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RESUMEN

Debido a su capacidad de formar cornplejos de coordinzción con ügandos orgárucos, el

hierro participa ei1 procesos celulares básrcos como fosfotil¿ción oxidativa, ttansporte y

almaccnami.ento de oígeno, metabolismo de neurotransmisores, \.' síntcsis de:\DN ¡r¡ .En

tejido neuronal, participa como cofactot dc rluchas proteínas involucradas en su rormal

funcionamieoto. Sin embargo, el hiemo en sus formas redox-activas forma parte del llarnado

pool de hiero lábil (LIP) y ha sido asociado con procesos de neurodegeneración o

enr.e jecimiento.

J-a mitocondria es un organelo esencial en la bioenergética celular, pues cn su intedor

ocurre la generación de energía en forma de Á'I?, y se produce allí la biosíntesis clc los

grupos Fe-S v Hem ly,l. Además, la mitocondria dene un papel central en e1

dese¡cadenamiento de la apoptosis en respuesta a daño oxidativo, pues genera especies

reactivas de oxígeno tanto en condiciones frsiológicas como patológrc¿s. Dado e1

requerimiento de Fe para la síntesis de ferro proteínas en la rnitocondria v 1a susccptibüdad

mitocondrial a daño oxidativo, es de csperar que exstan múltiples componefltes

ilvolucrados en mantener la homeostasis de Ie en el organclo. Sir embargo, la regulación

que perrnite la homeostasis mitocond¡ial de hierto aún cs cn grafl partc desconocida. La

mayor parte de la información provicne de desótdenes donde esán alterados componentes

de la biosíntesis del hem o de núcleos Fe-S, componcntes esenci¿lcs de ferroquelatasas y

proteínas involucradas en el ciclo del ácido cítrico y la cadena üansport¿dora de electroncs

l'1:11.
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Iln csta tesis se cstudió el flujo y clisuil¡ución clc hicrrr¡ entre l¿ uritocondria l cl ci¡osol cr.t

células cle neuLoblastoma hum¿no SH SY5Y, cl dtferentes condictc¡nes cle aportc de hicrro

cxterlto. NLlesúos rcsultados ilücao qr.Lc hs cé1u1as SI t-SYs\' tieneo ufl mccarisll() dc

rcgr-rlación del conreniclo cle hicuo, el cual es soblepasado en lncul¡lcrones prolonuadas colt

altas concentreclones de hctto, La m2gnltud dci LII' cltosólico sc r-ic'r lfectad2 Por la

prcscncia de antioxidantcs, no así el LIP mitocondrlal.

La incorporación de Ie a la nritocondria rcspondió a 1a c¡fctta exteLla de Ie l al ticmpo dc

exposrción a ésrc, de manera que drsr¡inur,ó Ia incorpotacicin cle hietrr¡ e mar-c¡t oferta de

hier<¡ V \-:icevcrsa. Este comportamic¡t¡o er-idencia la presencta dc tnc.cnnlsn-rc¡s c1e

rcgulación dcl contenido cle hucrro mitr¡con,-lrral.

Lrs rrritocondrias de células SH SY5Y pcrmeabilizaclas fueÍ[r crpaces clc ¿curnuhr Fe.

siguicldo una cinética con patrófl sin-rilar al c1e les células entcras. Colcluin-ros clue cl

ingteso dc irierro a la mitocondti¿r cs, t lo mcnos en Peltc, iudependicr1tc de conponentes

citristllicos.

En r csurlen, obscr-r'ar¡os quc la mitocolchlx en condiciones cle clchcicncia capta hierrcr

ptefcrettemclte a Jos rcquerirrrientos de hlerfo clel cirosol, cn c()tdiciofles c1c sobrecarga el

hierro sc acurlula preferefltcmcnte en el citc,sol. Lstas obsetr-acioncs indic1lfl l.r pÍcseflci2 dc

Lrn 1ffrp()rtrutte mec¿nist¡o dcstinado I lnarrtenet la hotreosfests c1cl hie-.-to cl la

rnitocondria.
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ABSTRACT

Becausc of its abüty to form coordination complexcs s.ith otgnnic ligands i1on paticipatcs

in basic ceilular processes such xs o)iidnti\-e phosphorvlation, o\\'ger Í?lnsPort and storx€ie,

n1ctabolism of r)ctirotl¿nsmittels, and DNr\ sf nthcsis ll .]n lrcur-o1111l tissr-Le. irt¡n

ptrticlpates as a cofactor of rlanr. ptoteins 1fl\-o1Ycd 1fl its normxl oPeIatioll. Flou'cr cr, iron

i.n redox-¿ctive strtes forms part of the labilc irol pool (l-IP) that has been tssoclrtecl t'ith

ncurodegcneretion eld agrng processcs

'Ihe mitochc¡ldrion is an essential orsanellc ft¡r cellulat bioenergedcs and the slnthesis of

hcmc end Fc-S groups, essefltial components c¡f ferrochcletase ancl protcns ilvojr-ccl rn thc

citric actd cl.cle ,rfld clccúo1t tfxnsport chait ;r1 .In eddition, thc mitochoncLior has a

cefltral Lole ul triggelng apoprosis in responsc to oxidatir.c dlrnage, bccause it gcnclltes

reactir.c oxygcn spccies (ROS) in both phvsiokigicel and patholouical conditions. Cjven the

requil.cmeflt for the slrr¡hesis c¡f irol contnttrirrg Ploterns in r.nitochonclde. ancl it-.

susceptibilifi. to o-.iiclative damage, §,e e-.ipccr rhar multiple componclts involred ir.r

mailtaining Fe homcostasis i1] the otganclle rvill cxist. Florvc\.ct, the r'egulatior of

miroclronclrial i:on homeostasis is still largcll unkn()\\,n. most of thc avtl¿rllle lnformltion

coming from thc snrdv of disotdets u'hete components of thc biosl.nthesis of hcme or F e S

clusters are altercd¡+:1

In this thesis te stuclicd the flc¡rv ald distributior of iron bett.een m.itochonclria ¿nd

cl,tosol in SH-SYsY cells, ufldet clifferent conditions of extcrnal iror supplr-. C)ut results

i¡clicate that SH-SYsY cclls ha¡.e a tcgulator¡ mcch¿r¡.ism for irqn co1ltent, §hich 1s

sur?assed il prolongcd incubatic¡ns l,ith high iron conccnú'irtioils. \\,'e asccttruled that ¡hete

is ir.rrolr,ement of oxidizing xllcnts 1il the detcgulatron of thc cltosolic LIP, sitrcc thet lgels

14



clccrc¿scd to nomal rn the presence of urtioxrdants. Interestingh', thc lnitochc¡ncllal LIP

rr-as not affected br- prolongcd ilcubatio¡rs rvith rrol, ¡lcl Lhe size of tl¡e nritochoncLi¿l LIP

t'as not affected bl. lntioridants.

'I he ir.rcorpotatron of Fe into uitochondria rcspoflded t() the extern,ll suppl¡ of Ie ancl to

tinrc of e:<posurc to it, so ¿s to reduce thc incorporation of ton if thc offcr rvas large ancl

r-ice lctsa. This L¡chavior er-idences thc pr-eserce of regulaton- n-rcchanisms <¡f

mitochondtial irofl contcnt.

Nlitochondria of pelrreabüzccl cells rvete ¿b1c to accutrrulate lie, lirllos..tn!¿ a kirtctic Pattetn

si l'.rr tc¡ ¡hat of u.ho1e cclls. We concluclc thzt the eflftt- of irc¡n into tnitochondla is, et

least in part, independctt of cytosolic cornpolents.

IÍr sun-rma¡,, rve obsen-ccl that ulder irot rlcflctcrcv condttic¡n-., mitt¡chc¡ndrir crPtlrrcs noll

prefercntialh to thc rcquirements of the crtosol, rvheteas unde¡ tro¡r orcrloecl condrtiots

iron prcferenuallr. accumulates in thc cr.tosol l lrcsc obsen-arions lncLicatc thc presence of t

suong mcchanism for thc n-reiltenatce c¡f itc»r horleostasis ln ttritochonch-ie.
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1. INTRODUCCIÓN

1.1 Metabolismo y homeostasis del hie tro celulat

El Irc cs un metal preseflte en la csttuctutt dc r.nuch¿s enzimas t otLas proteíI}as Su

conñguración clccttónica le citorga propiedades cprímicas irlicas, ttlcs co1r1o uir irl)tencia.l

redox clue 1e pelr-rite alternar cnúe sus estnclo clc oxrdación Ic"/Fc'), la cal¡aciclad de

forn-rar complejos dc coordinación con liganclos otgánicos. IJsto lc pcrmtc ¡pa-.-ticipat cn

pr-oces()s colno Úan§Porte 1' almacenemiento dc oxígeno efl el grupo hcm de la

hcmoslobina circulante, fc¡sforilación oxiclativa, metabolismc¡ de cluotransmlsotes l la

síntesis dc DNA. i1l

Si brcn el hierro cs csencial para le r.ida, e1 exccso clc hierto libre es pritencialmcute tóxico

pucs cataliza la gcneración clc cspccres reactÑes clc oxígel.to, ROS, clue ülclucen 1a

gencteción de daño oxidatir-o cn la célula [21. Por- estx razirn, clebe cxistir ul clelicac]o

mecanismo de regulación de la trcotporación, almacenamrento. 1'1no\'l[zlción ses,.ua de1

flrctll taflto clentro de la célula l3l, como cn tcjidos \ sitios cclularcs cspccíficos. 1-,1 los

procesos cle transporte, trrancjo \, me¡abolisn-rt¡ c1e Fe pertrciptn clir-ctsas ptoteíras f1 'l].

Iin el plast-ra sanguíneo, cl Fe se clcllefltla uuido e Transfertir.ra (If en una foLl¡a

quílrrica11fente no rcactir.a, u11a \-cz ilcotporacLr a la célula, e1 mct¡l puecle ingrcsa.t a

üstintos compattirlentos donclc se encucntll eÍI difercntcs cstados de rcactividecl

Principal.mente se dtrige a I¿ mitocoltdria, lugar dc síntesis de los urupos prostéticos que lc,

contrcflefl, para constitur las protcínas cuve actilrclad o funciiin est'ur daclls por la ptescncra
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cle Fe en su estrucflüx. Estc hreuo colresponcle a] Fc ftrncronal de la cólula. cula

rcxctiyidxd está restfioglda a las teacciones redox especíhcas de 1a protcíne. Sin embergo, las

proteíflas con cofactorcs quc conticncn Fc son bianco dc clano oxiciatir.o del¡ido a clue cl

l-rierro es altamente reacti\:o cuafldo efltra efl cofltacto con c1 oxígcno (Ilcacción de Ienton).

En todos los tlpos cel-rlares la protcíne cit<¡s<l¡lica fcrritina almacena hierro en el est¿rdo Fe

(II1), incorporado en un sólido crista[no con fórmula [FeO(OH)lnfFcO(1l.POr)], el cual sc

cncucntl2 en Ia car-id¿d interna de la proteína 15l .

Ll Jl Iligur:a 1 se tnuesrtan los distintr¡s colnponenres r¡roleculnr-es clrre pnrticrpm el e1

metabolismo ccLular de Fc. F,l Fe de Ia dic¡a ingresa a} iorcntc senguíner¡ a trar.és dcl

intcstino dclgado. Ei Fe que se encuefltra en ei lumen intestinal predoninenten'rente cn

fotn-ra férlica, es rccluciclo a l'c2* por la rcductasa férrica Dcr.tb presente el la uembrana

aprcai clc estas células 16l, y postedormentc cl.rtrtr a tr:¿vés clcl transportrclor clc mct¿les

dir-alcntcs (D\lT1) n. Fln los der¡ás ti1-ros celulares, el hierro rormaL¡ente erua unicio a

'1'f, le cual al unüse a su rcccptol (l fR) forma un cotrrpieln (TflL If Fc -) el curl es

inrernelizado. Llna r-cz qLrc el Fe hr ingresadri a 1a cí'lule, pucclc scguir clos clcstinos: (i) ser

rlmrccn¿dc¡ en ferritma pata su postcrior ehminxclófl en el ptoceso nr¡rn-ra1 cle descamación

intcstinal o (l) pasar a 1¿ circuleción general r- ser clistriburdo a1 rcsto dc las céiules c1e1

org,.rnistrro, mccliantc cl trzrlsporte a trar-és clc la mcml¡rana basohtetd dei ertelocito por cl

tlansp()rt¿do.r feroportina 1 (F1']1) 16 81, r postcrior tc-oridación dc -Fe"a f'e t por 1a

oxidasa de r¡embrana HcFc-Stina [9], para ser incorpotado crr apo-Tfl

1-7



Figura 1. Esquema del metabolismo celulat de Fe. E1 hietro puede ingtesar a la célula pot dos

r'ías: cuando se c¡cucntra unido a Ti es intcrnalizrdo por endocitosis trcdiada por receptor flflL-
'ItFer-), este complejo sc dcsensambla producto de1 pII ácido del cndosoma, v e1 Ire disociadcr

aLrariesa Ia mcmbrana endr¡sc¡mal a t¡ar.í's de DN{T1 r- 11cga al citosol. Cuando el Fc no está unido a

Tf (inorgánico). o en cl casc¡ de los entc¡ocitos, eI Fe de la dicta, es teducido por Dc'tb t'
tr-ansportado en forma lid por el tansportador DNIT1. Sea cual se¿ la r-ia dc entrada, el fe2' lo¡ma
un "pool" de tránsiro. dcsdc ahí hierro en exceso sc almacena en ferritina, cl hicrro necesario para la

síntesis de terto-ptotcínas es dirigido a la nitocondria, v une ftacción menor sc encuenlra en ei

núcleo. El Fe abandona Ia célula a trar.és del erportador dc |PN1, cl cual se encuentra unido a

IIeFe Stina, encargada clc o¡ridar el Fd+a Fe¡- para <1uc posterio¡r¡elte éste se una a 'ff ! se

incorpore a la circulación.

1B
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La proteína Tf puede traflsportü 1 o 2 átomos de Fe en su estado férico (Fer.), el cual se

conoce como hierro unido a'l'f (tansfemn bound iron, TBI), además existe una ftacción

de hierro que circula en 1a sangre nt.¡ unido a Tf §TBI, non-ttansferj.n bouncl iron),

asociado a componentes del plasma sanguíneo con baja afinidad. En c¿si todr¡s 1os te)idos,

el hierro unido a '-[f es entregado vía endocitosis mediada Por recePtor. En ottos teiidos,

como cerebro, dñón, hígado, está Preseote DMT1, por Io que existen 2 r.ías de

i.ncorpotación de Fe en esos casos [t]. E1 hierto unido a Tfno sólo proviene dc la dieta sino

que también es suministrado por macrófagos, 1os cualcs reciclan el Fe de glóbulos roios

senescentes a través de la fagocitosis ), el catabolisÍio del Hem. La salida de Fe de los

nacrófagos es a travós de FPN1, que tambrén juega un papel irnportantc en la saüda de

hierro de células neuronales [10]. La feroxidasa heFe-Stina oxida el hieÍo transportado

ptevio a la unión a apoTf circulante.

La homeostasis de Fe en el organismo está basada en el }¡alance cfltre hs pétdidas

obligatotias (1-2 tr-:g/dtz),la absorción intestinal tegulada y el reciclaje cfecti¡.o de Fe por los

macrófagos, con aL¡racenamiento del Fe no firncional en el hígado. Pata mantenef este

balance entre entetocitos duodenales, macfófagos y reserwodos hcpáticos de Fe, existe

hepcidina, un péptido de 25 aminoácidos sintetDado principalmentc en el hí¡gdo [11] y

secretado al plasma. En condiciones de sobtecarga de hiero, hepcidrna acú¿ inhibiendo la

saüda de hietto desde mactófagos, resetvoLios hepáticos y aclemás tnhibiendo la absorción

de Fc por parte de los enterocitos [12] .Estos e\¡crltos ocurren meüaote 1¿ intemalización del

ttansportador de salida de hierro FP1 y mediante la intetacción de hepcidrna con la proteína
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HFE 1131, que regula negdvamente tanto a DN{T1 como al receptot de Tf, pror.ocando así

la disrninución de la concenttación de hieto al interior de la célula [13'16].

1.2 El pool de hierro lábil

En las células, una fracción importante del hierro se cncuefltla unido a enzimas y proteínas

especializadas en su traüsporte ¡, alrrracenamiento. Sin embatgo, cnüe el 3-5(% del hierto

intracclular sc eflcuefltra unido con baja afinidad a aniones otgánicos, péptidos o glicanos.

Este hie¡ro se conocc como Pool de Hierro Lábii citosólico (cLIP) ,v tiene funciones muv

importantes: es una fuente de hieto que está rápidamente disponible par¿ ser i¡corporado a

proteínas, y además puede set blanco de terapias fatmacológicas en pacientes con

sobrecatga sistémica de hietto, pero ¿ su vez, cste hieto es tedox activo, pucs promueye

rápidameflte Ia form¿ción de tadicales übtes mcdiante la reacción de Irenton [17- 18].

Para cstuüat los flujos de hierro lábt-l en la célula htact¿ se han udlizaclo s<.¡ndas

fluorescentes, las cuáles unen Fe con baja afinidad, lo que provoca un cambio eri su

conformación. y e1 apagamiento de su fluorescencia. EI apagamiento de la fluorescenci.a de

1¿ sond¿ es ptoporcional aI hieuo lábil presente al interior dc la célula. Las sondas ulüzadas

no son específicas para Fe, también pueden unirse a ot¡os metales como calcio o magnesio,

pero con rula ¡finidad tres ótdenes de magnitud menor. La especificidad del raétodo para la

evaluación del contenido de hierro i¡tracelular está dada por la adición de Defetiprona

pFP), quelante con alta afirridad por Fe, que actuaLrreflte se cncuefltra en uso clínic<¡. DFP

desplaza el Fe de la sonda, devoh'iéndole a ésta su fluorescencia máxima [19]
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Para detetminar el contenido de hiero lábil en los clistintos compartimentos de la céIula, se

han desatollado sondas fluorescentes con desdnacrón espccífica: al citosol ¡zo1

compartimentos endosomales y lisosomas [21],y efl particular mitocondria [22-24]. Es posible

visualizar cl hiero Líbil srgurendo la fluotescencia de la sonda con microscopía fluorescente

o confocal [22], y cuantificar utilizando un lector de fluotescencia de microplacas [25]

1.3 EI sistema IRE/IRP

ljn cólulas etrcariontes, 1a exptesión de gcles involucrados en el tralsporte y

almacenamiento de Ie depende principalmente de ptoteínas de unión a A1{N específicos,

tcgulando la expresión dc éstos gefles de maner¿ traduccionall27]. El sistema Elemento de

Respuesta a Hierro/Proteína Reguladora de Hierro (IRI/IRP) permite tegular e1

contenido de hier¡o que se encuentra en proteínas con núcleos Fe-S, en el interiot del grupo

Hem y almacer:ado en Ferfltina U5, 26].

El sistema IRE/IRP está conformado por las proteínas reguladoras IRP-1 e IRP 2 [13 t+l

que, en función de la concentración de Fe lábil citosólico (cI-IP), sc unen a secuencias IRE

de ¡\RNm de proteínas relacionadas con la homeostasis de Fe. La actividad de unión a éstas

secucncias IRL depende de un núcleo [4Fe-4S] que sc cflcuentr^ en la protcína IRP-I, el

cual detecta el liycl citosólico de hictto y regula la traducciirn de mensajeros de acuerdo ¿

este nivel. Cuando los niveles de hierro lábil son bajos, el núcleo [4Fe 45] se disocia a l3Fe-

4S], que es la foma activa de uruón a IRDs. La r¡ruón clc lRP a IRE estabiüza los

mensa)eros de ptoteínas como DMT1 v RTf que presentan la secuencia IRE en la región 3'
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oo codiflczflte \- reprime Ia tracluccrón c1e acluellos que la tieler en 5', cotno por e]cmplo'

cl mcnsajcro de lx ploteine cle elmaccnaje fetritln¿ llsto ascgura que en situación de

ciefictcncia de hrerto zumeflte su i]1corporación (lot autr-rento cn ia explesió de I)\I'I1 v

Rfq Jl3l. Cuancio los nivcles de hictro lábrl sor altos, e1 centro f3ljc '1Sl camhia a l-l|c -lS]'

pcrdicnclo la capaciclad de u¡rón a IRE. Lsto pIo\-QC1 1111:r clisr¡ilucrón clc la exprcsiírD de

las proteiras encargaclas cle captar Fe, como D\IT1 l' llTf 1' un euflIeflto el Ia c:lpt csrón de

fcrritina, col 1o cual clisminuve h incotporaciól cclular I'e1 exceso cle hicrro se aLr-urcena en

fotm¿ inocua para la céLrla en el iflreric¡r de fcrririne, quc pueclc a]t¡accrar h¿sta 4.5(X)

átomos de Fe la, 281. Sir1 embargo, a pcsat dc quc las células sc eflcuclltren con solltecatgl

cie Ilc, existe una incorporación llrs¡l de cste que sc üfarlticlre, ptovocando ci aun-rcnto del

pool de hierro lábil en cl tempo 11-i, 291'

No sólo el Fe es capaz de modular el sistema IRII/IRP, siro que también ¡ruede ¡cti\-¿Ise

por stlcss oxidativo [30], óxiclo flítrico []11, hipo:;ia [i2] l. poL acumulectón clc hierrol3Sl

,\ kr largo cle la vrde l3+l ó en células crpuestas I ü,¿txmientos cofl hicllo [29, 35] e1 I'.e se

acumula intraceluiarme nte, Dentlo de fcrritina' el I'c es muv Poco retcti\-o, sin emba'go el

LIp rcdox actir.o aumclta paralelarnente al Fc alrr-racenaclc¡ cn ferriri]lt t'al contcniclo tot¿l

clc Ie 1291.

1.4 Mitocondria y Flietto

La mitocondria es un otganelo esencial en la bioenergética celulat. En su interior se geneÍa

energía en forma de ATP, se regulan 1os niveles de Ca2* citosólico y se produce al1í la
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biosúrtesis de complejos [Fe-S] y Hem 1301. Además, 1a mitocondria tiene un papel central

en el daño oxidativo, pues está gcflerando constanteñente espccies teactivas de c>xígeno

(ROS) tanto en condiciones frsiológicas como patológicas[371.

Las especies reactivas de1 oígeno (ROS) funcionan como segundos mensajetos de

la scñalización tedox en conüciones frsiológicas. En condiciones patológicas, o durante el

proceso de envejecimiento, las enzimas encatgadas de mantenet los niveles adecuados de

ROS son sobrepasadas, generándose una acumul¿ción de ROS que produce un desbalance

ent¡e mecanismos de detoxificacióri y estrés oxidativo, gcnerando daño oxidatrvo v

disfunción mitocondrial [38-39]. Especies como peróxido de hrdrógeno (II.OJ _v cl anión

superóxido (O"'), que se producen normalmente en la céIula, pueden combinarse con

metales reducidos, como Fe'* o Cu*, y mcdiante la reacción de Fenton generar eI radical

hidroxilo, (.OH), el más tóxico de los radicales de oígeno, que ptoduce r¡rutaciones en

ADN, denatuación de proteínas y peroxidación <le membranas, quc acarrean de fectos

funcionales y perturbaciones en 1a homeostasis iómca [2].

LIn óptLmo funcionamiento de la mitocondria está relacionado cot Ia rntegrdad de los

comPonentes que ascguran la genetación de cnergía para la célu1a, principaLmente con 1a

gcneración dc núclcos Fe-S, 1os cualcs se crcuefl.tiafl asociados a n'rúltiples protcínas

incluyendo proteínas r¡ito c ondriales.

EI metal participa gene¡almente en los procesos de transferencia de electones,

siendo un componente integral de ptoteinas de la cadena transpoftadora de electtones:
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entlc 10 v 12 proteínes dc los complejos de transfereflcra de elcctroües conticnen los

núcleos Fe-S v más de 8 contienen grupos Hem en su cenúo acti\-o [-+0]

Ejemplos de proteínas Fe-S de la mitocondria son: la proteína Rieskc, asociada a

subunidades de citoctomo b y c1; ferro<luelatasa, que participa en la síntesis de Hcm

adicionando Fe a la protoporfi¡ina IX para la síntesis del Hem; enzim¿s dcl ciclo del ácido

cítrico, como Ia aconitasa mitocondrial y la succinato deshldtogenasa, NADH: ubiquinona

óxidoreductasa, entre otras. Dada la importancia dc 1os núcleos -t-e S, una disminución en

la incorporación de Fe o una deflciencir en su síntesis generan disfunción mitocondrial. Se

ha reportado que cuando ocutre disfunción mitocondrial, se altera tanto la producción de

enetgía, como de especies teactivas de1 oxígcno (ROS)- I']or cjemplo, l¿ deficienclr dc hcm

altera la actividad del complejo IV (citocromo c oxrdasa) y aumenta la producción dc

oxidantes [41].

Una ptoducción ineEciente dc energía puede ocurrir por daño oxidativo o inhibición

cspecífrca de las proteínas de la cadena de tltnspofte dc electrotes, que se rsocien cc,n un

aümento en la producción no específica de ROS. Los núclcos Fe-S sot.r particulalnente

sensibles a dañc¡ oxidativo. Por ejemplo, se ha identificado un núcleo Fe-S redox activo en

cl complejo I G\ADH deshidrogenasa), asoci.ado a la producción cle supetóxido, el cual cs

afectzrdo por el envejecimiento, limitando la transferencia de electrones. Es claro que el

metal juega un papel cucial en e1 meabolisr¡o mrtocondrial ¡+21
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Dado el requerimiento de Fe para 1a sírtesis de fctroptoteínas en Ia mitocondla y 1a

susceptibfidad mitocondrial a daño oxidat-ivo, es de esPerar que existan múltiples

componentes involuctados en modulat la incorporacirin, salida y almaccnamiento de Fe en

e1 or¡Janelo. Sin embargo, la regulación dc la homeostasis mitocond¡ial de hieruo aún es en

gran parte desconocid¿. La mayor parte de la lnformación ptor.iene de desórdenes genéticos

donde están alterados compooentes de la biosíntesis del hem o de complejos Fe-S ¡+:1 y que

conllevan alteraciones en su metabolismo. Esta i¡formación ha petmitrdo identificat

rnúltiples proteínas mitocondriales que participan en e1 flujo de hiero hacia y desde la

mitocondria y en Ia biosíntesis de los gtupos prostéticos Fe-S y Hem. Aunque el papel del

tráflco mitocond¡ial de hierro en la regulación de la homeostasis celula¡ del metal no es

conocido, la evidencia disponible apoya 1a hipótesis quc la mitocondria es un

compartimiento central dentro de esta homeostasis.

1.5 Metabolismo mitocondrial del Hierto

La mitocondtia juega un papel fundamental en metaboüsmo de hieto, ya que en su i¡tedor

se sintetiza¡ los gtupos prostéticos FIem y núc1eos Fe-S, vitales para la función celular del

hiero y su propio mecanismo de tegulación (IRP). La regulación del ingreso y contenido

de Fe de la mitocondria debería ser muv esuicta. pues un aporte insuficiente dc hierro tiene

efecto en la actiüdad mctaból-ica y respLatoria del organelo, mientras que un exceso de Fe

"librc" o tedox-activo dentro de la mitocordria promueve 1a generaci.ón c1c especies

teactivas de oígeno, genetando daño oxrdativo.

tc



Al igual que el LII) citos<iüco, una fracción dcl Fe clue ingtesa a la mitocc¡rdria perm¿flece

asociada a ligandos dc bala afuudad, Io quc fuc clefinido como pool de lucrrc¡ lábil

mitocondrlal (mI-ll'] 1440. De la misma manela que con el LIP citosólico, Io más probable

es que la distrrbución del Fe que ingresa a 1a mitoconüia a 1as difcrentes r-ías met¿bólicas

ocurre a partir de cste mLIP.

Para llevar r crbo Ia síntesis de los ceflftos Fe-S, se reqüere eI rngreso de hiero a la tnútiz

rnitocondrial. Se ha posnrlado 1a existencia de una transferencia directa del Fe proveniente

del medio extracelular, lo cual podda ocurdr por asociación fisica entre el transportador de

r¡embrana plasmática DIr{T1 o algún otro ligando que se asocá al Fe deiándolo de una

forma no lábii" o bien entre el endosoma conteniendo el complejo RTf-Tf-Fe ,v la

r¡embrana mitocondrial: ia hipótesis "kiss and run" propone el cofltacto físico directo entre

las membranas endosomal y mitocondrial, sin cntr¿da del F-e al LIP citosóüco ¡+51.

C¿bantchik y cols[46] utilizando quelantes citosólicos con alta afinidad por Fe, propusieron

la existencia de un "coredor citosóüco" por donde el Fe ttansita hasta llegar a la

mitocondria, sin llegat t Íormrt parte del pool de hierro lábil citosóüco, adernás dejan en

evidencia un pequeño tetraso en la entrada de Fe al citosol con respecto al ingreso de hieno

a la mitocondda, lo que sugiere que la homcostasis de hiero en la mitocondria, podría ser

independiente de la homeostasis de Fe en el citosol, 1o cual estaría estrechamente

telacionado con la necesidad primaria de Fe por parte de la mitocondria, para dcsarrollar sus

func.iones de manera óptima.
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1.5.1 Ttansportadorcs mitocondriales

Durante años se desconocieron 1as ptoteínas que estaban involtrcradas en cl ingreso de

hierro a 1a mitocondria, pero ya en e1 año 2002, Foury y lloganti[47] descubricron una

f¿mIra de traflsportadores mitocondriales: Mrs3p y Mrs4p de S. nreú¡iae. las cuales son

proteínas homólogas que se encuefltran en la membrana intema de Ia mitoct¡ndria. N{rs3p ,v

N'fts4p pertenecen a la famüa de transPortadoÍes mitocondrialcs (A{CF), cuya función es

transportar metabolitos y cofactores entre el citosol y la mitocondria.

En e1 año 2006, Shaw y cols [4s] investigaron desórdenes hematológicos en pez cebra, y

confumaron la existencia de üanspoftadotes de Fe, üanspottacl()res que fueron conocidos

como mitofe¡rina 1 v 2. Dentro de las mutantes obteflidas, una en pardcular, 1a mutación-fir

mosúaba un feriotipo de anernia hipocrómica severa a las 36 hotas post fertilización, l¿s

pocas mutantes fr quc sobrevivieron y alcanzaron el estado juvenri (2 meses), presefltaton

crecimiento retardado y cardiomegaüa producto de la anemia hipocrómica. Al rcaüzar un

rnapeo del locus y'l, se identificaton las mutaciones que pror.ocaban pérdida de función del

gen, cuyo producto génico es la ptoteína mitoferdna.

Mitoferdna perteflece a Ia famfia dc transportadores de solutos en la mer¡rb¡ana

mitocondrial intema de células eucariontes, SLC25. Se identificó ¿dernás una ptoteina que

presenta un 657o de identidad aminoacídica identifrcada como mitoferina 2. Ambas

proteínas presentafl cerca de un 38% de identrdad con sus ancestros lvfsR3/4 presentes en

levadutas. Talto en hum¿nos como efl ratones se han descdto ttansportadotes homólogos

a MSR3/4, pero su función en mamíferos aún no es muy clata .¡+11
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lJnz vez dentro de la m*ttz mitoconddal el Fe puede ser incorporado a la vía de biosíntesis

de los núcleos Fc S [50 51'l; set utilizado en la síntesis de Hem [52]; o bicn altracenad<¡ en

fe¡ritina mitoconddal [53-54]. Una fracción de los núcleos Fe-S es incorporada a proteínas

mitocondriales y el testo es exPortado hacia el &osol r.ía el ffansportado¡ dc membrana

ABCBT t55-561, dc¡nde se i.ncorpota a apoptoteínas. E1 gupo hem es transpottado <lesde Ia

mitocordria a través del úánsportador putativo HCP1 ftIeme Catder Protein 1), descnto

para ciettos tipos celulates[52].

E1 transpotadot 
^BCB7, 

pertenece a la famiia de 1os transportadotes "half-qpe ATP

binding cassette" (ABC). La exptesión de ABCBT en levaduras mutantes para el gen Atm 1

(gen otólogo a ABCBT en levaduas) dismrnuye tanto la acumul¿ción de Fe mitoconddal

como el daño al ADN mitocondrial¡ss¡. Mutaciones del gen abcT en humanos producen

anemia sidetoblá5(s¿ ligada a X con ataxia §LSA/A), un desorden que se m¿nifiesta con la

acumulación de hierro mitocondtial y la formación de agtegados de fer-ntrna en los glóbulos

rojos (denominados sideroblastos), coherente con la fi¡nción de exportación de los

complejos Fe-S hacia el citosol¡ss'¡.

1.5.2 Ferdtina rnitoconddal

Patte del Fe que no es utilizado para la síntesis de núcleos Fc-S puede ser almacenado en Lr

proteína Ietritilra Mitocondrial (mFt), ta cual es cc¡difrcada por un gen nuclear sin inftoncs,

v sintetizada como un precursor de 30 kDa destinado a la mitocondlia por una sccuencia

líder de 60 aminoácidos[53]. Dsta proteína se ha idcntifrcado cn humanos, rator,es, Dro.roplti/a

y plaotas [59 60] .
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Se exptesa en vatiados teitdos (islotes de Langcrhans, tesúculos, neuronns) que

tienen en común la abundancia tel¿tiva de mitocondri¿s más que alguna función espccífica

relacionada con el metabolisrno de Fe. Sin embargo se detect2lorr ¿ltos nir.eles dc exptesión

en los side¡oblastos de pacientes con anemia srdetoblástica, cu,fas mitoconddas se

sobrecargan con hierro por uri defecto en 1a síntesis de Hem[61].

Se ha reportado que defectos en los transportadores o en las proteínas relacionadas con la

síntesis de los grupos ptostéticos Fe-S ,v Hem induccn una sobrecarga de hierto

mitocondrial, 1o cual es altamente tóxico para este orgárielo que está generando especies

reactivas de1 oigeno coflstáfltemente. Pot ejemplo, cn el caso de la anemia sideroblástica

asociada al ctomosoma X 6LSA), donde eiste una mutación del gen que codif,c¿ 1a

cnzrma AIáS2 <¡ue participa en la síntesis de Hem, 1os pacientes prcsertan sidetoblastos

con depósitos considerables dc hiero mitocondrial, cl cual sc encuentra principalmente

almacenado en ferritina mitocofldrial[ó2].

Al sobrexptesar ferdtina mitocondrial tanto en Iíneas celul¿res murmas[63] como en células

HeLa [54], se depletó eI LIP citosólico y se detectó un aumento en la expresión del receptor

de Tf. El Fe incorporado desde el medio externo se dirige preferencialmente a la

mitocondria, a expensas de las necesidacles del citosol. Estos antecedentes señalan a mFt

con un rol televante en estados patológicos de acumulación de hicrro mitoconilrial, y la

importancia de Ia mitocondda en la tegulación celular de1 Fe. Sin embargo, aún hay

desconocimiento acerca del intercambio de hierro enúc mitocondria y citosol \, 1os

mecanismos que lo regulan. Otros investigadores midieron el transporte de Fe a trar,és de la
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medición de 5sFe incorporado al gmpo Hem y postedormente haci.endo extracción química

del Hem "Fe, concluyendo que 1a incorpotación de Fe requicre potencial de mcmbtana

pero nr.r A'l'P, solo el Fe2* es funcional Para generár Hcm, y que cl Fc que ingtesa no se

acumula sino es incotporado al Hem dfuectamentc. Este enfoque es novedoso, pero sólo

considetó el Fe destinado a síntesis de Hcm y no el que se utiJiza en los grupos prostéticos

!'e-S, sc almacen¿ en mFt o foma pate del pool de tánsito, mLIP1sz1.

Para determi¡ar Ia compartimentaltztci6¡ y estado redox del Fe en e1 interiot mitocondrial

se mrdió el Fe en mitocondtias aislaclas cor batofenaritlolina disulfonato, un quelantc cuya

unión a hicrro forma complejos coloteados que se sigueri espectrofotornótticamente, con 1o

cual se pudo üfe¡enciar el Fe "irbre" del que se encuentfa unido constitutivalneflte a

proteínas- Esta fue la primera demostración de la existencia en La mitocondria de un "Fe no

hem no Fe-S", drsponible en la mitocond¡ia para diferentes usos, como síntesis de grupos

prostéticos Fe-S y hem[641. El desarrollo de sondas fluorcscentes que pertniten seguir este

hierro en céhrlas vivas se ha extendido a l¿ mitocondria con 1a caracte¡ización de sondas con

destlnación mrtocondrial¡z:1. Este método no invasivo perm-ite clcterminat concenüaciones

de Fe en la mitocondria y pelmite hacer un seguimiento de lzL cilétic¿ de ingreso de fje a

este otganelo.

Divetsas investigaciones destacan que el flujo de Fe hacia la mitoc<.¡ndria es irnportante v en

casos patológicos, donde la mitocondria falla en la capacidad de incorpomr el Fe inorgimco

a los gtr:pos ptostéticos Fe S y Hem, la cntada de hierro continúa ocurricndo, incluso a

expensas de 1os niveles citosólicos, es decir, no existe regulación negativa de la entrada ¡+7,
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651. Como en esta patología Ia acumulación de hierro produce aumento de IIOS, daño y

disfuncicin rntocondlal, cabe preguntarse si eisten mecanismos que reuulen Ia

incotporación y distribución de hie¡ro nli.toconddal, cn condiciones donde la función de

biosíntesis de Fe-S v Hem no está alterada. Además, siendo la rnitocondda uri sitio de

producción írsiológica de especies reacdvas, deberia haber un sistema de almaccnzmiento

scguro del hierto inorgánico que entra para cvitax la reacción de Feflton v la producción del

¿ltamente teactivo tadical hidtoxilo[76] .En esta tesis se dcterminaron las características de 1z

homeostasis del hietro mitoconddal 1, su telación con Ia homcostasis de hierto citosóüco cn

células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.
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2. HIPÓTESIS

La mitocondria posee un sistema de rcgulación de la acumulación de hierro independientc

del sistema de tegulacrón citosólico. La hr-¡meost¿sis del hictro mitocondrial tiene

pteferencia sobre la homeosasis citosótca de tal manera que en condiciones de deficiencia

de hierro, la mitocondria captá Fe desde el citosol mientras que en condiciones de exceso

limita esta incorporación.

3. OBJETTVOS

3.1 OBJETTVO GENERAL

Canctetizx el transporte, distribución y homeostasis de hiero cn citosol y mitocondrias de

células SH-SYSY.

3.2 OBJETTVOS ESPECÍFICOS

1. Caracteizar el proceso de acurnulación de hiero total citosóIico y mitocondrial en

cóIulas SH-SY5Y expuestas a ofertas crecientes de Fe externo.

2. C¡tacterizar la regolaciót de los flujos de hierro en citosol v mitocondrj.a respecto al

esurdo de acumul¿ción de Fe extracelulár en células SH-SYSY

3. Ca¡acterizar la tegdrciín de los flujos de hierro en citosol v mitocondria scgún

tiempo de exposici.ón de células SFI,SYSY a ofcrtas c¡ecientes de Fe

4. Caructerzación del efecto de agentes antioxidantes en Iá rcgulación de los flujos de

hiero en citosol y mitocondria de células SH,SYSY
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4. MATERIALES Y MÉTODOS

4.1 Matetiales

4.1.1 Reactivos genetales

De Sigma Aldrich se obtuvo Ponccau S, Trveen 20, Ttiton X-100, i¡hibidor de protcasas,

DTT, PMSF, Chelex 100. De lMerck N N'-N{eth}4enedracrylamrne, NaOH, CaC! x 2I{rO,

MgC1., KCl, KHJO4, NaC1,Na,HPO., x 2H,O ,HCl, EDTA, Glicerol, Glucosa. De

§7ink1er Acril¿mrda; Tds; glicrna. De Invittogen se obtuvo Benchmark PreStai¡cd Protein

Laddet

4.1.2 Cultivo Celulat

Gibco: Medio Mínimo esencial (\{EIvf), medio de cultivo F-12, aminoácidos no esenciales,

suero fetal bovi¡o (SFB), mezcla de antibióticos/antimicóticos, Tripsina 5 mlvl EDTA.

De L'.rbr¡tatotio Sandetson se obtuvr> agua de calirlad invecteble.

4.1.3 Material triológico

La línea celula¡ SH-SYSY (Amcrican Type Culturc Collecnon #CRJ,-2266, Rockville, N'lD)

es una línea celular dedvada de un triplc clonamiento (SK-N-SH ----, SH-SY ---+ SH-SYS ->

SFI-SYS! dc la 1ínea celulat SI(-N-SH de células dc neutoblastomalr6l.Estas células posecn

un único rr¡arcador que se eflcueflt1x en cl cromcrsoma 1, con una inscrción corrrpleja de una

copra adrcional de un segmento 1q en el brazo largo, que generá ufla tlisomía clc 1q. Se ha
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reportado que estas células alcanzan conflucncia ¿ concentraciones mayoles a 1 x 10n

cé1ulas/cm'?, y que exhiben niveles moderados de actividad dopamina beta-hidroxilasa[67].

4.1.4 Anticuerpos y Western blot

Para el §Testern blot contra DMT1 se utilizó un andcuerpo policlonal de conejo y como

anticuerpo secundatio anti IgG de conejo conjugado con petoxidasa de ráb¿no (I'hetm<r

Scientrfic), mientas que para el rüTestett blot contta:rctina se utilió trn anticucrpo

monoclonal dc ratón (Sigma N" Cat. ,,\51141), y anticucrpo sccundado antr IgG dc ratón

conjugado con petoxidasa de rábano (Thctmo Scienúflc).

4.1.5 Fluotófotos

Se utilizó la sonda CaIceína-AM (Invitrogen C-3100, Molcculat Probes) para detectar el Fe

láb citosólico, mientras que para detectar eI hieto lábil mitocondrial, se utilizó Ia sonda

RPÁ obtenid¿ por síntesis orgánica en el Laboratorio del Dt. Bruce Casscls, de1

Departamento de Química, Facultad de Ciencias, U. de Chile, de acuetdo al método de

Petrat y cols. Q002)p31.

4.1.6 Equipos

Nlicr:oscopio confocal, C¿rl Z.eiss LSN{ 510 Nicta (Carl Zeiss ,\G, Gottingen, Alcmarua);

Lector dc placas )iLIS-,\ SIINRISE (Tccan '-['tading AG, Suiza); Ccntrífuga Nhluo 22R

(Hcttich, Tuttlingen, Alemarua). Lector de rnicroplacas SincrgS, 2, tsiotek; Contador de

radi.oactividad Beta, Packard; Fuente de Poder PS 4010-2 (Sign-ra Aldrich); Cámaras

electroforétic¡s (Bio Rad Labr.:tatoties Inc., Califotnia, tJS§.
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4.2 Métodos

4.2.1 Cultivo celulat

Las células de neuroblastotna humano SH-SYSY se mantuvieton en cultivo en incubador a

37oC, con atmósfera de 5% COr, de acuetdo a procedimientos rutinarios dcl labotatotio y

del tipo celular [ec] .E1 medio de cultivo utüzado fue NfEIvI; b-12 (7:1) suplcmentado con

lOYo suero fetal bovino (Sm), aminoácidos no csenciales 0.1 rnN'I y

antibiótico/antLnicótico 1x. Se crecieron por 6-7 días con cambio de medio cada 2 dits .l'a

concentación de Fe basal en el medio de cultivo (F12: lr{Elr{ + 10%, SFB), dcterminada

por especÚomctrí¿ de absorción atómica fue de aproximadamente 7¡rN{.

4.2.2 Tl¿rta;lo¡¡ie¡tos de células SH-SYSY con v¿riadas ofertas de Fe extracelular

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de policstireno cofl tapa, de 30 o 100

nrm de üámetro o placas de 72 o 24 pozos, v fueron m¿ntenidas en culti¡'o en cl medio

indrcado por 6 días. Iln estas concliciones, l¿s células zlca¡zab'¿tl un 90-95% de cc¡nfluenci¿

al cabo de un¿ semana. AI cabo de 2 días sc cambió el medio MEI\{ F12 por mcüo de

cultivo con suero üatado con Chelcx-10O, pata dismimrtr el contcnido de Fe en el medio de

cultivo (Concentración de Fe en meüo con suero üatado con Chelex: 0,5plvI). Este medio

se m¿rtuvo por 2 días para posteriormente realizar 1os tratamientos.

Los tratamientos con hietro se tealiza¡on aportando hiero adicional al medio utiüzando el

complejo hierro:nitrilotriacetato (Fc-NTA) en una proporción molax 7:2,2. l-as

concenüaciones utiüzadas se encofltraron en e1 rango 1 a 20 pM de Fe añadido sob¡e e1
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ruve1 basal dcl meüo (aptoximadamcnte 7 ¡rN'I). Pata inducir Ia deficiencia de Fe se agregó

cl quelante de hierto desfer¡oxamina (DFO) para obtener conccntraciones fmales de Fe 1 I'

4 FIU[29,68]. Este quelante reduce la concentracj.ófl drsporuble de Fe en cI medio de cultir.o,

y también reduce el contenido intracelulat de Fe por ciclos de endocitosis-exocitosis. En

ottos experimentos, las células se incubaron con drstintas concentraciones de Fe más el

antioxidante N- acetil cisteína G.IAC) 250 pM durante 24 y 48 hotas segírn el exper-imento.

4.2.3 Ptepxaciín de suero fetal de bovino baio en hietro.

El SFB bajo en Fe fue preparado ntulando cl SFB con 3OO g/L cle Chelcx 100 a pFI 4,5.

Luego se tncubó 2 horas a temperatura arnbiente con agitación cotstaflte, para finaL.nente

subir el pH a7,4 cor, NaOH, en éstas condiciones sc incubo por una noche a 4"C. Con ésta

mctodología, la concentración de Fe en el medio de cultivo fue 0,5 ¡rlvl.

4,2.4 lncorponción celular de 5sFe,

La irrcorporación cclular de Fe se mrdió en las cé1ul¿s exponiéndolas a un¿ solución del

isótopo radioactivo ssFe, de concentración 1, acriüdad específrca conocida. En una rneclición

típica, 1as células fueron cultiv¿das por 1 scmana en placas dc 6 pocil1os. Se excluyeron los

pozos que alcattz¡tb¡n menos dc 8070 de confluencia. La solución dc transporte se prcparó

inmeüatamente antes de1 ensavo, agregando al buffer o rrcdio de cultivo 1a canúdad

suhciente de stock radioactivo para ufla concentración final de 0,5 FrN,I 
55FeC1.,. E1 hierto

total de la solución se lle¡,ó a 10 ¡rN{ agregando hie¡¡o frío no tadiactir.o (9,5 ¡rl$, en foma

de Fe-Ascorbato (1:20) o Fe-NTA (1:2,2), a patir de un stock 1 mM de FeCl., en HCI 0,01

mM. Las células se despegaron agtegando Tris saLlno-EDTA, deiando a 37"C por 5 mrn y
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soltaoclo con pipctco s!l^\-c. La suspcllsiófl cclular sc utüzó para detern-rrnacrón dc protcíne

totel por el método del ácido bicir.lconínico \- rrrecliciófl clc taclic¡ac¡irídad cn cortrcl-¡r cle

centelleo Jíquido P!r, 681.

4.2.5 Western blot

?ara pteparar los erttactos cclulares, Ias célul¿s SH SY5Y e\puestxs t dúerentcs ofcttas cle

Ie se clisgrcgrron de la placr de cultir.c¡ con Tris salino EDTA medialte Ia ilcubación pot

1[) mnutos a tcmpcraturlr ambiente y fueron colectadas por: ccntlifugación a 600 r g por 5

Lrrimtos a 4"C. Sc clcscartó el sobrenadante r. cl prccrpitado fuc tcsuspcndiclo cn BrLffer cle

Lisis (50 pL/ 1xl0"células) formado pot una solucrón tamprin clc Lisis (NP-'10 0,59 ¡, HEI']ll.-s

l0 nr\f/pH 7,5; NIgC1.3 mNl, I{Cl .10 mNI, PNISI- 1 mtrI, glicctol 5'r'0, DTT 1 rrl\[, quc

conrcni¿ ur cóctel dc inlrlbidor de proteesas (lcupcptrla 1i) pg/rd, aprotmina 0,5 pg/trn,

¡repstetina 0,7 frg/nn) (100:1 h-/r]) e incubado en hielo pot 15 minutos. El homosenrz¿citr

fire centrifugado r 10.00t) x g durente 10 minutr.rs, l' se aL¡acenó cl sobrcnaclalte para

determinar Ia concentración de proteínas mcdiente el t¡ét.,.lc,.l.l -\ci.l., lricrtrc,,umco

(RC,.\)16el

Para la sepatacirin clcctroforética, se c¿tgaroll 20 pg clc ptoteína en un gel clc acdlamicla al

1091,, cn condicioncs denarutantcs (SDS P,\Gll). Una vez separaclas las proteínas fucrol

clecrrotransfcridas a una membrana dc nitrocel.Llosa duLantc 1,5 horas a 300 m,\ r' '1''C.

Luego de la transfcrclcia, lt men-rbt:rn¿ fue teriicla crll Porlcelu S para clctcrn-rinar sl

cfcctilan-rente sc rcalizó I¿ transfcrenci¿ de protcínas. Luego la n-rembLalta sc latti du¡antc 5

milutos er.t agitacicir con '1'BS-T20 (Tris LICI pH 7, NaCl 150 m\l I Tt'een 2lJ 0,29 ") para



elir.ninar el Ponce¿u S. Posteriotr-rente Ia nembrane fue bioqueada con el butfet TIIS T20

con 59¡i¡ de leche descremnda clutante l lrora con agitación su,¿te lt telnperxtutl ambicnte.

La incubación con cl endcuerpo pr:imario cr¡n¡t¿r las protcílas D\IT1 r, actile sc realizó

du¡antc toda la noche a .l"C l agitación suar-c. Se te¡ltzetcln.l l¡v¿dos de 10 minutos c¿da

uno coü TBS'-['20 pera cLirrrhar ei anticucrpo primario umdo inespecíñclmcttc a l2r

mcmbrana. A continu¿ción se hcubó durantc 2 horas con ¡gitrcróu sLn\-e I tclrl.e r-.ltllLl

aml¡icntc con e1 anticuerpo secundario anti IgG cle coneio o anti IgG de ratón conlugado

colr pcroxtdasx c1e rábano cn ieche ilescremtde 0,5'l'o en soluciírn llls T20. Sc lcalizaton -1

lar,ados dc 10 ¡rinutos cada uno con 'l BS 'I'20, r' se t-e¡-clci usanclo cl kit quirniolunrinisccr.rtc

,r, autorrediografía (Pierce). l-a señal quirniolutrhrsce nte se detectó mecliantc placas

fotográficas (liodak)

4.2.6 Ptepartción de fracciones mitocondrial y citosólica.

Se siguió el protocolo dcscrito por \taltcc ;i1: las células SFI SY5\- sc ctccicron clurantc 2

días cn tredio dc cultivo lormal, lucgo sc cambió por tncclio clc cultir-o cot sr-Lero bajo en

Ile, r'sc marlrLN-ieron corr este mcdio po.- 2 días, hasta que alcanzaton rur 90'l'o cle

ct,nfluencia (15 x 10' células), luego fueton expucstas a dir.ersts c¡fertas clc I'c (1,'1,7, 10 I

20 ¡rll) durantc 24 l-roras. l,as cólulas fue.tol clisgrcgeclas desde ln placa de cultiro col'l tis

salino-llDTA mec11a[tc una ucubación por 10 lr-rimrtos :r tclnpcratur-a ambier.rte t- fireton

colecraclas por centrifugacitin a 600 x g pot 5 minutos a'1"(1. Sc desca-.-tc¡ el sobrer.racliute I

sc lalaron las células 3 veces colt PBS ftfu, ceflftifugando a (r00 x g d,.rrantc 5 mlrlrtos enúc

cad¿ layado. Se clcscartó el sobrenaclantc \, el preclpitado fuc tcsuspcndido en 1,5 ln-I- de

Buffcr de Extracción 1x (HEPES 10 mm¡pH 7,-5; n anttol 2(X) rnll, sacaroszr l0 tn\I l
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LGTI\ I mNI) que cc¡ntenía 15 pL de un cóctel de inhibidor dc proteasas (leupeptna '10

¡rg/rnl, aprotimna 0,5 pg/ml, pcpstetinl 0,7 ¡ug/trl, PXISF 1 m\1, 1)TT 1 n'LNI, pl l 7..1) e

ilcul¡¿do en hielo ¡ror 15 ninutos. Dcspués de 10 I5 n.rinutos sc c\L[a]cr()n volírmcnes c1e

20 pL para detclrrinación c1e contenido de hicro totel y determileción c1c conccutrecicin dc

J:rtorcínas. J,as céhrlas se tcimpicron co¡r 50 60 uolpes de ho¡rogctizacL¡r Dorurce l- el

homogenizado se cerffifugó a 600 x g por 111 r¡ln a 6.C. El sobrenrdante se traspasó a etro

tubo y se cefl[ifugó a 11.000 x g por 10 mirutos a 6"C. El ptccipitacio sc cottsiclcta ]a

fracciól mitocondlal l cl sobrcnaclalte In fr¿cciór citosóIica. I-¿ fraccró¡ r¡.ttoconclri¿l sc

lar.ó r- suspcnüó en buffer cle extracción srn lnhrbrdor cle ploteasas, se cefltrifusri e 1 1.000 x

g a 6''C durante 10 minutc¡s. Se resuspendió cl pcllet mitocoldrial el 150 pI de buffcr cle

ahnaccnamicnto 1x (FIDPES 10 m\I/pH 7,5, sacarosa 25(l mNI, A'-L-? 1 mNI, lDl'] ,30 mlI,

sriccinato c1c soclio 5 mNI ,I{IFI,PO,2 mNI 1'DTT 1 mL{) r'fue macenado junto con 1a

fracción citosólictt t -2()"C. Dc acucrclo ¿ altecedentes dc i.)ucstl{l lal>or¿torio. cofl éstc

proccdirliento se obtur.ieron fraccioncs cntrquecrdas cle mitocondrias, como fue posiblc

obsen-ar al detectar protcínas mitocondliales r¡ccliantc rvestetn l¡lot.

4.2.7 Detcrminación de hietto celular total.

Para estc¡s cxperimer.rtos, las células se lar-aLott 3 r,eces coI.r PBS, sc dcspcgaron cn fl íc¡ con

'ftis salino col EDTA ). se trabajarol en hielo et.t todo el ptoceso Ttas ccntrifuseció1l ¿

1300 x g, cl pellet celulat se lavó con Tris saLino sin FIDTA t' se r-c¡lrió t ccntrifugar, lueto

se lcsuspefldió efl uÍr volumen ro mar:ot a 50 pL de Tris s¿lino sin F,D'IA. Pert la

determilación de hierro en las fracciones subcclulares se teahzó el fLacctonar¡'ucrto tal

como se descnbró cn la sección correspondicntc, \- se utüzaton soluciones ú¿teclas con
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Chcicx, El contenido dc Fc cclular l. cn fraccrones r¡itocondrial r' citosólica se midió cn un

cspcctrofotómetro de absorción atómica con hornc, cle eailto (Stgma ó100, Pcrkln F.Jmer)

(Dr. .\Iigucl Atreclondo, laboratorio de \licronutttcntcs, IN'l-,\, []rii ersiclaci cle Chilc), tras

lisis col ácido nítrco concentlado a 60 'C pot 12 horas. Se utilizó cotr-ro conftc¡l Íltcrno

\IR CCIIEN 002 (.L"erur anrtqra) r, DOlt-2 (,.D0§ish /itrl prre vehdar les dc¡clminecir:rnes de

hierroll0]. F,1 rcstrltado se expresó ccim<¡ nmol Fc/mg p-L-oteín¿ totxl.

4.2.8 Determinación del LIP citosólico

l-as células, cultivad¿s cn placas cle cultili:, de poiiesrieno con tapa, cle fonclo plano

(Cornilrg o NLINC) de 12,i.2,1 poci11os, se lar.eLon con PBS, r'lucso sc incubarol por. l0

mrn a 37"C con e1 éstcr no fluorescente acctoximetil calceúta C-\ '\NI (Inr.itr-ogcn C 3100,

Nlolcculat Probes) cr.r concentractón fir.ral 0.25 ¡LNI et buffet I IIjSS Glucosa pFI 7,'l

(I{trP-h,S 20 n'r\{, NaCl 137;r'rNl, I(CI 5..1 mNI, CeCl. I m\1, Nlg{il.0.5 m\I, I{H.PC).,0,'l

mNI, llgSf),0,,1 m\{, Na,I{PO,0,3 mN{, glucosa 5 m\'I) r,el quelarte de Ire exuacclula¡

l)TP-\ 200 ¡rNL Después dc la incubación, las células se lar'¿rtor 3 r.eces cor.r P1lS. r'se

clejaron 5 min ¿dicionales en cl iucubador con sc¡lucrón HBSS Glucosa ftcsca, para permitil

i¿ hiclróLrsis complcta de la sonda por las esterasas citc¡sóLicas. Antes del ensavo sc agregó

FIRSS frcsco ¿ 37oC. La cuantihcación dc 1¡ fluotescencia se registrt'r cfl lcctor de

micro¡rlacas (Srnctgv 2,Biotek) con contro] de teurpcrattua (37'C) con filttos clc crcitaciirn

.180/20 nm y etr-risiírn cn 530/20 nm. Sc rcgistró la fluorcsccncia b¡s¿1 cle cada pocillo por -5

¡rinutc¡s a ilte¡.alos dc 30 scgundos entre cr.1i¡ lectura. Luego sc agtcgó DFP 't00 p\I.

.luelantc hidrofiLico r, pctmeable a 1¿r célula, r- sc siguió el aumelto dc fluorcsccltcta por 15-
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20 mm. La üfcrcncia enfte la {luoresccncia má:iima alcanzacla al agtcger cl quehlte 1 la

fluorcsccncia basal es proporcional a Ie magnttud del lrelt reactivo del crtosol, LIP[1]1.

4.2.9 Determin¿ción del LIP mitocondrial

Para evaluar Ia magnitud del pool de Fe lábil se utilizó 1a sonda RPA, que se acumulz

específicamente efl mitocondria. Las catacterísticas fluotescentes de1 RPA están dadas por

la rodamina, la que pot su cafga positiva da la destinación mitoconddal. Además, e1

compoflente 1,10 fenantrolina ie da capacidad de umón a Fe2* (Fe, RPA 1:3)[46]. A1 unir Fe,

el RPA disminuye su fluorescenci¿, la que puede ser recupetada agtegando un quelante con

alta afinidad por Fe. Durante el desartollo de esta tesis se utüzó el quelante DFP, el cual

accede a la mitocondria quelando eI hierro 1ábi1 ptesente.

La carga con RPr\ se realizó por 10 mn e¡ el Lncubador 
^37"C.15a'o 

CO, colt RP;\ 0,5 p\I

cn HBSS con glucosa 5 rni\I, pFI 7,'1. Ttas remorcr la sc¡lucrtln col sc¡nda, r'- Iar-at con

HIJSS 2 veces, sc agregó HBSS Cllucosa 5 mNf con llSA 1 Ír.rqri rrl,, para remor-er ltl)-\

¿dsorbido ínespccíhcrmcrte a la placa. Sc dciti csta solución pot 5 mir.r l lucgo sc levi, cor.r

LIBSS-glucosa, antcs clcl crsavo se agregó I Il3SS frcsco a .l7oC.

Pera asegurar qr,re el hrelto que se está detectandc¡ corrcsponde a hie'-ro presentc cn la

l¡itc¡condri¿ r. no a hicrro citosólico, 1as células fucron peueebilizadts corl cligitrimna 20

ptr1 dtLrantc 1 ninuto. La digrtc,ninr r\ Lrnr :rl-lotlrlr ¡r or.cnicntc clc Di.gildli.r f)tlÍ)tt't..t,

pern-rcebiliza la mcmbrara ¡rlasmática sin pérüda de la estructura cclular r'1a f¡.rncrón

nrrtoconclrid llgl .Bre\.ementc, Ias célu1as ma'-cadas con sc¡nda sc lavaron cor PBS 2 r'cccs t'
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Iuego se ir.rcul¡a-.-t,l a 37o(l en 59/o CO: por 1,5 nimrtos con cl but-fcr de ¡relleabtltzeción

(HEPES'I-ris 20 m\I pH ;,2, l.'Cl 120 m\I, NaCl I0 n'rNI, I{II.P(), 1 mtrI, er.rtipaina,

leupeptrna y pepstaüna 1 p.g/rl- y digitonina, 10 ¡Lgl 100 células), tras lo cual se removió e1

n-ristrc.r, se 1avó suar-clrente ccxr buffer dc pcrmeabilizacrón stn digitonina ). se resusllcndi¿)

en buffer dc petmeabilizacrón sin drgitomna. Posteriotmcntc, sc trasladaron rápidamente a1

lcctot de fluorescclrcia cstabilizaclo a 37o(, pare reeüzat los expcrimcntos. L¿ mcchcró¡ clc la

fluotescencia sc cfcctuó en un lector c1c microplacas con conttril Llc tcmPctaturn (37'C) con

f,ltrc¡s clc excitación 530/20 nm -r' emisiólr cn 590/30 nm. Se rcgistr ó la fluotcscencia basal

dc cada pozo por 5 mrn a lnten alos cic 30 seg enffe cach lcctura. -\ juzgar por el patrón de

marcacirin con RP-r\, el potcncial de membrana nritocond-.-ial no fue afectadr¡ ),e que la

sonda permanecii-, en la mitc¡cordria, 1o que ocurre siilo si estt coltsetr-a su Potcncizl.

l)ara cxpcdmertos cle ilgrcso de hierrc¡ a la mitocondda, se us<i F,\S -10 ¡rN{. El F-,\S cs une

folr-ra cle Fett tto corrplejado a quclantcs. -trsta soiucrón cs cottocida ¡ror su

biodrsponibildad, pero en soluciones a pFI ncutro es poco estable, se c¡sida l fc»t'ra

prccipitados féticc¡s. Por esto, es ncccsario udlizar sr'¡luciones preparedas Lccicntcmen¡e r.

en expcrirrrentos con dcmpos cortos (< 1 h). I'}are deten¡jnar acumul¿ción de llc IábI

rnitocondrial sc usó DFP ,100 p\I - cluchnte especíhco c1c Fc[l] v cL)n tcccs() it

corlpertimentos sub-cclulates. Lln Lesumcn dc1 procedimiento es co1r1o siguc: a) catga con

la soncla fluorescenre RPA; b) permeabilización con cligitomta; c) dctcrminacrón clc lirea

basc (5 nrin); d) adición cle .bAS i. seguinicnto de la fluorescct.rcie po-.- 20 nrln, r'e)

trataricnto con el quclelte de hiemc¡ para h restautactón n'ráxLma clc le t-ltro.cscencia. Sc

siguir'.r el restablccir¡iento de la fluorescencta por 10-15 min. La diferenci¿ cntre le
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fluorescer.rcia n-ráxirr-r¿ alcanzada tras agrcgar el r¡relante 1- la fluorescencia b¿isal cs

lrroporcional a la magnitud dcl ml,Il)[22].

4.2,10. Tasa dc incorpotación de Fe citosólico y mitocondtial,

Pxre determinar Ia trsa de ilcotporación cle Fc a citosr¡l l mitoconcirie, cé1ulrs SH S\'5Y

iucron cargaclas con las sondas calccínr¡ o 1LP.\, tcspcctir-amclte, se srguió la fluorcscencia

l¡asal como se describió antctiotmenre, 1 luego sc egrcgó sulfato cle l¡ietto amonio (F-\S) 'll)

¡-rN{. Sc registró el clcsccnso de la fluoresccr.tcie para arlbas sondts, hasta quc ósta se

1r-r¿l1rur-o constanrc, con el fin cie clctcrmin¿r Ia lelocidacl cle irrgtcso clc f-c, luego se agrcgci

el cluelartc DFP que permitió determirar el cc¡ntenido de hierro lábrl par:a cacla condición.

Los lalores obtcnrclos se graficaron utilizando cl progtama Prisn-r clc CiraphPad. La tasa dc

incotporación sc cleterminó realizando r-rn a]uste exponenctal sirnplc dc las peldientcs

corresponclicntes a cada desccnso clc fluorescencia.

4.2.11 Microscopía

Se aplicti el mismo procedirrriento clc carga cle l¡s sondas pata scguir catrbios dc

fluorcscenci.a para ir visuaiización cle las célules en el nrictoscc4rio confocrl cle flr¡o-r'esccr.rci'.r.

Las células pata microscopía se semblaton cn placas de 35 ¡rm v sc proccdró a obscrr'ar

con rnicroscopio confocal G,SNI \ItrTA510, Catl Zciss) con lente Plan,\pochtomat

63Xi 1.4. P¿rtr cada inmunolocalización se udlizó una ¿perturx de 37lJ ¡Lm r sc obtur-ieLon

apilan'ricntos de cortes ópttcos de 0,92 pt.r'r cada uno Y se ProYectaron cntlc 9 \' 10 irágencs

para obtcnct la fc,to final.
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4.2.12 Análisis estadísticos

Las cletel¡rinacioles tle proteire, raclioactir-iclacl v Ie total, fucron rcaLizrrl¡s cn duplicaclo i'

sc rcplüerofl Jos cxpcdmentos en por lo menos t,-cs corriclas inclependicntes Cuaudo se

trabaleron cé1u1as en microplacas de 12 o 2'l pocillos, los resultrdos ptovieneu de los

promedicrs de tripLicados de por lo meflos tres cxpcrlmefltos indepencLentes. Pnt:t lntltzat

hs diferencias cntre promedios cc¡r'r ANO\''\ (una o clos r'ías) o prLLeba t de Snrclcnt, se

utllzó cl progr¿lrrx CiraphPad, r.ersiól;1.00 para rü¡ildorvs, (GtaphPad Sofnvate, San Diescr

C,\). Las difercncias fueton consideradas significattr-as cor.r p < 0,()5.
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5. RESULTADOS

5.1. Disttibución subcelulat de Fe al equilibrio

Sc determinó el efecto del aumento en la oferta de hierro exftacclular en su acumulación v

distnbución sub celular. Para esto. se cultir.aton céiulas SH-SYSY con meüo balo en hierro

durante 2 días, pata detectar los cemhios en contenido de Ire asegurando que nuestra

condiciófl basal (0,5¡,LNI) cs merlor a la primeta condición dc úatamiento (1pN{). Al cabo de

ese tiempo cl mcdio se cambió pot medio fresco con diferentes ofertas de hietto (1,'1 ,7 ,10

,r.20 ¡rNI), se incubó por 2.1 hotas v se determinó cl contenido de Fe en citosol, mitocondria

r- en célula total mediante espectrometría de absorción atómtca (Figura 2).

cf)
E
o)
LL

-e

E

Fe total

Fe citosól¡co

Fe mitocondr¡al

510 15 20
Fe en medio de cultivo (pM)

Figlra 2. Distribución subcelulat de Fe en células SH-SYSY. Cáu1as SH-SYSY fueron
expuestas por 24 hotas a üversas ofettas de Fe. Luego fueron disgtegadas con Ttis salino-EDTA, y
se realizó fraccionamiento subcelular como se describió en los métodos. El contenido de Fe se

determinó mediante especttoscopía de absorción atómica y los resultados se expresaton en nmoles

de Fe/mg de proteínz tot¿I. I-os valores son promedios + DE de 3 expedmentos independientes eo

tripücados.

Se obsen-ó que el contenido de hierro total, citosólico y mitocondrial no varió

significatir-amente enúc 1 y .t ¡rX{. A la concentración de lie externo 7 ¡rlf sc obsen'ó un
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aulrento pequelio erl el hierro citosóLico sin r-ur crmbio obscn able er e] conteudr., de

}rierro mitocr'¡ndtial. Incrementos de la concentractón dc hicrt,-.¡ cxttacclular cn c1 rxnco 7 20

,ull indujeron ur nufire to sosteniclo tantr¡ clcl hierro citosólico como clel n-itocold-,-ial sin

difelelcias signihcadr-as cn Ias tasas de aulnento (penclientcs: citc¡sol: 0.079 + 0.011;

rr.utr¡condria; 0.062 + 0.022).

5.2. Incorpotación de 55Fe en células SH-SYSY - Efecto del tratamiento preüo con

diferentes concentraciones de Fe.

Para deterrrrinar si 1os niveles de hie¡ro intacelulat a,fectn's,la entrada de híerro a 1as cé1ulas,

se cultivaton célu1as SH-SYSY durante 6-7 días con diversas ofertas de hiero exttacelular y

se determinó efltoflces la incorporación de hiero radioactivo (ttFe) por 1l h. En condiciones

de cultivo en un medit¡ cc¡n -Fc 1 pNI, la ilcorporación dc "Fc fuc cl t-n¿r'or valor

detelrrilado (Figura 3A). Esta ilcotpotación fue disrninuvendo e r¡edida qlre au1nefltó la

oferta extracclular dc hictro. Este comportamiento en 1a ilcorporaciót de hierro fuc

concordante con la cxprcsión del tralsportador DNIT1 (Ftgura 3B). En condiciones cle

deficicnci¿ dc Fe, en Ia que habría un posible rulrcl.rto cn los rcqucrimicntos pol óstc uetal,

le c:rprcsión de1 uansportador I)NfT1 fuc l'.r trás elevad¿. A medida que la concentración de

hicrro en la etapa de cultir.o prcvio aumentó, la expresión de DNlT.l disr¡inuvó. La clta

disn'rinuciirn cn 1a cxpresiól del tlansportndor sc collumir a1 rc¿liz:rr cl anhlisis cu'.lntitatir.)

clc ósta expresión, utüzanclo cc¡mo control dc cerga er el Westeln blot la pr oteína ectila

(Figuta 3J3).
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61KDA DMTI
42KDa actina

Fig. 3, Incorporación de 55Fe en células SH-SYSY - Efecto del tratamiento ptevio con Fe'
(A): Las células fuero¡ cultivadas por 6 días con las colrcentraciones de Fe indicadas, se eliminó el

medio de cultivo y se realizó el ensayo de incorpotación de hiero incubando las cáulas por t hr con
55Fe-FAS 5 pM en medio DMEM. Valores son ptomedios de 3 expedmentos independientes en

ttiplicado + DE. Se detetmi¡ó la expresión de1 transpottador DMI1 mediante Westem Blot @), y
se cuantificó la densidad de banda (C). Pam el control de carga se realizó el \Testem Blot a¡rti actir¡a.

(ANOVA, anríüsis de Tukey para comparaciones multiples, *** p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05).

Aro
d, .=

sñ 8
5lc

b9 6go,

.ES 4
o¡9

FU¡

0

f-
o
o!c
-8<of!
!oE'6
c
a)o

B,

c.

10 15

l0 l5 20

47

Fe, p[,

Fe en medio de culti\¡c (uM)



5.3 Detección del pool de hiero lábil citosólico y mitocondrial en células SH-SYSY

mediante el uso de sondas fluorescentes.

Dada la impottancia de la regulación de1 conteaido de Fe en términos de homeostasis

celular, y del potencial daño oxidatrvo que puede causat la presencia de Fe l:ib o reactivo,

se estudió la cinétrca y magnitud de 1a fuacción de Fe lábil citosóüco y mitocondrial, cLIP y

rrrllP utilizando 1as sondas calceína-AM y RPA respectivamente. Ambas sondas

disminuyen drásticamente su fluorescencia a1 quelar hierto lábil. Estudios ptewios han

reportado que calceína se disttibuye en e1 citosol¡t¡ y en menor medida en lisosomas y

mi.tocondria; mienftas que Ia loc"li"ación de RPA se ha determinado como exclusivamente

mitocondnal¡z:¡ .Pata corobotatlo, se observaron cé1u1as matcadas con calceína o RPA pot

microscopía confocal (Figura 4). Calce:rr:,a. se distlbuyó ampliamente y en toda e1 área

celrrlat (Fig. 4A), y su fluotescencia disminuyó drásticamente al agregar hieto en forrrra de

sulfato de hiero amonio (FAS) 40 pM (Fig aB), mientras que la matca de RPA se aprecia

como perinuclear (Fig.ac) y dismnuye a1 agregar la mlsma coflceritraciófl de FAS (F{.4D).

Con esros cc¡rtrolcs realizados, se utilizerr¡n cst^s sordas Para estín los cat¡rbios de

magnitud dc los compartimentos citosólico r. mitocc¡nc1rial clc Fc cn rcspucsta a Ia oferta

cxtracelular v rcgistrat Ia enu¿cla dc Iic a cstos compattimcntos, pata cvaluer 1a existertcit cle

una rcgulaciór mecüacla pot el Fe celulat.
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Fe +Fe

Figura 4. Localización intracelulat de los sensores de metales calcelna y RPA en células SH-
SYSY y su susceptibilidad a hiero. Se muestr¿ la local,jzaciín y fluorescencia de calceína en

estado b¿sal (A) y después de un estímulo de 40 pM FAS (B), donde se observó una drásdca

disminución de la fluotescencia. Lo mismo ocurió con la fluoresce¡ci¿ de RPA, de locÑzación
pdncipalmente mitoconddal (C) y sensible a FAS el cual produjo su apagamiento (D).

5.3.1 Detección de la magnitud de cLIP por recuperación de fluotescencia de

c¡lcei¡z en células SH-SYSY ttatadas duránte 24 hotas con divetsas ofertas de Fe.

Se determinó la magnitud de Fe lábil citosólico en cé1ul¿s SH SY5Y ¡tataüs dtrante 24

horas con concentraciofles de Fe crecientes (1, 4,7 , "10 y 20 pNf). Se catgaron las células con

la sonda calceittt y luego se tegistó ia fluorescencia basal en e1 lector de miuoplacas

durante 5 minutos. Se agtegó el quelante específico de Fe, DFP para recuperat la

fluorescencia. De éste modo, Ia magnitud de 1a fluorescencia recuperada es dilectamente

proporcional al Fe lábl, pata cada ofetta de Fe extracelulat (Ftgua 5A). En la Figua 58, se
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obseñ.a una diferelrcia signrficatir.a en 1a fluotescencia inicial pera condicioncs clc clchciencia

(1¡rll) r, 1e c.xldición control, 1o que ildica que la rnagnitucl dc l'c l/Lbil citr¡stllico es función

dc la concentración a la cual fueron cxpucstes las células. cen tcndcrcia a es¡abilizarsc a

conccflüaclones cn c1 rango 10-20 ¡r\I de hierrt¡. El In fLgura 5C, cl cr»rtcrido de Fc lábrl

citosóLico sc o.idencia pot el aumcnto cle fluor-escencia al agrcgat un quclxnte cofl malor

ahrudad por lierro que calceína, Io quc rcsulta el la recuperacrón de le fluc¡rcsccr.rcia de ésta.

La rccuperación de 1a fluorcsccncir es directementc proporclonal al pool de hterro lábll

cltosólico. Nuevan'rentc, sc obsen'a que el pool dc hicrro lábil cs ptoporciolai a ie

concenftación de hierro exuacelular clur¿nte 1a etapa de pte-tncubacitlrlr, c()11 unlr tcldercia a

estabilizarse a corlcefltraciolrcs de hierro elte 10 1. 20 ¡rNI.
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Figuta 5. Recupetación de la fluorescencia de calcelna en células SH-SYSY ttatadas durante
'A horus con divetsas ofertas de Fe. Las células SH-SY5Y fueron sembradas durante 24 hotas

con diversas ofertas de Fe. Al cabo de ese tiempo se incubaron con la sonda calceína-AM y se

tegistó la fluorescencia inicial (Fo) dutante 5 minutos. Luego se agtegó el quelante DtrP 400 gM y
se registró el cambio de fluotesce¡ci¿ dutante 10-12 minutos (Ffu A). Se determinó el delta de

fluotescencia (AF/Fo) pata cada condición (B). Los valores son promedios I DE de 3 expedmentos

independieates en triplicado. ANOVA, anáüsis de Tukey para comparaciones multiples, (a)

p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestrao las estadísticas de todas las co¡ce¡traciones con

respecto a la condición control @e 7 plr4;

El conjunto de estos resultados indica que z las 24 hotas de exposición, la magnitud del

pool de hierto lábil citosólico tiende a establiz¿rse, probablemente debido a que se han

gatillad6 mecanismos de regulación pata" ertitat que éste Fe potencialmente citotóxico
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interactúe con especies como FI,C),, fo-.-mardo radicales Libres mcüante Ia tercctón de

Ilenton.

5.3.2 Detección de la magnitud de cLIP por recuperación de la fluotescencia de

cakceí¡a en células SH-SYSY ttatadas drrante 48 hotas con divercas ofertas de Fe.

Siguiendo la misrna metodología descrita para el expedmento antedot, las cé1u1as SH SYSY

fueron expuestas durante 48 hotas a diversas ofertas de hietto, con e1 fin de deter:rninar si

aún la céIul¿ es capaz de mantenet telativamente coflstantes los niveles de cLIP, como los

observados a las 24 hotas. De igual manera que en e1 tratamiento áunnte 24 hotas, se

observa una difetencia significativa en 1a fluorescencia inicál en coodiciones de defrciencia y

sobrecatga de Fe (Figura 6) .En célu1as con ofertas de Fe mayores a la condición controi (7

¡rN[), 1as fluorescencias iniciales son considerablemente meflores que en el trat niento por

24 lnons, io que da cuenta de un aulnento en el cLIP como resultado dei mayot tierrrpo de

exposición a ofertas de Fe extemo @igura 6A y 68). Bajo estas condiciones no se obserwó

la estabilización enue 10 y 20 pM de hieto observada en ftatamientos drxan:te 24 horas, Io

que indica que a tiempos prolongados de exposición a Fe, ias células pietden la capacidad

de mantenet el cLIP a niveles coflstafltes.
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Figura 6. Recuperación de la fluorescenci¿ de calcelna er¡ células SH-SYSY ratadas durante
48 hotas con divetsas ofertas de Fe. Las células SH-SYSY fueron sembradas durante 48 hotas

con diyersas ofertas de Fe. Al cabo de ese tiempo se incubaron 1as células con la sonda calceína-AM

y se registró la fluotescencá basal (Fo) duante 5 minutos. Luego se agregó el quelante DFP 400 gM
y se registó la recupetación de la fluorescencia de la sonda durante 10-12 minutos (A). Se determinó

el delta de fluorescencia para cada. condición (B). Los valores son promedios + DE de 3

expedmentos indeper.rdientes en triplicado. ANOVA, análisis de Tukey para comparaciones

múltiples, (a) p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestra¡ las estadísticas de todas las

concenftaciones con tespecto a la condición control §e 7 plrf).
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5.4 Participación de agentes oxidantes en la magnitud del cLIP en células SH-SYSY.

5.4.1 Detección de la magnitud de cLIP pot tecuperación de la fluorescencia de

calceíta en células SH-SYSY tratadas durante 24 hotas con divetsas ofettas de Fe.

En célul¿s eucariontes, la homeostasis celular de Fe es regulada de foflia post

tansctipcional por 1as proteínas IRP-1 e IRP 2, 1as cuales se uflefl a elementos IRE de ARN

mensajeros de proteínas relacionadas cofl transPorte y almacenaje de hietto (DMTI,

ferritilra) regulando su degradación de acuerdo a 1os tequerimientos de hierro en la célula.

Co[ro sc mencionó rntcriormentc, el hicrro cs caPaz c1c Leacciotrer con pcrci:iiclo de

hrclrrigeno, y este rcactir,idacl está cstrcchatr-rclte ligacl¿ a la gcncmclól dc cs¡recies Lcactir-as

del oxígeno, cl stress t, el c1año oxrdativo. Anteccdentes dc Pantopoulos i' Flentzc (1991t)

er.iclencian quc células cxplresrxs a peróxido de hrdróget.ro rcclucelt Ia síntcsis cle ln proteína

almecenadora de lúcffo ferri¡ila, I estimulan la explcsión clc1 tnRNA de1 rcceptor de Tf

(R l f, sicndo ambas respucstas post tleducciorales, r, cu1.o origcn se debc al desensan.rblaie

c1el grupo prostético ,1Fe-4S presentc en Ja proteila IRP 1. I)ados éstos 2rntecedcntes, 1,

consrcleLanclo una posible clcsregulación de IR1'] 1 Por estlés ox1d2ü\'o. sc hizo irltclesante

inda¡Jar acerce del efecto de agentes antioxidantes en cl contenido de hicrro lábil tmto en

cirosol comri cu n-ritocondde, con respecto ¿ ia r¡ferta e--itcfilll \. a ia duración dc la

cxposicióu de éstas células ¿ las üsrintas ofertas clc lie.

AA



Con el fin clc indagar acerca de cuál cs la participacrón de ascntcs oxiclantcs cn la requlnción

c.1e Fe lábil cn cl citosol, célul¿s SH-S\'SY fuercn ircnbarlas dutaltes 2 4 ho-,-¡s cot divetsas

concentraciofles dc.[rc junto con el antioriclatrtc N acetil cisteína (N--\C); esta rno]écula es

un análogo l precursor dc glutatión reducido, cl cual es el antioriclentc cchrlar por

excelencil.

AI exponer a células SH-SY5Y a N.\C 25tl pll, obscn'amos que existc una dismimrción cn

1a mrgnitud del cLIP al comparat con ttatamiefltos de Fe pcro sin NA(.. En conciiciones

cle cultir.o con Ic 20 ¡LNf, el valor cle AF/F,, obteruclo en la prcscncia de -r.--\C (0.09; Frg. 7ti)

se compara favorabiementc con el r-nlc¡r ol>tenido et.t auscncie de NAC (0.6; Fig. 5C). Estos

resultados incücan c¡re podtía exrstir la parúcipaciól de agct.rtcs entioxiclantes cn Ia

reguiación del cLIP.
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Figura 7. Recupetación de l¿ fluorescencia de calcelna en células SH-SYSY tatadas du¡ante
24 horas con divetsas ofertas de Fe y la molécula antioxidante NAC' L¿s células SH-SYSY
fueron sembradas duante 24 horas con diversas ofertas de Fe junto con NAC 250 PM. Al cabo de

ese tiempo se incubaton las células con la sonda calceína-AM y se tegistró la fluotescencia basal (Fo)

du¡ante 5 minutos. Luego se agregó el quelante DFP 400 ¡.r.M y se registró la tecupetación de

fluorescen<ja de la sonda durante 10-12 minutos (Fig A). Comparación de resultados de

tratamientos si¡ NAC (B) '\,'s hatamientos agregando NAC a cad¿ condición (C). I-os valores son

promedios + DE de 3 expedmentos iadependientes en tiplicado. ANOVA, análisis de Tukey pata

comparaciones multiples, (a) p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestran las estadísticas de todas

las concentraciones con respecto a la condición co¡tol (Fe 7 p$
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5.4.2 Detección de la magnitud de cLIP pot recuperación de la fluorescencia de

calceína en células SH-SYSY tratadas dutante 48 hotas con divetsas ofertas de Fe.

Patticipación de mecanismos antioxidantes,

Para determinar si agentes oxidantes podían avudar a mantencr un cLlP bajo a un mayor

tietrpo de exposición, se prolongó el tratamiento de Fe dutantc 48 horas, condiciones en la

que habían-ros obserwado una franca desregulación dc los ni¡'eles de cLIP. Al registrar la

fluorescencia basal de célu1as SH-SYSY somctidas por 48 horas a distintas concenftaciones

de Fe junto con una dosis de N:\C 250 pN{ (F-ig. 8A). Se observó que en presencia dc NAC

cl contenido de hierro lábil crtosóhco disrdnuyó nororiamcnte (Fig. 8tl), en comparación

con el tratamiento en ausencia de NAC (Frg 88) Estos tesultados sugieren que csdmulos

oxidantes destegulan la concentraciófl del pool de hietro láb citosólico.
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Figura 8. Recupetación de fluorescencia de de calcelna en células SH-SYSY tratadas
durante 48 hotas con diversas ofertas de Fe y la molécula antioddante NAC. Las cául¿s SH-
SY5Y fueron sembtadas düante 48 hotas con diversas ofertas de Fe junto con NAC 250 gM. Al
cabo de ese dempo se incubaton las células con la sonda CaIceína-AM y se registró la fluorescencia

basal (Fo) dura¡te 5 minutos. Luego se agtegó el quelante DtrP 400 ¡rM y se tegistró la recupetación
de fluorescencia de de la sonda duante 10-12 minutos (Fig A). Comparación de resultados de

tratamientos sin NAC (B) vs tt¿tanientos agegando NAC a cada condición (C). Los valotes son

promeüos + DE de 3 experimertos independientes en tdpücado. ANOVA, anáüsis de Tukey para

comparac.iones multiples, (a) p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestrafl las estadísticas de todas

las concenúaciones con respecto a la condición control (Fe 7 pA!
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5.5 Tasa de incorporación de Fe a pool de hieto lábil citosólico en células SH-SYSY

5.5.1 Incolpotación de Fe a pool de hietto lábil citosólico en células SH-SYSY con

tratamiento de distintas ofertas de Fe dutante 24 hor¿s.

Nos pareció interesánte offo aspecto relacionado con la di¡ámica del Fe lábil citosólico: el

sabet cómo vaÁa la tasz de incorporación de éste metal como función de1 contenido del

cLIP. Con este propósito, cé1u1as SH-SY5Y fueton incubadas drúante 24 horas con

concenttaciones de Fe extacelula t 'r, 4,7 ,10 y 20 ¡rX{. Luego de este tiempo, se incubaron

con calceína-AM 0,25 F.Ld en un medio sin hietto y se regrsttó la fluotescencia basal de

calceína durante 5 minutos. AI c¿bo de ese tiempo se agtegó hieto en fotma de sulfato de

hierro amonio (FAS) 40 ¡rM, y se registró düante 15 minutos la cotda de fluorescencia de

calceína por áumeflto del cLIP- Luego se agtegó e1 quelante de Fe DTPA pan descatfar

fluotescencia exttacelulat, se regrstró la fluo¡escencia por unos minutos, y luego se agregó el

quelante petmeable a membraflas DFP, que petmite recuperar la fluotescencia de calceína

(Figura 9 A). Los datos obtenidos nos indican que frente a un inctemento en 1a oferta

extracelular de hiero, 1a tasa de incorporación de éste dismmuye, Io que inüca que e1

ingreso de Fe a la célula está condicion¿do por 1a necesidad del metal, sin embargo, a

concentraciones de Fe 20 pM, la entrada de hierro continúa ocurriendo, a Pesar de l¿

drsminución de 1a exptesión del tansportador DMT1 (Fig.2B), lo que nos indica que no

existe regulación negativa estticta de 1a enttada de hierro. Esta situación favorece la

acumulación de Fe en células expuestas a áltas coflcefltraciones de éste meta1.
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Figura 9, Detección de la incotpotación de hiero al cLIP pot pérdida de fluorescencia de
calcelna en células expuestas a distintas concentraciones de Fe du¡ante 24 hotas. Las céIulas

fueron cargadas con calceína (CA) y la cu¿ntificación de Ia fluorescencia a 37 oC se tegisttó con un
lector de fluorescencia para microplacas (excitación 480 nm, emisión 530 nm). Se registtó la

fluorescencia basal de cada pozo por 5 min a intervalos de 30 segundos. Se agregó 40 pM sulfato
fer¡oso de amonio (FAS) y se siguió et apagamiento de la fluorescencia de CA durante 15 min con

lecturas aprorimadamente cada 30 segtrndos. La diferencia entre la fluorescencia márima aTca¡zzda

y Ia basal es proporcional a la magnitud del Fei* reactivo del citosol (cLIP). Posteriotmente se

agegó 1 mM del quelaote de hiero no peffneante DTPA, para eliminar la co¡tribución de CA

extracelular y después 400 ¡rM del quelante permeable a la membtana DFP (Fig. 9A). DFP sustrae

Fe de la CA recupetando ésta la fluotescencia apagaü pox su unión. En la Figura 98 se graf,ca la

tasa de incorpotación de Fe por segundo. ). Los valotes son promedios + DE de 3 experimentos

independientes en triplicado. ANOV,A' anáüsis de Tukey para comparaciones múltiples, (a)

p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestrafl las estadísticas de todas las concefltraciones con

tespecto a la condición control (Fe 7 pA!
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5.5.2 Incorpotación de Fe a pool de hiero lábil citosóIico en células SH-SYSY con

tÍatamieflto de distintas ofertas de Fe dutante 48 horas.

Para determinar cómo rnfluye el tiempo de exposición a diversas ofertas de Fe exffacelular

en la tasa de inco¡potación de Fe y en el contenido de Fe lábil, células SH-SH5Y fueron

incubadas durante 48 horas utilizando el rnismo dGeño de1 experimento anterior. Al igual

que las céluJas sometidas a tratamieflto dtxattte 24 horas, la incorporacj.ón de Fe dismmuyó

a meüda que aumentaba e1 Fe extracelular, al]nque de maneta más drástica, probablemente

debido a Ia prolongada exposición. AI igual que en la incub¿ción por 24 l:,,otzs, la

incorporación de hietto al citosol nunca llega a niveles cero a pesar de mantenet

tratnnientos prolongadas a altas concentraciones de Fe (Figua 10B).

61



DFP

l.

f

§o
,a

(¡)

(,
o:
LL

(.)
LL
co'ó
§o,oo

ó
.E
ñ

F

1000 1$0
Tiempo (seg)

510 15 20
Fe en medio de cultivo (pM)

Figura 10. Detección de la incorporación de hiero al cLIP por pérdida de fluotescencia de
calcelna en células expuestas a distintas concentraciones de Fe duraflte 48 horas. Las células

fueron cargadas con calceína (CA) y Ia cuantiñcación de la fluotesce¡cia a 37 oC se registró con un
lector de fluotescencia para microplacas (excitación 480 nm, emisión 530 nm). Se registtó la

fluorescencia basal (Fo) de cada pozo por 5 min a intervalos de 30 segundos. Se agregó 40 ¡tM
sulfato ferroso de amo¡io (FAS) y se siguró el apagamiento de la fluorescencia de CA durante 15

min con lecturas aproximadameote cada 30 segundos. La diferencia entre la fluorescencia máxi¡a
alca¡zada y la basal es proporcional a 1a magnitud del Fe2* teactivo del citosol (cLIP).
Posterioffiente se agtegó 1 mM del quelante de hierro no permeante DT?4, para eLiminar la

conttibución de CA exttacelulat y después 400 pM del quelante petmeable a Ia membrana DFP (F[.
10A). DFP sustrae Fe de la CA recuperando ésta la fluotescencia apagada por su unión. En la Figuta
10B se grafica la tasa de incorporación de Fe por segundo. Los valotes son ptomedios + DE de 3

expedmentos independientes en ttipücado. ANOVA, análisis de Tukey pata compataciones
múltiples, (a) p<0,001; @) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestan las estadísticas de todas las

concentraciones con respecto a la condición conttol (Fe 7 pl,!
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5,6 Detección de la magnitud de mLIP por tecupetación de fluotescencia de RPA

en células SH-SY5Y.

5.6.1 Detección de la magoitud de mLIP pot tecupetación de fluorescencia de RPA

en célul¿s SH-SY5Y.tratadas dutante 24 hotas con diversas ofertas de Fe.

Se determinó la magmtud de Fe lábil mitoconddal en célu1as SH-SYSY ttatadas darante 24

horas con conceritraciones de Fe en el rango 1 a 20 pM. Se cargaron 1as células con la sonda

RPA y luego se registró la fluotescencia basal en el lectot de microplacas durante 5 minutos.

Pata asegurat que eI apagamiento de la fluotescencia de RPA se debe exclusivamente al

hiero lábil presente en la mitocondria, 1as cé1u1as fueton permeabilizadas con digitonina

con e1 fin de tr.a:brjar con cé1u1as petmeabilizzdas y determinar 1a participación de

cohpoflefltes citosólicos en e1 ingteso de Fe a la mitocondria. Se tegistró nuevamente 1a

fluorescenci¿ basal (F,) y luego se agregó el quelalte específlco de Fe, DFP párá recuperat

la fluotescencia. De éste modo, la magnitud de 1a fluorescencia recupetada es diectamente

proporcional al Fe 1ábil pata cada ofefia de Fe exttacelular.

Fln el estado inicial clcspués de 1a catga dc lU)Á, la fluorescencia inicial (F,) tnás clcr-ada, es

decir-, ct mLIP más bajo, 1o preseltaron l¿s células clctlcientes en hierto. F, clisn.unur,ir cu el

rango 1 10 ¡r\I de hierro, estabilizándose en e1 rango 1u 20 ¡NI (fiiuura 11-\ 1'11B). Iistz

cstal¡iiización es t¡n¿r cvidercia de quc el mLIP es regulado.
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Figura 11. Recupetación de fluorescencia de de RPA en células SH-SYSY en función del
üatamiento durante 24 horas con diversas ofettas de Fe. Las cár¡1as SH-SYSY fueron expuestas

dttante 24 horas con diversas ofertas de Fe. Al cabo de ese tiempo se incubaron las células con la
sonda RPA y se registtó la fluotescencia basal durante 5 minutos. Luego se agtegó el quelante DFP
a00 pM y se tegistró la recuperación de fluotesce¡cia de de Ia sonda durante 10-12 mi¡utos (A) y se

determinó el delta de fluorescencia pata cada condición (B). Los valores soo promedios + DE de 3

experimentos independientes en triplicado. ANOVA, a¡á[sis de Tukey para compataciones

múltiples, (a) p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestrafl las estadísticas de todas las

concentaciones colr respecto a la condición control (Fe 7 pL!
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La deterrninación del mLIP con R?A arojó tesultados similares a 1os obten.idos para

calceína düante 24 hotts de tralamiento con concentraciones ctecientes de Fe. La

magnitud del mLIP aumentó 2,3 veces al compaxar la condiclón de deflciencia de Fe (1 pM)

con la condición de sobtecatga de Fe (20 ¡rM) (Figura 11C)- Este tesultado sugiere la

ptesencia de un mecanismo regulatodo deL contenido de híeto láb mrtocondtial'

5.6.2 Detección de la magnitud de mLIP por recuperación de fluorescencia de de

RPA en células SH-SYSY tatadas durante 48 hotas con divers¿s ofettas de Fe.

Similaffiente al estudio del LIP citosóüco, se detemrinó el efecto de1 tiempo de exposición

a divetsas ofertas de Fe ext¡acelular en Ia tasa de hcotporación de Fe y en e1 contenido de

Fe lábr1 mrtocondri¿l. Para esto, las céluJas SH-SHsY fueton incubadas durante 48 horas

utilizando eI mismo diseño del experimento antetior. En genetal, la fluorescencia inicial fue

más elevada en comparación a la incubación por 24 horas, es decir, e1 mLIP fue más bajo.

Un r¡rIIP excepcionalmente bajo io presentaron células cr¡ltivadas efl Fe 1pM, compatado

con células cultivadas con Fe 1¡rM durante 24 hotas (Frgura 12B). Posiblemente el poco

hiero que ingresa a l¿ mitocondria es utilizado pafa malltenef los niveles adecuados de 1os

grupos prostéticos Fe-S y Hem. A patr:r de Fe 7 ¡r.M, se observó que a medida que aumerita

la oferta de Fe extracelular tambj.én aumeflta e1 apagamiento de la sonda, 1o que indica un

aumento dei mLIP €rg. 12C) A diferencia del tratamiento dtxante 24 hotas, aquí el mLIP

flo se mantuvo constaflte, 10 que sugiere 1a pétdida de la capacidad de este.
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Figrta 72, Recuperación de fluorescencia de de RPA en células SH-SYSY en función del
tratamiento dutante 24 hotas con diversas ofertas de Fe. Las células SH-SYSY fueron expuestas
durante 48 horas a ofertas crecientes de Fe. AI cabo de ese tiempo se incubaron las células con la
sonda RPA y se registró la fluorescencia basal @o) dutante 5 minutos. Luego se agregó el quelante
DFP 400 gM y se tegistó 1a recupetación de fluoresce¡cia de la so¡da (A), y se determinó el delta
de fluorescencia para cada condi.ción (B). Los valores son promedios + DE de 3 experimentos
independientes efl triplicado. ANOVA, anáüsis de Tukey pata compataciones múltiples, (a)

p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestfan las estadísticas de todas las concenttaciones con
respecto a la condición control (Fe 7 ¡r\d).
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5.7 Incotporación de Fe a pool de hietro lábilmitoconddal en células SH-SYSY

5.7.1 Detección de la magnitud de mLIP por recuperación de fluorescencia de de

RPA en células SH-SYSY tratadas duraflte 24 hotas con diversas ofertas de Fe.

Paticipación de mecanismos antioxidantes.

E1 plncrpal teguJadot del cLIP es el sistema IRE/IRP, que actúa disminuyendo o

aumentando los ¡riveles de expresión de proteínas involucradas en el ingreso y almacenaie

de hietto en la célu1a. En 1a mitocondria, los mecanismos regulatorios de su LIP son

desconocidos. Hasta ahora el conocimiento que se dene proviene de divetsas enfe¿ledades

genéticas relacionadas con la acumul¿ción de hierro mitocondrial, e1 ro1 de feritina

mitocondrial 04tFt) y de transportadores de Fe en la mitocondria. Cabe preguntarse, ¿Hay

un sistema capaz de evaluat una sobtecatga de hier¡o en la mitocondria? ¿Qué mecanismos

se acdvan para pahar el efecto de la acumulacj.ón de Fe? Nuestos resultados indican que

efectivamente e1 ingteso de hiero a la mitocondria es un proceso tegulado, pero que

también se desregula si l¿s células se someten a períodos prolongados Q4 horas) de cultivo

en altas concenttaciones de hietro.

Es posible que la destegulación de la hot'nec¡stasis clcl hicrro mitoconcLiel esté medla.la por

c1 estrós oidatir,o inducido pot Ia acumulzción progresiva de hierto. l)ara dctcrmrnar si

cstímulos c¡xiclanü.r¡s cstán inr.oluctados el la desregulación del rLIP, las cél-1l¿s fi-rero¡r

incubaclas c<¡n cliverses r¡fett¡s de hielro clurante 2:l horas lLrnto col 2-50 pNl de Nr\(-.

PosteLiormentc fucron cxpuestas a la sonda RP,\, permeabrlizadas, t' luego se registrcl 1a
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fluotescencia basal (Figura 73-L) y la recuperación de fluorescencia de l¿ sonda agtegat

DFP (Figura 13 B).

510 15 20
Fe en med¡o de cult¡vo (pM)

Figuta llt. Recupetación de fluotescencia de RPA en células SH-SY5Y en función del
ttatamiento dtta¡te 24 hotas con diversas ofertas de Fe y NAC. Las células SH-SYSY fueron
erpuestas dutante 24 horas a ofertas crecientes de Fe. A1 cabo de ese tiempo se incubaron las células
con Ia sond¿ RPA y se registó la fluotescencia basal (Fo) du¡ante 5 minutos. Luego se agregó el
quelante DFP 400 pM y se registró el Recuperación de fluorescencia de de la sond¿ dutante 10-12
minutos (A). Comparación de resultados de tratamie¡tos sin NAC (B) vs tratamientos agregando
NAC a cada condición (C).. Los valo¡es son promedios ;l DE de 3 expedmentos independientes en
triplicado. ANOYA, anáLisis de Tukey para comparaciones múltiples, (a) p<0,001; @) p<0,01; (c)
p<0,05. Se muestran las estadísticas de todas las concentraciones con respecto a la condición
contol (Fe 7 ¡iNd)
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Los rcsultadr¡s mLlest[al clue al igual que cr.r cl ¡ratar¡iento durantc 2.1 horas si¡ Nr\C,

eíste ufla tendencia a Ia estabilización dc 1a magmud del LIP en éstc orgaflcl().,

Aparentemente no hey efectos del N,\C en la lnagnitud del mLIP, r.a que las rnagnitudes de

Iie llil¡il son bastantc silrilaLcs cfirr tr¡tar¡ierrt,,s cf ,LrL.c|cr,L t Plcscrcra clc NAC-

5.7.2 Detección de la magnitud de mLIP pot tecupetación de fluotescencia de de

RPA en células SH-SYSY ttatadas drúante 48 horas con divetsas ofetas de Fe en

presencia de NAC.

En expetirnentos ¿nte¡iores se determinó qué ocurre con 1a pérdida de la homeostasis de1

hiero mitocondrial en células expuestas a hiero por 48 horas, por lo que fue interesante

determinar qué ocure con e1 mLIP en un tratamiento con hiero duante 48 horas en

presencia de NAC. El experimento artoió 1os resultados que se muestran en la figura 14,

donde podemos ver que se mandene ese patrón de pérdrda de regulacrón de1 LIP

mitoconddal, de la misma manera que eri el tratamiento durante 48 hotas en ausencia de

NAC @ig. 14 B), y no se obsewa ufl efecto en la magnitud de1 LIP para ahbos casos, lo

que da cuenta que posiblemente existan oftos mecanismos que conttibuyan a áumentar e1

mLIP, como, pot e)emplo, e1 aumento en la expresión de ttanspottadotes de entrada de

hiero a la mitocondria.
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Figura 14. Recupemción de fluorescencia de de RPA en células SH-SY5Y en función del
tratamierito dutante 48 hotas cotr divetsas ofertas de Fe y NAC. Las células SH-SYSY fueto¡
expuestas dutante 48 hons a ofertas crecierites de Fe. Al cabo de ese tiempo se incubaro¡ las céIulas

con la sonda RPA y se registó Ia fluorescencia basal (Fo) durante 5 minutos. Luego se agtegó el
quelante DFP 400 pM y se registró Ia recuperación de la fluorescencia durante 10-12 mrnutos frig A
Comparación de resultados de tratamientos sin NAC @) vs uatamientos agtegando NAC a cada
condición (C). Los valotes son ptomedios + DE de 3 experimentos independientes en triplicado.
ANOVA, a¡álisis de Tukey para comparaciones múltiples, (a) p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se

muest¿n las estadísticas de todas las concentraciones con tespecto a Ia condición contol fe 7 ¡rN!
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5.8 Incotporación de Fe al pool de hietro lábil mitocondrial en células SH-SYSY.

5,8.1 Detección de la tas¿ de incolporación de hierto externo al pool de hietro lábil

mitoconddal utilizando célul¿s SH-SYSY tratadas durante 24 horas con

concenttaciones ctecientes de Fe.

Pata caractettzax la enttada de Fe a 1a mitocondtia, 1as cé1ulas fueton expuestas a diferentes

ofertas de hierro extracelulat, luego cargadas con RPA, y permeabiüzadas pafa asegurar que

el hiero detectado cottesponde efectivamente a hierro mitocondtial. Se agregó hierro en

forma de FAS y se registró la fluorescencia dutante aproximadameflte 20 minutos, y luego

se agregó DFP. E1 armento de fluorescencia con DFP se debe a la recupetación de la

fluorescencia mrcial por libetación del Fe agtegado durante el ensayo, más el aporte del

mLIP ptewio.

Se obsen-ri quc la cltrada dc hicrro (FAS) z la mitoconclri¿ fue ir.rrersanrente propo-.cional a

la conccntraciól dc Fc cn cl medio cxtracclul¿r. F,l Fc cxtcrno se rncorporó rápidamente d

pool mitocondrial, cn un proccso saturablc, dondc los nivclcs c1e ecluiLibtio se alcanzaLc¡ll

dentro de los primeros 18 minutos dcsdc la acüciór.r clc Fc cxterno (Iig. 15,\). Iln

condiciones de deficiencia dc hicrro, sc crbsc¡.ó un ingtcso rá¡rido dc éste, a

conccntr¿ciortes ctecientes la tasa c1e incor¡otacirin cle hieuo clisminul't'r cotr rcspccto a la

cc¡nclici<'¡n I uN{. Sin cmbatgo, no eístel diferencias estadísticamerte sicnihcati\-as enúe las

concliciones ,1, 7 _r 10 ¡r-.\'i de Fe $>0.05), plobiiblcrncrtc ploducto dc un

acordicionamiento de la mitocondda al ingrcso cic hicrto, pucs a tr-rcclicla cpre aun'rcnta la

oferta extetna, la necesidad de metal dismi¡ur,e. Cuando Ia ofcrta c\telna fue de 20 ¡-rNI, se
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obseryó una disminución sigrificativa en la velocid¿d de ingreso del metal (p<0,01) con

respecto a la condición de deficiencia de Fe. Sin embdgo, a pesar de 1a sobrecarga de

hierro, al igual que en citosol, Ia incorporación de hieto a la mitocondria nunca se hace

ceto. @igura 158.)
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Figura 15. Incorporación mitocondrial de Fe en células cargadas previamente con Fe
dutante 24 horas. Las células se cargaron con la sonda RPA (0,5 plt! tal como se describió en 1os

Métodos. La cuantificación de Ia fluorescencia se registró en lector de microplacas (excitación 530
nm, emisión 590 nm) a 37 oC. Tras determi¡¿r la fluotescencia basal de cada pozo, se agregó hier:ro
sulfato amoaio (FAS) a0¡r-M y se registró la p&dida de fluotescencia de la sond¿. Postedormente se

agregó DFP pam quelat el mLIP y rcstaurar la fluotescencia de RPA. La adición de DFP muestra la
fluotescenci¿ máxima de RPA lib¡e. I-os valores son promedios + DE de 3 expedmentos
independientes en tripücado. ANOVA, análisis de Tukey para comparaciones multiples, (a)

p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestran las estadísticas de todas las concentaciones con
respecto a la condición conttol (Fe 7 ¡r.1\4)
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5.8.2 Detección de la incorpotación de hierro exterflo pool

mitocondrial utilizando células SH-SYSY ttatadas durante

concefrtraciones ctecientes de Fe.

de

48

hietto

hot¿s

tábil

Con cl propósito de determinar cómo rnfltu c c1 ticm¡ro dc incul¡acrrin cou hic¡-r¡ cr I¿

ilcor-poracrón de este a la mitocondria, cé1u1as SH SH-5Y fueron incubades durante .18

hoLes con las trristlas concclttfaciollcs dc ]ic utiliz¿das en experirlcr-rtos ar-rtcriotcs, t. luego

sc rcgistró fluorescencia basal, se agregó F-,\S 40 ¡r\[, ,r. se sigrúó el apagamiento de 1a

fluorescercia producto de Ia unión de RPA con el Fe lábil. PaLa Lecuperar h fluorescelcir 1

determilar la magrutud dcl r¡rLIP, sc utilizí¡ nucvamentc cl quclantc cspccífico c1c hierro

DFP (Fig. 16A). Al igual quc las célules somctid¿rs a t1i¡tamicnt() durantc 2.1 hotas, la

incorporación de -Fc aumento er condiciones de deficier-rcia, r' se hizo mínima en

condiciones de sobrccarga. AI igual quc cn cl cxpcrimento dc 2.1 hotas, patcce ser quc los

mecanismos <1ue teguian Ia velocidad de entrada de hiemo son efectlos, puesto que no se

presentaraln cüfcrcncias significetivas en la tasa cle incorpriración de hierro enüc l:rs

condicioles 4,7 r'10 pll para tratericnt()s clurante 2.1 r'48 hotas. Uta clisminucitil el Ia

expresión del transpor:tador dc cntrada mitofetrina (Parakdar y cols. 2t)1.)9) podría set la

causa cle este flujo drsminuido.
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Figura 16. Incorporación mitocondd¿l de Fe en células expuestas a ofertas crecientes de Fe
durante 48 horas.
Las cáulas se cargaron con la sonda RPA (0,5 pl\d) tal como se desc¡ibió en los métodos. La
cuantiEcación de 1a fluorescencia se tegisüó en lector de microplacas (excitación 530 nm, emisión
590 nm) a 37 oC. Tras determinat la fluorescencia basal de cada pozo, se agtegó hietro sulfato
amonio (FAS) 40¡r.\rl y se registtó Ia pérdida de fluotescencia de la so¡da. Posteriomeflte se agtegó
DFP pata quelat el mLIP y restaurar la fluorescencia de RPA. La adición de DFP muesta la

fluorescencia míxima de RPA lib¡e. Los valores son promedios + DE de 3 expedmentos
indepeadientes en tripücado. ANOVA, anáüsis de Tukey pata compataciones multiples, (a)

p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestran las estadísticas de todas las concenftaciones con
tespecto a la condición conttol (Fe 7 pM;
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6, ANÁIISIS COMPARATIVO DE RESULT{)OS.

6.1.. Comparación entre el contenido de hiero lábil citosóüco en células SH-SYSY

expuestas a divetsas ofetas de Fe dutante 24 y 48 hotas.

Los resultados mostrados en las figuras 5 y 6 se rcsumen en ia figua 17, donde podemos

observat que ftente a tratamiefltos con ofettas ctecientes de Fe durante 24 y 48 horas existe

ufl aumeflto en el contenido de Fe lábil citosólico en células SH-SYSY. El incremento de la

magnitud de LIP a 24 hons de exposición a Fe tiende a estabilizarse por concentraciones

por sobre 7 FM, mientras que en células expuestas a éstas ofertas por 48 horas se pietde

éstz "estzbilización", y la magnitud del LIP es considetablemente mayor.

510 1520
Fe en medio de cuftlvo (¡tM)

Figuta 17. Comparación de la magnitud de Fe lábil en células SH-SYSY expuestas a'24 y 48
horas de ofertas crecientes de Fe. Se obsewa una magnitud de LIP considerablemente mayor en
células SH-SYSY expuestas a concentracio¡es ftecuentes de Fe durante 48 horas.

lLot
!

+ Fe 24 hrs
+ Fe 48 hrs
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6.2. Conpatación del contenido de hierro l¿íbil mitocond¡ial en células SH-SYSY

expuest¿s a ofert¿s creciefltes de Fe dumnte 24 y 48 hotas.

Las figuas 17 y 12 se resumen en la figura 18, podemos ver que en 1¿ mitocondria e1

incremento del contenido de Fe lábil presenta un comportamiento similar que en citosol,

frente a ambos tratamientos existe un incremento en el LIP, e1 cual tiende a estabilizarse a

las 24 hotas de tratamiento, tendencia que flo se obsetwa a 1as 48 horas de tratamiento. La

magnitud del mLIP a las 48 horas es vadas veces mayor que a las 24 boxas de tratamieflto.

510 15 20

Fe en meüo de cuftivo (ttM)

Figura 18. Compatación de la magnitud de Fe lábil mitocondrial en célul¿s SH-SYsY
ex?uestas a 24 y 48 hotas de ofertas crecientes de Fe. Se observa una magnitud de LIP
mitocor.r&ial considerablemente mayor en células SH-SYSY expuestas a concentta<iones ftecuentes
de Fe du¡ante 48 hotas.

tt§
üs

+ Fe24 hrs
+ Fe48 hrs
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6.2. Comparación entre el contenido de hierro lábil citosótco y mitocondrial en

células SH-SYSY

En las figuras 17 y 18 observamos que a las 24 hotas las magnitudes del LIP tanto citosóüco

como mitocondrial son considerablemente bajos respecto al tratamiento durante 48 ho¡as.

Esto se resume en la Figura 19, donde podemos observar con m2yor clatidad l¿

"estab:zací6t" de la magnitud del LIP. Obsetvamos también que en condiciones de

deficienci¿ de Fe, eI LIP citosó1ico corresponde al16o/o del rralot máximo de LIP alcatLzado

(oferta de Fe 20 pA!, mienüas que el LIP mitoconddal corresponde oll 40%o del LIP

mitocondtial lr'.áx!;rno a,lcarzado. Esto sugiete que en condic.iones de escasez del metal la

mitocondria tegula hacia attlba su LIP en preferencia al citosol.

B.
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510 1520
ft en medio de cultivo (pM)

Figuta 19. Comparación de la magnitud de Fe lábil citosólico y mitocondrial en células SH-
SYSY expuestas por 24 horas a ofeftas creciefltes de Fe. Se observa una increme¡to en e1 LIP
en ¿rrrbos compartimentos, en condiciones de defrciencia obsewa¡nos que en la mitocondria Ia
magninrd del LIP es 2,5 veces mayor a Fe 20 ¡rM comparado con Fe 1 pM, mie¡tas que el LIP
citosó[co en simi]ares co¡diciones, es 6,25 veces r¡rayor.
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6.3 Compatación del efecto del antioxidante NAC en la magnitud del LIP citosóüco

de células SH-SYSY expuestas a ofertas ctecientes de Fe durante 24 y 48 hotas.

En la frgua 20 se resume eI efecto de 1a molécula N-acetil cisteína en la magnitud del LIP

citosólico de células SH-SY5Y expuestas t24 y 48 horas a ofertas crecientes de Fe iunto a

NAC. Se observa que el ftatamiento con NAC ptoduce la drástica disminución del LIP

citosólico f^nto a" 24 como 48 hotas @ig. 20A), con valores similares tanto a las 24 co;r:.o a"

las 48 hotas de exposición a ofertas ctecientes de Fe.

A.

+ Fe24 hrs
+ Fe+l\.lAC24h.+ Fe 48 hrs
+ Fe+NAC48h

B.

510 l5
Fe en medio de cult¡vo (tiM)

Figor.a 20, Efecto del NAC en el contenido de Fe lábil citosólico de células SH-SYSY
expuestas a ofertas crecientes de Fe durante 24 y 48 hotas. (A) Se observa el drástico efecto del

NAC en la magnitud del LIP citosóLico, disminuyendo éste drásticamente tanto a las 24 (cuwa
rosada) como a las 48 horas (curva azul). (B)Ampliación del gáfico que da cuenta del drástico

efecto del NAC en la magnitud del LIP, lleva¡do los niveles de LIP a las 48 horas de tratamiento a

niveles simil¿res que los detectados en células tratadas dumnte 24 horas con Fe.

510 1520
Fe en medio de cultivo (¡jM)

+ Fe r NAC 24h

+ Fe + NAC 48h
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6.4 Comparación del efecto del antioxidante NAC en la magnitud del LIp

mitocondtial de células SH-SY5Y expuestas a ofertas crecientes de Fe durante 24 y

48 horas.

En la Egcra 21 se resume el efecto de NAC en la magnitud del LIP mitocondrial de céluias

SH-SYSY expuestas a 24 y 48 horas a ofertas crecientes de Fe. A diferencia de 1o ocurido

con e1 LIP citosólico, el LIP mitocondrial no se rió afectado por la presencia de ésta

molécula.

-* 24 hrs Fe

+ 24hrc Fe+ NAC

+ 48 hrs Fe
+ 48 hrs Fe + NAC

510 15m
Fe en med¡o de cultivo (pM)

Flgaru 2L. Efecto del NAC en el contenido de Fe lábil mitocondrial de células SH-SYSY
expuestas a ofertas crecientes de Fe dutante 24 y 48 horas. No fue posible observar el efecto de
la molécula antioxidante N-acetil cisteína (l§AC) ta¡to duante 24 como drrante 48 horas de
erposición de célu1as SH.-SY5Y a ofertas crecientes de Fe.
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6.5. Tasa de incoqporación de Fe a citosol y mitocondria en células SH-Sysy

tratadas duante 24 y 48 horas con divetsas ofert¿s de Fe extemo.

Como se mencionó afltefioffnente, se determinó la tasa de incorporación de Fe en ambos

compartimentos siguiendo la pendiente del descenso de la fluorescencia a tavés del tiempo

ajustírrdolo a un decaimiento erponeacial simple. Los resultados se resumen enla figota 22,

donde no se observan difetencias signif,cativas e¡ la tasa de incolporación de Fe tanto en

citosol (22A) como e, mitocondri¿ Q2B). Alas 24 hoxas la tasa de inco¡poración de Fe al

citosol dismrnuyí a vt 33o/o, mienüas que a las 48 horas disminuyó t ,¿n 74o/o de la

incotporación de Fe en condiciones de deficiencia. Se observó que no existe una regulación

negativa absoluta al ingteso de Fe a ambos compartimentos, pues la tasa de inco¡poración

no llegó a cero baio ninguna condición experimental.

B.

5 l0 ,t5 20
Fe en med¡o de cultivo (pM)

5 .t0 l5 20
Fe en med¡o de cultivo (pl\4)

Fig,,a 22. Tasa de incorporación de Fe a citosol y mitocor¡dtia de células sH-sysy
expuestas a ofertas crecierites de Fe durante z y 48 horas. No fue posible observat diferencias
sigrrificativas en la tasa de incorpotació¡ de Fe tanto e¡ citosol (A) comoen mitocondria @).
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7. DISCUSIÓN

E1 hie¡ro cs un elemento central para Ia vicla. Forma parte de protcínas que juegan un ro1

f¡.rnrlementel en el óptimo funcionamiento dc la célu1e, pcrro un e\ccso de éstc metal resulta

letal, pucs cataltza 7e gencración de espccies Leactir-as dcl oxígelo. Iln paruculaL, mediatrc 1¿

reeccitin de Fer¡on ci Fe2 genera cl radical hidroxilo, una de l¿rs nroléculas más reactivas

proclucida en los scrcs r.ir.os. qrre pcroxida Iípidos r. proreínas e inducc mutecioncs c1r cl

material genético.. Ciran parte dcl Fe redox actir.o actir-o es transportado a la mitoconclria,

clonde pasa ¿ f<¡rmar parte de los gtnpos lxostétlcos lie S l cl grupo Hcm. La mitoconcLia,

por 10 trurto, dcbc cofltar c.rr un suplemento hicfio adecuado para cumplir su fur-Lcrirn de

síntcsis pero flo en cxceso como para ilducir ia prociucción clcl radical hrdroxio.

Bajo 1e hipótesis quc 1a homeostasis dcl hierro mitocondrial ticnc preferencia sobre la

hot¡e.stasis citosólica, c, esta Tesis sc esrudió l¿ dinámica c1c1 Fe lábi1 citosólico r,

mitocondrial como función de la ofert¿ r. r.rir-eles de hicuo celul¿r.

Los rcsultados de esta Tcsis indican qr-rc cn cordicic»rcs de deficrcncir de Fc, ésrc sc

ercuentra efl m¿\:or proporcrón cn su iorma lábll cn la mitoconclla cluc cn el crtosol,

posiblcmente para ¿scgurar 1a fo-.-mecitilr cle rrupos prosréticos ire S l Her.n. llalo

cc¡ncliciones de exccso cn la oferta de hicrro, tanto el citosr¡i cr¡n:ro h mitocr¡ndria ,.rurnelt¿n

sus l,IPs, pero con una clara regulaciól cle sus nir.eles. Sin embargo, cl aumento del LIP

eltrc cc¡nclicrones de bajo r. alto hierro es constderablementc mcnor en la mítocondria (2,-5

veces) que en cl citosol (6,25 r.eces). Lstos resultaclc¡s incücan cluc la lnagmtucl tantc¡ el cl -ll)
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como eI slip es regulada. El menor margen de variación del mLIP en comparación con el

cLIP lndic¿ que 1os niveles de1 mLIP son más esftictarnente regulados_

7.1 Distribución subcelular de Fe en células SH-SYSY.

Aunque la mitocondria juega un tol cent¡al en la fortnación de diversas ferro proteínas, los

mecanismos que regulan taflto su conteflido de Fe total se desconocen. A1 exponer células

SH-SYSY ¿ ofe¡tas clecientes de Fe, se observó que eiste un aumento en 1a magrutud de

hiero total que es función del aumento de hierro en el medio de cultivo (Figura 2). Esto se

telaciona cofl antecedentes ya conocidos desde el año 1985 que corelacionan la

acumulaciófl inftacelular progresiva de hierto en cé1ul¿s neutonales con e1 envejecimiento.

llste corlportzumcnto fue obsen'ado tanto er ci¡r¡sol como clr mttocr¡ndria, dorde el

contcniclo de Fe, en términos de mol/mg proteúra, fue rrcnor que cn citosol. l)cro ,cón.rcr

es posiblc que en condiciones c1e sobrecarsa clc Fe, éste sc rcumule en ur.r organelo que

gencra especies teactir-as c concliciones hsroltigices? ,{nteccdcntes cle flucstto laboratoflo

indicen que el hierto cs capaz de uducil la expresión dcl ,\RNr¡ r'clc la proteína fcritrna

rri¡oconc'lri:rl trÍ)to en cordicioncs cle deflcrelcia comti cle sobrccatga de hicrrr¡, 1o que daría

cueflt2 de éstc aumcnto en e1 contenidc¡ c1e herro en arnl¡as condlciorcs.

L¿ fertitina mitocondíal es una protcíra cofilpuesta por subunicladcs cle ferridr¿ simihrcs r

la subunidad H de l¿ ferritina citosólica, quc plesentt rcrividacl ferroxid¿sa. Campanella r.

colsf2l en cl ario 200t'1, demostlaron cluc Ia erpresir-ln mFt en cé1uhs T lela, disrrrintr¡e el

dañc¡ r¡xidatir-o ftente a una an.rplia r.ariedad de condiciones clesfar.orables, entrc elhs exceso
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cle H.O", Jrsta protección se atribut'e a 1a acrir-idad ferroxidasa, puesto que una variante de

l-'t\{t con la acti'i-iclad ferrooxidrsa inhibida, ro gcncra protección frente al dañc¡ oxiclativo.

L,l aumcnto más pronunciado del conteflldo dc Fe rotal cn ci¡osol comparackr con el

aumento del Fe total mitocondrial, de llclicios sobrc la scnsibihclad dcl srstema regulaclor dc

Fc rrlitr¡cr¡ndrial en cortpatación al cle Fe citosó1ico. llsto queda en cr-idencia rder.¡.ri1s al

determinar la tragnitud dcl cLIP r./s l.rIIP, como se üscuurá r.¡-ras adelnnte.

7 .2 lncorpotación de 55Fe en células SH-SY5Y - Efecto del tratamiento previo con

difetentes coflcentraciones de Fe.

La incorporación de 55Fe en células previamente expuestas a ofertas crecientes de Fe mostró

una marcada disminución en l¿ tasa de incorpotación de Fe a medida que aumenta la ofeta

de Fe exúacelular. Esta drsminución en el ingreso de hiero se relacionó dhectamente a la

disminución de Ja expresión de1 transportadot DMT1, posiblemente debido a la

inactivación de las IRP y la consecuente desestabilización del ARNm de DMT1 t+,2Sl.

7.3 Acumulación de hieffo lábil en citosol y mitocondda en función de o{ertas

ctecientes de hietro exttacelular y del tiempo de exposición a estas ofertas.

Se detertninó c6mo vat:.a el contenido de Fe lábil citosólico y mitocondrial en céhrlas SH-

SY5Y expuestas a divetsas ofertas de Fe. Düante en el ftatamiento dutante 24 horas se

obserwó en ahbos compartimefltos que eI LIP es muy bajo en condicio¡es de deficiencia de

Fe, puesto que es un elemento de primada necesidad y se destina pdncipalmente á la

síntesis de gtupos ptostéticos Fe-S, por 10 tanto en condiciones de defrciencia de Fe, la

mayor parte de éste se encuentra asociado a ptoteínas. A medida que aumenta la oferta
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ext:rcelular, cl LIP aumentó en aml¡os comparúmcntos, parecc perlerse csx cst2biliz2rción,

l la rlagnitud del LIP tanto citosóLico como mitocondrial aumenh paralclar.r-rcntc al

aumcrlto en la oferta extr¿ccluler cle Fe (Figuras 17 r 18), probablemcntc debido a que los

[rccal1smos cncargados alc mantcncr los m.e]es de Lll) constantes sc r-cn sobrcpasados por

cl l'c lábil acumuiado, el cual dcbc habct ptor-ocado un auñento de krs nrveles dc ROS en

an'rtros cotnpattitncntos. Cabc recordar que exponiendo a esms cólulas a este rango clc

oferta de Fe extracelulat (1 20 pNI) du.tante 2.1 r. ,18 hotas, la r-tal¡ilidad celulet lo se r.e

afcctnclx [10] por io cua los cambios detect¡dos flo sofl producto de la r¡uerte cclular del¡ido

a las concentraclr¡res de Fe utilizadas.

7.4 Efecto de agentes antioxidaflte en la acumulación de hierro látril en citosol y

mitocondria err fulción de ofertas crecientes de hierro extracelul¿r y del tiempo de

exposición a éstas ofeftas.

A1 vet que 1a magnitud del LIP tanto citosólico como mitocondrial se mandenen constafltes

dutante el trat2rriento d,e 24 hoxas, y aumentan en forma sostenida dufante tratamiento por

48 horas, flos pregültamos si este último incremento se debía a ufl aumerito en e1 tono

oxidativo en ambos compaftimentos. Antecedentes aportados pot Pantoupolos y

Hentzep3l dejan en evidencia la estrecha conexión entre homeostasis de Fe y stress

oxidativo, puesto que se demosftó que HrO, desensambla e1 grupo prostético [4Fe-4S]

preseflte en IR?-l, lo que genera una rápida respuesta de ésta proteína reduciendo 1a síntesis

de la ptoteína de almacenaje íerÁisna, y aumentando la síntesis del receptor de Tf y de

DMTI. Ambos aumentos podrían meüar una mayor incorporación de hierro.
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Pam determinat cl cfccto de agentes oxid¿ntcs cn cl contenido dc LIP ta¡to er cltosol

como en mitoconddl, se utilizó el rn¡ioxid¿nte Nr\(i, preculsor: dcl glutatión, el

antioxidanrc ¡or cxcclcr.rcia el 1¿ célulzr. Los tesultrdos rl.rucstran quc el Nr\C disnrinur'<i

considcrablemente el conteniclo de Fe l¿ibil citosó[co (Figura 20). El met'ot cfccto dcl Nr\C

queció cn cr.idcncia cn cofldiciofles cle sobrecarga dc hicrrc¡. F.sto cr¡ncucrch cc¡n lcsul¡ados

de l.,¿rur v cols[1,1] quicncs demostrzrolr que Ia depleción de glutaticin el células

dopanrinérgicas gcnerl un incrcmcnto en el contenido de hierro lábil cclular, c1 cu está

acon-rpariado de un aumento cn los nivcles cle especies reactir-as clel oxígelo (ltOS) v del

nitt<igcno (Rli S). Inesperadamente, se obsen'ó quc cl t1xta1.r.r1cnto con N,\(. no afcctó el

conterido de mLIP, tnnto a las 24 como a las -18 iroras de exposición a ofeL¡as c.-ecientes clc

Ire. Una intctptcteción a esta obsen ación es que la mrtocoldria posee ufl slstelnr mu\:

elrcaz, dc regulat su nir.el de antioxidafltes. ,\ltcrnxtir¿mcntc, cl C}SFT proclucido a partir de

NAO pochía no estar entrando a la r.r'ritr¡cr¡nc1ti¿. Le mitc¡ct¡nch-ie n() ucnc la capacicled de

sinte¡izar CSf] tle mru,, debe importarlo dcsdc cl citosol, Llna vcz cn la mitocondria cjcrcc ul

efecto protector marcaclc¡ por u a üsrninuciírn dc rl¿rcadorcs dc stless oxiclativo t

marcadores apoptóticos en fil¡roblastos c1e pacientes co11 r\lzheimer, enfermcchd

ncurodcgenerativa que presenta una característica acumulacit'rlr cle hierrr¡ en neurollÍrs

clopaninér'gcas [5]. Se ha desctto que el rngteso cle CSH a la mtocondtie es a trar'és dc

trals¡rortadores Rrrrc shT 116l v éste transporte es clependiente de -\TP. .\l existir un alto

cc¡ntenido de Fe iáb , r'ula dismi¡ución efl 1,r pÍoclucci¿)n dc {TP, cl incrcso de C}SI I a l¿

nitocondria podrir ester drsminutdo.
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7.5 Incorporación de Fe en compartimentos citosólico y mitocondrial, en células

SH-SYSY tratadas durante 24 y 48 hotas con ofertas crecientes de Fe.

La enttada de Fe ¿l LIP citosóüco (Figura 224.) fue significativameflte mayor en las céluias

deficientes, y drsminuyó al aumentat la cantidad de Fe del medio externo. Esto colltrastá

con los resultados de contenido de Fe tota1, donde 1a acumulación se incrementó con 1a

catga de Fe. Por lo tanto, el Fe excedente dene que eflcontrarse en otto compartimento(s)

celular, posiblemente fetdtina.

La r-elocidad de incorporación dc Fc tanto a citosril como rnitocofldrie fue inversementc

propotcional a la c¡fcrta dc hicrro dur¿rntc Ia prc incubacirin por 2.1 o .18 horas (Irigura 22).

Esta obsen-ación dcja cn cr.idcncia la ptcscncra de mecanismos rcglllatorlos dc la cntracla de

Ile a ambos comp^rtimertos. A pesar de este antececlente, aír¡ se desconoce el mecenisl¡o

por el cual el hierro ingresa a Ia mitocondria desde el medio extraceluler. Se ha clcscrito una

suerte de "coLLedor flsiológico" por donclc cl hicuo ingrcsa a la n:itoconcüia sin fc¡rmar

pattc dcl pool de hierto Iáb citosóhco, I. el r.a conocrdo n-recanismo de "kiss and .r-un"

propucsto por Ponh¿ J+51

En resumen, ot)sen ¿mos cluc Ia mitocondria ticnc ul sistcma hotrcost/rtico para cl hicrro

cluc prcvalece sol¡re el sistema home<¡stático c1c1 citosol. Dcbickr a quc ia mitoconclria juega

ul papel fundamental cn la homeostasis de Fe, es pot lo tanto un blanco muy atractir-o pate

futures invcstigaciolcs quc permitan r.islumbraL los mecattismos que sulrr-acen su caprciclacl

cle mantenet 2 de sus componcrltcs inrínsccr¡s - R()S v Fc - coltvir.icndo dc n'ranctl

inocua para Ia célula.
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8. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Los resultaclos n.r,.is rcler.antes obteniclos en esta tcsis se lcsllmrn ¡, 'n1,, sigrLr:

1. Las células SH-SYSY acumularor Fe en telación a,lz ofetta, extema. El patrófl de

acumulación de Fe total celula¡ fue de tipo exponencial, en el tango 1-10 pM, y se

estabüzó a partir de concenftaciones extetnas de Fe de 20 ¡.1M.

2. Los niveles de Fe 1ábil citosólico y mitocondrial llegaron a equilibtio en células

expuestas a concenúaciones ctecientes de hiero drralte 24 hotas dejando evidencia

que en ambos compattimentos existe un mecanismo encargado de regular los

niveles de Fe intemo. Esta regulación se perdió a1 ptolongat el ttatamiento pot 48

horas, probablemente debido a que 1os mecanismos que mandenen los niveles de

LIP constantes se ven sobrepasados por el estrés oxidativo generado por e1 Fe.

3. -,\gentes ¿ntioxiclar.rtcs participan cn la rcgul;rciór'r clcl LIP crtosóLcci, pues Lecluccn

sus niveles tanto a las 24 como e 1as .18 horas dc tretamiento. Por otro laclo, cl LI1)

mitocc¡ndrial no sc vio afcctado por la edición de eltio-üclaltcs, por lc, que se

conclur-e cluc la magnitud del pool cle hierro lál¡il nritocr¡nclrial lo es dependiente

del stress oxidatir.o. Posiblen:ente exist¿n mccanismos que regulan la síntcsis dc

transportadores de hicrto dcscle el citosol a l¿ mitocondria o prticipacrcin r-le otlas

moléculas andoxidantes dlsuntas a CISFL



.1. La incorporación de lre respondió a la c¡ferta externa dc F'c v al tiempo dc

exposrción a este, cle fc¡rml de disminuir la incorporación dc hicrro si la oferta cs

grancle v vicer-ersa. Ilste comportamicnto clidcncia la ptesencia de mccamsmos dc

rcgulación de1 contenido de hietrc¡ i¡ritocondr-i¿i.

5. Lrr rrritocondria en ausenci¿ de citosol fie capaz dc acun'rular Ic, ct.r una crnética con

patrón sirrriler al de las células cntcras. 13ajo estas condiciones, l e. en ausencia clc

c()mponentes e\tefi1os, el úansporte cle hierto por la tritocondLia mostrl> una

cinótica de saturación, 1o que inüca que el rngreso de hierro a 1a mitocondtra es

posiblementc ¡rccli¿do po-L- trarsportedor(cs) r, cs, a 1o mcnos cn pxrte,

ildependientc dc compoleltes citosólicos.

D¿dos nuestros rcsultados se concluye que clcctivamcntc l'.r mrtc¡conclri'.r cn condiciones

cle dehcicncia capta hrretro prefercntcmclte e Ios requerin'rientos c1e hieto dcl citosol,

l cntras que en condiciones de sobrecersa e1 hicfir¡ sc :rcun-[¡la plcfetentetnelte en cl

citosol. Lstas obscn-aciones indicalr Ia ptcscncia dc ul mcc¡nismo iLestnedo a

mantcncr Ia homeostasis del hierro cn la mitocondri¿. I-a acumulaciór de hierro no sólcr

sc ha tel¿cionado cr¡n cl cnr.c je cimielto, sino además, con nutfcros^s cnfclrreclades

neurodegencrativas! colno el NI¿1 dc Alzhermer o el NIal clc Parkinson. Por esto, es clar-c

deten¡ir.rar los rnecanisr¡os quc ¡rarticrpan en ia homcostasis dc f'c, r 1a pórclida de esta,

cn h mitocondda.
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