRP1/2. En ausencia de hierro IRP1/2 se une
a la region 5"UTR del ARNm de FPN1, impidiendo la traduccién de la proteina, lo cual

genera la disminucién de su expresién (Abboud y Haile 2000, McKie y cols. 2000,
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Lymboussaki y cols. 2003, Muckenthaler y cols. 2008). Finalmente la regulacién
postraduccional de FPNI esta determinada por hepcidina, la cual al unirse a FPN1

induce su internalizacién y degradacién (ver mds adelante).

4.- Ferritina (Ft)es la proteina encargada del almacenamiento de hierro en forma redox
inactiva dentro de la célula (Salgado y cols. 2010). Es un complejo compuesto por 24
subunidades de mondémeros de H y L ferritina (FtH, FtL) pudiéndo almacenar hasta
4,500 4tomos de hierro en forma de complejos oxohidroxil diferricos cristalizados
(Harrison y Arosio 1996). La FtH contiene la actividad ferroxidasa, permitiéndole
convertir el Fe** a Fe**, mientras que la FtL posee la particularidad de ofrecer residuos
de aminoécidos 4cidos en la superficie que facilita la nucleacién y mineralizacién del
hierro (Balla y cols. 1992, Levi y cols. 1992). Por ende Ft enriquecidas en subunidad H
se encuentran asociadas a una disminucién del dafio oxidativo asociado al hierro,
mientras que las enriquecidas en subunidades I se asocian principalmente al
almacenamiento de hierro a largo plazo (Levi y cols. 1992, Connor y cols. 1995, Zeccay
cols. 2004). Ft es expresada principahﬁente en microglias y oligodendrocitos, aunque su
composicion es diferente entre ambos tipos celulares: mientras la‘s microglias expresan
principalmente la subunidad L, los oligodendrocitos expresan cantidades equivalentes de
ambas subunidades(Comnor y cols. 1994). Los astrocitos expresan niveles bajos de Ft,
cuya composicion varia dependiendo de su ubicacién en el cerebro (Comlc;r y cols.
1990). La expresién de ferritina es regulada a nivel transcripcional y traduccional

(Koorts y Viljoen 2007). Al igual que FPN1 en ausencia de hierro IRP1/2 se une a la
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region 5'UTR del ARNm, impidiendo la traduccién de la proteina y por ende

disminuyendo la expresion de la proteina (Koorts y Viljoen 2007).-

En 1953 aparece la primera evidencia que muestra un incremento del contenido de
hierro en pacientes con EA (Goodman 1953), siendo confirmado posteriormente en
multiples estudios (Comnor y cols. 1992a, Connor y cols. 1992b, Collingwood y cols.
2005, Meadowcroft y cols. 2009, Uusimaki y cols. 2013). La acumulacién de hierro se
asociaa los ovillos neurofibrilares y a las placas seniles (Smith y cols. 1997a), fenomeno
que se observa principalmente en la corteza y no en el cerebelo, lo cual consistente con

el perfil anatémico de neurodegeneracion en la EA (Andrasi y cols. 1995).

Adicionalemente se ha observado un incremento del contenido de hierro intracelular en
neuronas 'y microglias, sugiriendo que algunos de los componentes que regulan la
homeostasis celular de hierro pudiesen encontrarse alterados (Benkovic y Connor 1993,
Lovell y cols. 1998, Antharam y cols. 2012). De hecho, varias proteinas que regulan la

homeostasis de hierro muestran cambios en su expresion en la EA (Bush 2013).

Se ha observado un aumento en la expresién de Fn en cerebros de pacientes con EA,
particularmente en las microglias ubicadas dentro y alrededor de las placas seniles
(Connor y cols. 1992a). A su vez, en cerebros de pacientes con EA, Tf es expresada
ectopicamente en astrocitos (Connor y.cols. 1992a), incrementéndose su expresién en la
corteza frontal(Loeffler y cols. 1995). Asimismo se ha obsewadc; un incremento en la

expresion de DMT1 en corteza e hipocampo en ratones transgénicos modelos de EA
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(Zheng y cols. 2009) y se encuentra colocalizando con las placas seniles en la corteza
cerebral de pacientes con EA (Zheng y cols. 2009). Con respecto a FPNI, se ha
observado una disminucién en su expresion en pacientes con EA (Raha y cols. 2013,
w Crespo y cols. 2014). Todos los cambios observados en la expresién de proteinas que
regulan la homeostasis de hierro apuntan claramente a un fenotipo de acumulacién de
hierro, con un riesgo evidente para el desarrollo de la neurodegeneracién a través de

dafio oxidativo.

Se ha propuesto que la acumulacién de hierro en la EA contribuiria a la generacion de
estrés oxidativo y a la agregacion de proteinas (Gallagher y cols. 2012). Se ha reportado
que el hierro promueve la agregacion del péptido AP in vitro (Mantyh y cols. 1993,
Huang y cols. 2004), los cudles son téxicos en células en cultivo, al generar dafio
oxidativo probablemente a través de la produccién de ROS asociado a la reaccién de
Fenton (Huang y cols. 2004, Schubert y Chevion 1995, Liu y cols. 2011).

Adicionalmente el hierro también incrementa la fosforilacién e induce la agregacién de

las formas hiperfosforiladas de tau (Yamamoto y cols. 2002, Amit y cols. 2008). El

hierro colocaliza con los ovillos neurofibrilares actuando como una fiiente de generacién

de ROS dentro de las neuronas (Smith y cols. 1997a, Sayre y cols. 2000).
1.1.4. Relacion entre la inflamacion y el hierro

Hasta ahora la inflamacion y la acumulacién de hierro se han estudiado

independientemente como dos eventos fuertemente relacionados con la muerte neuronal



en varias enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA, pero existe poca
evidencia acerca de su interrelacién en neurodegeneracién. El hierro y su homeostasis
estdn intimamente ligados a la respuesta inflamatoria y el ejemplo méds obvio de esta
relacién estd en la denominada anemia por inflamacion o anemia de enfermedades
cronicas. Esta relacion puede ser directa o indirecta a través de hepcidina, la que se

detallara mas adelante.

Por ejemplo, la inyeccién de ratones con TNF-o resulta en la generacién de una
hiperferritinemia y la retenciéon de hierro en el sistema reticulo-endotelial, generando
anemia (Alvarez-Hernandez y cols. 1989). El tratamiento con TNF-o o IFN-y
incrementa los niveles del ARNm para la FtH en macrofagos (Fahmy y Yomé 1993), y

la expresién de DMT1 en células bronquiales epiteliales (Wang y cols. 2005).

Los cambios observados en los transportadores pueden ser explicados a través de la
modulaciéon de la actividad de IRP1/2 (Mulero y Brock 1999). La estimulaciéon de
macréfagos con IFN-y, TNF-a y LPS .produce un incremento en la capacidad de unién
de IRP1 eIRP2 a sus ARNm blancos, reduciendo la expresion de FPN1 e incrementando
la expresion de DMTI. Interesantemente el pre-tratamiento con la citoquina anti-
inflamatoria IL-10 revierte esta respuesta (Wardrop y Richardson 2000, Yang y cols.
2002, Ludwiczek y cols. 2003, Wang y cols. 2005). Adicionalmente la expresién de
DMTT1 es regulada transcripcionalmente por el factor de transcripcién NF-xB (Paradkar

y Roth 2006a), cuya activacién se encuentra rio abajo de receptores de citoquinas como

el receptor de TNF (TNFR) y el receptor de IL-1 (IL-1R), asi como también dela via de




seflalizacion activada por LPS (Rothwell y Luheshi 2000, Teeuwsen v cols. 1991, Hanke

y Kielian 2011b).

Recientemente se ha empezado a analizar la relacién entre el hierro y la inflamacién a
nivel del SNC. Se observé quela inyeccion intraperitoneal con turpentina, un inductor de
inflamacion de respuesta aguda, genera un aumento en la expresion de TR, Fn'e IRP1/2
asi como una disminucién de FPN1 y DMT1 en el cerebro de ratones (Malik y cols.
2011). Adicionalmente se reportdé un incremento en el contenido de hierro,
particularmente dentro de microglias reactivas cercanas a los vasos sanguineos, pero no
en astrocitos reactivos, en un modelo animal de esclerosis multiple (Williams y cols.
2011b). Se ha reportado que citoquinas pro-inflamatorias afectan la homeostasis de
hierro en astrocitos y microglias diferencialmente. Los astrocitos hipocampales
activados tienen mayor expresion de DMT1 en comparacién co.n astrocitos inactivos
(Pelizzoni y cols. 2013). El tratamiento de astrocitos corticales con TNF-o, induce un
aumento en la expresién de DMT1 y FnL asi como también una reduccién en la
expresion de FPN1, generando un incremento en la entrada de hierro pero sin diferencias
en su exporte. Mientras que el tratamiento de microglias con TNF-o. genera un
incremento en la expresién de DMT1, FnH, Fnl y FPNI1, produciendo un aumento en la
incorporacién de hierro, también sin alterar su salida (Rathore y cols. 2012). La
activacion de los astrocitos les permitiria desarrollar una eficiente proteccién contra
estrés oxidativo y muerte celular mediada por hierro, a través dela activacién de la

expresion de varios genes involucrados en el control del estado redox celular (Macco y

cols. 2013).
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En cultivos de neuronas mesencefélicas ventrales el tratamiento con IL-1p o TNF-a
aumenta la expresién de DMT1 y TR y reduce la expresion de FPNI, lo que se traduce
en un incremento en la entrada de hierro asi como una disminucién en su salida. Estos
cambios se encuentran asociados a un aumento en la expresién de IRP inducido por las
citoquinas y pueden ser revertidos con el uso de antioxidantes (Wang v cols. 2013).
Usando un modelo de enfermedad de Parkinson por inyeccién de LPS se observd un
incremento en el contenido de hierro en la misma regién en donde se produjo la
activacion glial, asi como también una disminucién en la expresion de FPN1. Esta
respuesta también fue observada de SH-SY5Y, una linea celular dopaminérgica, tras del

tratamiento con medio condicionado enriquecido en citoquinas pro-inflamatorias (Zhang

y cols. 2014).

Por otra parte se ha reportado en cultivos primarios de microglias que la administracion
del quelante de hierro deferroxamina reduce la produccién de ROS y NO inducidas por
hierro asi como también la produccién de citoquinas pro-inflamatorias como TNF- o e
IL-1B3 (Rathnasamy y cols. 2011), sugiriendo un cardcter bidireccional de la regulacién.

Finalmente, la identificacién reciente en el SNC de la hepcidina, una hormona que
interviene en la relacién entre la homeostasis del hierro y la iﬁﬂamacién sistémica,

introduce un nuevo participante en los procesos neurodegenerativos.
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1.1.5. Hepcidina como regulador maestro de la homeostasis de hierro

Hepcidina es un péptido catidnico de 25 aminodcidos secretado principalmente por el
higado al torrente sanguineo. Es sintetizado como un precursor de 84 aminoécidos que
luego de dos cortes proteoliticos sucesivos genera el péptido maduro (Scamuffa y cols.
2008). Inicialmente hepcidina fue descrita como un péptido con actividad
antimicrobiana, sin embargo estudios posteriores revelaron su funcién como regulador

maestro de la homeostasis sistémica de hierro (Nicolas y cols. 2001, Pigeon y cols.

2001).

7
Los niveles de hierro en la sangre dependen de dos procesos, el reciclaje de hierro desde
globulos rojos senescentes y la absorcion intestinal desde la dieta. El primero contribuye

al 95% del hierro circulante, mientras que la absorcidn intestinal componen cerca de 5%

(Kemna y cols. 2008).

Hepcidina es capaz de regular los dos procesos anteriormente descritos: en macréfagos y
otros tipos celulares hepcidina induce la endocitosis y degradacion lisosomal FPNI1
(transportador de salida de hierro) provocando una acumulacion de este metal en los
tejidos, con la concomitante reduccion de sus niveles plasmaticos (Nemeth y cols., 2004,
De Domenico y cols. 2008, Kovtunox.lych y cols. 2010). Por otra parte en células del
epitelio duodenal, hepcidina disminuye la expresion deDMT1 (transportador de entrada

de hierro) reduciendo la incorporacion de este metal desde la dieta (Mena y cols. 2008,

Chaston y cols. 2008).
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La sintesis de hepcidina es regulada en respuestd a multiples estimulos, que incluyen la
inflamacién (Lee y cols. 2004, Lee y cols. 2005, Matak y cols. 2009), los niveles de
hierro plasmaticos (Gao y cols. 2009), la hipoxia (Nicolas y cols. 2002, Silvestri y cols.

2008, Volke y cols. 2009) y el estrés de reticulo (Oliveira y cols. 2009).

La expresion de hepcidina aumenta en respuesta a citoquinas pro-inflamatorias como el
TNF-a, IL-6 e I[I-1p (Nicolas y cols. 2002, Nemeth y cols. 2003, Nemeth y cols. 2004,
Lee y cols. 2004, Lee y cols. 2005, Dzikaite y cols. 2006, Matak y cols. 2009), asi como
también rio debajo de la activacion de TLR2 y TLR4 (Peyssonnaux y cols. 2006, Sow y
cols. 2007, Theurl y cols. 2008, Koening y cols. 2009). La regulacién de la expresion
génica de hepcidina mediada por inflamacién ocurre a través de la activacién del factor
de transcripcion STAT-3, el cual posee sitio de unién en el promotor de hepcidina

(Verga Falzacappa y cols. 2007, Wrighting y Andrews 2006).

La transcripcién de hepcidina aumenta en respuesta a un incremento de los niveles de
hierro plasméticos. Esta regulacion depende de la proteina de la hemocromatosis
humana (HFE), la cual cuando los niveles de saturacion de Tf son altos forma un
complejo con TR2, estimulando la transcripcion de hepcidina (Kemna y cols. 2008,

Gao y cols. 2009).
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1.1.6. Hepcidina como modulador de la respuesta inflamatoria

Evidencia reciente sugiere que hepcidina podria tener un rol anti-inflamatorio. La unién
de hepcidina a FPN1 y su posterior endocitosis en macréfagos se acopla a la activacidn
de la via de transduccion de sefiales de la tirosina quinasa JAK-2, que fosforila y activa
al factor de transcripciéon STAT-3, disminuyendo la expresion de las citoquinas pro-
inflamatorias IL-6 y TNF-o e induciendo la expresion deSOCS-3, una molécula
adaptadora que regula negativamente la via de sefializacién de las citoquinas pro-
inflamatorias (De Domenico y cols. 2009, De Domenico y cols. 2010). Concordante con
esto el pre-tratamiento con hepcidina en ratones reduce la expresion hepéatica de IL-6 y
TNF-o y la muerte producto de una inyeccién letal de LPS. Por otra parte ratones
knockout de hepcidina, presentan una mayor sensibilidad a la toxicidad del LPS, lo cual

es revertido por inyeccién de hepcidina sintética (De Domenico y cols. 2010).

La actividad anti-inflamatoria de hepcidina también ha sido evaluada en otros modelos,
como la ictericia obstructiva, observandose también una disminucion de la expresion de
TNF-0. y MCP-1 y proteccion frente a la muerte (Huang y cols. 2012). Adicionalmente
en un modelo de dafio pulmonar agudo inducido por septis polimicrobiana mediante
cirugia de ligadura y puncién cecal, se ha observado que la ausencia de hepcidina
incrementa la mortalidad y la severidad de la enfermedad. Interesantemente macréfagos
alveolares obtenidos de ratones knockdown de hepcidina tienen alterada su capacidad
fagocitica comparado con macréfagos obtenidos desde ratones controles (Chen y cols.

2014). Debido a que la expresién de hepcidina es regulada por los niveles de hierro,
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ratones con deficiencia de este metal (y por la tanto bajos niveles de hepcidina)
presentan una mayor respuesta inflamatorias al LPS, efecto que e revertido por la
administraciéon de hepcidina exégena. Este efecto es independiente de la funcién de
hepcidina sobre el metabolismo de hierro, yd que utilizando ratones Tmprss6 -/~ los
cuales se caracterizan por tener anemia por deficiencia de hierro y a su vez alta
produccién de hepcidina tiene una respuesta inflamatoria menor que ratones expuestos a

una dieta baja en hierro (Pagani y cols. 2011).

1.1.7. Hepcidina en el sistema nervioso central

Se ha observado la presencia de hepcidina en varias regiones del cerebro incluyendo
bulbo olfatorio, corteza cerebral, hipocampo, amigdala, ‘talamo, hipotalamo,
mesencéfalo, cerebelo, asi como también en el ganglio de la raiz dorsal y el sistema
nervioso periférico, determinado a través de diversas técnicas como RT-PCR,

hibridacién in situ e inmunohistoquimica (Zechel y cols. 2006).

Se ha reportado la expresién de hepcidina en células gliales, neuronas y células
endoteliales de plexus coroideo (Zechel y cols. 2006, Marques y cols. 2009). Se ha
observado un incremento del ARNm de hepcidina durante el envejecimiento en corteza,

estriado e hipocampo (Wang y cols. 2010b).

Existe evidencia que la expresién de hepcidina en el cerebro es regulada de un modo

similar a lo observado en hepatocitos, incrementando su expresion en corteza y estriado
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ante un estimulo inflamatorio sistémico, como la inyeccién intraperitonial de LPS
(Wang y cols. 2008).Esta respuesta se ha observado también en el plexus coroideo, lo
que correlaciona con un incremento de los niveles de pro-hepcidina en el liquido

cefaloraquideo (Marques y cols. 2009).

La funcién de hepcidina en el cerebro se ha estudiado principalmente en relacién a la
homeostasis del hierro. Se ha observado que tanto la inyeccién intracerebroventricular
de hepcidina como el tratamiento de cultivos primarios de neuronas o astrocitos con
hepcidina, reduce los niveles de FPN1 y altera la expresion de otras proteinas asociadas
a la homeostasis de hierro como son DMT-1, la ferroxidasa ceruloplasmina y TfR1
(Ding y cols. 2011, Du y cols. 2011, Li y cols. 2011). Adicionalmente en células
endoteliales hepcidina también disminuye la expresion de FPN1, DMT-1 y

TfR1suprimiendo la acumulacion de hierro en el cerebro (Du y cols. 2014).

Recientemente se ha reportado la isquemia cerebral induce un incremento en la
expresion de hepcidina en corteza, hipocampo y estriado en paralelo con un incremento
en ferritina y de los niveles de hierro libre, asi como también una disminucién de los
niveles de FPN1 (Ding y cols. 2011).A su vez en un ratén transgénico modelo de EA y
tejido postmortem obtenido desde pacientes que sufrieron esta patologia, se observé una

disminucién de la expresion tanto de hepcidina como FPNlen el hipocampo (Raha y

cols. 2013).

Hasta ]a fecha no existen estudios que muestren si hepcidina participa en la modulacion
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de la respuesta inflamatoria en el cerebro y existe muy poca informacion acerca de la
regulacién de la homeostasis de hierro dependiente de la inflamacién en el SNC.
Determinar si hepcidina constituye un conector molecular entre la .neuroinﬂamacién yla
acumulaciéon de hierro resulta esencial debido al rol critico que juegan estos dos
procesos en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas crénicas en general y en
la BA en particular (Heneka y O'Banion 2007, Perry y cols. 2010, Pomara y Sidtis

2010).
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1.2. Hipétesis de trabajo

IL-6 y TNF-o inducen acumulacién de hierro en neuronas directamente a través de la
modificacién de la expresion de los transportadores de hierro, e indirectamente mediante
la induccidn de la expresion de hepcidina por astrocitos y microglias, la que atentia la

secrecion de estas citoquinas inducida por el péptido beta-amiloide.

1.3. Objetivo general
Estudiar el rol de la IL.-6 y el TNF-a en la acumulacion de hierro en neuronas, astrocitos
y microglias y evaluar el rol de hepcidina en la modulacion de la respuesta inflamatoria
inducida por el péptido B-amiloide.

1.4. Objetivos especificos

1.4.1. Evaluar el efecto de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-a en la
expresion de DMTI1, FPN1 y hepcidina en neuronas, astrocitos y

microglias.

1.4.2. Determinar el efecto de hepcidina en la expresién de las citoquinas pro-
inflamatorias IL-6 y TNF-o, inducida por el péptido B-amiloide en cultivos

de astrocitos o microglias.
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1.4.3. Analizar el efecto en el estrés oxidativo y muerte neuronal de medios

condicionados por astrocitos o microglias tratados con péptido P-amiloide

y/o hepcidina.

1.4.4. Estudiar el efecto de hepcidina en la activacién glial, estrés oxidativo y

dishomeostasis de hierro en cerebros inyectados con péptido B-amiloide.
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2. MATERTALES Y METODOS

e

2.1. Materiales

wf%;.
2.1.1 Reactivos generales y péptidos

Dimetilsulféxido(DMSO) (#D2650, Sigma-Aldrich); 1,1,1,3,3,3-Hexafluore-2-propanol
(HFIP, #325244-25G, Sigma-Aldrich); Hepcidina sintética humana (4392-s,
Peptidelnstitute), Lipopolisacarido deE. Coli 026:B6 (#L2654, Sigma-Aldrich);
Interieuquina 6 (#206-IL-010 RyDSystems); Factor de necrosis tumoral a (#210-TA-
020, RyDSystems); péptido B-amiloide 1-42 (#H6466 #H1368, Bachem) péptido B-

amiloide 42-1 (#H3976, Bachem).

2.1.2 Material biologico

En este estudio se utilizaron célulds obtenidas desde ratas Sprague-Dawley v ratones

C57BL/6 para los experimentos de inyeccién estereotaxica.

2.1.3  Cultivo celular

De Gibco-BRL, Life Technologies, se obtuvo: Minimal Essential Medium (MEM),
medio de cultivo F-12 Nutrient Mixture, aminodcidos no esenciales ( MEM), Suero fetal
bovino (FBS), Suero de caballo (HS), Buffer Fosfato 1X (PES 1X§ mezcla de
antibidticos/antimicoticos (Streptomicina, Penicilina v Anfoteridina B), tripsina 5mM

EDTA, tripsina 25mM, Neurcbasal y supiemento B27. De laboratorios Sanderson




S . =
A

(Santiago, Chile) se obtuvo agua Jb‘i‘destilagi‘a de calidad inyectable. De Corning
Incorporated (NY, USA) se obtuvieron placas de cultivo de 10 01.11 v 35 mm de didmetro
y placas de cultivo de 96, 48, 24 y 6 pocillos. De JSP (Santiago, Chile)se obtuvo cubre
objetos para cultivo. De Millipore (Billeric#$#USA) se obtuvo unidades. de filtracion de

i

500 ml con poro de 0,2 pm.

2.1.4 Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados er este estudio fueron los siguientes: Anti-panDMT-1
(conejo: Biosynthesis, USA). Anti-MTP1 (conejo #MTP11-A,AlphaDiagnostics). Anti-
o-tubulina  (raton  #T6199,Sigma-Aldrich): ;;Anti-hepeidina (conejo  #HEPCI11-
A,AlphaDiagnostics). Anti-GFAP (ratén #C9205, Sigma-Aldrich). Anti-Cd11b (ratén
#MCA375G, Serotec). Anti-Tujl (mouse: Promega #G7121).Anti 4-HNE (conejo
#HNE11-S, Alpha Diagnostics).Anti-ibal (conejo #019-19741, WAKQ). Anti-IgG de
raton(conejo #31450: Thermo Scientific). Anti-IgG de conejo (cabra #31460, Sigma-
Aldrich).Anti-IgG de ratdn bietinilado (cabla #BA-9200, Vector). Anti-IgG de conejo
biotinilado (cabra #BA-1000, Vector). :Anti-Ig,G de ratén Alexa Fluor 488 (cabra
#A11001, Invitrogen). Anti-IgG de conejo Alexa Fluor 488 (cabra #A11008,
Invitrogen). Anti-IgG de ratén Alexa Fluor 532 (cabra #A11002, Invitrogen). Anti-IgG

de conejo Alexa Fluor 532 (cabra #A11009, Invitro gen).
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2.1.5 Sondas fluorescentes

H

2", 7 ~diclorodihidrofluoresceina-didcetato .(DCDHF—JA;I\;I) (#D399, Invitrogen); calceina-

AM (#C3100MP, Invitrogen); TO-PRO-3 (#T3605, Invitrogen); yoduro de propidio PI
B

(#P3566, life technologies); Alexa Fluor 555 C2-maleimida (#A20346, Invitrogen) y

Alexa Fluor 488 C5-maleimida (#A10254, Invitrogen).

2.1.6 Equipos

Incubador con inyeccién de CO; modelo 3141 (ThermoScientific, USA), Campana de
cultivo con flujo vertical (Jouan, Francia), Campana de cultivo con flujo horizontal
(Nuare, USA), Camaras electroforéticas (Bio-Rad LaboratoriesInc, USA), Fuente de
Poder PS 4010-2 (Sigma-Aldrich, USA), Centrifuga Mikro 22R (Hettich, Alemania),
Lector de Placas ELISA SUNRISE (Tecan Trading AG, Suiza), Lector de Fluorescencia
Synergy 2™ (BioTek, USA) Microscopio confocal, Carl Zeiss 510 Meta (Carl Zeiss
AG, Alemania), Transiluminador UV (UVP Inc., USA) y Centrifuga Rotina 35R
(Hettich, Alemania). Estereotaxico con consola digital modelo 940 ‘(Kopfinstruments),
bomba de inyeccién estereotdxica modelo Legato 130 (KD Scientific), Unidad de

anestesia para isofluorano modelo U-410 (Univentor) y bomba peristaltica modelo

Minipuls 3 (Gilson).

2.1.7 Partidores

Los partidores utilizados en este estudio se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Secuencias de los partidores utilizados en el estudio.

Simbolo Nombre del gen Especie Secuencia Secuencia Tm
Reverse

Ra . 59°C

DMTI  Transportadorde  Rata 5"TGATCCTGACC  5-CAATCCTCCAG 58°C
metales divalentes 1 CGGTCTATC-3" CCTATTCCA-3"

N —— S ) - L ssoc

“ " Hepcidina S"- GGCAACAGAC 58°C

GAGACAGACT-3" TCTCTATGT-3"

Factor de necrosis Rata 5 -CACCAéGCTCTTC 5"-CCGGACTGCGTGAT 59°C
tumoral alfa TGTCTACTGAAC-3 GTCTAAGTACT-3"

TNF-0

2.2. Métodos

2.2.1 Cultivo Primarios

Cultivo primario de neuronas hipocampales:

Las neuronas fueron aisladas desde hipocampos de embriones de ratas SpragueDawley
de 18 o 19 dias post coito. y cultivadas como se describe en (Kaech y Banker 2006).
Brevemente se -extraen los hipocampos y se transfieren a una solucién de 0.25% de
tripsina en tampdén Hank's salino (HBSS) y se incuban por 20 minutos a 37°C.
Inmediatamente se lavan dos veces con HBSS y el tejido se disgrega mediante 20
pasadas a través de una pipeta Pasteur con el didmetro reducido a la mitad y 20 pasadas
adicionales a través de una pipeta Pasteur con el didmetro reducido al/zr. Luego las

células se cuentan en un hemocitémetro y se siembran en neurobasal con 10% desuero

de caballo 1 mM de piruvato de sodio y Glutamina en placas de 24 pocillos con cubre




objetos de vidrio a una densidad de 96.000 células/cm? para inmunofluorescencia o en
placas de 6 a la misma densidad para extraccién de proteinas y 48. pocillos para ensayos
de viabilidad. Una hora tras el plaqueo el medio se reemplaza por Neurobasal con 2% de
B27 , penicilina (100U/mL), estreptomicina "(100pg/mL), 1mMdepiruvato de sodio y

GlutaMAX.

Cultivo primario de glias corticales:

Las glias corticales fueron aisladas desde corteza de neonatos de ratas Sprague Dawley
de 1 o 2 dias post natal. Para ello las cortezas son disectadas en medio HBSS y digeridas
utilizando tripsina 0,25% suplementada con 0,5 mg/ml de DNasa 1. Las células se
siembran en frascos de 75 cm e incuban en MEM-F12 10%FBS a 5%CO,, donde el
medio de cultivo es reemplazado cada 3 dias. Después de 13 d1’als, el cultivo mixto de
astrocitos y microglias, es agitado vigorosamente en un agitador orbital a 260 rpm
durante 16 horas para separar las células microgliales. Las microglias son sembradas en
MEM-F12 10% FBS. Después de 20 min de incubacién a 37°C las células no adherentes
(principalmente astrocitos) son eliminadas con un cambio de medio. Las células
remanentes en el flask nuevamente se agitan durante 72 h para eliminar el resto de las
mucroglias. Después de la agitacién, los astrocitos se tratan con tripsina, se siembran en
placas de 35 mm, y son crecidos hasta 80% confluencia, donde posteriormente se

realizan los diferentes tratamientos.
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2.2.2 Preparacion de péptido beta-amiloide |

El péptido AB, se resuspendid en 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP), se alicuotd
en tubos eppendorf de 1,7 mL y se dejo secar una noche en una campana de flujo, segiin
descrito en (Stine y cols. 2011). Los viales.secos con el film que contiene el péptido beta
amiloide fueron guardados en -80°C en presencia de desecante hasta su uso. Para los
tratamientos un vial de 45 pg se resuspendié en 2 pl. de DMSO vy posteriormente en
90uL de PBS-CMF 1X. La solucién fue incubada a 37°C durante 72 horas para permitir

su agregacion(Hu y cols. 1998).

2.2.3 Tratamientos

Tratamientos con citoquinas: Neuronas de 7 DIV cultivadas en medio neurobasal
suplementado con B27 fueron tratadas por 18 horas con 50 ng/mL de TNF-a, 50 ng/mL
de IL-6 o 1 pg/mL de LPS. Astrocitos corticales cultivados en medio MEM/F12
1%FBS y 7 uM de hierro, fueron tratados similarmente durante 18 horas con 50 ng/mL

de TNF-a, 50 ng/mL de [L-6 0 1 ug/mL de LPS.

Tratamientos con hepcidina: Neuronas de 7DIV fueron tratadas con hepcidina 350nM en
medio neurobasal suplementado con B27. En astrocitos los tratamientos fueron
realizados en MEM/F12 10% FBS. Sin embargo en los experimentos de medicion de
liberacioén de citoquinas, los tratamientos con hepcidina fueron realizados en MEM/F12

sin suero, suplementado con 7 uM de Fe-NTA. Previamente al tratamiento con
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hepcidina las células fueron incubadas con 10 pM FesNTA segtin protocolo descrito por

De Domenico (De Domenico y cols. 2010). ~

Tratamientos con péptido (-amiloide: Culti‘v%‘s de astrocitos o microglias crecidos en
medio MEM/F12 sin suero 7 pM de hierro fueron tratados con péptide B-amiloide a una
concentracidon final de 2 pM determinado per la cuantificacidn utilizando BCA. Para
producir medios condicionados los tratamientos fueron realizados en Neurobasal
suplementado con B27 durante 24 horas y posteriormente recolectados y utilizados para

el tratamiento de neuronas hipocampales a los 7 DIV durante 48 horas.

2.2.4 Histequimicaredox

La histoquimica redox se realizé como se describe en (Horowitz y cols. 2011).
Brevemente, luego de los diferentes tratamientos, las células son fijadas durante 30
minutos en una solucién de 4% de paraformaldehido, ImM de N-etilmaleimida, 2
pMmaleimida Alexa555 y 0,05% triton X-100 preparada en PBS pH 7.0. Posteriormente
son lavadas durante 5 minutos con PBS tres veces para eliminar el exceso de sonda e
incubadas por 30 minutos en 5mM tris(2-carboxyetil) fosfino (TCE‘P) en PBS. Luego
nuevamente lavadas con PBS durante 30 segundos e incubadas durante otros 30 minutos,
con ImM de N-etilmaleimida y 2 pM Maleimida Alexa488 preparado en PBS.
oy vt N
Finalmente, los covets, soil lavados durante 5 minutos con PRS tres vace: completando
asi la tineién y permitiendo su posterior montaje en FluorSave y andlisis a través de

microscopia confocal.
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2.2.5 Inmunocitoquimica >
t

S

A

Las células sembradas en cubre-objetos se lavaron con PBS 0.1M y fijaron con
paraformaldehido (PFA) 4% y sacarosa 4% en PBS 0.1M durante 30 minutos a 37°C.
&
Luego se permeabilizaron por 5 minutos e%if 0,2% Triton X—lQO en PBS 0.IM. El
bloqueo se realizé con 5% de BSA en PBS 0.IM a temperatura ambiente. Los
anticuerpos primarios se incubaron en 0,1% tritédn, 1% BSA en PBS 0.1M durante 16
horas a 4°C. La dilucién de los anticuerpos utilizados fue: anti-tuji 1:1000, anti-4HNE
1:100, anti-GFAP 1:100, anti-Cd11b 1:100, anti-Ibal 1:5C0, anti-DMT1 1:500, anti-
MTP1 1:100, anti-hepcidina 1:100 vy TOPRO 1:500. Los anticuerpes secundarios
conjugados con Alexa-Fluor se incubaron en €,1% tritén, 1% BSA en PBS 1X durante 1
hora a temperatura ambiente y la dilucion utilizada fue de 1:300. Los cubreobjetos se

montaron en un portaobjeto con medio de montaje Fluor Save Reagent.

2.2.6 Determinacion de la produccion de ROS intracelular

Se utilizé la sonda DCDHF-DA, para determinar la produccién de ROS (Nunez y cols.
2004).En estos experimentos, las neuronas fueron sembradas en placas de 24 pocillos y
al finalizar los tratamientos, las células fueron lavadas con HBSS 1X v cargadas con
5uM DCDHF-DA en HBSS durante 15 minutos. Después de la carga, las células fueron
lavadas tres wveces con HBSS Para el registro de fluorescencia ,&l‘:ag,,,}g;é;ﬁlas fueron
incubadas con ééb e defI—\I*‘Bu}SS por pocillo, ¥ seles permiti6 = las-céhilas un tiempo de

¢ b
recuperacion de 5 minutos a 37°C en-el incubader; previo a la obtencién de los registros.

. | ) i - - B . 5
Para los lavados e’ intubaciones se -usaron soluciones -precalentadas a 37 °C v los

1
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regisiros fueron obtenidos también a 37 °C, en.tin iéctor de fluorescencia Synergy 2™
Ye

(BioTek), usando las longitudes de onda de jexcitaciéllky emision, Ex/Em, 485/528. Para
la obtencion de los registros se midié Ia fluorescercia durante 5 minuios para obtener la
linea base, tras lo cual se ofrecio a las:células 50 uM de FAS (Para la presentacién de los
dates, se dividié cada dato de fluorescencia obtenido (F) por la fluorescencia inicial

1

registrada (F0), obteniéndose para cada punto exi el tiempo un valor de F/F0.

2.2.7 Determinacion de viabilidad

La viabilidad fue determinada utilizando c&i‘%‘é?“ha v yoduro de propidio. Brevemente, las
células tratadas fueron lavadas con HBSS1X a 37°C y posteriormente incubadas con 3
pMcalceina y 3 pMyoduro de propidio durante 30 minutos a 37°C en HBSS 1X.
Posteriormente fue determinada la intensidad de fluorescencia usando las longitudes de
onda de excitacion y emision, Ex/Em, 485/528 para la calceina y 540/600 para el yoduro

de propidio.' La viabilidad celular fue determinada considerando tante la intensidad de

-

fluorescencia de la calceina como la del yoduro-de propidio..

i
t

2.2.8 Western blot.

¢

Los extractos de proteinds totales se obtuvieron usando un buffer de extraccién RIPA

(20 mM tris-HCI pH 7,5, 150 mMNaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTAsnl% NB-40 y 1%

-+
S ® :

deoxicolato de sodio) con un coctel de inhibidores de proteasas v PMSE. Para ello las

t

células se lavaron y rasparon en buffer RIPA a 4°C 'sobre la placa de cultivo con un

cellscrgper. El extracto se recolectd en tubos 'Eppendorf e incubd 15 miinutos a 4°C.

hY
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Luego de este periodo se realiz6 una cenirifiigacion a 12.000 rpm durante 15 minutos. El
- i
sobrenadante se recolectd y cuaitificé mediante el método de BCA midieiiro

absorbancia a-560 nm (Bollag y cols. 1996).

En la separacién electroforética, se cargaron 25 pg de proteina en un gel de
poliacrilamida al 10% en condiciones denaturantes (SDS-PAGE). Una vez separadas las
proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa durante 1 hora 30
minutos a 300 mA a 4°C. Para determinar Ia eficacia de la transferencia posteriormente
la membrana se tifi6 con rojo Ponceau. El blogueo se vzrealizé con leche descrentada al
5% en TBS-T20 (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mMNaCl y 0,1% Tween 20) durante 1
hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios se incubaron en leche
descremada al 1% en TBS-T20 a 4°C toda la noche con agitacién suave. La dilucion de
anticuerpos utilizados fue: anti-tubulina 1:10.000, anti-FPN1 1:1000 y anti-DMT]1
1:1000. La incubacién con el anticuerpo secungiario se realizd en leche descremada al
1% en TBS-T20 durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacién suave. La
dilucién empleada de los anticuerpos secundarios fue de 1:10000 para el anti-IgG de
conejo y 1:5000 para el anti-IgG de raton. Para el revelado se utilizé el kit SuperSignal

West Pico Chemiluminescent Substrate y la sefial fue detectada mediante placas

fotograficas.




2.2.9 RT-PCR

Se realizéd RT-PCR contra los ARN mensajeros de DMT1, FPN1, Hepcidina, IL-6, TNF-
oy Actina. Para extraer ARN mens:ajeb de DMTI, FPN1 y Hepcidina desde neuronas,
astrocitos y microglias, se utilizé TRIzol segminstmcciones del félbricante. Para extraer
ARN total desde astrocitos y microglias se utilizo el kit Qiagen RNeasy minikit. El ARN
obtenido fue disuelto en agua tratada con DEPC y cuantificado a través de un nanodrop
(Biotek). La sintesis del ADNc se realizé mediante el uso de la transcriptasa reversa M-
MLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) usando como
templado 1pg de ARN fotal. En un tubo de microcentrifuga libre de nucleasas se
agregaron 1jig de ARN total, 1 pl. de oligodT 500 pg/mU, 1pl de MixdNTP 10 mM (10
mM de cada uno de los nucledtidos trisfosfatos dATP, dGTP, dTTP y dCTP) y agua
libre de nucleasas. La mezcla fue calentada a 65°C por 5 minutos y enfriada rapidamente
a 4°C. Luego se agrego 4 pl de Buffer .RT completo 5X (Tris-HCI 250 mM pH 8,3, KCl
500 mM, MgCl, 15 mM), 2 pl de DTT 0,1 M, 1 pl de Inhibidor de Ribonucleasas y 1
nL de M-MLV RT. El contenido de los tubos fue mezclado e incubado por 50 mimutos a

37°C. La reaccion se inactivé por calentamiento a 70°C durante 15 minutos.

El 10% de ADNc generado fue usado como templado para la amplificacién por la
reaccion en cadena de la pollimerasa. En un tubo de microcentrifuga libre de pucleasas se
agregaron 2,5 pl de Bl.iffél‘ PCR 10X (Tris-HC1 200 mM pH 8,4, KC1 500 mM), 1,5 pl
de MgCl, 25 mM, 0,5 pl de MixdNTP 10 mM, 0,5 pl de partidor Forward de

amplificacién (10 uM), 0,5 pl de partidor Reverse de amplificacién (10 pM), 0,5 ul de
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Tag DNA Polimerasa (5 U/ul), 2 pl de ADNc y 17 pl de agua libre de nucleasas. Los
partidores utilizados y las temperaturas de apareaniiento estan descritos en la Tabla 1.
Las condiciones de PCR y los amplificados obtenidos para cada partidor, se muestran en

la siguiente tabla:

Tabla 2. Condiciones de PCR realizados.

Simbolo Tamafio amplificado ciclos Tm

El programa utilizado fue el siguiente: 2 minutos a 95°C, ciclos de 30 segundos a 95°C,
1 minuto a Tm y 30 segundos a 72°C, seguido por una amplificacién final de 10 minutos
a 72°C. Los amplificados obtenidos fueron resueltos en u gel de agarosa al 2% y las

bandas obtenidas fueron cuantificadas usando el programa Image J.

2.2.10 Deteccion de cifoquinas

Las citoquinas IL-6 y TNF-a fueron detectadas mediante ELISA (KRCO0061 para IL-6
de rata y KRC3011 para TNF-o; Invitrogen) desde los sobrenadantes de cultivos de

astrocitos o microglias tratados con 2 uM de fibrillas de péptido A durante 24 horas en

medio MEM/F12 sin FBS 7 uM de hierro, segiin instrucciones del fabricante.




2.2.11 Inyecciones estereotdxicas

Los ratones fueron anestesiados con 10 pL/gr de peso corporal de una solucion
compuesta por ketamina (1 mL), xilasina (0,5 mL) y NaCl al 0,9% (8,5 mL). Una vez
anestesiados, se fijaron por la cabeza a un aparato estereotaxico. Posteriormente, la piel
fue abierta con un bisturi, se fijo el bregma y se realiz la inyeccion en el ventriculo
lateral derecho del raton utilizando las siguientes coordenadas: antero posterior (AP): -
0.22 mm, medio lateral(ML): 1 mm y dorso ventral (DV): 2.5 mm. Estas coordenadas
fueron corroboradas inyectando microesferas de poliestireno (beads) marcadas con Cy3

(Figura 3)

A . . . . . . . . . B

-

N

FIGURE 28

Interaural 4 18 mm Bregna 0 38mm 1

Figura 3 Inyeccién intracerebroventricular de Cy3-beads. Ratones de 13 semanas fueron
inyectados con 2 pL de una solucion salina de Cy3-beds en el ventriculo lateral derecho. Los
animales fueron sacrificados a las 48 hrs. post-tratamiento por perfusién-fijacion transaortica con
4%PFA. Los cerebros congelados fueron cortados en 20 um con un micrétomo de congelacion.
En A se muestra una imagen de atlas esterotaxico de raton indicando las coordenadas en la
cualesse observa la imagen en B. VLizq, ventriculo lateral izquierdo y VLder, ventriculo lateral
derecho.
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El protocolo de administracion de sustancias se detalla en la Figura 4 y corresponde a
dos inyecciones de un volumen de 2 pL cada una, separadas por un intervalo de tiempo
de 2 horas. Posteriormente los animales fueron dejados descansar por 72 hrs luego de la
ultima inyeccion y finalmente sacrificados. La primera inyeccion fue realizada con 2
uLde hepcidina o salino a una velocidad de flujo de 0,4 pL/min mediante la utilizacion
de una bomba de inyeccion. A las 2 horas post-anestesia los ratones fueron nuevamente
anestesiados para realizar una segunda inyeccién con 2 pL de APi.42, APsz-1 0 salino.
Para ello se utilizd una mascara de gas con isofluorano al 0.9% y a una velocidad de

administracion de 180 mL/min.

Hepc

Horas: o 2 72
L I v
X K Isofl IFIHQ

Figura 4. Protocolo de administracién de sustancias. Animales de 13 semanas de edad fueron
anestesiados con xilacina y ketamina para luego via inyeccion icv administrarles hepcidina. 2
horas post-inyeccion fueron nuevamente anestesiados utilizando isofluorano y se les administro
una segunda inyeccion icv con péptido AP. Los animales fueron sacrificados por perfusion-
fijacion transaortica a las 72 horas.

Los grupos experimentales, las concentraciones y volimenes de los diferentes

compuestos inyectados se detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 3. Grupos experimentales

Grupo Péptido A 1-42 Péptido AP 42-1 Hepe N° total de N° de
dosis ratones

5" - 440pmol2ul "o ug/2 ul i 4

T A e PN L A Ppspy-y g

i . R § track o

a En grupos 5 y 6, hepcidina fue administradas 2 horas previo a la administracion de péptido A
por inyeccion intracerebroventricular (icv)

2.2.12 Inmunofluorescencia

Los cerebros de ratones fueron fijados por perfusién transcardiaca, disectados, fijados
durante 48 horas (4% paraformaldehido en 0,1 M PBS), criopreservados en 30%
sacarosa y cortados en 20 pmen un microtomo de congelacion. Los cortes flotantes
fueron tratados con borohidruro sédico (NaBHy4) lmg/mL durante 10 minutos en PBS1X
para eliminar la autofluorescencia (Clancy y Cauller 1998). Posteriormente el tejido fiie
permeabilizado con Tritén X-100 al 0.5%, bloqueado en 4% BSA e incubado con el
anticuerpo primario. Los anticuerpos utilizados fueron: anti-GFAP 1:500, anti-Ibal
1:500, anti-DMT1 1:500, anti-FPN1 1:250, anti-Tujl 1:1000 yanti-HNE 1:500. La
marca fue visualizada usando Alexa 488 y Alexa532 conjugado como anticuerpos
secundarios a una dilucién de 1:500 y TOPRO 1:500. Finalmente los cortes fueron

montados y analizados a través de microscopia confocal.
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2.2.13 Inmunohistoquimica

Para la inmunohistoquimica, los cortes flotantes de 20 pm de espesor fueron tratados con
20% metanol para la eliminacién de la activi'dad peroxidasa enddgena. El tejido fue
permeabilizado con Tritéon X-100 al 0.5%, bls‘queado en 4% BSA e incubado con el
anticuerpo primario anti-Ibal 1:500. Posteriormente fue incubado con un anticuerpo
biotinilado anti-IgG de conejo 1:250 y luego con el kit ABC (VectaStain). La marca fue
revelada utilizando el substrato para la peroxidasa 3,3-diamino-benzadina (DAB). Los

tejidos fueron deshidratados mediante etanol, posteriormente pasados por xileno y

finalemente montados utilizando Eukitt (Flukd).
2.2.14 Programas utilizados

Para la construccidn de todos los graficos se utilizé el programa .GraphPadPrism 5. En
los analisis de intensidad de fluorescencia de las inmunofluorescencia en los cortes de
tejido se wutiliz6 el programa Quantity One de Biorad. En el andlisis de

inmunocitoquimicas y western blot se utiliz6 el programa Image J.

2.2.15 Andlisis estadistico

El anélisis estadistico se realizo mediante el programa Graph Pad InStat, utilizando un

test ANOVA (Analisis de Varianza) de una via paramétrico y no paramétrico en donde
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los post test empleados fueron el de Dunnett y el de Kruskal-Wallis respectivamente.

Fueron considerados significativos valores de p menores a 0.05.

{
1
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3 RESULTADOS

3.1 Efecto de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-aen la expresion de DMT]I,

FPNI y hepcidina en neuronas, astrocitos y microglias

Lo primero que se realiz6 fue una caracterizacion de los cultivos primarios de neuronas

hipocampales, astrocitos y microglias corticales (Figura 5).

.
Figura S. Inmunocitoquimica de cultivos primarios enriquecidos en neuronas, astrocitos o
microglias. En 1A y 1B se muestra inmunocitoquimica de un cultivo primario de neuronas
hipocampales marcados con BlII-tubulina (verde). En 1C y 1D se muestra la inmunocitoquimica
deun cultivo de astrocitos, tefiido con su marcador especifico GFAP (amarillo). En 1E y 1IF se
muestra la inmunocitoquimica de un cultivo de microglias, las que fueron marcadas con un

anticuerpo contra Cd11b (Rojo), un marcador de células del sistema inmune. Los ntcleos se
marcaron con TOPRO-3 (azul). Barra = 50 um

En la figura SA y 5B se observa la inmunocitoquimica de un cultivo denso (100.000
células/cmz) de neuronas de 8 DIV, las cuales fueron tratadas desde 2 DIV con AraC (4

uM) para inhibir la proliferacion celular. El 95% de las células correspondieron a
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neuronas que presentaban la tincién especifica para PliI-tubulina (verde) y un 5% a otros
tipos celulares no determinados. En la figura 5C y 5D se muestra la inmunocitoquimica
de un cultivo de astrocitos, tefiido con su marcador especifico GFAP (amarillo). No se
observo la presencia de neuronas ni microglias en estos cultivos. En 5E y 5F se muestra
la inmunocitoquimica de un cultivo de microglias marcadas con, un anticuerpo contra

Cd11b (Rojo), lo que nos permitié determinar que la pureza de este cultivo es de un 90-

95%.

Una vez caracterizados los cultives, evaluamos el efecto de TNF-o, I1-6 o LPS sobre la
expresion de DMT1 y FPN1 en neuronas, astrocitos y microglias. Los cambios a nivel
de proteinas a través de western blot e inmunocitoquimica y cambios a nivel de ARNm a

través de RT-PCR fueron analizados a las 18 horas post-tratamiento.

Determinamos que TNF-o0, IL-6 y LPS inducen un incremento de aproximadamente 50-
67% en la expresion de DMT] junto como un disminucién en un 45-65% de los niveles
de FPN1 en neuronas (Figura 6A). En astrocitos el tratamiento con TNF -a, IL-6 o LPS
también indujo un incremento significativo en los niveles de proteifna de DMT1,
mientras que Unicamente el tratamiento con LPS generd una leve disminucién en los
niveles de proteina de FPN1 (Figura 6B). Finalmente el tratamiento de microglias con
TNF-0, IL-6 o LPS produjo un incremento significativo en los miveles expresion de

DMTT1 sin alterar los niveles de expresién de FPN1 (Figura 6C).
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Figura 6. TNF-o, IL-6 y LPS inducen cambios en los niveles de proteina de los
transportadores de hierro DMT1 y FPN1 en células derivadas del SNC. Neuronas
hipocampales (A), astrocitos corticales (B) y microglias corticales (C) fueron tratadas con TNF-
o (50 ng/ml), IL-6 (50 ng/ml) o LPS (1 pg/ml) durante 18 hrs., los cambios en la expresion
deDMT1 y FPNI1 fueron analizados por Western blot. El panel de la izquierda muestra blots
representativos y el panel derecho muestra la cuantificacion de la densidad de banda. Los valores
representan el promedio = SEM (n= 4). *P< 0,05; **P< 0,01 y ***P< 0,001 comparado al
control. Modificado de (Urrutia y cols. 2014).
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El analisis de la expresion de DMT1 y FPNI a través de inmunocitoquimica mostrd
resultados similares. En neuronas, microglias y astrocitos se observa un incremento en la
inmunotincion para DMT1 frente a todos los tratamientos, mientras que en neuronas se

observa una disminucion de la inmunotincion para FPN1 (Figura 7).

_DMT1 FPN1

Neuronas  Astrocitos Microglias Neuronas Astrocitos Microglias

Control

TNF-a

IL-6

LPS

Figura 7. Expresion de DMT1 y FPNI1 en células derivadas del SNC tratadas con TNF-a,
IL-6 y LPS visualizadas por inmunocitoquimica. Neuronas hipocampales, astrocitos
corticales y microglias corticales fueron tratadas con TNF-a (50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL) o LPS
(1 pg/mL) durante 18 hrs, analizando los cambios en la expresion deDMTI1 y FPNI por
inmunocitoquimica (verde). Para determinar el tipo celular, las células fuero co-tefiidas usando
marcadores especificos de linaje Tujl (neuronas), GFAP (astrocitos) y Cdllb (microglias)
(datos no mostrados). Barra = 50 um. Modificado de (Urrutia y cols. 2014).

Con el fin de determinar si los cambios inducidos por el tratamiento con TNF-a, IL-6 o
LPS en los transportadores de hierro DMT1 y FPN1 se deben a cambios en la expresion,

se analizaron los niveles del ARNm a través de RT-PCR, usando partidores especificos
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para cada uno de ellos (Figura 8). En neuronas tanto el tratamiento con TNF-a, IL-6 o
LPS incrementd los niveles del mensajero de DMT1, mientras que no se observaron
diferencias en los niveles del mensajero de FPN1 (Figura 8A). En astrocitos, similar a lo
observado en neuronas, los tres tratamientos generaron un incremento significativo en
los niveles del mensajero de DMTI1, mientras que sélo el tratamiento con LPS

disminuyd los niveles del mensajero de FPN1 (Figura 8B).

Con respecto a las microglias, los tres tratamientos también generaron un incremento
significativo en los niveles de ARNm para DMT1, mientras que los tratamientos con
TNF-0 o LPS generaron una disminucion significativa en los niveles del mensajero de

FPN1 (Figura 8C).
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Figura 8. TNF-a, IL-6 y LPS inducen cambios en los niveles de ARNm de los
transportadores de hierro DMT1 y FPN1 en células derivadas del SNC. Neuronas
hipocampales (A), astrocitos corticales (B) y microglias corticales (C) fueron tratadas con TNF-
a (50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL) o LPS (1 pg/mL) durante 18 hrs. Los cambios en los niveles de
ARNm de DMTI1 y FPN1 fueron analizados por RT-PCR. Los paneles muestran la
cuantificacién de la densidad de banda relativa al control. Los valores representan el promedio +
SEM (n= 4). *P< 0,05; **P< 0,01 y ***P< 0,001comparado al control. Modificado de (Urrutia y
cols. 2014).
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Para determinar si los cambios en la expresion de los transportadores de hierro,
inducidos por las citoquinas pro-inflamatorias o' .el LPS resultan en acumulacién de
hierro, se analizé el contenido total de hierro celular a través de espectroscopia de

absorcion atémica.

El tratamiento con TNF-ao, IL-6 o LPS durante 18 horas, incrementé significativamente

el contenido celular total de hierro en neuronas y microglias, pero no en. astrocitos

¥

(Figura 9). Luego de los tratamientos, el contenido de hierro en microglias fue cercano a

400 ng de Fe por mg de proteina, mientras que en neuronas el contenido de hierro

&

incremento desde 60 a 100-120 ng de Fe por mg de proteina. En astrocitos el contenido

celular de hierro se mantuvo en 45-50 ng de Fe por mg de proteina.
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Figura 9. Estimulos inflamatorios inducen cambios en el contenido intracelular de hierro.
Neuronas hipocampales, astrocitos corticales y microglias corticales fueron tratadas con TNF-o
(50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL), o LPS (1 pg/mL) durante 18 hrs, posteriormente el contenido total
de hierro fue determinado a través de espectrometria de absorcién atémica. Los valores
representan el promedio + SEM (n= 3). **P< 0,01 comparado al control correspondiente.
Modificado de (Urrutia y cols. 2014).
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Como se menciond anteriormente hepcidina es un posible conector entre la inflamacién
y la homeostasis de hierro. Por lo cual nos interesé deterininar el iipo celular productor
de hepcidina en el cerebro, en respuesta a diferentes estimulos inflamatorios y hierro

(Figura 10).

Astrocitos (Figura 10A) y microglias (Figura 10B) tratados por 2 horas con IL-6, TNF-
o, Fe o LPS incrementaron significativamente los niveles de ARNm de hepcidina.
Tantos los niveles basales de ARNm de hepcidina como los estimulados fueron mds
altos en astrocitos que en microglias (Figura 10C). En neuronas no se detectd el ARNm
para hepcidina tanto en condiciones basales como frente a los diferentes tratamientos

(datos no mostrados).

El tratamiento con IL-6, TNF-a, hierro o LPS también incrementd los niveles de
proteina para hepcidina en astrocitos y microglias, detectados a través de

inmunocitoquimica contra hepcidina en los diferentes cultivos, celulares (Figura 10D).
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Figura 10. Estimulos inflamatorios inducen la expresion de hepcidina en astrocitos y
microglias. Expresién de ARNm para hepcidina en astrocitos (A) y microglia (B) después del
tratamiento con TNF-a (50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL), Fe-NTA (40 uM) o LPS (1 pg/mL)
durante 2hrs. (C) Cuantificaciéon de la intensidad de banda para los niveles de ARNm de
hepcidina relativos a astrocitos no tratados. Los valores representan el promedio = SEM (n= 3).
*P< 0,05; **P< 0,01 comparado al control. (D) Inmunofluorescencia para hepcidina (verde) en
astrocitos y microglias tratados con TNF-a (50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL), Fe-NTA (40 uM) o
LPS (1 pg/ml) durante 2 hrs. La co-tincion con GFAP o CDI11b (rojo) fue utilizada para la
identificacion de astrocitos y microglias, respectivamente. Modificado de (Urrutia y cols. 2014).

51




i

Lo siguiente a evaluar fue el efecto de hepcidina sobre los niveles de expresion de
DMT1 y FPNI1 en neuronas, astrocitos y microglias. Se desarrollo un experimento
preliminar para determinar la concen.traci(')n de hepcidina a utilizar y el periodo de
tiempo del tratamiento, analizando su efecto en la degradacién de FPNI (Figura 11).
Cultivos de neuronas hipocampales tratados durante 6 horas con hepcidina a dos
concentraciones, 350 nM y 700 nM, mostraron una disminucién de los niveles de FPN1
de un 50% y 65% respectivamente (Figura 11A). Se utilizd la concentracidén dq 350 nM
debido a que corresponde a un valor fisioldgico observable durante inflamacién (Ganz y

cols. 2008).

Posteriormente se evalué el tiempo de tratamiento en neuronas, astrocitos y microglias.
Se observé que en los tres tipos celulares el maximo efecto en la disminucion de FPN1

fue a las 6 horas de tratamiento, recuperandose a los niveles basales luego de 48 horas

post-tratamiento (Figura 11B).
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Figura 11. Dependencia del tiempo y la concentracién de la disminuciéon de FPN1 mediada
por hepcidina en células derivadas del sistema nervioso central. (A) Neuronas hipocampales
fueron tratadas con hepcidina (350 or 700 nM) durante 6 h y los niveles de FPNI fueron
analizados por western blot (B). Neuronas hipocampales, astrocitos corticales y microglias
corticales fueron tratadas con hepcidina (350 nM)durante 3-24 hrs y los niveles deFPN1 fueron
analizados por Western blot. Los valores representan el promedio = SEM(n= 3). *P<0,05; **P<
0,01 y***P< 0,001 comparado al control. Modificado de (Urrutia y cols. 2014).
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De acuerdo a los resultados preliminares se trataron cultivos de neuronas, astrocitos y
microglias con 350 nM de hepcidina durante 6 horas y se evalu¢ el efecto en los

transportadores de hierro FPN1 y DMT1.

El tratamiento con hepcidina indujo una reduccién significativa de FPN1 de
aproximadamente 50 % en neuronas (Figura 12A), astrocitos (Figura 12B) y microglias
(Figura 12C). Adicionalmente, el tratamiento con hepcidina gener6 un incremento en los

niveles de DMT1 en microglias, no asi en neuronas o astrocitos.
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Figura 12. Hepcidina induce cambios en FPN1 en células derivadas del SNC. Neuronas
hipocampales (A), astrocitos corticales (B) y microglias corticales (C) fueron tratadas con
hepcidina 350 nM durante 6 hrs, posteriormente la expresion de DMT1 y FPN1 fue analizada
por Western blot. Los paneles dela izquierda muestran blots representativos de cada tipo celular
y los paneles de la derecha muestran la cuantificacién de la intensidad de banda de DMT1 y
FPNI. Los valores representan el promedio + SEM (o= 6).**P< 0,01 y ***P< 0,001 comparado
al control. Modificado de (Urrutia y cols. 2014).

El analisis a través de inmunocitoquimica mostrd resultados similares. El tratamiento
con hepcidina reduce la inmunotincién de FPN1 en neuronas, astrocitos y microglias,

junto con un incremento en la inmunodeteccién de DMT1 en microglias (Figura 13)
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Figura 13. Inmunodeteccion de FPN1 y DMT1 en células derivadas del SNC tratadas con
hepcidina. Neuronas hipocampales (A), astrocitos corticales (B) y microglias corticales (C)
fueron tratadas con hepcidina 350 nM durante 6 hrs y posteriormente la expresion de DMT1 y
FPNI (verde) fue analizada por inmunofluorescencia. Para determinar el tipo celular, la células
fueron co-tefiidas usando marcadores especificos de linaje (rojo): Tujl (neuronas), GFAP
(astrocitos) y Cdl1b (microglias). TOPRO (azul) fue utilizado para marcar ntcleo. Barra = 50
um. Modificado de (Urrutia y cols. 2014).

Estos resultados pueden ser relevantes en EA donde ha sido ampliamente reportado en

pacientes un incremento en los niveles de citoquinas pro-inflamatorias y una
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desregulacion de la homeostasis de hierro, observéndose depdsitos de este metal en las
placas amiloides, ovillos neurofibrilares y en las regiones lesionadas (Smith y cols.
1997a, Bush 2013). Esta acumulacién de hierro se cree que podria participar en la
generacion de estrés oxidativo lo que llevaria a producir dafio celular y tisular (Rolston y

cols. 2009).

Sobre la base de los antecedentes, evaluamos el efecto de las citoquinas pro-
inflamatorias en el tone oxidativo de neuronas hipocampales. Para ello utilizamos una
técnica desarrollada recientemente en donde es posible obtener la relacion entre grupos
tioles oxidados y reducidos presentes en proteinas utilizando maleimidas conjugadas con
fluoréforos y asi obtener informacién del estado redox de la célula (Horowitz y cols.
2011). Observamos que un tratamiento por 30 min con TNF-g, IL-6 o LPS induce un
incremento en la relacion de tioles oxidados/reducidos de la célula, probablemente
debido a un aumento en la produccidén de ROS (Figura 14). Este incremento se mantuvo
luego de 1 hora post-tratamiento. Estos cambios rdpidos en el tono redox de la células
podrian ser producto de la activacion de la NADPH oxidasa (NOX), va que se ha
reportado que ciertas citoquinas como la IL-6 pueden producir ROS a través de la

!

activacion de la NOX neuronal (Dugan y cols. 2009).
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Control

Oxidacion (SS/SH)

Figura 14. TNF-o, IL-6 y LPS inducen cambios en el tono redox de neuronas
hipocampales. Neuronas hipocampales fueron tratadas con TNF-a (50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL)
o LPS (1 pL/mL) durante 30 minutos o 1 hora. El estado de oxidacion celular fue determinado
utilizando maleimidas conjugadas con fluoréforos que reaccionan con los grupos tioles presentes
en proteinas. En el panel superior se muestra una imagen representativa de la intensidad de la
razon de oxidacién (SS/SH). En el panel inferior se muestra la cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia de tioles oxidados dividida por la intensidad de fluorescencia de tioles reducidos
normalizado por el control. Los valores representan el promedio + SEM (n= 30 por condicidn).
**#P< 0,001 comparado al control.

A continuacion utilizando la misma técnica se evalud el efecto de las citoquinas TNF-a e
IL-6 y de LPS en el tono redox de neuronas hipocampales luego de 18 horas de
tratamiento en presencia o ausencia del antioxidante N-acetilcisteina (NAC), con el fin
de determinar si el cambio en el tono redox se debe a la produccion de ROS vy si este

cambio puede ser revertido con el uso de antioxidantes (Figura 15).
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Figura 15. TNF-a, IL-6 y LPS inducen cambios en el tono redox de neuronas
hipocampales. Neuronas hipocampales fueron tratadas con TNF-a (50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL)
o LPS (1 pg/mL) durante 18 horas en presencia o ausencia de N-acetilcisteina (NAC) 0,5 mM.
El estado de oxidaciéon celular fue determinado utilizando maleimidas conjugadas con
fluor6foros que reaccionan con los grupos tioles presentes en proteinas. En el panel superior se
muestra una imagen representativa de la intensidad de la razon de oxidacion (SS/SH). En el
panel inferior se muestra la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de tioles oxidados
dividida por la intensidad de fluorescencia de tioles reducidos normalizado por cl control. Los
valores representan el promedio = SEM (n= 120 por condicién). *** P<0,001 comparado al
control, ### P<0,001 comparado por tratamiento en presencia y ausencia de NAC.

Se observd que TNF-a, IL-6 y LPS mantuvieron el incremento en la relacién
oxidado/reducido, en neuronas hipocampales luego de 18 horas de tratamiento. El
tratamiento con NAC 30 minutos antes del estimulo con citoquinas, disminuyé la
relacion oxidado/reducido en situacion control, asi como también previno el incremento

del estado oxidado de las células inducido por las citoquinas y el LPS.
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Estos cambios en el tono redox podrian reflejar la produccién de ROS inducida por
hierro. Para evaluar este fendmeno, neuronas hipocampales fueron tratadas con TNF-q,
IL-6 o LPS durante 18 horas v Iuego cargadas con la.sonda DCDHF-DA. La DCDHF-
DA es hidrclizada al interior de la célula al compuesto no fluorescente 27,7 -
dihidrofiuoresceina el cual emite fluorescencia al ser oxidado por ROS a 2'7'-
diclorofluoresceina (DCF). La oxidacién de 2,7 - dihidrofluoresceina es llevada a cabo
selectivamente por el radical hidroxilo o por peroxinitrito en tanto el superdxido vy el
peroxido de hidrégenc no son efecti‘vos (Setsukinai y cols. 2003). Por lo tanto, la
fluorescencia emitida por ia DCF refleja probablemente la producciéon de radical
hidroxilo mediada por la reaccidn de Fenton (Nunez y cols. 2004).:Una, vez cargadas las
células con la sonda, se regisird la intensidad de fluorescencia de la DCF luego de un
tratamiento agudo con 20 yuM de hierro. Observamos que las células pr&iamente
tratadas con TNF-a, IL-6 o LPS, mostraban un incremento mayor en la mtensidad de
fluorescencia de lg PCF que las células control (Figura 16A), indicando que en estas
células hay una mayor produccién de radical hidroxilo, en respuesta a la incorporacién de
hierro, a través de la 1'eacci(')ln de Fenton. Com? control se analizc')l la intensidad de

florescencia de la DCE en ausencia de hierro, para diferenciar el efecto de la produccion

basal de radical hidroxilo por las células.
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Figura 16. TNF-a, IL-6 y LPS potencian la produccién de ROS generada por hierro en
neuronas hipocampales. Neuronas hipocampales fueron tratadas con TNF-a (50 ng/mL), IL-6
(50 ng/mL) o LPS (1 pug/mL) durante 18 horas. Posteriormente se registré la emision de
fluorescencia de la sonda DCF inducida por el tratamiento con 20 pM hierro FAS. Para ello se
registro una linea base durante 2 minutos, tras lo cual se aplico el hierro. En A se muestra la
curva en donde cada valor de fluorescencia esta dividido por la fluorescencia inicial registrada,
F/FO. En B se muestra las pendientes de las curvas de intensidad de fluorescencia obtenidas para
cada tratamiento. Los valores representan el promedio + SEM (n= 3). *P<0,05 comparado al
control.

En consecuencia, la inflamaciéon podria inducir la produccion de radical hidroxilo a
través de la activacion de dos vias paralelas: 1) por aumento de los niveles intracelulares
de hierro mediado por el incremento de la expresion de DMT1 y ii) por el aumento de

los niveles de peroxido de hidrogeno mediados por la activacion de NOX en neuronas.
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Estos cambios podrian generar dafio oxidativo acumulativo con el tiempo.

3.2 Efecto de hepcidina en la expresion de citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-o

inducida por el péptido B-amiloide en cultivos de astrocitos o microglias.

Recientemente se reportd una nueva funcion para hepcidina, relacionada a un efecto
anti-inflamatorio. Por esto, se evalud el efecto de hepcidina sobre la produccién de
citoquinas pro-infamatorias en astrocitos o microglias tratadas con péptido APRj.s.
Previamente se habia reportado la induccion de citoquinas pro-inflamatorias en
astrocitos y microglias luego del fratamiento con AP (Hu y cols. 1998, Floden y cols.
2005). Esta respuesta se encuentra asociada a la activacién de TLRZ y TLR4, similar a

lo observado para el LPS (Stewart y cols. 2010, Walter y cols. 2007, Fassbender y cols.

2004, O'Halloran y cols. 2014, Lotz y cols. 2005).

Con el fin de evaluar el rol anti-inflamatorio de hepcidina, cultivos de astrocitos
corticales fueron tratados con hepcidina 350 nM, péptido AP Zpg/ul. o pre-tratados con
hepcidina 2 horas y luego con AP durante 8 horas para posteriormente analizar la
expresion de IL-6 y TNF-o a través de RT-PCR (Figura 17;{—B). Se utilizé como control
adicional la secuenczia inversa del péptido AP, denominada Af4s.;.
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Se observo que el tratamiente con Apj.4; aumento significativamente (aproximadamente
4 veces) los niveles de ARNm tanto para IL-6 como para TNF-o, mientras que el

. 3 ’ . . . . . .
tratamiento con APz no generd cambios significativos en los niveles de mensajero para
{
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IL-6 o TNF-0, comparado a la situacién control, efecto que fue prevenido parcialmente

por el pre-tratamiento con hepcidina.
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Figura 17. Hepcidina reduce la expresion de TNF-a e IL-6 desde astrocitos tratados con el
péptido AP. Se analizé la expresién de TNF-a e IL-6 por RT-PCR en astrocitos corticales
tratados con hepcidina (350 nM), péptido A (2ug/uL, 8 hrs) o pre-tratados durante 2 hrs con
hepcidina y luego durante 8 hrs con AP. En A se muestra una imagen representativa de la
expresién de TNF-a e IL-6 a través de RT-PCR. En B se muestra la cuantificacién de la
intensidad de banda para los niveles d¢ ARNm de TNF-o e IL-6. En C y D astrocitos corticales
fueron tratados con hepcidina (350 nM), péptido AB (2 pg/uL, 24 hrs) o pre-tratados durante 2
hrs con hepcidina y luego durante 24 hrs con AP, la secrecién de TNF-o e IL-6 fue evaluada por
ELISA. En C se muestra la cuantificacién de la secrecién de IL-6. En D se muestra la
cuantificacién de la secrecién de TNF-o.. Los valores representan el promedio + SEM (n= 3). **
P<0,01; *** P<0,001 comparado al control.
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Posteriormente se evalud la secrecién de I1-6 v TNF-o. inediante ELISA. Para ello,
cultivos de astrocitos corticales fueron tratados con hepcidina 350 nM, péptido Af
2pg/uL. o pre-tratados con hepcidina por 2 horas y luego con el péi)tido Af-4y durante
24 horas. Los medios fueron recolectados, centrifugados y los sobrenadantes utilizados
para analizar la secrecion de citoquinas (Figura 17C-D).Determinamos que el péptido
APi.s2 indujo un -aumento significativo en la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias
IL-6 y TNF-0, mientras que el péptido AB4y-.; no generd cambios significativos en la
secrecion de citoquinas comparado con la situacién control. El pre-tratamiento con

hepcidina redujo la secrecién de citoquinas inducida por el péptido ABi.4.

Adicionalmente evaluamos el efecto de hepcidina scbre la expresion y secrecion de IL-6
y TNF-a inducido por ABj.4; en cultivos primarios de microglias. Para ello, cultivos de
microglias corticales fueron tratados con hepcidina 350 nM, pépiido AP 2pg/uL o pre-
tratados con hepcidina 2 horas y luego con AP durante 8 hor‘as_, para luego analizar la
expresién de IL-6 y TNF-a a través de RT-PCR (Figura 18A-B). Simildr a lo que
observamos en astrocitos, las microglias tratadas con Af;4 awmentaron
significativamente los niveles de ARNm para IL-6 y TNF-o, mientras que Af4. no
generd cambios significativos en los niveles de los mensajeros, comprado con la
situacién control. ]?l pre-tratamiento con hepcidina también redujo en microglias el

incremento en los niveles de expresion del mensajero para IL-6 o TNF-a. inducidos por

el tratamiento con Af.
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Figura 18. Hepcidina reduce la expresion de TNF-a e IL-6 desde microglias tratadas con el
péptido AB. En A y B microglias corticales fueron tratadas con hepcidina (350 nM), péptido AB
(Zpg/ul, 8 hrs) o pre-tratados durante 2 hrs con hepcidina y luego durante 8 hrs con A, la
expresion de TNF-o e IL-6 fue evaluada por RT-PCR. En A se muestra. una imagen
representativa de la expresion de TNF-a e IL-6 a través de RT-PCR. En B se muestra la
cuantificacion de la intensidad-de banda para los niveles de ARNm de TNF-o. e IL-6. En Cy D
astrocitos corticales fueron tratadas con hepcidina (350 nM), péptido AP (2 pg/ul, 24 hrs) o pre-
tratados durante 2 hrs con hepcidina y luego durante 24 hrs con A, la secrecién de TNF-a e IL-
6 fue evaluada por ELISA. En C se muestra la cuantificacién de la secrecién de IL-6. En D se
muestra la cuantificacién de la secrecién de TNF-a. Los valores representan el promedio = SEM
(0= 3). * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 comparado al control.

Se analizo la secrecién de IL-6 y TNF-o en los medios de cultivos de microglias tratadas

con APi4. Se observd que los cultivos de microglias secretan basalmente

65




e e ap——————

4

aproximadamente 80 pg/mL de IL-6. El tratamienio con AP;.s; incrementa este a 180
pg/mL. Con respecto a TNF-0 se observé que el APi4, incremeuta los niveles a 12
pg/mL. En el caso del tratamiento utilizando Afsy; no se observaron diferencias
significativas en la secrecion tanto para 1L-6 como TNF-a. El pre-tratamiento con
hepcidina redujo el incremento tanto de la secrecién de IL-6 como TNF-o,, inducido por

el tratamiento con ABy.4; a valores similares al control (Figura 18C-D).

En resumen, los datos indican que hepcidina reduce la exptesién y secrecién de
b
citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-a inducida por el tratamiento con A4 en

astrocitos y microglias:

3.3 Efecto en el estrés oxidativo y muerte de neuronas expuestas u medios

condicionados por glias tratadas con el péptido f-amiloide y/o hepcidina.

Lo siguiente a evaluar el efecto de los medios condicionados de astrocitos y microglias
tratados con el péptido ABi4, sobre la viabilidad neuronal, asi como la generacién de
estrés oxidativo. Adicionalmente se analizé el posible rol protector de hepcidina a través
de la disminucién de la secrecién de las citoquinas pro-inflamatorias. Para ello,
astrocitos corticales fueron tratados con hepcidina 350 nM, péptido AB 2 pg/ul o'pre—
tratados con hepcidina 2 horas y luego con AR durante 24 horas.. Los medios
condicionados recolectados fueron colocados sobre un cultivo de neuronas hipocampales
de 7 DIV durante 48 horas. Se evalud el efecto de los medios condicionados en la

generacidn de estrés oxidativo, a través de andlisis de la inmunoreactividad para 4-
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hidroxi-2-nonenal (4-HNE), un hidroxialquenal o,B-insaturado que es producto de la

peroxidacion lipidica celular. Ademas, evaluamos la viabilidad neuronal (Figura 19).

Se observo que el medio condicionado obtenidos desde astrocitos corticales tratados con
ABi.42 indujo un incremento significativo en la inmunoreactividad contra 4-HNE (Figura
19A-B), indicando un aumento en el estrés oxidativo de las neuronas. El medio
condicionado obtenido desde astrocitos tratados con APiy; no genmerd cambios
significativos en la inmunoreactividad contra 4-HNE. Los medios condicionados desde
astrocitos que fueron pre—ﬁatados con hepcidina y luego con APj.s; mostraron una

inmunoreactividad contra 4-HNE similar a lo observado en la condicién control.
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Figura 19. Hepcidina reduce el daiio oxidativo en neuronas hipocampales incubadas con el
medio condicionado por astrocitos tratados con el péptido AP. Astrocitos corticales fueron
tratados con hepcidina (350 nM), péptido AB (2 pg/uL, 24 hrs) o pre-tratados durante 2 hrs con
hepcidina y luego durante 24 hrs con AB. Los medios obtenidos fueron centrifugados y el
sobrenadante fue utilizado como medio condicionado. Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron
incubadas con estos medios condicionados durante 48 horas. La produccion de aductos de 4-
HNE (peroxidacion lipidica) fue analizada por inmunofluorescencia para evaluar dafio oxidativo
asi como también la viabilidad celular luego del tratamiento. En A se muestra una imagen
representativa de la inmunofluorescencia contra 4-HNE (rojo) Tujl (verde) y TOPRO (azul). En
B se muestra la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia para 4-HNE y en C se muestra la
viabilidad celular a través de ensayo calceina/yoduro de propidio. Los valores representan el
promedio + SEM (n= 3). * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 comparado al control. Barra = 50
um. MA= Medio condicionado de astrocitos.
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Adicionalmente, las células tratadas con medios condicionados de astrocitos con ARy,
mostraron una morfologia alterada en donde se pueden apreciar la perdida de neuritas asi
como también la presencia de vesiculaciones (Figura 19A). Este fenémeno es menor en

células tratadas con los medios condicionados de astrocitos con ABi.42y hepcidina.

Con respecto a la viabilidad celular, se observé un leve porcentaje, 1%, de muerte
neuronal producida por la incubacién de medios condicionados de astrocitos tratados
con A4z, asi como también la incubacién con medios condicionados de astrocitos

tratados con APj4; y hepcidina mostraron el mismo porcentaje de muerte neuronal

(Figura 19C).

Paralelamente se analizé el efecto de medios condicionados de microglias tratadas con
AB. Microglias corticales fueron tratadas con hepcidina 350 nM, péptido AB 2 pg/uL o
pre-tratados con hepcidina 2 horas y luego con AP durante 24 horas. Los medios
condicionados recolectados fueron colocados sobre un cultivo de neuronas hipocampales
de 7 DIV durante 48 horas. Se analizé inmunoreactividad para 4-HNE a través de

inmunocitoquimica y muerte celular a través de calceina y yoduro de propidio (Figura

20).
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Figura 20. Hepcidina reduce el daiio oxidativo en neuronas hipocampales incubadas con el
medio condicionado por microglias tratadas con el péptido AB. Microglias corticales fueron
tratadas con hepcidina (350 nM), péptido AP (2 pg/ul, 24 hrs) o pre-tratados durante 2 hrs con
hepcidina y luego durante 24 hrs con B-amiloide. Los medios obtenidos fueron centrifugados y
el sobrenadante fue utilizado como medio condicionado. Neuronas hipocampales de 7 DIV
fueron incubadas con estos medios condicionados durante 48 horas. La produccién de aductos de
4-HNE (peroxidacion lipidica) fue analizada por inmunofluorescencia para evaluar dafio
oxidativo asi como también la viabilidad celular luego del tratamiento. En A se muestra una
imagen representativa de la inmunofluorescencia contra 4-HNE (rojo) Tujl (verde) y TOPRO
(azul). En B se muestra la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia para 4-HNE y en C se
muestra la viabilidad celular a través de ensayo calceina/yoduro de propidio. Los valores
representan el promedio + SEM (n= 3). * P<0,05 y *** P<0,001 comparado al control. Barra =
50 pm. Mu = Medio condicionado de microglias
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Similar a lo observado anteriormente, se determiné que el medio condicionado
obtenidos desde microglias corticales tratadas con Afj.4 induce un incremento
significativo en la inmunoreactividad contra 4-HNE (Figura 20A-B) y por tanto un
aumento en el estrés oxidativo. Mientras que el medio condicionado obtenidos desde
microglias tratadas con APy no generd cambios significativos en la intensidad de
fluorescencia para 4-HNE (Figura 20A-B). Asi mismo los medios cond:lcionados
obtenidos desde astrocitos que fueron pre-tratados con hepcidina y luego con AP
mostraron una inmunoreactividad menor contra 4-HNE, similar a lo observado con el

medio condicionado control.

Ademas las células incubadas con 1ned‘ios condicionados de microglias tratadas con ABi-
42, mostraron una morfologia alterada en donde se pudo apreciar la perdida de neuritas
asi como también la presencia de vesiculaciones (Figura 20A). Este fenémeno fue mayor
que el observado en los medios condicionados de astrocitos, indicando un mayor dafio
celular. La pérdida de neuritas asi como también la presencia de vesiculaciones es

reducida en los medios condicionados de microglias tratados con APj.4, ¥ hepcidina.

Con respecto a la viabilidad, se observd que la incubacion con medios condicionados
desde microglias tratadas con AP produjo 8% de muerte neuronal, un porcentaje
mayor que los medios condicionados de astrocitos. El medio condicionddo de microglias
tratadas con ABj.4»y hepcidina produjo una muerte celular menor, de aproximadamente
un 2%. Por lo tanto, hepcidina reduce la toxicidad de los medios condicionados de

astrocitos y microglias tratadas con el péptido AP, probablemente a través de la
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disminucién de la expresion y secrecion de citoquinas pro-inflamatorias que alteran la

homeostasis de hierro y el estado redox celular generando dafio oxidativo.

3.4 Efecto de hepcidina en la activacion glial, estrés oxidativo y dishomeostasis de

hierro en cerebros inyectados con péptido f-amiloide.

De acuerdo a los datos obtenidos en células, en donde encontramos que hepcidina
reduce la expresion y secrecién de las citoquinas pro-inﬂamatoriés TNF-o e IL6 desde
astrocitos y microglias tratados con ABi.4, asi como también reduce el dafio oxidativo
de neuronas tratadas con estos medios condicionados, procedimos a evaluar el efecto del
peéptido ABi.42'y hepcidina en la activacidon glial, estrés oxidativo y dishomeostasis de
hierro in vivo. Los experimentos correspondientes a este objetivo se realizaron en el
laboratorio de Terapia Experimental de la Neurodegeneracién a cargo del Dr. Etienne
Hirsch en el Centro de Investigacién del Instituto del Cerebro y la Médula Espinal,
Hospital de la Salpétriére, Paris, Francia. Para ello se inyecté') en el ventriculo lateral
derecho {fibrillas del péptido APi4 sin o con hepcidina'en ratones machos de 13
semanas de edad (ver Tabla 3). Se utilizé como control una inyeccién tnicamente con la
solucién salina, vehiculo del resto de las inyecciones y un control adicional en donde se
utilizé el péptido inverso ABsy.;.
¥y

Lo primero a evaluar fue el efecto de hepcidina sobre la expresion de GFAP en cerebros

de ratones inyectados con B-amiloide a través de inmunofluorescencia (Figura 21). Se

analiz6 la expresion de GFAP en 3 regiones del hipocampo de los ratones inyectados,
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que denominamos Ul, U2 y U3 (Figura 21B). Ul corresponde a una regién ubicada en
la zona CAl del hipocampo. U2 corresponde a la region donde se ubica la fisura
hipocampal y U3 corresponde a la capa polimorfa del giro dentado. Se observé que
aumenta la inmunoreactividad para GFAP en todas las regiones analizadas de los
animales inyectados con ABi.4, no asi en los ratones inyectados con APa.;, indicando

asi la presencia de astrocitos reactivos (Figura 21A).

Asi mismo se observo que el tratamiento con hepcidina también induce un aumento en
la inmunoreactividad para GFAP en todas las regiones analizadas, pero este aumento es
mucho menor que el observado con la inyeccién de ABi.4. Interesantemente el pre-
tratamiento con hepcidina redujo significativamente el incremento de la expresion de
GFAP en la region U2, generado por la inyeccién con ABi.42, Ademads, se observé una

tendencia no significativa de disminucién de la marca de CFAP en las regiones Ul y U3

(Figura 21C)
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Figura 21. Hepcidina reduce la expresion de GFAP inducida por la inyeccion del péptido
APB. Ratones fueron inyectados con 400 pmol de AP, 10 pg de hepcidina o 10 pg de
hepcidina/400 pmol de AP en una solucidn salina. Los animales fueron sacrificados a las 72
hrs. post-tratamiento por perfusion-fijacion transadrtica con 4% PFA. La imagen corresponde a
un corte de 20 um del hipocampo, tefiido contra GFAP (astrocitos) en rojo y TOPRO (ntcleo)
en azul. En el panel superior se muestra una imagen representativa de la tincion, en el panel
inferior izquierdo se muestran las 3 areas (U1, U2 y U3) donde fue cuantificada la intensidad de
fluorescencia de la tincién. En el panel inferior derecho se muestra la cuantificacién de la
densidad de fluorescencia para GFAP. Los valores representan el promedio + SEM (n= 4). *P<
0,05 comparado al control. Barra =200 um.
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A cbntinuacién se analizd el efecto de hepcidina sobre ¢l numero. de microglias Iba™ en
cerebros de ratones inyectados con AP (Figura 22). Para este propodsito, se seleccionaron
dos regiones pa:ra analizar: Al y A2, ambas ubicadas en la fisura hipocampal, ya que es
la zona en donde se observaron mas difereneias en cuanto a la expresion de GFAP
(Figura 22B). El tratamiento con AP+ indujo un leve incremento en el nimero de
células Ibal® en la regién A2, no asi en regién Al. Adicionalmente se observé que la
inyeccién de APs,.; también genero un leve incremento en numero de células Ibal®, pero
este no alcanz6 a ser significativo comparado con el control (Figura 22A y 22C). El pre-
tratamiento con hepcidina contrarresto el incremento en el ntumerce de células Ibal®

generado por el APi.4; en la region A2.
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Figura 22. Hepcidina disminuye el nimero de microglias en cerebros de ratones inyectados
con péptido AP. Ratones fueron inyectados con 400 pmol de AP, 10 ug de hepcidina o 10 pg de
hepcidina/400 pmol de AP en una solucion salina. Los animales fueron sacrificados a las 72 hrs.
post-tratamiento por perfusidn-fijacién transaortica con 4% PFA. La imagen corresponde a un
corte de 20 um del hipocampo, tefiido contra Ibal (microglias) en verde. En el panel superior se
muestra una imagen representativa de la tincion en dos areas Al y A2. En B se muestra la
ubicacion de las regiones donde fue cuantificada la intensidad de fluorescencia de la tincién. En
C se muestra la cuantificacion. Los valores representan el promedio + SEM (n=4). *P<0,05
comparado al control. Barra = 100 um.
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Ibal

Sobre la base de los resultados anteriores se analizo la morfologia de las células Ibal” en
esta region, para determinar si existe activacion glial en respuesta a la inyeccion de AB;.
42y si hepcidina es capaz de revertir este fenomeno. Para esto, se realizd un
inmunohistoquimica utilizando DAB, el cual al oxidarse forma un precipitado insoluble

sobre el tejido, proporcionando una imagen muy nitida (Figura 23).

A

Control Hepc APy g2 Hepc/AB, 4 APy Hepc/AB,y 4

Ibal

Zoom

B ABi s Hepc/AB, 4,

Figura 23. Hepcidina reduce la activacion de microglias en cerebros de ratones inyectados
con péptido AP. Ratones fueron inyectados con 400 pmol de AB, 10 pug de hepcidina o 10 pg de
hepcidina/400 pmol de AP en una solucion salina. Los animales fueron sacrificados a las 72 hrs.
post-tratamiento por perfusion-fijacion transaortica con 4% PFA. La imagen corresponde a un
corte de 20 um del hipocampo, tefiido contra Ibal (microglias) utilizando DAB. En A, el panel
superior muestra una imagen representativa de la tincion en el hipocampo y el panel inferior se
muestra un zoom de la imagen superior. En B se muestra un aumento digital de las condiciones
ABi.42 y hepe/ ABy.4. (n=4)Barra = 100 um.
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observadas en los ratones control (Figura 23A). El pre-tratamiento con hepcidina revirtio

el fenémeno observado con la inyeccion de APj.4; (Figura 23B).

Se determin6 si los cambios observados anteriormente podrian influir en la generacion

de estrés oxidativo en estas regiones. Para ello se analizé la inmunoreactividad para 4-

HNE en el hipocampo en la regidn que abarca desde el siro dentado hasta la regién
g e & :

CAl(Figura 24).Se determind que en hipocampo de animales inyectados con APy, se
indujo un aumento significativo en la inmunoreactividad para 4-HNE en toda la regién
analizada, no asi en los animales inyectados con APs.;. La inmunoreactividad para 4-
HNE se observé en células que morfolégicamente parecen ser neuronas.
Interesantemente la inyeccidn, sélo con hepcidina produjo. un incremento no
significativo, en la inmunoreactividad para 4-HNE. Similar a lo observado con la
activacion glial, el pre-tratamiento con hepcidina suprimié la peroxidecion lipidica en

los animales inyectados con AP 4.
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Figura 24. Hepcidina reduce el estrés oxidativo inducido por la inyeccion de péptido
AB.Ratones fueron inyectados con 400 pmol de AP, 10 pg de hepcidina o 10 pg de
hepcidina/400 pmol de AP en una solucién salina. Los animales fueron sacrificados a las 72 hrs.
Post tratamiento por perfusion-fijacion transadrtica con 4% PFA. La imagen corresponde a un
corte de 20 um del hipocampo, tefiido contra 4-HNE (peroxidacion lipidica) en verde y TOPRO
(ntcleo) en azul. En A se muestra una imagen representativa de la tincion, en B se muestran el
area donde fue cuantificada la intensidad de fluorescencia de la tincién. En C se muestra la
cuantificacion de la densidad de fluorescencia para 4-HNE. Los valores representan el promedio
+ SEM (n=4). *P<0,05 comparado al control. Barra = 100 pum.




En conjunto, estos resultados sugiereri-que hepcidina rediice la activacion de astrocitos
t
y microglias asi como la generacidn de esirés oxidativo en neuronas generado por la

inyeccién de péptido AP 1.4.

A continuacién se analizd el efecto del péptido AP y hepcidina sobre la homeostasis de

hierro.

El blanco molecular de hepcidina es el transportador ‘de hierro FPN1. Por lo tanto lo
primero a evaluar fue la presencia de FPN1 mediante inmunotluorescencia en Ja region
CAl del hipocampo de ratones inyectados cori Afi.4; y/o hepcidina (Figura 25A). La
inyeccién con Afj4; gemerd un incremento no significativo en la intensidad de
fluorescencia para FPNI1, en neuronas y otros tipos celulares. Por el contrario, la
inyeccién con APg.; mostrd resultados similares a los observados en la situacidn
control. El tratamiento tinicamente con hepcidina no generd diferencias en la

inmunoreactividad de FPN1, en tanto que el pre-tratamiento con hepcidina redujo el leve
i : : : :

incremento en Iia inmunoreactividad de FPN1 inducida por la inyeccién de AB).u.
!
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Figura 25 Hepcidina disminuye la expresiéon de FPN1 en cerebros de ratones inyectados
con péptido AP. Ratones fueron inyectados con 400 pmol de AB, 10 pg de hepcidina o 10 pg de
hepcidina/400 pmol de AP en una solucién salina. Los animales fueron sacrificados a las 72 hrs.
Post tratamiento por perfusion-fijacion transadrtica con 4% PFA. La imagen corresponde a un
corte de 20 um del hipocampo tefiido contra FPN1 en rojo, Tujl en verde y TOPRO (nucleo) en
azul. En A se muestra una imagen representativa de las tres tinciones y la sobreposicidn de ellas.
En B se muestran la cuantificacion de la densidad de fluorescencia para FPNI1. Los valores
representan el promedio + SEM (n=4). Barra = 50 pm.
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Figura 26. Hepcidina disminuye la expresion de DMT1 en cerebros de ratones inyectados
con péptido AP. Ratones fueron inyectados con 400 pmol de AP, 10 pg de hepcidina o 10 pg de
hepcidina/400 pmol de AP en una solucion salina. Los animales fueron sacrificados a las 72 hrs.
Post tratamiento por perfusién-fijacién transaortica con 4% PFA. La imagen corresponde a un
corte de 20 pm del hipocampo tefiido contra panDMT]1 en rojo, Tujl en verde y TOPRO
(nicleo) en azul. En A se muestra una imagen representativa de las tres tinciones y la
sobreposicion de ellas. En B se muestra en detalle la expresién de DMT1 en el hipocampo de
ratones inyectados con AP1-42. En C se muestra la cuantificacion de la densidad de
fluorescencia para DMTI. Los valores representan el promedio + SEM (n=4). **P< 0,01;
*#*P<0,001 comparado al control. Barra = 50 um
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A continuacién se analizé la expresion de DMT1. Para ello se utilizo un anticuerpo, que
detecta todas las isoformas del transportador (Figura 26A). Se determiné que la
inyeccion con APi.4; indujo un aumento significativo de la expresién de DMT1 en la
region CAl del hipocampo de los ratones iﬁ;{%cctados. DMT1 esta presente tanto en
neuronas, determinado por la co-tincion contra Tujl, asi como también en otros tipos
celulares (Figura 26B).- Adicionalmente, la inyeccién con hepcidina indujo una leve
disminucién en la inmunoreactividad de DMT], pero esta difere}lcia no alcanzé a ser
significativa (Figura 26C). La inyeccion con ABs.;no generd cambios en la expresion
de DMT1, siendo los niveles de inmunoreactividad similares a lo observado en la
situacién control. Por otra parte, el pre-tratamiento con hepcidina redujo

significativamente el incremento de la expresion de DMT1 -generado por el AP

En resumen, se determind que el péptido Afi.4 induce la activacién de astrocitos y
microglias en el hipocampo, asi como también aumenta el estrés oxidativo, la expresion
de FPN1 y DMT1. El pre-tratamiento con hepcidina revirtié este efecto y por tanto

genera proteccion frente al péptido p-amiloide.
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4 .DISCUSION

Los procesos inflamatorios activos y la acumulacién de hierro son caracteristicas
patognomonicas de una gran variedad de enfermedades neurodegenerativas incluyendo
la EA. En la EA, la inflamacion es mediada por la presencia de microglias ameboideas y
astrocitos reactivos en la proximidad de las placas seniles, asi como también por la
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias tales como IL-1, IL-6, y TNF-0, entre otros
mediadores. La desregulacion de la homeostasis de hierro ha sido observada en animales
transgénicos usados como modelo de la enfermedad y en tejido post-mortem de
pacientes con EA. Esta desregulacién se caracteriza por la acumulacién de hierro en la
corteza e hipocampo y por la desrégulacién de sus transportadores celulares. Sin
embargo, se desconocen los mecanismos que relacionan ambos procesos durante la
neurodegeneracion. En esta tesis se analizé la relacién entre estimulos inflamatorios y la
desregulacién de la homeostasis del hierro en células del SNC, asi como también el
papel de hepcidina en este proceso. Adicionalmente, se evalué el efecto del péptido
AP1-42 en la generacién de citoquinas pro-inflamatorias en neuronas, astrocitos y

microglias, y el rol de hepcidina como modulador de Ja respuesta inflamatoria inducida

por AB1-42.

Se determiné que las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-q, asi como también el
agonista de TLR-4 LPS, ejercen un profundo efecto en la homeostasis de hierro,

incrementando la expresién de DMT1 y la acumulacién intracelular de hierro. Se
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encontr6 que hepcidina es expresada por astrocitos y microglias en respuesta a estimulos

inflamatorios y que actta disminuyendo la expresion de FPN1.

Adicionalmente se observé que el Ap induce la produccién y secrecién de IL-6 y TNF-o.
en astrocitos y microglias. A su vez estos medios condicionados generan estrés oxidativo
en neuronas, respuesta que es suprimida por hepcidina.

4.1 Relacion entre la inflamacion y la homeostasis de hierro.

La relacién entre la inflamacién y la homeostasis de hierro, evaluada a través del

tratamiento in vifro con citoquinas pro-inflamatorias y LPS mostrd ser célula-especifica.

Efecto de TNF-o, I1-6 y LPS sobre DMT1. En neuronas, astrocitos y microglias el

tratamiento con TNF-a, IL-6 o LPS generd un incremento de los niveles tanto proteicos
como de ARNm para DMT1. Este incremento se debe probablemente, en parte, a la
activacion de vias de sefializacion que inducen la transcripcién de DMT1. Previamente
se ha descrito que TNF-o, IL-1 y LPS inducen la translocacién nuclear y activacién del
factor de transcripcion NF-«B (Hanke y Kielian 2011a, Wajant y Scheurich 2011,
Pugazhenthi y cols. 2013, Yao y cols. 2014, Jeong y cols. 2014). NF-«B ha sido
reportado como un activador transcripcional de DMTI1 en varios tipos celulares
incluyendo neuronas (Paradkar y Roth 2006b, Paradkar vy Roth 2006a, Xu y cols. 2010,

Ingrassia y cols. 2012). Por lo tanto es posible que la citoquinas pro-inflamatorias a

85




través de la activacion de NF- kB regulen la expresion transcripcional de DMT1 en los

tres tipos celulares.

El aumento de la expresion de DMT1 luego del tratamiento con citoquinas o LPS, puede
deberse también a un aumento en la actividad de IRP1. En células de astrocitoma
humano se ha observado que el tratamiento con IL-1p incrementa la asociacién de IRP1
al ARNm. Estos cambios no se deben a un alteracién en los niveles de expresién de
IRP1, sino mas bien a un aumento de su actividad IRP y una disminucion su actividad
aconitasa (Pinero y cols. 2000b). En macrofagos la estimulacién con IFN-y, TNF-a y
LPS produce un incremento en la capacidad de unién de IRP1 e IRP2 incrementando la
expresion de DMT1 (Wardrop y Richardson 2000, Yang y cols. 2002, Ludwiczek y cols.
2003, Wang y cols. 2005). Adicionalmente, el tratamiento con IL-1f o TNF-a de
cultivos primarios mesencefalicos induce un incremento en la expresién de DMTI1 y
TiR1 junto con una disminucién de le expresién de FPN1 a través de un incremento en
la niveles y la activacién de IRP1 (Wang y cols. 2013). Por lo tanto la activacion de
IRP1 o IRP2 mediada por las cifoquinas pro-inflammatorias aumentaria la traduccién de
DMT1 a través de la estabilizacion del ARNm por unién al sitio IRE en el extremo

3’UTR del mensajero.

La acumulacién de hierro en neuronas y microglias ha sido ampliamente reportado en
varias enfermedades neurodegenerativas. El mecanismo subyacente, podria estar
asociado al aumento en los niveles de expresién de DMT1 inducido por las citoquinas

pro-inflamatorias tal como sugieren los resultados de esta tesis.
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El andlisis de tejido post-mortem de pacientes con EP ha revelado altos niveles de
expresion del receptor de TNF (TNFR) (Boka et al., 1994), en conjunto con un
incremento tanto en la i1nnunoreactividad nuclear de NF-«xB (Hunot et al., 1997), como
en los niveles de expresién de DMT1 (Salazar y cols. 2008). Sobre esta base se ha
propuesto que en el desarrollo de la EP, la activacién de NF-xB podria cumplir un rol
significativo en acumulacién de hierro por las neuronas dopaminérgicas de la SN a
traves de la regulacion sobre DMT1 (Kostrzewa). En la EA, también se ha observado un
aumento de la translocacion nuclear de NF-kB en glias y neuronas colinérgicas
(Boissiere et al., 1997) junto con un incremento de los niveles de expresién de DMT]
(Zheng et al., 2009) y el contenido de hierro (Tao et al., 2014). M4s atin, se ha observado
que DMTT colocaliza con el AB presente en las placas seniles en tejido postmortem de
pacientes con EA (Zheng y cols. 2009) y, en el modelo murino de EA APP/PS1, se ha
observado un aumento en la expresion de DMT]1 en corteza e hipocampo (Zheng y cols.
2009). Por lo tanto, en EA y PD la activacién de la via de sefializacién asociada a NF-xB
por mediadores inflamatorios podria ser responsable de la acumulacién de hierro a

través de la regulacion de la expresién de DMT].

Por otro lado, dentro de los factores que podrian influenciar la activacién de IRP1 esta la
produccién de ROS. En la literatura estd ampliamente descrito que ciertas citoquinas y el
LPS pueden inducir la produccién de ROS en células a través de la activacién de la
NADPH oxidasa y la induccién de la expresion de la iNOS (Pawate y cols. 2004,

Clement y cols. 2010, Qin y cols. 2013). Recientemente, en microglias ha sido reportado
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que el ROS mitocondrial también podria confribuir a la sefializacion mediada por LPS
(Park y cols. 2015). ROS y NO estan descritos como reguladores de la activacién de IRP
(Mueller 2005). En varios tipos celulares el tratamiento con H;0O, exdgeno induce un
aumento en la actividad de IRP1 (Martins v cols. 1995, Pantopoulos y cols. 1996),
incrementando la expresién de TfR y .disminuyendo la de ferritina (Caltagirone y cols.
2001). Por otra parte el NO también induce la activacidén de IRP1 y en menor medida la
de IRP2 (Pantopoulos y cols. 1996). La regulacion de las ROS y el NO sobre IRP1 se
postula que es a través de su cluster 4Fe—4S. El H,0, dafia y oxida el complejo 4Fe-4S
convirtiéndolo en 3Fe-48S, generando l_a pérdida de la actividad aconitasa y potenciando
su actividad de IRP. Mientras que NO reacciona con el complejo 4Fe-4S
transformandolo en [(NO),Fe(SR);] el cua.d tampoco es funcional como aconitasa
(Urrutia y cols. 2014, Fillebeen y Pantopoulos 2002). El efecto del NO sobre IRP2 atin
no estd claro, aunque se ha observado que estabiliza su ARNm (Fillebeen y Pagtopoulos
2002). En este sentido se ha reportado que la estimulacién de macréfagos con IFN-y v
LPS produce un incremento en la actividad de unién a los sitios IRE de IRP1 y IRP2,
aumentando los niveles de expresion de DMT1 (Wardrop y Richardson 2000). Por lo
tanto es posible que las citoquinas regulen la expresién de DMT1 a través de la

activacion de IRP1 mediada por la produccién de ROS.

Tanto en la EA como en la EP se ha observado un aumento en la produccién de ROS

asociado a la activacién de procesos inflamatorios (Glass y cols. 2010). Adicionalmente,
en EA se ha observado aumento de la inmunoreactividad de IRP2 en las neuronas

remanentes que presentan lesiones neurofibrilares (Smith y cols. 1998). Més atn, en
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algunos tejidos obtenidos desde pacientes con EA también se han observado alteraciones
en la interaccion IRE/IRP. Esta alteracién podria ser la responsable del aumento de la

expresion de TR sin cambios en los niveles de ferritina (Pinero y cols. 2000a).

Por lo tanto durante el desarrollo de la EP y EA, la secrecién de citoquinas pro-
inflamatorias regularfa la expresién de DMT1 a través de la activacién transcripcional de
NF-«B asi como también a través de la activacién de IRP1 mediada por ROS. Este
incremento en los niveles de expresién de DMT1 podrian resultar en un incremento en la
incorporacion de hierro en células favoreciendo su acumulacién. Nuestros datos indican

que microglias y neuronas pueden llevar a cabo este proceso.

Efecto de las citoquinas y LPS sobre FPN1. El tratamiento tanto con TNF-a, IL-6 o LPS

gener6 una reduccién en los niveles proteicos de FPN1 en neuronas sin alterar los
niveles de ARNm. Este efecto puede deberse a la degradacion lisosomal del
transportador, asi como también a una reduccién en la traduccion del ARNm. En varios
tipos celulares ha sido demostrado que la sefial que gatilla la degradacién de.FPN1 es
hepcidina. Sin embargo en este trabajo se demostré que hepcidina no es expresada en
neuronas (ver més adelante), por lo tanto no podria estar involucrada en este proceso.
Con respecto a la reduccién en la traduccién del ARNm de F PN1, es factible de que se
deba a la desregulacion de la actividad de IRP. El mensajero de FPN1 posee sitios IRE
en el extremo 5 UTR, que permiten la union de IRP reduciendo a traduccion de]l ARNm
y por lo tanto disminuyendo los niveles proteicos, sin alterar los niveles de ARNm

(Wilkinson y Pantopoulos 2014). Como se menciona anteriormente es posible regular la
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activacion de IRP12 a través de la produccion de ROS. Por lo tanto es posible que la
regulacién de FPN1 en neuronas sea mediada por la produccién de ROS inducida por los

tratamientos con las citoquinas o el LPS.

En astrocitos y microglias se observaron cambios en el ARNm de FPN1, sin alteraciones
en los niveles de proteina. En astrocitos, el tratamiento con LPS gener6 una disminucién
del ARNm de FPNI1, efecto que en 11j.icroglias fue adicionalmente reproducido por el
tratamiento con TNF-o.. Previamente ha sido reportado en macrdfagos una disminucion
de los niveles de mensajero de FPN1 luego del tratamiento con LPS, sin embargo el
mecanismo por el cual LPS podria generar este efecto aun no ha sido estudiado (Harada
y cols. 2011, Nguyen y cols. 2006). Los cambios observados en el ARNm 'de FPN1
pueden corresponder a un evento temprano que atin no se ve reflejado en una variacién
de los niveles de proteina. Por tanto es de esperar que ‘a mayores tiempos de tratamiento

con LPS se observara también una reduccién en los niveles proteicos de FPN1.

Efecto de las citoquinas y LPS sobre el contenido de hierro. Los cambios en la expresién

de DMT1 y FPN1 en neuronas se asociaron a un incremento en el contenido intracelular
de hietro, duplicdndose a las 18 horas de tratamiento. Un incremento de los niveles de
hierro en neuronas en conjunto con la expresién de citoquinas pro-inflamatorias ha sido
observado en varias enfermedades neurodegenerativas, por lo tanto estas citoquinas
podrian ser responsables de este incremento a través de la modificacién de los
transportadores de hierro (Urrutia y cols. 2013, Thomsen y cols. 2015). Asi mismo el

aumento de los niveles de hierro, principalmente de hierro redox activo, ha sido asociado
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a la produccién de ROS a través de la reaccién de Fenton, generando dafio oxidativo
(Kruszewski 2003, Spink 1990, Mena y cols. 2015). En concordancia con esto, en esta
tesis se reportd que la produccion de ROS en neuronas, inducida por el hierro, es mayor
en las células que fueron previamente incubadas con citoquinas o LPS durante 18 horas.
Por lo tanto las citoquinas generan cambios celulares que potencian la produccion de

ROS asociada a la presencia de hierro.

Previamente se ha reportado que las citoquinas pueden inducir la produccién de ROS a
través de la activacion de la NADPH oxidasa (Barth y cols. 2009). De acuerdo a ello se
analiz6 el efecto de las citoquiﬁas y €l LPS sobre el estado redox celular. Observamos
que tanto el tratamiento con citoquinas asi como también con el LPS desde 30 minutos
hasta 18 horas aumentd la oxidacién de tioles en proteinas, producto de la produccién de
ROS. En consecuencia, la inﬂamacién. podria inducir la produccic'?n de ROS a través de
la activacién de dos vias confluyentes: i) por aumento de los niveles intracelulares de
hierro mediado por el incremento de la expresion de DMT1 vy ii) por el aumento de los
niveles de perdxido de hidrégeno mediados por la activacién de NOX en neuronas.
Estos cambios favorecerian la generacién del radical hidroxilo y el consecuente dafio

oxidativo acumulativo con el tiempo.

Interesantemente, en astrocitos los cambios observados en los transportadores no
alteraron significativamente el contenido intracelular de hierro. Una mayor actividad
transportadora podria dar cuenta de este efecto, que compensaria la disminucién en el

numero de transportadores. Un comportamiento similar fue ohservado en astrocitos
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tratados con TNF-o0, en donde un incremento en la actividad exportadora de hierro
compensd por la disminucién de la expresién de FPNI1(Rathore y cols. 2012). Este
fendémeno al parecer es particular para los astrocitos, ya que utilizando un modelo de
enfermedad autoinmune, la encefalomielitis autoinmune experimental cerebral, se

observd un incremento en el contenido de hierro en microglias reactivas pero no en

astrocitos (Williams y cols. 2011b)

En microglias los cambios en los transportadores provocaron un incremento de un 30%
del contenido intracelular de hierro. Interesantemente se ha demostrado que la salida de
hierro es mayor en astrocitos que microglias (Rathore y cols. 2012) lo cual podria
explicar que a pesar de no haber cambios en los niveles proteicos de FPN1, el aumento
en la expresion de DMT1 es suficiente para inducir un incremento en los niveles de
hierro. Esta capacidad de acumular hierro de las microglias, superior a las neuronas y
astrocitos le permitiria a estas células actuar como “esponjas de hierro” disminuyendo su

disponibilidad en neuronas reduciendo la generacién de estrés oxidativo.

En resumen, la inflamacién y la acumulacién de hierro parecen estar intimamente
relacionados y la alteracion de la homeostasis de hierro producto de mediadores
inflamatorios serfa en parte responsable de la neurodegeneracién a través de la
generacion de estrés oxidativo. Un claro ejemplo de ello puede ser observado en la EA,
donde la produccién del péptido AP genera la activacién de la respuesta inmune
inicialmente mediada por astrocitos y microglias y posteriormente por otros elementos

del sistema inmune incluyendo macréfagos y linfocitos. Las microglias y astrocitos
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inician la secrecion de citoquinas pro-i.nﬂamatorias y ROS, los cuales impactan sobre la
newona y las células gliales, alterando la homeostasis celular de hierro por
desregulacién de sus transportadores. La alteracién en la homeostasis de hierro conlleva
a la acumulacién de este metal y a la generacidn dafic oxidativo produciéndose asi la

muerte neuronal.

4.2 Rol de hepcidina en la homeostasis de hierro.

La primera evidencia acerca de la expresion de hepcidina en el SNC aparece el afio 2006
(Zechel y cols. 2006), observandose una distribucién amplia de hepcidina a lo largo del
SNC, presentdndose en estructuras tan variadas como el bulbo olfatorio, la corteza
cerebral, el hipocampo, la amigdala, el talamo, el hipotélamé, el mesencéfalo, el
cerebelo, el cordén espinal asi como también el ganglio de la raiz dorsal del sistema
nervioso periférico. Este trabajo no logré clarificar el tipo celular responsable de su
expresion, reportdndose su expresién tanto en neuronas como en céluldas GFAP
positivas. Sin embargo, debido a que hepcidina puede ingresar a las células tras unirse e
inducir la endocitosis de FPNI, es dificil aseverar si alguna de dichas células es la
productora de hepcidina o sélo la célula blanco. Por lo tanto en esta tesis se analizé la
expresion de hepcidina en cultivos enriquecidos en neuronas, astrocitos y microglias

para identificar las células responsables de su sintesis.

La expresion de hepcidina en cerebro es regulada por estimulos inflamatorios de manera

similar a lo que sucede en él higado. Particularmente, la inyeccion intraperitoneal de
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LPS induce un incremento significativo en el ARNm de hepcidina tanto en corteza como
en sustancia nigra (Ge y cols. 2009). Sobre la base de estos antecedentes, se analizé el
efecto de diferentes estimulos inflamatorios en la expresidén de hepcidina por astrocitos,
microglias y neuronas. Se determind que hepcidina es expresada tanto en astrocitos
como microglias, siendo mayor en los primeros. Adicionalmente, estimulos
inflamatorios como TNF-a, IL-6 y LPS produjeron un incremento en los niveles
proteicos y de ARNm de hepcidina tanto en astrocitos como microglias, siendo estas
ultimas las que generan una ‘mayor induccién. No encontramos expresién de hepcidina
en neuronas hipocampales lo que indica que en estas células, hepcidina acttia de forma

paracrina y endocrina.

Paralelamente se evaltio el efecto del hierro sobre los niveles de hepcidina, ya que
previamente ha sido reportado\ que este también es capaz de regular su expresion.
Interesantemente la incubacién con 50 uM de hierro indujo un incremento rapido (luego
de 2 hrs de tratamiento) en la expresién de hepcidina. Los efectos de los estimulos
inflamatorios y el hierro sobre la expresion de hepcidina fueron_transitorios. A las 18
horas de tratamiento los niveles de ARNm para hepcidina fueron similares a los
observados en la situacién control (datos no mostrados). Esta regulacién transitoria

sobre hepcidina habia sido previamente reportada en macréfagos (Nguyen y cols. 2006).

El efecto de los estimulos inflamatorios sobre la expresién de hepcidina ha sido
reportado ampliamente en diferentes tipos celulares(Qian y cols. 2014, Nguyen y cols.

2006, Villarroel y cols. 2012, Frazier y cols. 2011, Wu y cols. 2012, Ge y cols. 2009,
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Gnana-Prakasam y cols. 2008, Kemna y cols. 2005, Lee y cols. 2004). Nuestros
experimentos determinaron por primera vez que en el SNC los astrocitos y microglias
son productores de hepcidina. También observamos por primera vez que el hier'ro induce
transitoriamente su expresion. Este efecto podria ser mediado por la produccién de ROS,
ya que en hepatocitos, el tratamiento con concentraciones sub-micromolares de H,0,,
induce un incremento en la expresion de hepcidina a través de la activaciéon de STAT3
(Millonig y cols. 2012). Previamente ha sido reportado que la exposicién de neuronas
hipocampales a 100 pM Fe-NTA por 20 minutos, produce un rdpido incremento en el
LIP en conjunto con un aumento en la produccién de ROS (Munoz y cols. 2011). La
activacion de STAT3 se ha visto regulada por los ROS (Yoon y cols. 2010). Por lo tanto
es posible que el hierro genere un aumento de la expresién de hepcidina a través de la

activacion de STAT3 mediante la produccién de ROS.

Si bien en este trabajo se demostré que las células gliales son capaces de producir
hepcidina localmente, recientemente se reporté que hepcidina también es producida por
células endoteliales de los vasos sanguineos. Adicionalmente se detect6 la presencia de
la proteina para hepcidina en todas las capas c!e las paredes de los vasos sanguineos
sugiriendo que esta puede atravesar la barrera hematoencefalica. Por lo tanto parte de la
hepcidina presente en el SNC provendria de la produccién sistémica que es capaz de
atravesar la barrera hematoencefélica (Raha-Chowdhury y cols. 2015). De esta forma
hepcidina en el cerebro podria regular la expresion de los transportadores de hierro de
manera autocrina y paracrina (secretada por astrocitos, microglias y célula endoteliales)

y endocrina (secretada al torrente sanguineo principalmente por hepatocitos).
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Similarmente a lo descrito para macréfagos y otros tipos celulares (Ganz y Nemeth
2012), hepcidina induce una disminucién de los niveles proteicos de FPN1 en neuronas,
astrocitos y microglias, posiblementé provocando su internalizacién y degradacién
lisosomal (De Domenico y cols. 2007). Por tanto, hepcidina 1;od1'1'a contribuir a la
acumulacion de hierro disminuyendo la salida mediada por FPNI. Adicionalmente,
encontramos que el efecto de hepcidina es transitorio, ya que a las 24 horas de
tratamiento los niveles de FPN1 alcanzan valores similares a los de células controles.
Este efecto transitorio ya ha sido reportado previamente en varias lineas celulares
incluyendo células epiteliales (CaCo2), macréfagos (THP-1 y J774), cardiomiocitos
(H9C2), asi como también en células intestinales y hepatocitos (Yeh y cols. 2004,
Chaston y cols. 2008, Mena y cols. 2008, Ge y cols. 2009, Du y cols. 2012). Sin
embargo una produccién continua de hepcidina podria mantener bajos los niveles de

FPNI alo largo del tiempo y por tanto generar acumulacién de hierro.

Interesantemente, el tratamiento de microglias con hepcidina indujo un aumento
inesperado de los niveles de expresién de DMT]. Similarmente, se ha reportado que la
inyeccién estereotaxica de hepcidina en el ventriculo lateral izquierdo en ratas induce,
12 horas post-inyeccién, un incremento en el ARNm de DMT1 en neuronas de corteza e
hipocampo (Li y cols. 2011). De esta forma hepcidina podria aumentar el contenido
intracelular de hierro a través de dos mecanismos sinérgicos: la disminucién de FPN1 y
el aumento de DMT1. La acumulacién de hierro en neuronas seria altamente perjudicial

ya que potenciaria la generacién de estrés oxidativo y dafio celular. Sin embargo, en
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microglias podria ser favorable, ya que estas, a diferencia de la neuronas, expresan
mayores niveles de la proteina de almacenaje ferritina (Connor y cols. 1994,Han y cols.
2002), lo que las vuelve mas resistentes a los efectos de altos niveles de hierro. La
capacidad de acumular hierro de las microglias podria reducir su biodisponibilidad para
los otros tipos celulares, incluyendo las neuronas, ejerciendo un efecto protector. Sin
embargo, este efecto protector podria ser sobrepasado por un excesivo incremento del

estrés y dafio oxidativo (Mehlhase y cols. 2005, Mehlhase y cols. 2006).

In vivo observamos que la inyeccién de hepcidina no alterd los niveles de expresion de
FPNI1 probablemente debido a que los tejidos se analizaron 72 h-oras post-inyeccion y
por lo tanto los niveles de FPN1 volvieron a alcanzar niveles similares a lo observado en
la situacién control. Sin embargo, detectamos una tendencia de disminucion de los
niveles de FPN1 producida por hepcidina, en los tejidos de ratones inyectados con AP;.
42. Con respecto a DMTI, observamos que la inyeccién de hepcidina induce una
disminucién no significativa de sus niveles. Esto se contradice con lo reportado por (Liy
cols. 2011) ya que ellos observan un aumento del ARNm de DMT1 luego de la
inyeccién de hepcidina. Una posible explicacion a estas diferencias es la cantidad de
hepcidina utilizada y el tiempo de tratamiento. Mientras nosotros utilizamos 10 pg de
hepcidina por animal y se analizaron lc;s cerebros 72 horas post-inyeccién, mientras que
ellos utilizaron 30 pg y los cerebros fueron analizados 12 horas post-inyeccion. En los
tratamientos de los cultivos neuronales tampoco observamos variacién en DMT1 luego
del tratamiento con hepcidina a pesar de que utilizamos tiempos de tratamientos mas

cortos. Interesantemente observamos que hepcidina reduce significativamente los
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niveles de DMT1 inducidos por la inyeccién de APi4,. Este 1'esuitad0 se discutird mas
adelante.

En resumen hepcidina podria inducir acumulacién de hierro en neuronas, astrocitos y
microglias a través de la disminucién de FPN1, pero en microglias el efecto de hepcidina
podria ser ain mayor ya que adicionalmente aumenta la expresion de DMT1, reduciendo

asi la biodisponibilidad de hierro para los otros tipos celulares.

4.3 Rol de hepcidina en la modulacion de la respuesta inflamatoria mediada por el
pépl‘it‘lo Aﬂ 1-42

Recientemente se ha reportado que hepcidina puede actuar como un supresor de la
respuesta inflamatoria. En ratones, la inyeccién de hepcidina es capaz de reducir Ia
respuesta inflamatoria inducida por el LPS, disminuyendo la mortalidad asociada a esta

(De Domenico y cols. 2010, Huang y cols. 2012).

Se han planteado diferentes mecanismos de -accién de hepcidina en la reduccién de la
respuesta inflamatoria. En (De Domenico y cols. 2010), se propone que el mecanismo es
mediado por la activacién de la via de sefializacién asociada a STAT-3. En este
mecanismo, la unién de hepcidina a su receptor FPN1 induce la fosforilacién de este y el
reclutamiento de la proteina adaptadora JAK-2 y STAT3, el cual es fosforilado en la
tirosina 705 generando su dimerizacion y translocacion al miicleo, donde ‘induce Ia
transcripcion de SOCS3, un regulador negativo de la transduccién de sefiales asociadas a
la activacién de receptores de citoquinas y TLRs (De Domenico y cols. 2009). En este

trabajo, se reporta que el uso de un ARN interferente contra Socs3, elimina el efecto de
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hepcidina en la reduccién de la expresion de TNF-o e IL-6 inducida por el LPS en
macréfagos aislados de la medula ésea. La supresién de la respuesta inflamatoria a
través de la activacién de STAT3 e induccién de la expresion SOCS3, ha sido postulado
como el mecanismo por el cual la IL-10, tha citoquina anti-inflamatoria, ejerce su

accion en células del sistema inmune (Murray 2006).

En (Pagani y cols. 2011) también se evalué el rol antiinflamatorio de hepcidina.
Encontraron que hepcidina reduce la expresién de TNF-a e IL-6 inducida por el
tratamiento con LPS en macréfagos aislados desde el bazo, en conjunto con una
acumulacion de hierro en estas células. Determinaron que el efecto antiinflamatorio no
es producto de una regulacién sobre la homeostasis de hierro utilizando un ratén
knockdown para Tmprss6, caracterizado por presentar altos niveles sanguineos de
hepcidina y deficiencia severa de hierro en los tejidos y bazo. Este ratén genera una
respuesta inflamatoria menor que los ratones silvestres, al ser expuestos al LPS,
indicando que son los niveles altos de hepcidina, independiente de los niveles de hierro,
los que reducen la inflamacidn in vivo. En este trabajo también se propuso que el
mecanismo por el cual hepcidina regula la inflamacion es a través de la activacién de

STAT-3, pero no realizaron experimentos para evaluar esta posibilidad.

Un tercer grupo evalué el rol antiinflamatorio de hepcidina en un modelo murino de
ictericia obstructiva expuesto al LPS (Huang y cols. 2012). En este trabajo se reportd
que el pre-tratamiento con hepcidina redujo la expresién de TNF -0, IL-1B y MCP-1 en

el higado de ratones con hepatitis colestasica inducida por el LPS. Adicionalmente

99




observaron que hepcidina aumento la expresion de la LC3B-Il y redujo los niveles de la
caspasa-3 activa. Estos cambios sugieren que en el higado, hepcidina induce la autofagia
y reduce la apoptosis. Se ha reportado previamente que la autofagia puede regular la
secrecion de ciertas citoquinas como la IL-18 (Harris y cols. 201 1). Por tanto se propone
que hepcidina podria reducir la secrecién de esta citoquina por medio de la activacién de

la autofagia.

Apoyando a lo reportado acerca del rol de hepcidina promoviendo autofagia y
reduciendo la apoptosis, recientemente se reportd que en cardiomiocitos humanos
hepcidina reduce la apoptosis inducida por hierro a través de la regulacion de GATA-
4/Bcl-2 e inhibicion de la via extrinseca apoptética (Hsieh y cols. 2014). Por lo tanto, es
posible que este mecanismo sea responsable de la reduccién de los niveles de IL-1,

pero no los cambios en la expresién de las otras citoquinas.

Considerando esta evidencia, evaluamos el efecto de hepcidina sobre la expresién de
citoquinas pro-inflamatorias TNF-o e IL-6 inducidas por el péptido AP. El péptido AP
induce la activacion de astrocitos y microglias a través de receptores TLR (Walter y
cols. 2007, Udan y cols. 2008, Terrill-Usery y cols. 2014, O'Halloran y cols. 2014,
Gambuzza y cols. 2014, Costello y cols. 2015) similar a lo que sucede con LPS. Por ello
se utilizé el péptido APi.4; como un iﬁductor de inflamaci6n en astrocitos y microglias,
emulando lo que sucede en la EA. Hepcidina redujo la expresién y. secrecion de TNF-o e
IL-6 inducida por el tratamiento con AP1-42 en astrocitos y microglias cultivadas in vitro,

ejerciendo un rol antiinflamatorio similar a los reportado en macrofagos tratados con
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LPS. Mientras que in vivo la inyeccidn estereotéxica de hepcidina redujo la activacién
glial, el aumento de la expresion de DMT1 y la peroxidacién lii)idica inducida por el
ABj.4;. Estos resultados indicarian que hepcidina tiene un efecto antiinflamatorio en
astrocitos y microglias tratados con Ap.42, suprimiendo la respuesta inmune, revirtiendo
la alteracion de la homeostasis celular de hierro y disminuyendo el dafio oxidati.vo.

Durante el desarrollo de esta tesis se evalud la posibilidad de que la activacion de
STAT3 fuese el mecanismo por el cual hepcidina suprimiera la respuesta inflamatoria en
astrocitos y microglias. Datos preliminares no reportados, sugieren que en astrocitosel
mecanismo de activacién de STAT3 no es el responsable de supresién de la respuesta
inflamatoria. Contrario a lo reportado anteriormente, se observé una disminucion de la
fosforilacién de STAT-3 en astrocitos, luego de la incubacién con hepcidina durante 1
hora. Adicionalmente a las 2 horas de incubacién se observé una reduccién en los
niveles de ARNm para SOCS3, sugiriendo un mecanismo diferente por el cudl hepcidina

ejerce su accidn antiinflamatoria en astrocitos.

Existe un tercer mecanismo por el cual hepcidina podria ejercer una respuesta anti-
inflamatoria. En todos los trabajos mencionados hepcidina es administrada 2 horas
previas a la administracion de LPS. En el desarrollo de esta tesis se incubé hepcidina en
conjunto con LPS y no se observé una accién antiinflamatoria (datos no mostrados), lo
que indica que para ejercer su funcién antiinflamatoria hepcidina debe estar presente
previo a la presencia del estimulo inflamatorio. Esta condicién nos hace pensar en el

mecanismo de activacion de NF-xB mediada por ROS. NF-xB es el factor de
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transcripcion esencial en las sefializaciones asociadas a la respuesta inmune (Hayden y
Ghosh 2014, Gasparini y Feldmann 2012, Newton y Dixit 2012). NF-kB se activa por la
orquestacion entre la activacion de receptores de citoquinas y TLRs y la produccién de

ROS (Figura 30).
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Figura 27.Cinética de la actividad de NF-kB mediada por ROS. ROS induce la activacién
transitoria de NF-kappa B en una fase temprana. Posteriormente, tanto la activacién basal como
la inducible de NF-kB se suprimen debido a una disminucién de Akt y/o a la oxidacion del
complejo IKK en la ultima fase (linea azul). La post-exposicion de las células a ROS induce la
activacion sostenida de NF-kB mediada por estimulos inflamatorios como el TNF-g, IL-1p y
LPS (linea roja). La pre-exposicion de las células a ROS inhibe la activacién inducida por
citoquinas de NF-kB. Modificado de (Nakajima y Kitamura 2013)

Si bien existe bastante evidencia acerca de la activacion de NF-kB por ROS,
recientemente han empezado a aparecer otras que indican que los ROS también
suprimen la activacion de NFkB (Kil y cols. 2008, Wu y cols. 2009, Morgan y Liu
2011). Se ha propuesto que el tipo de regulacion (positiva o negativa) depende de la

temporalidad de la produccion de ROS, pudiendo permitir o bloquear la activacion de
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NF-kB mediante citoquinas o LPS (Nakajima and Kitamura, 2013). El estrés oxidativo
bloquea la activacion NF-kB mediada por citoquinas inflamatorias cuando es generado
previo al estimulo inflamatorio. Sin embargo cuando el estrés oxidativo es .generado
posterior a la activacion de la via, permite una mayor activacion.de NF- kB sostenida en
el tiempo. Hepcidina al ser inyectada 2 horas antes que el insulto, podria generar un leve
estrés oxidativo a través de un a~umento en el contenido de hierro celular producto de la
disminucién de FPN1. Esto generaria que las células entrasen en un estado refractario,
en que el estimulo posterior con péptido AP no podria activar a NF-kB, generandose asi
una disminucién en la respuesta inflamatoria. Una evidencia que apoya esta hipotesis es
nuestro descubrimiento que la inyeccién de hepcidina en ratones muestra una tendencia

a reducir los niveles de DMT1, un gen blanco de NF-kB.

Los datos anteriores indican que hepcidina podria actuar como un agente protector
durante neurodegeneracion reduciendo la respuesta inflamatoria. Apoyando esta idea,
encontramos que el uso de medios condicionados de microglias o astrocitos tratados con
APi.42 induce un incremento en el dafio oxidativo en neuronas, asi como también altera
la morfologia de estas. El pre-tratamiento de los astrocitos y microglias con hepcidina
suprime el efecto producido por el APj.4. Las neuronas tratadas con estos medios
condicionados presentan una disminucién del dafio oxidativo asi como también una

menor alteracién en su morfologia.

La activacién de astrocitos y microglias conlleva a la produccién de citoquinas pro-

inflamatorias entre ellas TNF-o. e IL-6, asi como también ROS y NO (Glass y cols.
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2010, Akiyama y cols. 2000, Hu y cols. 1998). De acuerdo a lo reportado en este
trabajo, estas citoquinas alteran la homeostasis de hierro en neuronas, promoviendo la
acumulacion de este. El incremento del hierro y la produccién de ROS, particularmente
perdxido de hidrégeno, provocaria un incremento en el dafio oxidativo de las neuronas a
través de la reaccién de Fenton. Este dafio oxidativo acﬁmulativo finalmente

desencadenaria la muerte neuronal (Urrutia y cols. 2014).

La expresion de hepcidina aumenta con la edad y en respuesta a inﬂamacién.(Wang y
cols. 2008, Wang y cols. 2010b). Por lo tanto es factible pensar que en la EA sus niveles
también deberian estar incrementados, producto del contexto inflamatorio que acompaiia
al desarrollo de la enfermedad y de la edad avanzada en que se presenta la patologia
(Glass y cols. 2010). Sin embargo en el tnico trabajo publicado a la fecha en que se
evalia la expresion de hepcidina en cerebros obtenidos desde pacientes con EA (Raha 'y
cols. 2013), se reporta que, comparacios con cerebros de pacien"ces envejecidos, tanto
hepcidina como su receptor, el transportador FPN1, se encuentran disminqidos en el
hipocampo, corteza entorinal y giro frontal superior. La disminucién de la expresién de
hepcidina indicaria la presencia de un fenémeno inflamatorio no contrarrestado por
mecanismos  anti-inflamatorios endégenos (como hepcidina). Por otro .lado, la

diminucién de la expresién de FPN1 podria contribuir a la acumulacién de hierro.

Para considerar a hepcidina como un posible candidato terapéutico en la EA, por su
funcién anti-inflamatoria, hay que tener presente su otra funcién que es la regulacién de

la homeostasis de hierro. La expresién de hepcidina por tiempos prolongados conlleva a
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la anemia con acumulacién de hierro en tejidos (Ganz 2011). Por lo tanto la expresion
prolongada de hepcidina en cerebro, ademds de su efecto antiinflamatorio, podria inducir
la acumulacién de hierro tanto -en neuronas como en astrocitos y microglias. La
acumulacion de hierro en astrocitos y microglias eventualmente podria ser beneficioso
para las neuronas, pues reducirfa la disponibilidad de este metal. Sin embargo, a largo
plazo, la acumulacién de hierrd en neuronas podria ser altamente perjudicial, ya que
promoveria la generaciéon de ROS y el dafio oxidativo. Considerando estas dos
propiedades de hepcidina, efecto anti-inflamatorio e inductora de la acumulacién de
hierro, serd interesante evaluar el efecto de hepcidina sobre el dafio oxidativo en
neuronas en periodos prolongados. Es posible que a los beneﬁéios anti-inflamatorios
iniciales podria seguir, en el largo plazo, la acumulacién de hierro y el dafio oxidativo.

Los datos obtenidos en esta tesis pueden ser resumidos el siguiente diagrama

105




oxiga O i -
RO / o
el ‘
Citoquinas 7 A - ™
pro- p, *
inflamatorias
A ond Al
0 5

g

} " ! <2, N
W /ﬁ} A b\ W ‘,’ a // \\:

A?Qrocnto/Mlcroglla Neurona

Figura 28. Representacién esquemitica de la relacién entre la inflamacién y la
acumulacion de hierro en la enfermedad de Alzheimer.Inicialmente el péptido B-amiloide
induce la activacion de astrocitos y microglias generando la produccion y secrecion de
citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6. Las citoquinas pro-inflamatorias,por un lado
inducen la produccion de ROS mediante la activacion de la NOX y la iNOS y por otro alteran la
homeostasis celular de hierro a través de una desregulacion de los transportadores de hierro,
generando la acumulacion de este metal en neuronas y microglias. Adicionalmente, las
citoquinas pro-inflamatorias inducen la expresion de hepcidina en astrocitos y microglias,
cumpliendo un rol regulatorio fundamental. Por un lado, hepcidina genera un bucle de
retroalimentacion negativa suprimiendo la produccion de TNF-a e IL-6 inducida por el péptido
p-amiloide, regulando asi la homeostasis de hierro indirectamente. Por otra parte, hepcidina
induce la degradacion de FPNI1 en astrocitos, microglias y neuronas alterando la homeostasis de
hierro directamente. La acumulacion de hierro y la produccién de ROS se potencian entre si

favoreciendo la generacion de dafio oxidativo en neuronas, lo finalmente desencadena la muerte
neuronal.
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5 CONCLUSIONES

1.- El LPS y las citoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6, alteran la homeostasis
de hierro en neuronas, astrocitos y microglias, a través del aumento de la expresién de
DMT1 y disminucion de la expresion de FPN1. Los cambios en la expresién de los
transportadores se asocian a una acumulacién de hierro tanto en neuronas como

microglias en cultivo.

2.- Las citoquinas pro-inflamatorias y el LPS inducen un aumento en la oxidacién de

grupos tioles de neuronas hipocampales y potencian la generacién de ROS inducida por

hierro.

3.- En respuesta a los estimulos inflamatorios, los astrocitos y las microglias inducen
la expresion de hepcidina. Basalmente los astrocitos expresan mayores niveles de

hepcidina que las microglias.

4 .- Hepcidina reduce la expresion de FPN1 en neuronas, astrocitos y microglias.
Adicionalmente, en microglias hepcidina induce un aumento de la expresion de DMT1,

probablemente favoreciendo la acumulacién de hierro en estas células.

5.- El péptido AB induce la expresion y secrecién de TNF-a e IL-6 en astrocitos y
microglias. El pre-tratamiento con hepcidina reduce tanto la expresion como la secrecion

de estas citoquinas inducidas por el péptido AP en ambos tipos celulares.
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6.- El medio condicionddo obtenido de astrocitos o microglias tratados con el
péptido AP, induce alteraciones morfolégicas y dafio oxidativo en neuronas
hipocampales en cultivo. El pre-tratamiento con hepcidina reduce el efecto generado por

el péptido AB.

7.- La inyeccion estereotdxica con el péptido AP produce en el hipocampo de los
ratones: (i) un aumento de la expresion de GFAP en astrocitos, (ii) alteracién en la
morfologia e incremento discreto en el nimero de las microglias, (iii) aparicién de
marcadores de dafio oxidativo y (iv) incremento de la expresién de DMT1. Estos efectos

son reducidos con el pre-tratamiento con hepcidina.

Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan la hipétesis que en neuronas, astrocitos y
microglias, hepcidina reduce la respuesta inflamatoria inducida por el péptido AB y
modula la homeostasis de hierro, directamente a través de FPNT e indirectamente a
través de la modulacién de la expresién y secrecion de citoquinas pro-inflamatorias. Son
necesarios futuros experimentos para evaluar la via de sefializacién asociada al efecto
anti-inflamatorio de hepcidina, asi como también estudios a largo plazo para discernir si
el efecto beneficioso anti-inflamatorio de hepcidina resulta enmascarado por la

potencialmente perniciosa acumulacién de hierro gatillada por los cambios en el

transportador de hierro FPN1.
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Abstract

Inflammation and iron accumulation are present in a variety of
neurodegenerative diseases that include Alzheimer's disease
and Parkinson’s disease. The study of the putative association
between inflammation and iron accumulation in central
nervous system cells is relevant to understand the contribution
of these processes to the progression of neuronal death. In
this study, we analyzed the effects of the inflammatory
cytokines tumor necrosis factor alpha (TNF-) and interleukin
6 (IL-6) and of lipopolysaccharide on total cell iron content and
on the expression and abundance of the iron transporters
divalent metal transporter 1 (DMT1) and Ferroportin 1 (FPN1)
in neurons, astrocytes and microglia obtained from rat brain.
Considering previous reports indicating that inflammatory
stimuli induce the systemic synthesis of the master iron
regulator hepcidin, we identified brain cells that produce
hepcidin in response to inflammatory stimuli, as well as

Active inflammatory processes and iron accumulation
are hallmarks of a variety of neurodegenerative diseases
that include Parkinson’s disease (PD) and Alzheimer’s
disease (AD) (Hunot and Hirsch 2003; Ong and
Farooqui 2005; Cahill er al. 2009; Sian-Hulsmann er al.
2011; von Bernhardi and Eugenin 2012). Inflammation
is mediated by reactive microglia and astrocytes that
become neurotoxic through the secretion of inflamma-
tory cytokines such as IL-1, IL-6, and TNF-o (Kaushal
and Schlichter 2008; Lee er al. 2010; Smith et al. 2012).
Indeed, the brains of PD patients contain elevated levels
of cytokines, including ILI1-f, IL2, IL4, IL-6, and TNF-o
(Mogi et al. 1994a, b, 1996), while in AD microglia
surrounding AP plaques show increased secretion of

hepcidin-target cells. We found that inflammatory stimuli
increased the expression of DMT1 in neurons, astrocytes,
and microglia. Inflammatory stimuli also induced the expres-
sion of hepcidin in astrocytes and microglia, but not in
neurons. Incubation with hepcidin decreased the expression
of FPN1 in the three cell types. The net result of these
changes was increased iron accumulation in neurons and
microglia but not in astrocytes. The data presented here
establish for the first time a causal association between
inflammation and iron accumulation in brain cells, probably
promoted by changes in DMT1 and FPN1 expression and
mediated in part by hepcidin. This connection may potentially
contribute to the progression of neurodegenerative diseases
by enhancing iron-induced oxidative damage.

Keywords: DMT1, FPN1, hepcidin, inflammation, iron accu-
mulation, neurodegeneration.
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IL-1, IL-6, and TNF-a (Rogers and Lue 2001; Lee er al.
2010).

Iron is an intrinsic producer of reactive oxygen species
through connected processes including hydroxyl radical
formation, glutathione consumption, protein aggregation,
lipid peroxidation, and nucleic acid modification (Jomova
and Valko 2011; Nunez er al. 2012). Cellular iron homeo-
stasis is regulated by the iron transporters DMT1 and FPN1
and by the iron storage protein ferritin. The main iron uptake
transporter is DMT1, while FPN1 functions essentially as an
iron efflux transporter (Anderson and Vulpe 2009). In
multiple cell types, diverse cytokines modify DMT1 expres-
sion. As an example, INF-y and TNF-o up-regulate the
expression of DMT1 and increase iron uptake into bronchial
epithelial cells (Wang et al. 2005). Similarly, DMTI1
expression is transcriptionally enhanced by nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB)
(Paradkar and Roth 2006), which is activated downstream of
many cytokine receptors including the receptors for TNF-a,
lipopolysaccharide (LPS), and IL-1 (Hanke and Kielian
2011; Wajant and Scheurich 2011).

Hepcidin, a small polypeptide synthesized and secreted by
the liver, is considered a master regulator of body iron
homeostasis. The physiological function of hepcidin is to
decrease circulating iron levels through down-regulation of
FPN1 in macrophages (Nemeth er al. 2004). The action of
hepcidin is tissue-specific: in enterocytes, hepcidin does not
change FPNI1 levels but decreases DMT1 expression (Chas-
ton et al. 2008; Mena et al. 2008; Brasse-Lagnel er al.
2011). Hepcidin-induced FPNI degradation is transient
reaching a maximal effect at 2-6 h, with FPNI levels
returning to control values at 24 h (Yeh ez al. 2004; Chaston
et al. 2008; Mena et al. 2008; Ge et al. 2009; Du et al.
2012). Hepcidin synthesis is stimulated by increased plasma
iron levels and by inflammatory cytokines under conditions
of infection by pathogens (Lee er al. 2005; Wrighting and
Andrews 2006; Gnana-Prakasam er al. 2008; Frazier et al.
2011).

Recent studies show that hepcidin is also expressed in the
central nervous system (CNS) (Zechel er al. 2006; Wang
et al. 2010) and that its expression increases in response to
systemic administration of LPS (Wang er al. 2008). Hepci-
din may provide a link between inflammation and iron
accumulation in the CNS. Early studies showed increased
activation of NF-kB and secretion of proinflammatory
cytokines in microglia cultured with excess iron (Saleppico
et al. 1996), and that toxic concentrations of IFN-y and TNF-
o are lower in iron-loaded oligodendrocytes (Zhang et al.
2005). These data suggest that iron accumulation enhances
the toxic effects of inflammatory cytokines. Which are the
sequence of events leading to neurodegeneration, inflamma-
tion, or iron accumulation remains an open question
(Zivadinov et al. 2011). Stereotaxic injections of LPS in
the striatum increase microglia activation, ferritin expression,

and total nigral iron content in aged rats (Hunter et al. 2008),
an indication that inflammation drives iron accumulation.
Nevertheless, cellular inflammation is not necessarily depen-
dent on iron deposition as demonstrated by microglia
activation without iron accumulation in an animal model of
multiple sclerosis (Williams er al. 2011). Recently, it was
shown that TNF-o and TGF-f1 induce opposite changes in the
expression of DMT1, FPN1, and ceruloplasmin in astrocytes
and microglia. TNF-a treatment results in increased iron
retention by both astrocytes and microglia; in contrast, the
anti-inflammatory, anti-apoptotic cytokine TGF-f1 causes
iron retention in microglia but promotes iron efflux from
astrocytes (Rathore et al. 2012).

In this report, we tested the hypothesis that inflammation
drives iron accumulation in CNS cells by modifying the
expression of iron transporters. Considering that hepcidin
could be a link between inflammation and iron accumulation
in the CNS, we also determined the cellular sources of
hepcidin and its cellular targets in response to inflammatory
stimuli. Our results strongly suggest that inflammation
induces iron accumulation in neurons and microglia, pro-
moted by changes in DMT1 and FPN1 expression and partly
mediated by hepcidin.

Methods

Cells

Primary cultures of embryonic rat hippocampal neurons were
obtained as described (Kaech and Banker 2006). The cells were
seeded onto poly-L-lysine-coated six-well plates, and the plating
medium was changed after 2 h to supplemented neurobasal B-27
medium. Three days after plating, 4 pM 1-b-p-arabinofuranosylcy-
tosine was added to prevent glial proliferation. Rat cortical glial cells
were obtained as described (Viviani 2006) with modifications.
Briefly, cerebral cortex from 1- to 2-day-old Sprague-Dawley either
male or female rat pups were dissected in CMF-HBSS and digested
using 0.25% trypsin supplemented with 0.5 mg/mL DNase 1. The
mixed astrocytes/microglia culture was incubated in minimum
essential medium (MEM)-F12 containing 10% fetal bovine serum
(FBS). After 13 days in culture cells were vigorously stirred on an
orbital shaker for 16 h at 260 rpm to detach microglial cells. The
microglial cells were plated in MEM-F12 10% FBS. After 20 min
of incubation at 37°C non-adherent cells (mostly astrocytes) were
removed with a change in medium. The remnant cells in the flask
were shaken again for 72 h to remove remaining microglia. After
shaking, astrocytes were trypsinized, replated into 35-mm plates,
and grown until confluence prior to the treatments.

Rats were obtained from the animal facilities of Pontificia
Universidad Catolica de Chile. The protocol for the handling of
animals was approved by the Ethics Committee for the Handling of
Live Species and Biosafety of Faculty of Sciences, Universidad de
Chile.

Cytokines treatment
Neurons at DIV 7 cultured in fresh neurobasal B27 medium were
treated for 18 h with 50 ng/mL TNF-o (R&D Systems, Minneapo-
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lis, MN, USA), 50 ng/mL IL-6 (R&D Systems), 1 jig/mL LPS from
Escherichia coli 026:B6 1 (Sigma-Aldrich: St. Louis, MO, USA), or
40 pM Fe-NTA (1 : 2.2, mol/mol). Cortical astrocytes or microglial
cells cultured in high glucose MEM medium supplemented with 1%
FBS and 7 uM iron were similarly treated for 18 h with 50 ng/mL
TNF-o, 50 ng/mL IL-6, or 1 pg/mL LPS.

Hepcidin treatment

Hepcidin treatments were done at DIV 7. Cells were incubated for
6 h with 350 nM human hepcidin (Peptide International: Louisville,
KY, USA) prior to western blot analysis. Preliminary experiments
indicated that treatment of hippocampal neurons for 6 h with
350 nM hepcidin resulted in a 50% decrease in FPN1 levels (Figure
Sla).

RT-PCR

Semi-quantitative PCRs for DMTI1, FPN1, or hepcidin were
performed as described (Mena et al. 2008). The primers used are
described in Table S1. The primers used for DMT]1 recognize an
internal segment of its mRNA common to all DMT1 isoforms,
which in the case of brain cells correspond to isoforms 1B+IRE and
1B-IRE (Hubert and Hentze 2002).

Antibodies

The antibodies used in this study were as follows: rabbit polyclonal
anti-panDMT1 (Aguirre et al. 2012); rabbit polyclonal anti-FPN1
(Alpha Diagnostics, San Antonio, TX, USA); rabbit polyclonal anti-
hepcidin (Alpha Diagnostics); mouse monoclonal anti-tubulin and
mouse monoclonal anti- GFAP (Sigma-Aldrich); mouse monoclonal
anti-cluster of differentiation molecule 11B (CD11b) and mouse
anti- Tujl (Promega, Madison, WI, USA).

Western blot analysis

Extracts were prepared by lysing cells with lysis buffer (20 mM
Tris-HC1 pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA, 1 mM EGTA,
1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, and protease inhibitor
cocktail) for 15 min on ice and centrifugation for 15 min at
12 000 g. Protein concentrations were determined using bicinchon-
inic acid protein assay (Thermo Scientic-Pierce, Rockford, IL,
USA). For western blot analysis, 20 g of proteins were subjected
to sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel -electrophoresis.
Proteins were transferred to nitrocellulose membranes and blocked
for 1 h at 25°C with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline/
Tween-20 buffer (20 mM Tris, 0.5 M NaCl, 0.1% Tween-20).
Membranes were incubated overnight a 4°C with rabbit anti-DMT1
(1 : 1000), rabbit anti-FPN1 (1 : 1000), or mouse anti-tubulin
(1 : 10 000), followed by horseradish peroxidase-conjugated anti-
rabbit or anti-mouse IgG antibody for 2 h at 25°C. The immuno-
reactive bands were developed with a peroxidase-based SuperSignal
chemiluminescence assay kit (Thermo Scientific-Pierce) and quan-
tified with the Quantity One software (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA).

Immunofluorescence

Cells grown in cover slips were fixed with 4% paraformaldehyde/4%
sucrose in phosphate-buffered saline, permeabilized with 0.2%
Triton-X-100 in phosphate-buffered saline, incubated overnight at

4°C with anti-FPN1 (1 : 100), anti-DMT1 (1 : 500), anti-GFAP
(astrocyte marker, 1 : 100), anti-CD11b (microglia marker, 1 : 100),
anti-Tujl (neuron marker, 1 : 1000) or anti-hepcidin (1 : 100)
followed by incubation with Alexa-546-conjugated goat anti-mouse
IgG, Alexa-488-conjugated goat anti-rabbit IgG and TOPRO for
nuclei identification. The labeled cells were observed with a Zeiss
LSM 510 Meta confocal laser-scanning microscope (Carl Zeiss
Microscopy GmbH: Jena, Germany).

Total iron measurement

Total iron content was determined by atomic absorption spectros-
copy (AAS) as described (Aguirre et al. 2005). Briefly, cell extracts
were mixed with 0.5 mL of sub-boiling ultrapure nitric acid and
incubated at 25°C for 48 h. Total cellular iron analysis was
determined by total reflection X-ray fluorescence using a Seifert
EXTRA-II Rich spectrometer (Seifert & Co: Ahrensburg, Ger-
many).

Statistical analysis

Differences between means were analyzed by one-way ANOVA.
Dunnett’s post-hoc test was used for comparison using InStat,
GraphPad Software (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA)
p-values < 0.05 were considered significant.

Results

To ascertain if inflammatory treatments resulted in iron
accumulation, we evaluated total iron content in neurons,
astrocytes, and microglia treated with the pro-inflammatory
cytokines TNF-o or IL-6, or with LPS, a Toll-like receptor 4
agonist. After 18 h treatment, total iron content increased
significantly (p < 0.01) in neurons and microglia, whereas
iron content in astrocytes remained unchanged (Fig. la).
After treatments, iron content in microglia reached values
close to 400 ng of Fe per mg of protein; in neurons, iron
content increased from 60 to 100-120 ng of Fe per mg of
protein and in astrocytes it remained in the range of 45—
50 ng of Fe per mg of protein.

We evaluated next if the increase in iron content produced
by inflammatory stimuli associated with changes in the levels
of iron transporters. Rat hippocampal neurons treated for
18 h with TNF-o, IL-6, or LPS presented a significant 50—
67% increase in DMT]1 protein content and 45-65% decrease
in FPN1 protein levels when compared to control (Fig. 2a).
Treatment of astrocytes with TNF-o, IL-6 or LPS also
induced a significant increase in DMTI protein content
(Fig. 2b), while treatment with LPS also induced a small but
significant decrease in FPN1 protein content when compared
to control (Fig. 2b). Treatment of microglia with TNF-o,, IL-
6, or LPS resulted in increased DMTI1 levels without
significant changes in FPN1 (Fig. 2c). Figure S2 shows
images of DMTI and FPN1 fluorescence immunostaining in
neurons, astrocytes, and microglia. An increase in DMT]1
immunostaining in neurons and microglia, and a decrease in
FPN1 immunostaining in neurons is evident.

© 2013 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2013) 126, 541-549
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Fig. 1 Changes in iron content induced by inflammatory stimuli.
Hippocampal neurons, cortical astrocytes, and cortical microglia were
treated for 18 h with tumor necrosis factor alpha (TNF-«) (50 ng/mL),
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To ascertain if changes in protein levels were associated
with changes in mRNA levels, RT-PCR was performed
using specific primers for DMT1 and FPN1 in neurons,
astrocytes, and microglia upon treatment for 18 h with TNF-
o, IL-6, or LPS (Fig. 3). In neurons, all three agents
increased DMT1 mRNA levels without change in FPN1

*
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1.0+
0.5+
0.0

IL-8 (50 ng/mL), or lipopolysaccharide (LPS) (1 pg/mL) after which the
iron content was determined. Values represent mean + SEM (n = 3).
**p < 0.01 as compared to the corresponding control.
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Fig. 2 Tumor necrosis factor alpha (TNF-
o), IL-6, and lipopolysaccharide (LPS)

\\,‘6 \39 induce changes in the protein levels of the
iron transporters divalent metal transporter
1 (DMT1) and ferroportin 1 (FPN1) in

B DMT1 ( .) P (FPN1)
1 #PN1 CNS-derived cells. Hippocampal neurons
- (@), cortical astrocytes (b), and cortical

microglia (c) were treated for 18 h with
TNF-o (50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL), or LPS
(1 pg/mL) and changes in DMT1 and FPN1
expression were analyzed by westem blot.
Left panels show representative biots and
right panels show the quantification of band
density. Values represent mean + SEM
(n=86). *p<0.05; **p< 0.01; ***p <
0.001, compared to control.

expression (Fig. 3a). Astrocytes presented significant
increases in DMT1 mRNA, while FPN1 mRNA decreased
significantly only with LPS (Fig. 3b). TNF-a increased
significantly DMT1 mRNA in microglia while significant
decrease in FPN1 mRNA was observed following TNF-o
and LPS treatment (Fig. 3c).
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Fig. 3 Tumor necrosis factor alpha (TNF-%), IL-6, and lipopolysac-
charide (LPS) induce changes in the mRNA levels of the iron
transporters divalent metal transporter 1 (DMT1) and ferroportin 1
(FPN1) in CNS-derived cells. Hippocampal neurons (a), cortical
astrocytes (b), and cortical microglia (c) were treated with TNF-o
(50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL), or LPS (1 pl/mL) for 18 h. Changes in
DMT1 and FPN1 mRNA levels were analyzed by RT-PCR. Panels
show quantification of band density relative to control. Values
represent mean + SEM (n = 4). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
as compared to control.

As stated above, hepcidin is a possible link between
inflammatory stimuli and iron homeostasis. Thus, it was of
interest to assess the effect of inflammatory stimuli on the
putative expression of hepcidin by neurons, astrocytes and
microglia. In addition, we tested if iron accumulation per se
could induce hepcidin expression (Fig. 4). Astrocytes
(Fig. 4a) and microglia (Fig. 4b) subjected for 2 h to high
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Fig. 4 Inflammatory stimuli induce the expression of hepcidin in
astrocytes and microglia. Expression of mRNA for hepcidin in
astrocytes (a) and microglia (b) after treatment for 2 h with tumor
necrosis factor alpha (TNF-o) (50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL), Fe-NTA
(40 pM), or lipopolysaccharide (LPS) (1 ug/mL). (c) Quantification of
band density of hepcidin mRNA levels relative to untreated astrocytes.
Values represent mean = SEM (n=3). *p < 0.05; **p < 0.01 as
compared to control. (d) Hepcidin immunofluorescence (green) in
astrocytes and microglia prior (Control) and after treatment for 2 h with
TNF-o (50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL), Fe-NTA (40 pM), or LPS (1 ug/
mL). GFAP and CD11b co-staining (red) was used for positive
identification of astrocytes and microglia, respectively.

iron or inflammatory stimuli presented increased levels of
hepcidin mRNA. Both basal and stimulated hepcidin mRNA
levels were higher in astrocytes than microglia; in all
conditions tested, the increase in hepcidin mRNA levels
was significant (Fig. 4¢). Hepcidin mRNA in neurons was
undetectable under basal conditions and expression was not
induced by TNF-o, IL-6, LPS, or Fe treatment (not shown).
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Treatment of astrocytes and microglia with TNF-a, IL-6,
LPS, or Fe also increased hepcidin protein content, as
revealed by immunodetection of hepcidin in cell cultures
(Fig. 4d). In agreement with the absence of hepcidin mRNA,
neuronal cultures did not show detectable hepcidin immu-
nostaining (not shown).

We next evaluated the effect of hepcidin on the levels of
DMT]1 and FPN1 in neurons astrocytes and microglia. A 6 h
period of treatment was chosen because in preliminary
experiments we determined that the effect of hepcidin on
FPNI protein levels was maximal at 6 h of treatment
decreasing thereafter (Figure S1b). Consistent with its known
action in systemic cells, treatment with hepcidin decreased
FPN1 protein levels in neurons (Fig. 5a), astrocytes (Fig. 5b),
and microglia (Fig. 5c). In addition, hepcidin treatment
resulted in a significant increase in DMT]1 only in microglia
(Fig. 5c¢). Figure S3 shows immunofluorescence images of the
variation in the cellular content of DMT1 and FPNI in
neurons, astrocytes, and microglia after hepcidin treatment. A

decrease in FPN1 immunolabeling in neurons and astrocytes is
noticeable, together with increased DMT1 levels in microglia.

Discussion

Inflammation and iron accumulation are amply recognized as
pathognomonic signs of several neurodegenerative diseases
that include AD and PD. However, knowledge on how
inflammation and iron accumulation cross-talk is, at its best,
incipient. The results presented here show that the inflam-
matory cytokines IL-6 and TNF-o and the Toll-like receptor
4 agonist LPS exercise profound effects on iron homeostasis,
inducing DMT1 expression and iron accumulation in neu-
rons and microglia. Moreover, we ascertained that astrocytes
and microglia increase hepcidin expression in response to
inflammatory stimuli. We also observed that 6 h treatment
with hepcidin decreased the levels of FPNI1 in neurons,
astrocytes and microglia. Figure 6 presents a scheme sum-
marizing the finding reported here.
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Fig. 6 Schematic representation depicting the changes in iron
homeostasis of CNS cells subjected to inflammatory stimuli. Inflam-
matory stimuli (TNF-a, IL-6, LPS) for 18 h result in increased
expression of divalent metal transporter 1 (DMT1) in neurons,
astrocytes, and microglia, together with decreased expression of
ferroportin 1 (FPN1) in neurons. Hepcidin, secreted by astrocytes and
microglia in response to inflammatory stimuli, induces after 6 h a
transient decrease in FPN1 in the 3 cell types and an increase in DMT1
in microglia. The net result of inflammatory stimuli and hepcidin
mediation is iron accumulation in neurons and microglia but not in
astrocytes.

Neurons

In neurons, TNF-o, IL-6, and LPS treatment increased
DMTI and decreased FPNI1 protein levels. Probably, the
increase in DMT1 was a consequence of the activation of
signaling pathways that induced DMT1 mRNA expression.
NF-kB, a transcription factor activated by both TNF-o and
LPS signaling pathways (Hanke and Kielian 2011; Wajant
and Scheurich 2011), is a likely effector since NF-xB
induces DMT]1 expression in P19 embryonic carcinoma cells
(Paradkar and Roth 2006). The cause for the observed
decrease in neuronal FPNI is unknown, but it could be
because of a post-transcriptional control of FPN1 expression
by inflammatory stimuli as described for splenic macrophag-
es (Liu er al. 2005).

As described for macrophages and other cell types
(Ganz and Nemeth 2012), hepcidin induced a canonical
down-regulation of FPN1 protein in neurons. The decrease
in FPNI1 produced by hepcidin and the increase in DMT]
as a result of inflammatory stimuli were most probably
instrumental to the observed iron accumulation. Indeed,
cellular iron content doubled after 18 h treatment with
TNF-a, IL-6, or LPS, a condition that should result in an
increased labile iron pool, with the consequent increase in
oxidative stress and damage (Kruszewski 2003; Nudez
et al. 2012).

Astrocytes

In astrocytes, treatment with TNF-a, IL-6, or LPS resulted in
increased levels of DMTI, while decreased levels of FPN1
were significant only after LPS treatment. As discussed
elsewhere in the article, the increase in DMT1 was probably
a direct consequence of the activation of DMT1 transcription
by TNF-a and LPS signaling pathways. These results are in
general agreement with a recent study, which reported that in
astrocytes TNF-o induced an increase in DMT! expression
coupled to decreased FPN1 expression (Rathore et al. 2012).
Nevertheless, the authors reported that iron efflux from
astrocytes, albeit larger than from microglia, did not change
after TNF-o treatment, which would indicate that transport-
active FPNI1 levels did not change.

Treatment for 2 h with inflammatory agents and with
40 uM Fe-NTA resulted in increased levels of hepcidin
mRNA in both astrocytes and microglia. Although the effect
of inflammatory stimuli on hepcidin expression is widely
acknowledged, the iron effect reported here is novel. In a
previous work, we determined that the exposure of hippo-
campus neurons for O to 20 min to 100 uM Fe-NTA
produce a fast increase in the labile iron pool and in reactive
oxygen species (ROS) (Munoz et al. 2011). Since ROS
induce hepcidin synthesis (Millonig er al. 2012), it is
possible that ROS generated by an increase in the labile
iron pool may mediate the observed increase in hepcidin
mRNA levels.

Hepcidin treatment resulted in decreased levels of FPN1 in
astrocytes. This change was not maintained in time since
after 18 h of treatment with inflammatory factors, which
induce hepcidin expression in astrocytes, FPN1 approached
control values (compare Figs 2b and 5b). The transient
nature of the hepcidin effect on FPNI levels has been
described in other cell systems (Yeh et al. 2004; Chaston
et al. 2008; Mena et al. 2008; Ge et al. 2009; Du et al.
2012). We found that treatment for 18 h with TNF-o, IL-6,
or LPS resulted in no significant changes in cellular iron
content. The conservation of the iron export capacity is
probably the main reason why no iron accumulation was
observed as a result of inflammatory stimuli. This conclusion
is in line with the observation that iron efflux from
astrocytes, per se larger than from microglia, did not change
after TNF-o treatment despite a decrease in FPN1 levels
(Rathore er al. 2012).

Microglia
After 18 h of treatment with inflammatory stimuli, microglia
presented increased levels of DMTI protein and mRNA
accompanied by a 30% increase in iron content as compared
to control. As discussed above, the increase in DMT1 mRNA
was probably consequence of NFkB activation by the
inflammatory stimuli.

As with neurons and astrocytes, hepcidin treatment
resulted in decreased FPN1 levels, probably a consequence
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of hepcidin-induced FPN1 degradation. Unexpectedly, hep-
cidin treatment resulted in a significant increase in DMT1
protein. One precedent in the literature for this result is the
report that stereotaxic injection of hepcidin into the left
lateral ventricle in rats resulted in increased DMT1 mRNA in
cerebral cortex and hippocampus (Li ef al. 2011). It can be
envisioned that after 2 h of treatment, inflammatory stimuli
induce hepcidin expression, which in turn at 6 h induces
changes in iron transporters leading to iron accumulation. At
18 h of treatment, homeostatic mechanisms would bring
FPNI1 near to control levels but iron accumulation persists
because of increased DMT1 levels. Microglia were the cell
type with the largest content of iron. By sequestering
extracellular iron in response to hepcidin, microglia may
have an important protective role on neuronal viability.

The findings reported here provide a partial response to the
question of what comes first, neuroinflammation or iron
accumulation: in neurons and microglia, inflammatory stim-
uli induce iron accumulation. The induction of hepcidin
expression by iron could produce a positive feedback loop of
increased iron accumulation.

In summary, inflammatory stimuli induced iron accumu-
lation in neurons and microglia, accumulation that was
probably associated with changes in the levels of iron
transporters. Inflammatory stimuli also induced the expres-
sion of hepcidin in astrocytes and microglia, being astrocytes
the largest producers. In turn, hepcidin decreased the
expression of FPNI in neurons, astrocytes, and microglia.
The data presented here establish for the first time a causal
relationship between inflammation and iron accumulation in
neurons and microglia. Considering that iron accumulation
results in hydroxyl radical production and extensive cellular
damage, this process may potentially contribute to the
progression of neuronal death by enhancing iron-mediated
oxidative damage.
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A growing set of observations points to mitochondrial dysfunction, iron accumulation,
oxidative damage and chronic inflammation as common pathognomonic signs of a number
of neurodegenerative diseases that includes Alzheimer's disease, Huntington disease,
amyotrophic lateral sclerosis, Friedrich’s ataxia and Parkinson's disease. Particularly relevant
for neurodegenerative processes is the relationship between mitochondria and iron. The
mitochondrion upholds the synthesis of iron—sulfur clusters and heme, the most abundant
iron-containing prosthetic groups in a large variety of proteins, so a fraction of incoming
iron must go through this organelle before reaching its final destination. In turn, the
mitochondrial respiratory chain is the source of reactive oxygen species (ROS) derived
from leaks in the electron transport chain. The co-existence of both iron and ROS in
the secluded space of the mitochondrion makes this organelle particularly prone to
hydroxyl radical-mediated damage. In addition, a connection between the loss of iron
homeostasis and inflammation is starting to emerge; thus, inflammatory cytokines like
TNF-alpha and IL-6 induce the synthesis of the divalent metal transporter 1 and promote
iron accumulation in neurons and microglia. Here, we review the recent literature on
mitochondrial iron homeostasis and the role of inflammation on mitochondria dysfunction
and iron accumulation on the neurodegenerative process that lead to cell death in
Parkinson's disease. We also put forward the hypothesis that mitochondrial dysfunction,
iron accumulation and inflammation are part of a synergistic self-feeding cycle that ends in
apoptotic cell death, once the antioxidant cellular defense systems are finally overwhelmed.

Keywords: inflammation, neurodegeneration, mitochondrial dysfunction, iron toxicity, Parkinson’s disease

INTRODUCTION

Iron is an essential element necessary for the normal devel-
opment of brain functions. Enzymes involved in neurotrans-
mitter synthesis that possess iron as a prosthetic group are
recognized targets of iron deficiency: monoamine oxidases A
and B involved in dopamine catabolism, tryptophan hydrox-
ylase, required for serotonin synthesis, tyrosine hydroxylase,
required for dopamine and norepinephrine synthesis, gluta-
mate decarboxylase involved in GABA synthesis and glutamate
transaminase involved in L-glutamate synthesis, all belong to this
group.

Abundant evidence shows that iron accumulation in particu-
lar areas of the brain is a hallmark of several neurodegenerative
disorders (Zecca etal., 2004; Andersen etal., 2013), although it is
uncertain whether iron accumulation is a primary cause of the dis-
order or a consequence of a previous dysfunction. Increased levels
of iron promote cell death via hydroxyl radical formation, which
enhances lipid peroxidation, protein aggregation, glutathione con-
sumption, and nucleic acid modification. We recently put forward
the hypothesis that iron accumulation, a process initiated by mito-
chondrial dysfunction, and the ensuing oxidative damage is part
of the execution step, i.e., the death process of affected neurons
(Nuanez etal., 2012).

Mitochondrial dysfunction has long been associated with
several neurodegenerative diseases that include Alzheimer’s dis-
ease (AD), Huntington’s disease (HD), Parkinson’s disease (PD),
amyotrophic lateral sclerosis (ALS), and Friedrich’s Ataxia (FA;
Schapira and Cooper, 1992; Moreira etal., 2010; Grubman et al.,
2013). Mitochondrial dysfunction results in decreased ATP syn-
thesis, as well as in decreased synthesis of iron—sulfur clusters
(ISCs) and heme prosthetic groups. An association between mito-
chondrial dysfunction and mitochondrial iron accumulation has
been found only in FA (Delatycki et al., 1999; Huang et al., 2009),
although evidence for mitochondrial iron accumulation has been
reported in experimental models of PD (Liang and Patel, 2004;
Lee etal., 2009; Mena etal., 2011).

Inflammation in the central nervous system (CNS) is a con-
dition strongly associated with neuronal death in several neu-
rodegenerative disorders including PD and AD (Hirsch and
Hunot, 2009). Inflammation is characterized by the occur-
rence of reactive microglia and a massive production of pro-
inflammatory cytokines. These inflammatory processes trig-
ger a chain of events including increased production of
ROS and reactive nitrogen species (RNS), disruption of iron
metabolism and mitochondrial dysfunction, finally leading to
neurodegeneration.
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THE BASIS OF IRON TOXICITY

The ability of iron to exchange readily one electron underlies its
insertion in numerous catalytic processes found in living matter.
The iron atom has octahedral coordination chemistry; therefore,
it has six possible coordination bonds. Seminal work by Graf and
associates demonstrated that iron is redox-inactive only if all its
six coordination sites are stably bound. If one of the sites is free or
loosely bound, iron is redox-active and competent of undertaking
one-electron exchange reactions (Graf et al., 1984). It is notewor-
thy that Fe’* complexes with the chelators desferrioxamine, DTPA
or phytate at 1:10 (mol:mol) ratio result in redox-inactive iron
whereas Fe** chelation with NTA, EDTA, EGTA, ATP, CDTA or
bleomycin results in redox-active iron at the same 1:10 molar ratio
(Graf etal., 1984).

Iron is a paramagnetic element with two stable oxidation
states: 24 and 3+. As mentioned above, both Fe?* and Fe**
establish coordination complexes with a great variety of ligands.
Iron complexes display a variety of reduction potentials, rang-
ing from very positive to negative values because of a basic
concept in coordination chemistry that establishes that the lig-
and modifies the electron cloud surrounding the metal, thus
modifying its reduction potential. This versatility in reduction
potential allows for fine-tuning between iron reduction potential
and the electron transfer process it catalyzes. It is estimated that
the predominant reduction potential for iron in the intracellu-
lar milieu of the cell is near zero V (Clark, 1960; Wood, 1988).
Many in vitro experiments confirm iron-mediated production
of the hydroxyl radical (*OH), which arises from the following
reactions:

1. Fe’* 40, < Fe'*+03 Eg: — 043V;  AG = 41.5KJ /mol
2.057+2HY — Hy0,+0,Eq: 0.55V;  AG = — 53.0K] /mol
3.Fe’" + H,0; — Fe*+OH+*OH  Eq: 0.10V;
AG = — 9.7KJ /mol
The thermodynamic sum of reactions 1-3 gives reaction
4:
4.3Fe** 420, + 2H" — Fe** +OH™ +°OH
AG = — 21.2KJ /mol
The intracellular environment provides abundant reducing power
in the form of GSH (mM) and Asc (tM), which reduces Fe>* to
Fe+:
5. Fe’ + GSH(Asc) — Fe?™+GSSH(Asc o ) + HT Ey : 0.262;
AG = — 25.3KJ /mol
Changes in free energy were calculated applying the equation
AG = —nFEy (Joule/mol), in which # is the number of elec-
trons exchanged and F the Faraday constant. Reaction 1 values
were from (Pierre and Fontecave, 1999); Reaction 2, the half-cell

potential for H,O, dismutation was considerer 0.45V (Pierre and
Fontecave, 1999) and the reduction potential of the Fe?*/Fe2*

half-cell was considered 0 V (Wood, 1988); Reaction 3 (Fenton
reaction): Ey half-cell values from (Buettner, 1993; Buettner and
Schafer, 2000). Half-cell potentials for reaction 5 were obtained
from (Millis etal., 1993; Pierre and Fontecave, 1999). GSH:
reduced glutathione; GSSG: oxidized glutathione; Asc: ascorbate;
Asce: ascorbate free radical.

The hydroxyl radical is considered one of the most reactive
species generated in biological systems, since its reaction rate
is only limited by diffusion, with rate constants in the 10°—
10" Mol=! s! range (Davies, 2005). This molecule induces
irreversible damage to DNA, RNA, proteins, and lipids. Indeed,
the hydroxyl radical is believed to be the etiological agent for sev-
eral diseases and may be involved in the natural process of aging
(Lipinski, 2011).

The main components of cell iron homeostasis are the divalent
metal transporter 1 (DMT1), a Fe>* transporter that brings iron
into the cell, the transferrin receptor 1 (TfR1) that brings iron
in through the endocytosis of Ferro-transferrin, the iron export
transporter ferroportin 1 (FPN1) and the cytosolic iron storage
protein ferritin. The expression of these proteins is transduc-
tionally regulated by the iron responsive element/iron regulatory
protein (IRE/IRP) system, which is activated when cells have
low iron levels, resulting in increased DMT1 and TfR1 levels
and decreased FPN1 and ferritin expression (Muckenthaler et al.,
2008).

In cells, iron in the 0.2-1.5 uM range is weakly complexed
to low-molecular weight substrates such as citrate, carboxylates,
amines, phosphate, nucleotides, GSH, and other molecules con-
forming the “cytosolic labile iron pool” (cLIP; Epsztejn et al., 1997;
Kakhlon and Cabantchik, 2002; Petrat et al., 2002; Hider and Kong,
2011). Iron in this pool is redox-active, cycling between the Fe™t?
and Fe*3 forms, with prevalence of the reduced form because of
the reductive cytosol environment. This redox-active pool is suit-
able to experimental detection by the fluorophore calcein, which
has higher affinity for Fe’* than for Fe?* but since the reduction
potential for iron in the Fe-calcein complex is low, Fe>* bound
to calcein is readily reduced in the intracellular environment,
resulting in decreased calcein fluorescence (Petrat et al., 2002). In
cultured neuroblastoma cells the LIP represents about 3% of total
cellular iron under basal culture conditions, but this percentage
increases 3—4 fold, to LM concentrations, after exposure of cells
to high extracellular iron concentrations (Nufez-Millacura et al.,
2002; Nunez etal., 2004). In cell models, iron overload generates
increased lipid peroxidation, protein modifications and damage
to DNA, consistent with the production of the hydroxyl radical
(Mello-Filho and Meneghini, 1991; Nufez etal., 2001; Sochaski
etal., 2002; Zoccarato et al., 2005).

INFLAMMATORY CYTOKINES INDUCE THE PRODUCTION OF
RNS, ROS AND IRON ACUMULATION

Postmortem tissues from patients with AD, PD, HD, ALS or FA
show oxidative damage in the affected brain regions (Nunomura
etal, 1999; Barnham et al., 2004; Emerit etal., 2004). The asso-
ciation between inflammation and oxidative damage is mediated
by the release of RNS and ROS during the inflammatory pro-
cess. In particular, activated microglia have high levels of nitric
oxide synthase (NOS) and NADPH oxidase (NOX), two enzyme
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systems that mediate the increase in the oxidative tone induced by
inflammation.

Microglia, the brain-resident immune cells, are essential for
the generation of the inflammatory response. They are activated by
distress signals released from neighboring cells, initiating an innate
response characterized by the production of pro-inflammatory
cytokines and, incidentally, phagocytosis (McGeer etal., 1988;
Colton and Wilcock, 2010). Indeed, many cases of AD and PD
are accompanied by a dramatic proliferation of reactive amoeboid
macrophages and activated microglia in the substantia nigra (SN)
or frontal cortex (McGeer etal., 1988; Possel etal., 2000; Kiyota
etal., 2009; Hewett and Hewett, 2012}, together with high expres-
sion of pro-inflammatory cytokines (Bauer et al., 1991; Mogi et al.,
1994; Muller etal., 1998; Nagatsu, 2002; Hewett and Hewett,
2012).

Inducible NOS (iNOS, also called NOS-2), which is scarcely
expressed in the brain is induced during gliosis in pathological
situations including AD (Aliev et al., 2009) and PD (Dawson and
Dawson, 1998). Up-regulation of iNOS and of cyclo-oxygenase-1
and cyclo-oxygenase-2 in amoeboid microglia occurs in the SN of
human PD patients (Knott etal., 2000). A study on the levels of
INOS mRNA in postmortem PD basal ganglia found a significant
increase in iNOS expression in the dorsal two-thirds of the stria-
tum and in the medial medullary lamina of the globus pallidus,
accompanied by a reduction in iNOS mRNA expression in the
putamen (Eve etal., 1998).

Inflammatory mediators, including LPS and some cytokines
(TNF-a, IL-1B, and IFN-y) induce the transcriptional activa-
tion of the iNOS gene in astrocytes and microglia via activation
of the transcription factors STAT1 and NF-kB (Grzybicki etal,,
1996; Possel et al., 2000; Hewett and Hewett, 2012). These factors
translocate to the nucleus and bind to response elements present
in the iNOS coding sequence. Upregulation of microglial iNOS
expression is also observed after administration of 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP; Liberatore et al., 1999;
Tieu et al., 2003; Kokovay and Cunningham, 2005; Yokoyama et al.,
2008). Interestingly, administration of MPTP produces signifi-
cantly less neuronal loss in mice deficient in iNOS compared to
their wild type counterparts (Dexter et al., 1986; Liberatore etal.,
1999; Dehmer et al., 2000). In the 6-hydroxidopamine (6-OHDA)
model, iNOS activity in the striatum induces neurodegeneration
in rats. Pretreatment with the iNOS inhibitor L-NAME blocks
amphetamine-induced rotations and significantly restores striatal
dopamine (DA) levels in 6-OHDA treated rats (Barthwal etal.,
2001). In neuroinflammatory models of PD, iNOS also partici-
pates in nigral neurodegeneration. Injection of LPS induces iNOS
expression in the SN in a time- and dose-dependent manner; iNOS
is present mainly in fully activated microglia with the charac-
teristic amoeboid morphology. Furthermore, LPS-induced loss
of dopaminergic neurons decreases significantly by administra-
tion of an iNOS inhibitor (Arimoto and Bing, 2003; Singh etal.,
2005).

The iNOS enzyme is a relevant factor in the neurodegen-
erative process associated to AD. Early observations reported
increased iNOS and nitrotyrosine protein modifications in AD
brains, mainly in neurofibrillary tangle-bearing neurons and neu-
ropil threads as well as in astrocytes (Vodovotz etal., 1996; Smith

etal., 1997; Wallace etal., 1997). Studies in transgenic mice over-
expressing amyloid beta precursor protein (APP) demonstrated
that several pathological changes such as vessel lesions, amyloid
deposition and mitochondrial DNA deletions, are associated with
the degree of NOS overexpression (Seyidova etal., 2004). Never-
theless, the APPsw/iNOS(~/—) mice, which express human APP
mutations on an iNOS knockout background, show increased
appearance of tau pathology, neuronal death, neuroinflammation
and behavioral deficits compared with the parental APPsw mice
(Colton etal., 2008). This evidence indicates that in AD, the pro-
duction of NO can be protective or damaging, depending on the
levels of NO production.

The phagocyte NOX is the main regulated source of ROS gener-
ation. The catalytic component of the NOX complex is composed
by a family of multiple-pass transmembrane proteins, named
NOX1-4. The most studied, NOX2, also known as gp91phox or
phagocyte oxidase (PHOX), is highly expressed in innate immune
cells including microglia and it is most likely the predominant
NOX isoform expressed in astrocytes, while neurons express both
NOX2and NOX4 (Skalnik et al., 1991; Noh and Koh, 2000; Lavigne
etal,, 2001; Abramov et al., 2004; Pawate et al., 2004). NOX2 forms
a complex with p67phox, p47phox, p40phox, and p22phox sub-
units. Several stimuli induce NOX2 complex priming, including
pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1B) and Toll-like recep-
tor (TLR) agonists like LPS, peroxynitrite and proteases. The
primed NOX2 complex requires yet additional activation to ini-
tiate substantial ROS production. PKC activators, growth factors,
complement protein C5a and G protein-coupled receptor agonists
generate a fully active NOX complex (Yang et al., 2009, 2013; Sareila
etal., 2011).

Activation of NOX also occurs in experimental models of PD
and AD. Treatment with MPTP results in increased synthesis of
the proinflammatory cytokine IL-1B and increased membrane
translocation of p67phox that is prevented by minocycline, a tetra-
cycline derivative that exerts multiple anti-inflammatory effects
(Wu etal.,, 2002). In addition, aging mice treated with MPTP
display an increase in gp91phox and 3-nitrotyrosine (’Episcopo
etal, 2010; Huh etal, 2011). In agreement, gp91phox—/—
mice display decreased degeneration of dopaminergic neurons
induced by MPTP compared to wild type mice (Wu etal., 2003;
Zhang etal., 2004). The unilateral injection of 6-OHDA into the
right striatum of rats induces an increase of NOX1 and NOX?2
both in the striatum and the SN. In concordance, dopamin-
ergic neuronal and TNF-a and IFN-y induction triggered by
6-OHDA are abrogated in the gp91phox—/— or minocycline
treated mice (Hernandes et al., 2013). Additionally, striatal injec-
tion of 6-OHDA increases NOX1 expression in dopaminergic
neurons in rat SN, and also increases 8-oxo-dG content, a marker
of DNA oxidative damage. Moreover, NOX1 knockdown reduces
6-OHDA-induced oxidative DNA damage and dopaminergic
neuronal degeneration (Choi etal., 2012).

Microglia of AD subjects display activated NOX2, resulting
in the formation of ROS that are toxic to neighboring neu-
rons (Shimohama etal., 2000). In conjunction, an increment in
NOX1 and NOX3 mRNA levels in the frontal lobe tissue from
AD brains was reported, suggesting the participation of other
NOX family members in AD neuropathology (de la Monte and
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Wands, 2006). Recently, increased NOX-dependent ROS produc-
tion in the superior/middle temporal gyri at the earliest clinical
manifestations of disease, but not in late-stage AD, was reported
(Bruce-Keller et al., 2010). Genetic inactivation of NOX2 in 12- to
15-month-old mice overexpressing the APPsw mutation (Tg2576
mice) results in reduced oxidative damage and rescues both the
vascular and behavioral alterations observed in Tg2576 mice (Park
ctal, 2008). Studies done in cell cultures replicated the post-
mortem and animal findings on oxidative damage driven by NOX
activation. Experiments using co-cultures of neuronal and glial
cells found that AB acts preferentially on astrocytes but causes
neuronal death (Abramov etal., 2004; Abramov and Duchen,
2005). The AP peptide causes transient increases in cytoplasmic
calcium in astrocytes, associated with increased ROS genera-
tion, glutathione depletion and mitochondrial depolarization.
Neuronal death after AP exposure was reduced both by NOX
inhibitors and in the gp91phox knockout mice. These data are
consistent with a sequence of events in which Ap activates NOX
in astrocytes by increasing cytoplasmic calcium, generating an
oxidative burst that causes the death of neighboring neurons
(Abramov etal., 2004; Abramov and Duchen, 2005; Park etal.,
2008).

Inflammatory conditions such as those found in neurodegener-
ative diseases also affect iron homeostasis through transcriptional
modification of iron transporters. In this context, the observation
that the transcription factor NFkB induces DMT]1 expression is
highly relevant for understanding the relationship between inflam-
mation and iron homeostasis (Paradkar and Roth, 2006). We
recently reported that the pro-inflammatory cytokines TNF-a, IL-
6 and the TLR4 agonist LPS directly regulate DMT1mRNA and
proteinlevels and induce a transient decrease in FPN1 protein, thus
generating an increment of iron content in neurons and microglia
(Urrutia etal., 2013). Supporting the results described above, a
recent study using primary cultures of ventral mesencephalic neu-
rons demonstrated that TNF-a or IL-1f8 induce an increment
in DMT1 and TfR1 protein levels, together with a reduction of
FPNI levels, resulting in an increase in ferrous iron influx and
decreased iron efflux in neurons (Wangetal., 2013). These findings
were replicated in systemic tissues. Treatment of mouse spleno-
cyte with LPS down-regulates the expression of FPN1 through a
signaling mechanism mediated by TLR4 (Yang et al., 2002). More-
over, stimulation of macrophage cell lines with IFN-y, TNF-a or
LPS results in increased IRE-binding activity of IRP1 and IRP2,
and increased DMT1 mRNA expression (Mulero and Brock, 1999;
Wardrop and Richardson, 2000; Ludwiczek et al., 2003; Wang et al.,
2005).

Considering that NF«B activation takes place downstream of
TNF-o, IL-1 and LPS signaling pathways (Teeuwsen etal., 1991;
Rothwell and Luheshi, 2000; Hanke and Kielian, 2011 ), inflamma-
tory stimuli may induce DMT1 expression via NFkB activation.
Indeed, TNF-a was detected in glial cells in the SN of PD
patients but not in control subjects, together with immunore-
activity for TNF-a receptors in dopaminergic neurons of both
control and PD patients (Boka etal., 1994). These findings are
suggestive of a circuit in which activation of nigral microglia
results in TNF-a secretion, which might increase iron uptake
by dopaminergic neuron via NF-kB-induced DMT1 expression.

Indeed, an increase in the nuclear immunoreactivity of NFxB
has been observed in PD brains or in animal models for this
disease (Hunot etal., 1997), so it is possible that activation of
NF-kB via inflammatory stimuli contributes to iron accumulation
in PD. Accordingly, inflammation could induce the production of
hydroxyl radical trough the activation of two parallel pathways: (i)
through DMT1-mediated increase of intracellular iron levels and
(ii) through increased hydrogen peroxide levels mediated by NOX
activation.

A positive feedback loop can be established between ROS/RNS
and inflammatory cytokines. ROS induce intracellular signaling
pathways that result in the activation of transcriptional factors
like NF-kB, AP-1 and Nrf-2, which regulate the expression of pro-
inflammatory mediators such as Cox-2, MCP-1, IL-6, TNF-q, IL-
la, and IL-1B (Hensley et al., 2000; Thannickal and Fanburg, 2000;
Ueda etal., 2002; Ridder and Schwaninger, 2009; Kitazawa et al.,
2011; Guo etal., 2012; Kawamoto etal., 2012; Phani etal., 2012;
Song etal.,, 2012; Zhang etal., 2012; Tobon-Velasco etal., 2013).
These cytokines and chemokines, in turn, stimulate a cascade of
events leading to increased oxidative stress via iNOS and NOX
activation.

INFLAMMATORY CONDITIONS INDUCE MITOCHONDRIAL
DYSFUNCTION

The study of the relationship between inflammation and mito-
chondrial activity in the CNS is incipient. Intrastriatal injection
of LPS induces mitochondrial dysfunction, microgliosis, iron
accumulation and progressive degeneration of the dopamine
nigro-striatal system (Zhang etal., 2005; Hunter etal., 2007,
2008; Choi etal., 2009), as observed in PD pathology. Similarly,
cytokines such as IL-1B decrease mitochondrial activity through
the production of NO in cardiomyocytes (Tatsumi et al., 2000).

Several reports indicate that TLRs regulate mitochondrial activ-
ity. Activation of TLR3 results in reduction of mitochondrial
oxygen consumption mediated by opening of the permeability
transition pore (Djafarzadeh etal., 2011). In co-cultures of corti-
cal neurons with microglial cells, the TLR4 agonist LPS promotes
decreased oxygen consumption and oxidative stress, with the sub-
sequent nigral dopaminergic neuronal death in a rat model of
inflammation (Xie et al., 2004; Hunter et al., 2007). Although these
studies strongly suggest a link between TLRs and mitochondria
dysfunction, further studies should clarify the molecular mecha-
nisms involved and its relevance to particular neurodegenerative
processes.

The production of ROS and RNS affects mitochondrial activ-
ity through destabilization of the ISCs (Cassina and Radi, 1996;
Brown and Borutaite, 2004). The free radical superoxide damages
and/or oxidizes 4Fe-4S clusters, which results in the formation
of the “null” 3Fe-4S center form (Flint etal, 1993; Haus-
laden and Fridovich, 1994; Gardner etal., 1995; Bouton etal.,
1996). Additionally, NO reacts with 4Fe-4S clusters generating
[(NO),Fe(SR)2] type complexes that inactivate several mitochon-
drial iron-sulfur enzymes including proteins which compose
the electron transport chain (Drapier, 1997; see below). The
above data are consistent with the notion that inflammation,
ROS/RNS production, and mitochondrial dysfunction are linked
processes.
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Additionally, recent evidence shows that under certain
conditions mitochondria can modulate the immune response. The
mitochondrial protein MARCHS5 (an ubiquitin E3 ligase constitu-
tively expressed in the mitochondrion outer membrane) positively
regulates TLR7 and TLR4 signaling, resulting in NF«kB activation
and expression of the NFkB-responsive genes IL-6 and TNF-a
(Shietal., 2011). In addition, activation of TLR1, TLR2 and TLR4
results in augmented mitochondrial ROS production by inducing
translocation to mitochondria of TRAF6 (TLR signaling adaptor,
tumor necrosis factor receptor-associated factor 6), which leads to
the engagement and ubiquitination of ECSIT (evolutionarily con-
served signaling intermediate in Toll pathways), a protein required
for efficient assembly of mitochondrial complex I (West etal.,
2011). It remains to be demonstrated whether this mechanism
is operative in CNS cells.

Interestingly, mitochondrial ROS (mtROS) could arguably acti-
vate the inflammatory response. In vascular endothelium, mtROS
act as intermediate signaling molecules to trigger production of IL-
6 (Lee etal., 2010). In addition, patients with the autoinflamma-
tory disorder TRAPS (tumor necrosis factor receptor-associated
periodic syndrome), exhibit altered mitochondrial function with
enhanced mtROS generation and increased production of IL-6,
TNFa, and IL-1p; decreasing mtROS levels by the general antioxi-
dant N-acetylcysteine effectively reduces inflammatory cytokine
production after LPS stimulation (Bulua etal., 2011). These
results point to novel pathways that link inflammation to mtROS
production.

In summary, inflammation induces ROS production and mito-
chondrial dysfunction generating a self-feeding cycle that could
lead to neurodegeneration in diseases where inflammation and
oxidative damage are prevalent (Figure 1). In this cycle, [1] inflam-
mation induces ROS and RNS generation by activation of the
NOX and iNOS enzymes (Possel etal., 2000; Sareila etal., 2011;
Hewett and Hewett, 2012); [2] in turn, ROS/RNS induce the

Mitochondrial
dysfunction

£

@ 'on &
accumulation

FIGURE 1 | Inflammation causes ROS/RNS production, mitochondrial
dysfunction, and iron accumulation. Inflammation, oxidative damage,
and mitochondrial dysfunction are common features of neurodegenerative
diseases. A complex net of relationships connect these features, which
through feedback mechanisms contribute to the evolvement of neuronal
death (see text for details).

ROS/RNS )

oxidative damage

expression of inflammatory cytokines (Baeuerle and Henkel, 1994;
Sen and Packer, 1996). [3] Additionally, inflammation induces
mitochondrial dysfunction through activation of TLR signaling
(Xie etal., 2004; Djafarzadeh etal., 2011). [4] ROS in turn induce
mitochondrial dysfunction by destabilizing ISCs, which results
in the inactivation of several mitochondrial iron—sulfur enzymes
(Cassina and Radi, 1996; Brown and Borutaite, 2004). [5] Mito-
chondrial dysfunction leads to IRP1 activation and increased iron
uptake (Lee etal., 2009; Mena etal., 2011). [6] Iron increases
oxidative damage by transforming mild oxidative molecules like
superoxide and hydrogen peroxide into the hydroxyl radical (Graf
etal., 1984). (7] Electron transport chain inhibition increases
ROS production by electron leak (Drose and Brandt, 2012), and
arguably could modulate the innate immune response by TLR sig-
naling regulation (Shi etal., 2011) [8]. Finally, [9] inflammation
is likely to cause iron accumulation through induction of DMT1
expression and transient ferroportin decrease (Urrutia et al., 2013;
Wang etal., 2013).

MITOCHONDRIAL DYSFUNCTION, INFLAMMATION AND
IRON ACCUMULATION IN THE DEATH OF NEURONS IN PD
Mitochondria have a key role in iron metabolism in association
with the synthesis of ISCs and heme, prosthetic groups that
are vital for cell function. Iron complexes are particularly rel-
evant components of the electron transport chain: 12 proteins
contain ISCs and eight proteins contain heme in their active cen-
ters (Rouault and Tong, 2005). Other proteins that have I1SCs
are the Krebs cycle enzymes aconitase and succinate dehydro-
genase, ribonucleotide reductase, an enzyme that catalyzes the
formation of deoxyribonucleotides from ribonucleotides, and fer-
rochelatase, involved in the addition of Fe to porphyrin IX during
heme synthesis. We refer the reader to

Mitochondria have a redox-active iron pool (Petrat et al., 2001);
an increase in this pool directly associates with an increase in
oxidative damage and with calcium-dependent changes in the
mitochondrial permeability transition pore (Pelizzoni etal., 2011;
Kumfu etal., 2012; Zhang and Lemasters, 2013). Thus, cells
must regulate tightly their mitochondrial Fe levels because an
iron shortage affects numerous processes that have iron as a co-
factor, including the electron transport chain, whereas an excess of
redox-active iron promotes the generation of the noxious hydroxyl
radical. How mitochondria regulate their iron content and what,
if any, is the interplay between cytoplasmic and mitochondrial
iron are incipient but highly relevant subjects to understand the
mechanisms of mitochondrial dysfunction in neurodegenerative
diseases.

There is increasing evidence that mitochondrial dysfunction
plays an important role in the development of neurodegenerative
diseases such as AD, HD, FA, and PD (Enns, 2003; Mandemakers
etal., 2007; Sas etal., 2007; Gogvadze etal., 2009; Jellinger, 2009).
Imbalances in ROS and ATP levels derived from mitochondrial
dysfunction affect neurons particularly, given their dependence
on ATP to propagate electrical signals, maintain ionic gradi-
ents, and facilitate anterograde and retrograde transport along
axons (Su etal,, 2013). The involvement of mitochondrial dys-
function in the pathophysiology of PD was noted very early in
the study of the disease. Evidence of mitochondrial dysfunction
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in PD began in the eighties, when, after an intravenous injection
of illicit drugs, four college students developed marked Parkin-
sonism. Analysis of the substances injected revealed the presence
of MPTP, a compound metabolized by astrocytes into 1-methyl-
4-phenylpyridinium (MPP+), which is then released into the
extracellular space. MPP+- is taken up selectively by dopaminergic
(DA) neurons where it inhibits mitochondrial complex I (Heikkila
etal., 1984; Langston et al., 1984; Nicklas et al., 1985; Gautier et al.,
2013). Further evidence showed that complex I activity and the
number of complex I subunits are decreased in postmortem tis-
sue of idiopathic PD patients (Bindoff etal., 1989; Mizuno et al.,
1989; Schapira etal., 1989). These results strongly suggest that
mitochondrial dysfunction is a pathognomonic sign in the patho-
physiology of PD. Reduced complex-I activity and an increased
susceptibility to MPP+ were also observed in cybrids contain-
ing mitochondrial DNA from PD patients (Swerdlow etal., 1996,
20015 Gu etal., 1998a), suggesting the presence of mitochondrial

DNA-encoded defects in PD (Chaturvedi and Flint Beal, 2013).
Additionally, in the epidemiology field, the use in farming of the
highly lipophilic pesticide rotenone, a potent inhibitor of mito-
chondrial complex I, has been linked to a higher incidence of PD
in agricultural workers (Betarbet etal., 2000; Tanner etal., 2011;
Pezzoli and Cereda, 2013).

Mitochondrial complex I is a major source of ROS. Complex
I from mitochondria of PD patients contain 47% more protein
carbonyls localized to catalytic subunits and a 34% decrease in
complex I 8-kDa subunit. NADH-driven electron transfer rates
through complex I inversely correlate with complex I protein oxi-
dation status and with the reduction in the 8-kDa subunit protein
levels (Keeney et al., 2006).

Knowledge on the mechanisms that associate mitochondrial
dysfunction and iron dyshomeostasis in PD is incipient. Treatment
of SH-SY5Y dopaminergic neuroblastoma cells with mitochon-
drial complex I inhibitors such as rotenone or MPP+ results in

FIGURE 2 | A positive feedback loop in the death of neurons in PD.
Inhibition of mitochondrial complex | by endogenous or exogenous toxins or
mutations in PD genes Parkin, Pink 1, Alpha-synuclein, DJ-1 or LRRK2
generates a multifactorial positive feedback loop. In this loop, complex |
inhibition results in iron accumulation driven by decreased Fe-S cluster
synthesis, IRP1 activation, increased DMT1 and TfR1 expression and
decreased FPN1 expression, increased ROS levels and decreased

INFLAMMATORY l

CYTOKINES

NEURONAL
—W—>\ obeam

glutathione levels. Both increased oxidative stress and low GSH levels
further inhibit complex | activity. Another input to this cycle is contributed
by inflammatory cytokines that through self-feeding cycles induce
mitochondrial dysfunction, increased ROS/RNS production and iron
accumulation mediated by the transcriptional regulation of DMT1 and FPN1
(see text). The cumulative oxidative damage finally results in apoptotic death
(see text for details).
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ROS production and increased mitochondrial iron uptake (Lee
etal., 2009; Mena etal., 2011). Moreover, inhibition of com-
plex I by rotenone decreases the activity of three ISC-containing
enzymes: mitochondrial and cytoplasmic aconitases and xanthine
oxidase, and decreases the ISC content of glutamine phosphori-
bosyl pyrophosphate amidotransferase (Mena etal., 2011). The
reduction in cytoplasmic aconitase activity is associated with an
increase in iron regulatory IRP1 mRNA binding activity and
with an increase in the mitochondrial labile iron pool (Mena
etal.,, 2011). Since IRP1 activity post-transcriptionally regulates
the expression of iron import proteins, ISC synthesis inhibition
may result in a false iron deficiency signal with the ensuing iron
accumulation.

Considering the evidence discussed, we propose that inhibition
of mitochondrial complex I by endogenous and/or exogenous tox-
ins or by inflammatory processes resulting from trauma or other
causes, engage a vicious cycle of increased oxidative stress and
increased iron accumulation (Figure 2). In this scheme, inhibi-
tion of mitochondrial complex I by endogenous or exogenous
toxins, or because of mutations in PD genes Parkin, Pink 1, alpha-
synuclein, DJ-1 or LRRK2 (Langston and Ballard, 1983; Schapira
etal,, 1990; Hsu etal.,, 2000; Silvestri etal., 2005; Martin etal.,
2006; Junn etal., 2009; Angeles etal., 2011; Mena etal., 2011),
results in decreased electron transport chain activity [1] and the
ensuing ATP synthesis decrease and ROS increase [2]. Decreased
ATP levels impairs ISC synthesis that results in decreased activity
of ISC-containing proteins and increased mRNA binding activ-
ity of the iron homeostasis protein IRP1. IRP1 activation leads
to increased DMT1 and TfR1 expression (Lee etal., 2009; Mena
etal.,2011) [3] and the ensuing iron accumulation (Asenjo, 1968;
Dexter etal., 1987; Faucheux etal., 2003; Michaeli etal., 2007)
[4]. Increased ROS and increased redox-active iron promotes the
consumption of intracellular reductants such as GSH and ascor-
bate (Perry etal., 1982; Ehrhart and Zeevalk, 2003; Nuiiez etal.,
2004; Jomova etal., 2010) [5], resulting in a further decrease in
mitochondrial activity and ISC synthesis (Harley etal., 1993; Gu
etal., 1998b; Jha etal., 2000; Chinta etal., 2007; Danielson etal.,
2011). Another input to this cycle is contributed by inflammatory
cytokines liberated by activated microglia and astrocytes (Mogi
etal,, 1994) [6], which enhance mitochondrial dysfunction (Tat-
sumi etal., 2000; Xie et al., 2004; Hunter etal., 2007; Djafarzadeh
etal,, 2011) [7], increase ROS production (Grzybicki etal., 1996)
[8] and increase iron accumulation by modifying the expres-
sion of the iron transporters DMT1 and FPN1 (Urrutia etal.,
2013; Wang etal., 2013) [9]. As discussed in the text, increased
ROS back-feed the production of cytokines. Increased ROS lev-
els, in particular increased hydroxyl radical generation, produces
increased oxidative damage, which is counteracted by antioxidant
defenses [10]. In time, the positive feedback loop of mitochondrial
dysfunction, iron dyshomeostasis and inflammation results in
alpha-synuclein aggregation, proteasomal dysfunction, changes in
mitochondrial fission/fusion dynamics, opening of the mitochon-
drion PTP, increased cytoplasmic cytochrome ¢ and activation
of death pathways [11]. Debris and toxins from dying neurons
enhance the activation of glial cells, which contributes to the
inflammatory network (Zecca et al., 2008; Hirsch and Hunot, 2009;
Gao etal., 2011) [12].

In summary, because of the innate interconnectivity of mito-
chondrial complex I dysfunction, iron accumulation, oxidative
stress, and inflammation, probably the initiation of any one of
these factors will induce or enhance the others through the gener-
ation of a positive feedback loop that in time will end in apoptotic
neuronal death. Still unanswered is the question of why neurons of
the SNc are so particularly prone to carry-on this cycle. On exam-
ination of this cycle, several therapeutic targets come to mind.
Its intervention should result in prolonged life of the affected
neurons.
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