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RESUMEN

Introduccion: La hipoxia se presenta tanto en condiciones fisiolégicas como
patolégicas y tiene como resultado un aumento en la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ERO), debido a esto se da una respuesta adaptativa ante la
hipoxia orquestada por el factor inducible a hipoxia (HIF). La proteina mitocondrial
frataxina es crucial para la vida celular; no hay consenso sobre su funcién, pero
parece participar en la homeostasis del hierro mitocondrial, la biogénesis del grupo
Fe-Syla modulacion de la produccion de ERO. Se ha visto que la frataxina se regula
a la alza en condiciones de hipoxia en algunas células cancerigenas lo que implica
gue tiene un papel critico en la supervivencia y/o progresion tumoral. Sin embargo,
aun no queda claro si la relacion frataxina-hipoxia es un evento comun en lineas
celulares distintas.

Objetivo: Determinar la expresion de frataxina posterior a exponer a las lineas
celulares PC12 y DBTRG-05MG a CoCl,, agente mimético de hipoxia.

Metodologia: Las células PC12 y DBTRG-05MG se trataron con CoCl, 0-1 mM. Se
midié la viabilidad celular mediante la reduccién de MTT, la produccién de anion
superoxido a 0, 16 y 24 h usando MitoSOX™ Red, la produccién de otras ERO a 0,
0.5y 1 h usando CellROX™ green, asi como la expresion de frataxina a0, 8y 16 h
por inmunocitoquimica.

Resultados: El CoCl, , agente mimético de hipoxia disminuyd la viabilidad celular
tanto en células PC12 como en DBTRG-05MG. Se observé un aumento en la
produccion del anidén superoxido. Ambas lineas celulares mostraron una produccion
basal de ERO. La expresion de frataxina aumentdé en ambas lineas celulares
posterior a la exposicion del agente mimético.

Discusién y conclusion: La regulacién positiva de frataxina observada después
de la exposicion a la hipoxia es consistente con estudios previos. La expresion de
frataxina se reguld al alza en ambas lineas celulares evaluadas, lo que indica que
la frataxina tiene un papel importante tanto en lineas celulares cancerosas como no
cancerosas bajo condiciones de hipoxia
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1. INTRODUCCION

1.1 Oxigeno y la producciéon de ATP.

El oxigeno es una molécula esencial para la vida, es necesario para llevar a cabo
procesos catabodlicos que derivan en la produccién de ATP. Esta molécula es el
ultimo aceptor de transporte de electrones (CTE), de la cadena respiratoria. Las
coenzimas NADH y FADHz, resultantes del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (ATC)
son oxidadas de manera que los electrones pasan por los complejos | a IV de la
cadena de CTE. El paso de los electrones a través de los complejos permite el flujo
continuo de protones a través de la membrana mitocondrial interna lo que genera
un gradiente electroquimico. En el complejo 1V, los electrones reducen al oxigeno
produciendo de manera natural moléculas de agua. Sin embargo, una baja
proporcion de electrones escapa, principalmente de los complejos | y 1ll, y reduce
parcialmente al oxigeno produciendo especies reactivas de oxigeno (ERO). El
gradiente electroquimico impulsa la formacion de ATP a través de la fosforilacién
del ADP, proceso que se da por la actividad de una ATP sintasa (figura 1) (Martinez-
Reyes & Chandel 2020).

Espacio Intermembranal

HQ
H* H* H*
H* H* H*
H*

i y
&< (DG @
FADH FAD
NADHV NAD 2 _A 0, O, H.0 s

H

H#
H* ADP \ A ATP

H*
H* H*

Matriz Mitocondrial

Figura 1. Cadena de transporte de electrones. Las coenzimas NADH y FADH:> se oxidan cediendo
electrones a los complejos | y Il, respectivamente. De éstos, los electrones pasan al complejo Il y
luego al IV, generando el gradiente electroquimico que impulsa la formacién de ATP por medio de la
ATP sintasa. Modificado de Martinez-Reyes & Chandel (2020). Creado con BioRender.com
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1.2 Hipoxia

Las células requieren de un suministro constante de oxigeno para la produccion
continua de ATP. La diminucién en la concentracion de oxigeno se define como
hipoxia. Aunque la disponibilidad de oxigeno depende de varios factores y de los
requerimientos energéticos de cada tejido, es comun que en condiciones
fisiologicas o patologicas se presente una disminucién en su concentracion. La
hipoxia fisiol6gica suele presentarse de manera moderada, lo cual permite que se
presenten respuestas adaptativas como la angiogénesis y eritropoyesis fisioldgica
(Taylor & Colgan., 2017), por ejemplo, durante el desarrollo embrionario temprano,
especificamente durante la gastrulacién, se requiere llevar a cabo procesos de
vascularizaciéon y proliferacion celular, la vascularizacibn serd producida
principalmente por células privadas de oxigeno (Keith et al., 2011). En el &mbito
patoldgico la hipoxia puede contribuir al desarrollo y progresion de la enfermedad
(Taylor & Colgan., 2017), patologias como el cancer y la isquemia suelen estar
acompafiadas de disminuciones en la concentracion del oxigeno.

Debido a la importancia de la biodisponibilidad del oxigeno para la supervivencia de
las células, éstas han desarrollado mecanismos para la deteccion del oxigeno y
para responder adaptativamente en caso de que se presenten fluctuaciones en la
cantidad de oxigeno disponible (Wilson et al., 2020). La presion normal de oxigeno
varia en cada tejido (tabla I). A nivel celular, las respuestas a la adaptacion por
hipoxia inician a una presion de oxigeno que oscila entre los 7-10 mmHg (McKeon.,
2014).

Tabla I. Presion parcial de oxigeno en algunos Organos
del cuerpo humano

Organo PO2 (mmHg)
Cerebro 35 mmHg
Pulmén 40 mmHg
Higado 40 mmHg
Sangre Arterial 100 mmHg

PO, presion parcial de oxigeno; mmHg, milimetros de
mercurio. Modificado de Chen, Y., & Gaber, T. (2021).

La falta de oxigeno se puede dar durante un periodo corto (hipoxia aguda) o un
periodo prolongado (hipoxia crénica).

1.3 Factor inducible por hipoxia

La respuesta adaptativa ante la hipoxia se da a nivel sistémico, celular y molecular
con la finalidad de mantener la homeostasis de oxigeno (Michiels, 2004). La
respuesta a nivel molecular ante la hipoxia crénica esta dirigida principalmente por
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un factor de transcripcion, conocido como factor inducible por hipoxia (HIF): HIF-1,
HIF-2 (Tirpe et al., 2019).

HIF es un heterodimero compuesto por dos subunidades, HIF-a y HIF-B. La
expresion de la subunidad HIF- es constante, por el contrario, la subunidad HIF-a
estd regulada negativamente por la prolil hidroxilacion dependiente de las
concentraciones de Oz (Semenza, 2013). En condiciones normoxicas, la subunidad
HIF-a se hidroxila a dos residuos de prolina (Pro402 y Pro564) dentro del dominio
de degradacion dependiente de oxigeno, la hidroxilacién se llevard a cabo por la
actividad de las enzimas prolilhidroxilasas (PHD). Posterior a la hidroxilacién, los
residuos de prolina son reconocidos por la proteina Von Hippel-Lindau (VHL), esta
proteina es el componente de reconocimiento para la ligasa ubiquitina E3, una vez
gue ocurre el reconocimiento la proteina es llevada a una degradacion proteosomal.
En condiciones de hipoxia se inhibe la actividad de la PHD, lo cual impide que exista
un reconocimiento de HIF-a con la proteina VHL, por lo tanto, no se da la
degradacion proteosomal. En este caso, HIF-a se transloca al nucleo donde la
subunidad HIF-a se dimeriza con la subunidad HIF-B, donde ademas las
subunidades de unen al coactivador de la transcripcion p300/CBP. Una vez formado
este complejo, el HIF queda activo y esta listo para unirse al elemento sensible a la
hipoxia (HRE, por sus siglas en inglés) e iniciar con la activacién de maltiples genes
diana (figura 2) (Correira & Moreira, 2010).

Normoxia Hipoxia
=

r o

Degradacion Proteosomal Activacion de genes

Figura 2. Representacion esquematica del HIF en condiciones de Normoxia e Hipoxia. En
condiciones de normoxia HIF-a es llevada a degradacién proteosomal. Mientras que en condiciones
de Hipoxia el HIF queda activo para lograr transcribir y activar a una serie de genes diana. La
subunidad HIF-B permanece constante en el nucleo. Modificado de Correira & Moreira (2010).
Creado con BioRender.com
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Una vez que el HIF queda activo, tiene la capacidad de transcribir genes, por lo que
se conoce al HIF como un regulador central que actla en respuesta a hipoxia para
establecer cambios ante una disminucion cronica de oxigeno. La tabla Il presenta
algunos genes que se activan por la translocacioén de HIF-1a como HIF-2a.

Tabla Il. Algunos genes activados por el HIF

Genes Diana Funcién Isoforma que activa al gen
ADM1 Angiogénesis HIF-1a, HIF-2a
GLUT Transportador de glucosa HIF-1a, HIF-2a

EPO Eritropoyesis HIF-2a
TGFa Factor de crecimiento HIF-2a
SOD Enzima Antioxidante HIF-2a
HK1, HK2 Glucolisis HIF-1a

ADM1, adenosilmetionina descarboxilasa 1 ; GLUT,glucotransportadores; EPO, eritropoyetina;
TGFa, factor de crecimiento transformante alfa; SOD, superédxido dismutasa, HK hexocinasa
(Keith et al., 2011)

1.4 Cambios metabdlicos durante la hipoxia

Las respuestas adaptativas ante la hipoxia se dan a mdultiples niveles, dada la
importancia del oxigeno en el catabolismo, una de las adaptaciones mas
importantes ocurre a nivel metabdlico. En condiciones de normoxia, la glucosa, a
través de la glucdlisis, produce dos moléculas de piruvato para que en la mitocondria
se convierta a Acetil CoA por accion de la piruvato deshidrogenasa (PDH). El Acetil
CoA se utiliza en el ciclo de los ATC para finalmente lograr obtener a las coenzimas
reductoras NADH y FADHz2, las cuales son utilizadas en la cadena de trasporte de
electrones.

Durante la exposicion a la hipoxia, la activacion de HIF interfiere en los cambios
metabdlicos disminuyendo principalmente el flujo de carbono y activando
transportadores de glucosa como GLUT1. De acuerdo a Wheanton & Chandel
(2011) se presenta una disminucién en la conversion de piruvato a Acetil CoA, a
través de un aumento en los niveles de la enzima piruvato deshidrogenasa quinasa
1 (PDK1); con el aumento en los niveles de los PDK1 inhibe a la PDH, disminuyendo
la conversion de piruvato a Acetil CoA. Aunado a esto, se impulsa la conversion de
piruvato a lactato con accién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (figura 3).
La conversion de piruvato a lactato disminuye la actividad del ciclo de Krebs lo cual
impacta en el descenso de la produccién de NADH y FADH2 coenzimas que ceden
electrones a la cadena de transporte de electrones.

Dada la alta dependencia de la mitocondria al oxigeno para la respiracion celular,
este organelo se ve gravemente afectado ante la hipoxia. Por lo tanto, la hipoxia
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altera la actividad metabdlica de la mitocondria y se ha reportado que también
impacta en la fusion y fision mitocondrial (Fuhrmann & Briine, 2017).

Normoxia Hipoxia
Glucosa HIF\
\ \\\GLUT
Piruvato
lPDH Gluciosa
; LDH
Acetil Co A Piruvato—>"| actato
Oxaloacetat \ PDK1—PHD i
/ o~ i
citrato Acetil Co A

Succinato

a- cetaglutarato

Figura 3. El HIF induce cambios metabdlicos. Uno de ellos a través de la activacion de GLUT para
aumentar la glucdlisis. Asi mismo, se observan cambios en la actividad enzimatica donde se
promueve la conversion de piruvato a lactato por accién de la enzima LDH. Hay una disminucién en
la conversion de Piruvato a Acetil CoA por la inhibicion de la actividad de la PHD, por lo que se
presenta una disminucion en el metabolismo oxidativo. Modificado de Wheanton & Chandel 2011.
Creado con BioRender.com

1.5 Hipoxiay la produccién de ERO

Adicional a los cambios metabdlicos, la hipoxia tiene como consecuencia una
sobreproduccion de ERO. En condiciones de normoxia, las mitocondrias son una
fuente de ERO, las cuales estan implicadas en distintos procesos de sefializacion
celular, apoptosis o proliferacion (Fuhrmann & Brine, 2017). Sin embargo, la
mitocondria responde ante la hipoxia generando mayor cantidad de ERO (Hielscher
& Gerecht, 2015). Algunos autores plantean que el aumento en la producciéon de
ERO proviene del complejo Il mitocondrial durante la hipoxia aguda (Hernansanz-
Agustin et al., 2020). La liberacion de ERO al citosol se ha propuesto como un
mecanismo que puede estabilizar a la proteina HIF-a (Goyal et al., 2004; Guzy et
al., 2005; Bell et al., 2007). Se desconoce el mecanismo mediante el cual las ERO
pueden inactivar a las prolilhidroxilasas, sin embargo, se ha propuesto que estas
podrian oxidar al Fe?*, lo que derivaria en la inhibicién de la PHD (Gerald et al.,
2004). Los aumentos en la produccion de ERO representan una amenaza para las
proteinas, acidos nucleicos y lipidos, cuya oxidacion puede conducir al declive
celular.
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1.6 El CoCl, para generar un modelo de hipoxia

Para conocer los mecanismos que subyacen a la estabilizacion de HIF se han
propuesto diversos modelos experimentales. Uno de los modelos para el estudio de
la hipoxia es el uso de agentes miméticos, tal es el caso del cloruro de cobalto
(CoCly), que es un modelo ampliamente utilizado y se ha documentado que su uso
conduce a un aumento en la produccion de ERO (Tripathi et al., 2019).

Pese a que no hay un consenso acerca de como el CoCl, estabiliza a HIF, se sabe
gue este agente quimico puede bloguear la actividad de la PHD, inhibiendo la
degradacion proteosomal de HIF (Mufioz-Sanchez & Chanez-Céardenas 2019). El
cloruro de cobalto podria activar a HIF a través de varios mecanismos, sin embargo,
de acuerdo con Mufioz-Sanchez & Chéanez-Cardenas (2019), la hipétesis de
reemplazo ha sido la mas aceptada. Esta hipétesis propone que el mecanismo
responsable para la estabilizacion de HIF, es el reemplazo del Fe?* por el Co?* en
el sitio activo de PHD.

Se ha demostrado que las prolilhidroxilasas tienen un sitio de unién al hierro, que
puede ser remplazado por el cobalto, lo que resultaria en la inhibicion de la
degradacion del HIF. También se ha planteado que el cobalto inhibe la interaccién
de HIF con la proteina VHL (Lee et al., 2018).

1.7 Hierro y su relaciéon con la produccion de ERO

El hierro es un elemento esencial para diversas funciones celulares y sistémicas,
este metal es un componente de diversas metaloproteinas involucradas en el
transporte de oxigeno, respiraciéon mitocondrial, y sefalizacion celular. El hierro se
utiliza en reacciones de Oxido-reduccion y participa en el ensamblaje de grupos Fe-
S (Wang & Babitt., 2019).

La capacidad del hierro para participar en reacciones de 6xido-reduccién le permite
unirse a varios ligandos, sin embargo, estas propiedades quimicas también le
permiten participar en reacciones nocivas no deseadas como la generacion de ERO
mediante la reaccion de Fenton. La reaccion de Fenton es una reaccion quimica
donde el peroxido de hidrégeno reacciona con el hierro ferroso para producir un
radical hidroxilo (Torti et al., 2018).

Fe?* + H,0, - Fe3* + HO™ + HO"

En presencia de superdéxido, el hierro férrico puede reducirse nuevamente a hierro
ferroso, que es capaz de producir mas reacciones de Fenton, a este ciclo se le
conoce como reaccion de Heber-Weiss, este ciclo logra producir una mayor
cantidad de ERO. Debido a la capacidad del hierro para aumentar la producciéon de
ERO, es que se debe regular la concentracion sistémica y celular de este metal.
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1.8 Homeostasis del Hierro

La regulacién del hierro ocurre a nivel celular y sistémico mediante la actividad de
multiples proteinas. A nivel sistémico, la regulacion del hierro esta orquestada por
una hormona reguladora de las concentraciones plasmaticas de hierro. La hepcidina
es una hormona polipeptidica que regula la absorcién y distribucion del hierro en los
tejidos. La regulacion del hierro a nivel celular se da mediante la actividad de la
proteina reguladora de hierro 1 y 2 (IRP, por sus siglas en inglés) (Martelli et al.,
2015). Las IRP modulan a nivel transcripcional proteinas que participan en la
absorcion, transporte y almacenamiento de hierro, a través de las interacciones de
las IRP con los elementos sensibles a hierro (IRE, por sus siglas en inglés), que
estan dentro de la region no traducida (UTR). Las IRP por lo tanto, regulan negativa
0 positivamente la traduccion, dependiendo de si hay deficiencia o acumulacion del
hierro en la célula (Zhou & Tan, 2017). Algunas de las proteinas reguladas por las
IRP se mencionan en la tabla Ill.

Tabla Ill: Proteinas reguladas por la IRP

Proteina Funcién
Ferritina Almacenamiento de hierro
Transferrina (TfR) Transporte de hierro
Transportador de dimetales 1 Absorcion de hierro
(DMT1)
Ferroportina Transporte de hierro
Frataxina Sintesis de grupos Fe-S

(Zhou & Tan, 2017; Martelli et al 2015).

1.9 Frataxina

La frataxina es una proteina que ha sido recientemente caracterizada. Por primera
vez, Campuzano y colaboradores (1996) clonaron y secuenciaron el gen FXN que
codifica para la proteina. Localizado en el cromosoma 9, el gen que codifica para
esta proteina estd compuesto por siete exones (figura 4), el transcrito principal
proveniente del exon 5A codifica para una proteina de 210 aminoacidos que tiene
localizacion mitocondrial. La frataxina es codificada en el nudcleo, tiene una
secuencia con direccion mitocondrial N-terminal (Abruzzo et al., 2013). Cuando la
proteina se transloca desde el citosol hasta las mitocondrias sufre dos escisiones
para que se dé lugar a la frataxina madura activa. La primera escision da como
resultado una forma intermedia de la proteina que consta de 169 aminoécidos, la
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segunda escisién produce la forma madura de la frataxina, proteina que consta de
130 aminoéacidos (Weng et al., 2019; Guo et al., 2018).

Cromosoma 9

Exén | 4 2 3 4 5a 5b 6

intron

1 |

Figura 4: Esquema que ejemplifica la estructura del gen que codifica a frataxina. Creado con
BioRender.com

Se han reportado transcritos adicionales que dan lugar a cuatro isoformas de la
frataxina (tabla IV) (Abruzzo et al., 2013). Una isoforma de la frataxina (FXN-E) fue
descubierta en eritrocitos, hecho que Illama la atencion debido a que éstos carecen
de mitocondrias, la proteina carece de direccion N-terminal, por lo que permanece
en el citosol (Guo et al., 2018). Se ha sugerido que la frataxina extramitocondrial
tiene un papel importante en proteinas dependientes de grupos Fe-S involucradas
en la reparacion del ADN (Lill, R. et al., 2015), la isoforma E podria estar implicada
en le ensamblaje de grupos Fe-S, de manera similar a como lo hace la proteina
mitocondrial (Guo et al.,2018). La frataxina se expresa mayoritariamente en tejidos
gue requieren de una alta demanda energética tales como: cerebro, corazon,
higado, pancreas y médula espinal (Agré & Diaz, 2020).

Tabla |IV: Isoformas de la frataxina

Isoforma Transcrito (Exones) Longitud Localizacion
FXN-1 1A, 2-4y 5A 210 aa mitocondrial
FXN-2 1A 2-4y5B 171 aa mitocondrial
FXN-3 5A (empalme 196 aa mitocondrial

alternativo)
FXN-E 1B,2-4 y 5A 135 aa citosdlica

FXN, frataxina; aa, aminoacidos
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Aunque continua en debate la funcién de la frataxina, se han hecho varias
propuestas acerca de los posibles papeles de esta proteina, algunos de estas se
mencionan en la tabla V. La razon por la cual no se ha esclarecido la funcion de la
proteina es porque hay informacién contradictoria, por ejemplo, se ha propuesto que
la sobreexpresion de frataxina tiene funciones antioxidantes (Runko et al., 2008;
Schultz et al., 2018), sin embargo, también un estudio muestra que la
sobreexpresion de la frataxina puede causar dafio mitocondrial al tener cambios
sobre la actividad enzimatica de los complejos 1y Il (Belbellaa et al., 2020). Por otra
parte, se ha visto que la hipoxia rescata la deficiencia de frataxina. De acuerdo con
Ast y colaboradores (2019), las lineas celulares, larvas de nematodo y levaduras en
condiciones de hipoxia y que no expresan frataxina, contintan proliferando. Lo cual
podria parecer contradictorio con las funciones descritas previamente debido a que
la hipoxia promueve la produccion de ERO por lo que se esperaria que la ausencia
de la frataxina exacerbara el efecto de la sobreproduccién de ERO y la proliferacion
fuera menor. Finalmente, aunque se ha propuesto que la frataxina participa en la
biogénesis de los grupos Fe-S, hay estudios que parecen indicar que la frataxina no
es esencial para la biogénesis de los grupos Fe-S (Fox et al., 2015; Ast et al., 2019).
Lo que si es claro al respecto de la frataxina es que la ausencia de esta proteina es
letal (Cosee et al., 2000; Lu et al., 2009; Poburski et al., 2016). Aunado a esto, la
deficiencia de la frataxina es causa de una enfermedad autosdémica recesiva
conocida como ataxia de Friedreich (FDRA). La disminucion de la proteina funcional
se da por repeticiones de trinucledtidos guanina-adenina-adenina (GAA), en el
primer intron del gen que codifica para la frataxina (Clark et al., 2018; Campuzano
etal., 1996). Ladisminucién de la frataxina en pacientes con ataxia esta relacionada
con la disfuncién mitocondrial, la acumulacion de hierro y la acumulacion de ERO
(Clark et al., 2018). Dada la importancia de la proteina para la supervivencia celular
y que los hallazgos acerca de su funcién aun son contradictorios, es necesario
generar mas estudios en pro de los posibles papeles de esta proteina en la célula.

Tabla V: Posibles funciones de la frataxina
Funcion Referencias
Formacion de los grupos Fe-S Kondapalli et al., (2008);
Yoon & Cowan (2003); Tsai
& Barondeau (2010).

Chaperona de hierro Adamec et al., (2000);
Cavadini et al.,(2002)
Participacion en mecanismos Shoichet et al., (2002);
antioxidantes Calabrese et al., (2005);
Gakh et al., (2006);
Regulador de la ferroptosis Du et al., (2020)
Almacenamiento de hierro Bencze et al., (2006)

La frataxina ha sido mayoritariamente estudiada en el contexto de la ataxia y dado
gue la disminucién en su expresion de esta proteina termina influyendo en el
metabolismo mitocondrial y la homeostasis del hierro, podemos pensar que la
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frataxina también podria tener un papel en otras condiciones patoldgicas ligadas a
fallas en el metabolismo mitocondrial o en la homeostasis del hierro. Por otra parte,
también se ha documentado que la frataxina es un regulador clave en el proceso de
ferroptosis, el cual esta implicado en la carcinogénesis, enfermedades
degenerativas e isquemia/reperfusion (Du et al., 2020). La frataxina, por lo tanto, es
una proteina que se debe estudiar mas alla del contexto de la ataxia.

1.10 Frataxina e Hipoxia

Se han realizado algunos estudios con la finalidad de saber si hay relacién entre la
frataxina y la hipoxia. Se evalud la expresion de frataxina en lineas celulares
tumorales las cuales fueron expuestas a hipoxia. Se observo que la expresion de
frataxina aumenta en respuesta al estrés hipoxico. Al silenciar la expresion e HIF-
1a, la expresién de frataxina disminuyd, con lo que los autores concluyen que la
induccién de frataxina en respuesta a la hipoxia esta regulada por HIF-1a (Guccini
et al., 2011).

Nanayakkara y colaboradores (2015) estudiaron la expresion de frataxina en un
modelo de isquemia-reperfusién en cardiomiocitos. Al atenuar la expresion de HIF-
1a, la expresion de frataxina disminuyd, posteriormente los autores evaluaron la
regulacion transcripcional de frataxina por HIF-1a, encontrando que la presencia de
HIF-1a activa al promotor de la frataxina, encontrando también el HRE en el
promotor de frataxina. Finalmente, los autores evaluaron el posible papel
cardioprotector de la frataxina, midieron la carga de hierro mitocondrial la cual
aumentd en células con una baja expresion de frataxina. Sobreexpresaron la
frataxina y observaron una disminucion en la produccion de ERO. Un estudio
realizado en células retinales ganglionares expuestas a una lesion de isquemia
reperfusion muestra que la sobrexpresion de la frataxina aumenta la supervivencia
celular y la expresion de enzimas antioxidantes como superéxido dismutasa (SOD)
y catalasa (CAT). Los autores correlacionan la mayor supervivencia posterior a la
isquemia-reperfusion con la sobreexpresion de la frataxina y el aumento en la
expresion genética de enzimas antioxidantes (Schultz et al., 2016).

Pese a que se ha observado que la expresion de frataxina se eleva en condiciones
de hipoxia, también se ha evidenciado que la disminucién de oxigeno puede
rescatar la pérdida de frataxina. Ast y colaboradores (2019) trabajaron con lineas
celulares k562 y HEK243, asi como en larvas de nematodo. Encontraron que las
células que carecian de frataxina pero crecian en condiciones de hipoxia
presentaban una mayor proliferacion. Por otra parte, las larvas de nematodo que
carecian de la expresion de frataxina pero crecian en condiciones de hipoxia
lograban completar su ciclo de vida. Aunque lo anterior resulta interesante, la
explicacion que brindan los autores parte de la premisa de que la hipoxia aumenta
la biodisponibilidad de hierro, al haber mayor cantidad de hierro disponible no se
compromete la produccion de los grupos Fe-S.
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1.11 Lineas celulares

La linea celular DBTRG-05MG deriva de un tumor de una paciente diagnosticada
con un glioblastoma multiforme (Kruze et al., 1992). Las células DBTRG-05MG al
ser cancerosas, captan glucosa produciendo lactato, aun cuando el suministro de
oxigeno es adecuado, esto se logra gracias al efecto Warburg (Liberti & Locasale,
2016). Ademas, este tipo de células tienen una mayor produccion de ERO que
permiten la activacion de vias de sefalizacién y factores de transcripcién que
promueven la tumorigénesis, asi mismo, presentan una mayor cantidad de enzimas
antioxidantes para evitar que las ERO dafien las células (DeBerardinis & Chandel.,
2016). ElI microambiente tumoral es esencial para la progresiéon del cancer y la
guimioresistencia (Jing et al., 2019). El cancer se suele presentar en el
microambiente hipdxico, el cual es necesario para promover la angiogénesis
necesaria para el crecimiento tumoral e invasion (Cheng et al.,, 2017). El
glioblastoma es uno de los tipos de cancer que hace uso del microambiente tumoral
para la resistencia terapéutica (Da Ros et al., 2018), es por eso que el uso de esta
linea celular es un buen modelo para el estudio de la hipoxia inducida de forma
guimica.

Por su parte, la linea celular PC12 deriva de un feocromocitoma de rata, el cual es
un tumor benigno, esta linea celular es ampliamente utilizada para estudios de
hipoxia debido a que las células responden de manera similar a las células de los
cuerpos carotideos, las cuales son las primeras en detectar la disminucion de
oxigeno (Conrad et al., 2001; Wiatrak et al., 2020).

1.12 El estado de proliferacion celular y la hipoxia

Uno de los componentes primordiales de los medios de cultivo son los sueros, los
cuales son esenciales para el metabolismo, crecimiento y para estimular la
proliferacion dado el efecto mitogénico que tienen (Brunner et al., 2010).

Disminuir las concentraciones de suero en los medios de cultivo influye
directamente en el estado de proliferacion celular, las células que se ven privadas
de nutrientes disminuyen la proliferacion (Pawar et al., 2021).

Dado que durante la hipoxia hay un reacomodo metabdlico, resulta interesante ver
si los efectos de la hipoxia sobre células quiescentes y proliferantes son similares o
si la hipoxia influye de manera distinta en células en diferentes etapas del ciclo
celular. De inicio, Semenza (2011) plantea que la mayoria de las células en
condiciones de hipoxia inhiben la proliferacion celular debido a que un aumento en
el nimero de células incrementaria la demanda de oxigeno.
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2. JUSTIFICACION

La funcion de la frataxina continla en debate, pero se ha propuesto que es una
proteina que participa en modular el estrés oxidativo. Estudios previos reportan que
la hipoxia regula al alza la expresion de la frataxina y se especula que esta
regulacion en células cancerigenas sea indispensable para la supervivencia y
progresion tumoral, sin embargo, aun no queda clara la funcidon de la frataxina en
condiciones de hipoxia, y tampoco es claro si el aumento de frataxina en la hipoxia
es un evento comun en distintas lineas celulares. El presente trabajo pretende
contribuir a la comprension de la relacion entre la hipoxia y la frataxina al utilizar
CoCl, como agente mimético de hipoxia en dos lineas celulares: PC12 y DBTRG-
05MG.

3. HIPOTESIS

Se espera que la exposicion al gente mimético aumente la expresion de frataxina.
Dado que la linea celular DBTRG-05MG deriva de un glioblastoma humano, es
probable que la exposicidon a la hipoxia aumente la expresion de frataxina en mayor
proporcion en comparacion con la linea celular PC12.

4. OBJETIVOS

4.1 General

e Evaluar la expresion de frataxina bajo condiciones de hipoxia en las lineas
celulares DBTRG-05MG y PC12

4.2 Particulares

e Evaluar la viabilidad celular en células PC12 y DBTRG-05MG tratadas con
CoCl, 0 mM, 0.5 mM, 0.75 mM y 1.0 mM y a diferentes concentraciones de
suero

e Monitorear la produccién de ERO después del tratamiento con CoCl,

e Evaluar cudl de las lineas celulares presenta una mayor expresion de
frataxina después del tratamiento con CoCl,
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5. METODOLOGIA

5.1 Materiales y Reactivos

La poli-L-lisina, las placas de cultivo, el CoCl, y el Hoechst 33258 se adquirieron de
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA) El medio DMEM, RPMI-1640, Suero Fetal
Bovino (SFB), Antibiotic-antimycotic (100X) y triple express se adquirieron de
GIBCO (Waltham, MA, EUA). El Suero de Caballo (SC) se adquirié de Invitrogen
(Waltham, MA, EUA). El anticuerpo primario de Frataxina se adquirié de abcam #
CAT 113691 (Inglaterra, Reino Unido). Las sondas MitoSOX™ y CelROX™ Green
se adquirieron de ThermoFisher (Waltham, MA, EUA)

El lector de placas multimodal Synergy y Cytation 5 de Biotek Instruments
(Winooski, Vermont, Estados Unidos)

5.2 Disefio experimental

Se trabaj6 con las lineas celulares PC12 y DBTRG-05MG, las cuales se trabajaron
a una confluencia del 80% y se trataron con CoCl, durante 24 h en las
concentraciones 0.5 mM, 0.75 mM y 1.0 mM, se mostré previamente que a
estasconcentraciones se logra estabilizar a HIF-a (Orozco-lbarra et al., 2016)
Posteriormente, se evaluo la viabilidad celular con la técnica de MTT, asi como la
produccion de ERO. Finalmente, se midio la expresion de la frataxina con la técnica
de inmunofluorescencia (Figura 5).

Ensayo de
Suero Fetal / viabildad (MTT)
Bovino/Suero — CoCl;, Cuantificacion de |
< de Caballo 14% 0.5mM,0.75mM,1.0mM —» Pr‘fd"u'c,':‘i:gﬁ'jg Esoay
'ﬁ)__’/ . Suero Fetal A anién superdxido
PC12 Bovino/Suero ~ Expresién de frataxina
de Caballo 1% inmunofluorescencia
Ensayo de
/ viabildad (MTT)
Suero Fetal
Bovino 10% ™\ CoCl, Cuantificacién de la

0.5mM, 0.75mM, 1.0mM — produccién de ERO y

‘@“// / anién superdxido

DBTRG-05MG s §”°F° Fﬂ/al "4 Expresién de frataxina
ovino 1% inmunofluorescencia

Figura 5: Disefio experimental del proyecto. Creado con BioRender.com
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5.3 Cultivo Celular

Las células PC12 se sembraron en cajas petri de 100 mm? previamente tratadas
con poli-L-lisina. Se trabajé con dos condiciones de concentracion de suero por lo
gue el medio DMEM fue suplementado con SFB 7% mas SC al 7% (células
proliferantes) y DMEM con SFB y SC al 1% (células quiescentes) mas antibiotic-
antimycotic al 1%. Las células se incubaron a 37° en una atmdésfera de 5% C02/95%
aire. Las células DBTRG-05MG se sembraron en cajas petri de 100 mm?, el medio
RPMI-1640 complementado con 5.95 g/l de HEPES, 0.11 g/l de piruvato de sodio,
2.5 g/l de 14 glucosa, 1.5 g/l de bicarbonato de sodio, 30 mg/l de L-Prolina, 35 mg/I
de L-Cistina, 15 mg/l de Hipoxantina, 1 mg/l de ATP, 10 mg/l de Adenina, 1 mg/l de
Timidina. Fue suplementado con SFB al 10% (células proliferantes) y SFB 1%
(células quiescentes) mas anti-anti al 1%. Se incubaron a 37° en una atmdsfera de
5% CO2/95% aire.

5.4 Viabilidad celular

Se estim6 mediante la técnica de MTT, la cual consiste en la reduccion de sales de
tetrazolio. Esta técnica es un indicador de la actividad metabdlica que nos permite
hacer una estimacion indirecta de la viabilidad celular. Las células fueron sembradas
en placas de 24 pozos. Las placas para las células PC12 fueron tratadas
previamente con poli-L-lisina y se sembraron 5x10% células/cm?. Las células
DBTRG-05MG se sembraron en placas de 24 pozos a una densidad de 4x10%
células/cm?. El tratamiento con CoCl, se adiciond 48 h después de haber sembrado
las células. Pasadas las 24 h de tratamiento con CoCl, se retird 200 uyl de medio y
se adicioné 160 uyl de MTT (0.5mg/ml). Las placas se incubaron durante hora y
media. El formazan se solubiliz6 con isopropanol acido. Se midi6 la absorbancia
(570nm) con un lector de placas multimodal (Synergy).

5.5 Produccién de especies reactivas de oxigeno

Se midieron utilizando las sondas MitoSOX™Red y CellROX™ green. El
MitoSOX™Red sirve como indicador de la formacion de superoxido mitocondrial,
mientras que CellROX™ green sirve para la deteccion general de ERO. La sonda
MitoSOX™ se disolvi6 con DMSO para generar un stock de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, y se diluyd en medio Ringer Krebs hasta lograr una
solucion de trabajo de 5 mM. Las células fueron sembradas en placas de 12 pozos
a una densidad de 3.5x10* para las células PC12 y de 3x10* para las células
DBTRG-05MG. Se retir6 el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con solucion
salina, después se adicioné la sonda. Finalmente se agreg6 el CoCl,, y se inicio la
captura de imagenes con ayuda del lector de placas multimodal Cytation 5 (Biotek
Instruments) 510/570 nm, la cual se realizé alas 0, 16 h y 24 h, debido a los tiempos
en los cuales la sonda da sefial y se satura. Después del tratamiento. La sonda
CellROX™ se trabajo con una concentracién 2.5 mM y se diluyé en medio Ringer
Krebs, se realizaron dos lavados con solucion salina y posteriormente se agrego la
sonda, posterior a ello se adiciono6 el CoCl, 0.5 mMy 1.0 mM. Finalmente se tomd
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captura de imagenes con Cytation 5 (Biotek Instruments) 485/520nm, la captura se
realizé a 0, 0.5 y 1h después de la exposicion al agente mimético. Para ambas
sondas, se cuantificé la intensidad media de la fluorescencia y se dividié entre el
nuamero de células en el campo.

5.6 Inmunofluorescencia

Las células se sembraron en placas de 12 pozos. Pasadas las 24h de tratamiento
con CoCl,. Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% por 15 min a 4°C.
Posteriormente se realizé la permeabilizacion con tritdn al 0.01% y se dejo actuar
durante 10 min. El bloqueo se realiz6 con albumina sérica bovina al 2% en PBS por
una hora. Se agreg6 el anticuerpo primario anti-frataxina, el cual se prepar6 a una
dilucion 1:250 y se incub6 durante 24 h a 4°C, se retirg el anticuerpo y se realizaron
tres lavados con PBS. Se adicioné el anticuerpo secundario Alexa fluor 488 anti-
raton a una diluciéon 1:250 y se dejé incubar en camara humeda a temperatura
ambiente durante una hora. Se adicion6 Hoechst 33258 (1 ng/ml), dilucion 1:100 y
se realizaron tres lavados con PBS. Se realiz6 el montaje con Vectashield.
Finalmente, las muestras se observaron en un lector de placas multimodal con
captura de imagen Cytation 5 (Biotek Instruments), las longitudes de excitacion y
emision de Alexa fluor 488 495/519nm y para Hoechst 352/455nm. Se cuantifico la
intensidad media de la fluorescencia y se dividio entre el nimero de células en el
campo.

5.7 Analisis Estadistico

Los datos se expresaron como media + error estandar. Para el analisis estadistico
se hizo uso del programa Graph Prism 5.0. Los datos fueron analizados mediante
analisis de varianza seguida de la prueba post-hoc de Bonferroni *p<0.05, **p< 0.01
y ***p< 0.001.
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6. RESULTADOS

6.1 Prueba de viabilidad celular
Para determinar los efectos del CoCl, sobre la viabilidad celular, se llevo a cabo la
prueba colorimétrica de MTT. En la linea celular PC12 se observé la disminucién de
la viabilidad dependiente del aumento de la concentraciéon del CoCl,, la cual es
significativa para las concentraciones de 0.5 mM, 0.75 mM y 1.0 mM (figura 6), lo
anterior concuerda con las imagenes obtenidas en contraste de fases, donde se
observan cambios en el tamafio de las células, es decir, se ven mas pequefas y
adquieren una forma esférica, asi mismo, hay cambios en la densidad celular
posterior a la exposicion del agente mimético (Figura 7 y 8).
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Figura 6: Efectos del CoCl, a diferentes concentraciones (0.5 mM - 1.0 mM) sobre la
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viabilidad celular. A) Células PC12 en diferentes concentraciones de suero B) Células
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DBTRG-05MG en diferentes concentraciones de suero. Media + ESM n=6. ANOVA de dos
vias seguida de prueba de Bonferroni *p < 0.05, *** p< 0.001

COCIZ
omM 0.5 mM 0.75 mM

Figura 7: El CoCl, tiene efectos sobre la morfologia de las células PC12, las cuales se
hacen mas pequefias y adquieren una forma esférica. A-D células PC12 con SFB/SC 14%.
E-H células PC12 con SFB/SC. Contraste de fases, barra de escala 200 um.

CoCl,

0mM 0.5 mM 0.75 mM 1.0 mM

Figura 8: El CoCl, tiene efectos sobre la morfologia de las células DBTRG-05MG, las
cuales se hacen mas pequefas, pierden densidad celular y adquieren una forma esférica.
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A-D células DBTRG-05MG con SFB 10%. E-H células DBTRG-05MG con SFB 1%.
Contraste de fases, barra de escala 200 pm.

El andlisis estadistico indica que no hay diferencias significativas en la viabilidad
celular al trabajar con células proliferantes o quiescentes. Debido a esto, los
siguientes experimentos se trabajaron Unicamente con SFB/SC al 1% y SFB 1% y
con las concentraciones de 0 mM, 0.5 mM y 1.0 mM. Asi mismo, se evaluod si
existian diferencias significativas en la viabilidad entre ambas lineas celulares. Los
resultados de la ANOVA de dos vias indican que no hay diferencias significativas al

comparar células PC12 y DBTRG-05MG en distintas concentraciones de suero
(figura 9).
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Figura 9: Comparacién de los efectos del CoCl, en las lineas celulares PC12 y DBTRG-05MG (0.5
mM-1.0 mM) sobre la viabilidad celular. A) Células PC12 SFB/SC 14% y Células DBTRG-05MG SFB
10% B) Células PC12 SFB/SC 1% vs células DBTRG-05mg SFB 1%. Media £ ESM n=6. ANOVA de
dos vias seguida de prueba de Bonferroni
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6.2 Produccidn del anién superdéxido.

Para evaluar la produccion ERO, en primer lugar, medimos la produccion de anion
superoxido en las lineas celulares PC12 y DBTRG-05MG. Los tiempos a los que se
realizé el registro fueron 0 h, 16 hy 24 h. En las figuras 10-A y 11-A observamos las
imagenes representativas obtenidas con microscopia de fluorescencia de la
produccion del anion superoxido en células PCl12 y DBTRG-05MG
respectivamente. Asi mismo, se muestran los resultados de manera gréafica (10-B y

11-B). La produccion del anion superéxido mostré un incremento significativo en
ambas lineas celulares.

A

Tiempo

24h

Intensidad media de FL

0 8 16 24
Tiempo (h)

Figura 10: Generacion del anidn superdxido en células PC12 ante diferentes concentraciones y

diferentes tiempos de exposicion a CoCl, . A) Imagenes que indican aumento en la generacion del
aniéon superéxido mitocondrial, el cual es visible por el aumento de la fluorescencia de la sonda
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MitoSOX™Red. Barra de escala 200 um. B) Cuantificacién de la generacion del anién superdxido
Media + ESM n=3. ANOVA de dos vias seguida de prueba de Bonferroni *p<0.05, **p<0.01
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Figura 11: Generacion del anion superéxido en células DBTRG-05MG. A) Imagenes que indican
aumento en la generacion del anion superoxido el cual es visible por el aumento de la fluorescencia
de la sonda MitoSOX™Red. Barra de escala 200 um. B) Cuantificacion de la generacion del anion
superoxido Media £ ESM n=3. Anova de dos vias seguida de prueba de Bonferroni ***p<0.001

Debido a que observamos que la produccion de anién superéxido se daba después
de las 16 h a la exposiciébn del agente mimético, decidimos utilizar la sonda
CellROX™ green para observar si habia produccion de otras ERO previo a la
formacion del anién superéxido.
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6.3 Produccién de ERO

La produccion de ERO se midi6 con la sonda CellROX™ green a los tiempos 0 h,
0.5 h y 1 h posterior a la exposicion del CoCl,. Podemos observar las imagenes
obtenidas con microscopia de fluorescencia para las lineas celulares PC12 y
DBTRG-05MG (Figura 12-A y 13-A), también se muestran los resultados de forma
grafica (Figura 12-B y 13-B). La produccién de ERO en ambas lineas celulares no
fue significativa, sin embargo, es importante recalcar que ambas lineas celulares
muestran una produccién basal de ERO.

CoCl,
A 0.5 mM | | m|

2

£ osh

-

10h
- 25"
B w - O0mM
.g 204 -2 05mM
© - 10mM
T 154
£
B 101
o
g B ._——.é
€
= 0
I L] 1
0.0 0.5 1.0
Tiempo (h)

Figura 12: Generacion de ERO en células PC12. A) Imagenes la generacion de ERO el cual es
visible por el aumento de la fluorescencia, el aumento no fue significativo. Barra de escala 200 pm.
B) Cuantificacion de la generacion de ERO Media £+ ESM n=3. ANOVA dos vias seguida de prueba
de Bonferroni.
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Figura 13: Generacion de ERO en células DBTRG-05MG. A) Imagenes que indican aumento en la
generacion de ERO el cual es visible por el aumento de la fluorescencia, el aumento no fue
significativo, barra de escala 200 um B) Cuantificacién de la generacion de ERO Media £ ESM n=3.
ANOVA dos vias seguida de prueba de Bonferroni.

6.4 Expresion de la frataxina

La exposicion a la hipoxia quimica aumentd la expresiéon de la frataxina. Se
muestran las imagenes representativas de fluorescencia de la proteina frataxina y
con Hoechst para tefir nucleos en células PC12 y DBTRG-05MG tratadas con
CoCl,. En la figura 14-A podemos observar células PC12 con CoCl, 0.5y 1.0 mM a
8 y 24 h, se puede observar que hay un aumento de la fluorescencia que nos
indicaria una mayor expresion de la proteina, el aumento en la expresion de la
frataxina fue significativo Unicamente para la concentracién de 0.5 mM a 24 h. El
cambio de la intensidad media de la fluorescencia se cuantificé y los resultados se
observan de manera grafica en la figura 14-B. Para las células DBTRG-05MG el
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aumento significativo de frataxina ocurrio a las 8 h a 1 mM y se observa una
disminucién en la expresion de la proteina a las 24 h.
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Figura 14: Expresion de la frataxina en células PC12 posterior a la exposicion del agente mimético.
A) Imagenes que muestran el aumento de la fluorescencia. La Frataxina se visualiza en color verde,
Hoechst en color azul. Barra de escala 100 um. B) Cuantificacion de la expresion de frataxina. Media
+ ESM n=3. ANOVA de dos vias seguida de prueba de Bonferroni *p<0.05
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Figura 15: Expresion de la frataxina en células DBTRG-05MG posterior a la exposicion del agente
mimético. A) Imagenes que muestran el aumento de la fluorescencia. Frataxina se visualiza en color
verde, Hoechst color azul .Barra de escala 100 um. B) Cuantificacién de la expresion de frataxina.
Media £ ESM n=3. ANOVA de dos vias seguida de prueba de Bonferroni ***p<0.001
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7. DISCUSION

En este estudio evaluamos la expresion de la frataxina en dos lineas celulares
distintas después de ser expuestas a hipoxia quimica. Las lineas celulares
expuestas a CoCl, presentaron disminucién en la viabilidad celular asi como
cambios en la morfologia. Estudios previos reportan que posterior a la exposicion al
CoCl, las células experimentan apoptosis (He et al., 2018; Lee et al., 2013). Se ha
reportado que el CoCl, induce apoptosis y autofagia en la linea celular DBTRG-
05MG (Cheng et al., 2017), para el caso de las células PC12 algunos estudios
indican que la muerte celular posterior al uso del agente mimético, también, se da
mediante apoptosis (Orozco-lbarra et al., 2016; Jung et al., 2004). Lo anterior
concuerda con lo observado en el presente estudio puesto que en ambas lineas
celulares disminuyo la viabilidad celular posterior a la exposicion al agente mimético,
aungue no evaluamos un marcador de apoptosis, si observamos cambios en la
morfologia celular que son caracteristicos de este proceso, como son la
fragmentacion nuclear y la reduccion del volumen celular (Atale et al., 2014). Era
importante evaluar si el efecto del agente mimético sobre la viabilidad celular era
mayor o menor dependiendo el estado de proliferacion celular, es por ello que se
trabajo con células que se encontraban en estado quiescente, es decir, aquellas
gue crecieron con una concentracion reducida de suero. Sin embargo, al comparar
la viabilidad celular en estado proliferativo o quiescente no se mostraron diferencias
significativas, lo anterior se podria explicar porque se ha visto que la hipoxia a través
del arresto del ciclo celular y de la disminucion de la actividad metabdlica influye en
la capacidad proliferativa de las células, por lo que el uso de medios con menores
concentraciones de suero no influye de manera indistinta en el estado de
proliferacion de las células, y por lo tanto el efecto sobre la viabilidad celular es
similar. De igual manera inhibe la proliferacion celular, tanto en células cancerosas
como en células no cancerosas (Biswas et al., 2010; Gordan et al., 2008).

Es paraddjico pensar que en condiciones de hipoxia se generen especies reactivas
de oxigeno, sin embargo, previamente se ha reportado que el CoCl, induce un
aumento en la produccion de ERO (Lan et al., 2012; Orozco-lbarra et al., 2016). El
aumento de las ERO puede estar implicado en la propia respuesta adaptativa ante
la hipoxia debido a que el aumento de ERO aumenta la estabilizacion de HIF
(Chandel et al., 2000; Guzy et al., 2005). En el presente trabajo, no observamos un
aumento significativo en la produccion de ERO, lo que observamos es que ambas
lineas celulares evaluadas exhiben una produccién basal de ERO. Lo anterior es
importante ya que se ha reportado que células cancerosas, como es el caso de la
linea DBTRG-05MG, suelen tener una sobreproduccion de ERO para promover la
proliferacion, migracion y supervivencia celular (Reczek & Chandel., 2018), por lo
gue no es sorpresivo observar la produccion basal de ERO. Para el caso de la linea
celular PC12 no se ha reportado hasta el momento que en condiciones basales
presente una gran cantidad de ERO.
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El anion superoxido se forma mayoritariamente en el complejo lll de la mitocondria
(Turrens., 2003), tanto el complejo Il como el complejo | son necesarios para la
produccion de ERO y la adaptacion a la hipoxia (Hernansanz-Agustin et al., 2020).
Observamos que el anion superéxido producido en la mitocondria aumenta de
manera significativa en células PC12 y DBTRG-MG, lo cual concuerda con datos
reportados anteriormente, donde se observa un aumento del superoxido
mitocondrial en condiciones de hipoxia (Yu et al., 2019; Quintero et al., 2006).
Evaluar la expresion de la frataxina en condiciones de hipoxia resulta interesante
debido a que el hierro se debe regular para evitar exacerbar la produccién de ERO
ante la hipoxia. El aumento de frataxina se dio en ambas lineas celulares después
de que fueron expuestas al agente mimético. Aunque esperdbamos ver una mayor
expresion de frataxina en células cancerosas, parece ser que el papel biol6gico de
la frataxina y su aumento dependen de las caracteristicas de cada célula. En este
estudio se mostro un incremento en la expresion de la frataxina en la linea celular
cancerosa durante las primeras horas de la exposicién al agente mimético, mientras
gue en la linea celular no cancerosa el aumento significativo se da 24 h después de
la exposicién al agente mimético, lo anterior es un indicio de que el papel bioldgico
de la frataxina depende del tipo del tipo celular.
La linea celular PC12 mostré un aumento significativo a las 24 h, lo curioso es que
para este momento y debido a la exposicion al agente mimético, la mayoria de las
células ya no son viables, por lo que podemos cuestionarnos a qué se debe el
aumento de la proteina cuando las células en su mayoria ya estan muertas, la
respuesta la podemos encontrar en p53, como mencionamos anteriormente el CoCl,
induce apoptosis y se ha demostrado que esto es dependiente de p53 (Lee et al.,
2013), este es un factor de transcripcidn que participa en procesos de detencion del
ciclo celular y apoptosis. En células de mamiferos, p53 induce una gran cantidad de
genes involucrados en la ejecucion de apoptosis, lo cual involucra a proteinas
proapoptéticas (Chen., 2016). Shimizu y colaboradores (2014) demostraron que la
expresion de frataxina depende de p53, es decir, p53 regula de manera directa la
transcripcion del gen FXN por lo que es posible que la regulacion a la alza en las
células PC12 se deba a la interaccion p53-FXN. Las células PC12 derivan de un
feocromacitoma de rata y no es raro observar un aumento en expresion de la
frataxina puesto que se conoce que la proteina esta conservada evolutivamente
tanto en procariontes como en eucariontes (Poburski et al., 2016). Asi mismo, se
sabe que HIF-2a regula positivamente la expresion de la frataxina y se ha
evidenciado que la frataxina murina posee un elemento sensible a hipoxia (Oktay et
al., 2007). Las células cancerosas tienen dependencia glucolitica y ante la hipoxia
se presenta una disminucién en el metabolismo mitocondrial, la regulacion positiva
de la frataxina podria ser parte de un mecanismo clave que nos permita entender
esta paradoja. Es posible que la expresion de la frataxina sea crucial como parte de
un mecanismo de defensa para estas células o para la supervivencia de las mismas.
Previamente se ha observado en lineas celulares de glioblastoma incubadas en
hipoxia, la expresion de frataxina aumenté de forma dependiente de HIF-1a. La
expresion al alza de la frataxina en hipoxia podria ser parte de un mecanismo que
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permita la supervivencia de las células cancerigenas al regular la respuesta
antioxidante (Guccini et al., 2011). Se ha reportado que el aumento en la expresion
de la frataxina incrementa niveles de enzimas antioxidantes como glutation
peroxidasa (GPX1), SOD 1y 2 (Schultz et al.,2018). Kirches y colaboradores (2011)
observaron cantidades reducidas de frataxina en distintas lineas derivadas de
gliomas, sin embargo, al crecer las células en condiciones de hipoxia aquellas que
sobreexpresaban frataxina tuvieron mejoras en la supervivencia lo cual también le
da soporte a la premisa acerca de la importancia de la frataxina en la progresion de
células cancerosas. En contraparte, se ha reportado que la sobrexpresion de la
frataxina en células de cancer de colon promueve mejoras en el metabolismo
oxidativo y tasas de crecimiento reducidas (Schulz et al., 2006). Por lo anterior,
podemos pensar en un posible papel dual de esta proteina en células cancerigenas
el cual es dependiente de la disponibilidad de oxigeno: La frataxina puede ayudar a
la progresion del tumor bajo condiciones de hipoxia, sin embargo, en condiciones
de normoxia la sobreexpresién de la proteina puede disminuir el crecimiento de las
células cancerigenas al activar el metabolismo oxidativo. Es posible que el aumento
en la expresion de la frataxina se dé también como parte de la respuesta adaptativa
ante la hipoxia puesto que la frataxina podria ayudar a mejorar la bioenergética
mitocondrial al surtir a las proteinas correspondientes los grupos Fe-S, los cuales
tienen funciones reguladoras y participan activamente en el metabolismo. Los
grupos Fe-S forman parte de la metaloenzima aconitasa, la cual es la enzima
encargada de la isomerizacion del citrato en el TCA. En la cadena de transporte de
electrones, los grupos Fe-S aceptan y transfieren electrones (Read et al., 2021).
No dejamos atras el hecho de que para ambas lineas celulares el aumento en la
expresion de la frataxina se diera en pro de respuesta adaptativa ante el aumento
del anion superéxido. Aungue no esta del todo claro cual es el papel de la frataxina
como parte de la defensa antioxidante, se ha reportado que la frataxina esta
estrechamente relacionada con Nrf2, factor de transcripcion que regula la respuesta
antioxidante (Sahdeo et al., 2014). Un estudio demostr6 que en ratones
hemicigoticos, es decir, con deficiencia en la expresion de frataxina, la expresion
del factor de transcripcion Nrf2 también se veia afectada, asi como la transcripcion
de genes diana de Nrf2 como SOD1y 2 (Shan et al., 2013), por otra parte, un estudio
hecho con motoneuronas deficientes de frataxina, exhibian una activacion
defectuosa Nrf2, lo cual aumenta la susceptibilidad al estrés oxidativo (D'Oria et al
2013). Aun cuando hemos visto que el aumento de la proteina se dio en ambas
lineas celulares, aun quedan algunos puntos por explorar. Por lo tanto, todavia
gueda por definirse la funcién de la frataxina en condiciones de hipoxia asi como los
mecanismos que subyacen al aumento de la expresién de frataxina.
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8. CONCLUSION

La exposicion al agente mimético disminuyo la viabilidad celular en ambas lineas
celulares, trabajar con suero a distintas concentraciones no cambié el efecto del
agente mimético en la viabilidad celular. La exposicion al agente mimético aumenté
la produccién significativa del anién superdxido en las lineas celulares PC12 y
DBTRG-MG. La produccion basal de ERO se dio en ambas lineas celulares.

La expresion de frataxina aumentd en ambas lineas celulares después de la
exposicidn a la hipoxia quimica. Este aumento se dio a distintos tiempos, lo cual es
un indicio de que el papel de la proteina depende del tipo celular. Sin dejar de lado
el posible papel protector de la frataxina ante el aumento del anién superéxido. Los
resultados son un buen acercamiento para entender de mejor manera la relacion
entre el eje frataxina-hipoxia, el cual se comporta de manera similar en células con
caracteristicas distintas.

9. PERSPECTIVAS

e Evaluar el estado del ciclo celular.

e Medir la expresion de proteinas involucradas en la apoptosis, como p53, asi
como proteinas que regulan las cascadas de sefializaciébn, como las
caspasas.

e Medir la expresion de enzimas antioxidantes, de manera particular
superéxido dismutasa 1y 2.

e Medir la expresion del factor de transcripcion Nrf2 posterior a la exposicidon a
la hipoxia
Ampliar los tiempos en los que se mide la expresion de la frataxina
Determinar por otros métodos la presencia de la proteina (inmunoblot)
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