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RESUMEN

Debido a su capacidad de formar complejos de coordinacion con ligandos otganicos, el
hierro participa en procesos celulares basicos como fosforilacion oxidativa, transporte y
almacenamiento de oxigeno, metabolismo de neurotransmisores, y sintesis de ADN (1] .En
tejido neuronal, participa como cofactor de muchas proteinas involucradas en su normal
funcionamiento. Sin embargo, el hierro en sus formas redox-activas forma parte del llamado
pool de hierro libil (LIP) y ha sido asociado con procesos de neurodegeneracion o
envejecimiento.

La mitocondria es un organelo esencial en la bioenergética celular, pues en su interior
ocurre la generacion de energia en forma de A'TP, y se produce alli la biosintesis de los
grupos Fe-S y Hem 3. Ademas, la mitocondria tiene un papel central en el
desencadenamiento de la apoptosis en respuesta a dafio oxidativo, pues genera especies
reactivas de oxigeno tanto en condiciones fisiologicas como patologicas. Dado el
requerimiento de Fe para la sintesis de ferro proteinas en la mitocondria y la susceptibilidad
mitocondrial a dafio oxidativo, es de esperar que existan multiples componentes
involucrados en mantener la homeostasis de I'e en el organelo. Sin embargo, la regulacion
que permite la homeostasis mitocondrial de hierro atin es en gran parte desconocida. Ia
mayor parte de la informacion proviene de desérdenes donde estan alterados componentes
de la biosintesis del hem o de ntcleos Fe-S, componentes esenciales de ferroquelatasas y

proteinas involucradas en el ciclo del dcido citrico y la cadena transportadora de electrones

[43].
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En esta tesis se estudié el flujo y distribucion de hierro entre la mitocondria y el citosol en
células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, en diferentes condiciones de aporte de hierro
externo. Nuestros resultados indican que las células SH-SY5Y tienen un mecanismo de
regulacién del contenido de hierro, el cual es sobrepasado en mncubaciones prolongadas con
altas concentraciones de hietro. La magnitud del LIP citosdlico se vio afectada por la
presencia de antioxidantes, no asi el LIP mitocendrial.

La incorpotacién de Fe a la mitocondria respondié a la oferta externa de Fe y al tempo de
exposicion a éste, de manera que disminuyé la incorporacion de hierro a mayot oferta de
hierro y viceversa. Bste comportamiento evidencia la presencia de mecanismos de
regulacién del contenido de hierro mitocondrial.

Las mitocondrias de células SH-SY5Y permeabilizadas fueron capaces de acumular Fe,
siguiendo una cinética con patrén similar al de las celulas enteras. Concluimos que el
ingreso de hierro a la mitocondria es, a lo menos en parte, mndependiente de componentes
citosolicos.

En resumen, observamos que la mitocondria en condiciones de deficiencia capta hierro
preferentemente a los requerimientos de hierro del citosol, en condiciones de sobrecarga el
hierro se acumula preferentemente en el citosol. Estas observaciones indican la presencia de
un importante mecanismo destinado a mantener la homeostasis del hierto en la

mitocondria.
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ABSTRACT

Because of its ability to form coordination complexes with organic ligands iron participates
in basic cellular processes such as oxidative phosphorylation, oxygen transport and storage,
metabolism of neurotransmitters, and DNA synthesis 1] .In neuronal tissue, iron
participates as a cofactor of many proteins involved in its normal operation. However, iron
in redox-active states forms part of the labile iron pool (LIP) that has been associated with
neurodegeneration and aging processes.

The mitochondrion is an essential organelle for cellular bioenergetics and the synthesis of
heme and Fe-S groups, essential components of ferrochelatase and proteins involved in the
citric acid cycle and electron transport chain |36 .In addition, the mitochondrion has a
central role in triggering apoptosis in response to oxidative damage, because it generates
reactive oxygen species (ROS) in both physiological and pathological conditions. Given the
requitement for the synthesis of iron-containing proteins in mitochondria, and its
susceptibility to oxidative damage, we expect that multiple components involved in
maintaining Fe homeostasis in the organelle will exist. However, the regulation of
mitochondrial iron homeostasis is still largely unknown, most of the available information
coming from the study of disorders where components of the biosynthesis of heme or Fe-5
clusters are altered[43]

In this thesis we studied the flow and distribution of iron between mitochondria and
cytosol in SH-SY5Y cells, under different conditions of external iron supply. Our results
indicate that SH-SYS5Y cells have a regulatory mechanism for iron content, which 1s
surpassed in prolonged incubations with high iron concentrations. We ascertained that there

is involvement of oxidizing agents in the deregulation of the cytosolic LIP, since their levels
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decreased to normal in the presence of antioxidants. Interestingly, the mitochondrial LIP
was not affected by prolonged incubations with iron, and the size of the mitochondrial LIP
was not affected by antioxidants.

The incorporation of Fe into mitochondna responded to the external supply of I'e and to
time of exposure to it, so as to teduce the incorporation of iron if the offer was large and
vice versa. This behavior evidences the presence of regulatory mechanisms of
mitochondrial iron content.

Mitochondtia of permeabilized cells were able to accumulate Fe, following a kinetic pattern
similar to that of whole cells. We conclude that the entry of iron into mitochondria is, at
least in part, independent of cytosolic components.

In summary, we observed that under iron deficiency conditions, mitochondria captures iron
preferentially to the requirements of the cytosol, whereas under 1ron overload conditions
iron preferentially accumulates in the cytosol. These observations indicate the presence of a

strong mechanism for the maintenance of iron homeostasis in mitochondria.
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1. INTRODUCCION

1.1 Metabolismo y homeostasis del hietro celular

El Fe es un metal presente en la estructura de muchas enzimas y otras proteinas. Su
configuracion electrénica le otorga propiedades quimicas nicas, tales como un potencial
redox que le permite alternar entre sus estado de oxidacion Fe™/Fe™ vy la capacidad de
formar complejos de cootdinacion con ligandos organicos. Esto le permite participar en
procesos como transporte y almacenamiento de oxigeno en el grupo hem de la
hemoglobina circulante, fosforilacién oxidativa, metabolismo de neurotransmisores y la

sintesis de DNA.[1]

Si bien el hierro es esencial para la vida, el exceso de hierro libre es potencialmente toxico
pues cataliza la generacién de especies reactivas de oxigeno, ROS, que inducen la
generaciéon de dafio oxidativo en la célula [2]. Por esta razon, debe existir un delicado
mecanismo de regulacion de la incorporacién, almacenamiento, y movilizacion segura del
metal tanto dentro de la célula [3], como en tejidos y sitios celulares especificos. En los

procesos de transporte, manejo y metabolismo de Fe participan diversas proteinas [1-4].

En el plasma sanguineo, el Fe se encuentra unido a Transferrina (Tf) en una forma
quimicamente no teactiva, una vez incorporado a la célula, el metal puede ingresar a
distintos compartimentos donde se encuentra en diferentes estados de reactividad.
Principalmente se dirige a la mitocondria, lugar de sintesis de los grupos prostéticos que lo

contienen, para constituir las proteinas cuya actividad o funcion estin dadas por la presencia
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de Fe en su estructura. Este hierro corresponde al Fe funcional de la célula, cuya
reactividad esta restringida a las reacciones redox especificas de la proteina. Sin embargo, las
proteinas con cofactores que contienen Fe son blanco de dano oxidativo debido a que el

hierro es altamente reactivo cuando entra en contacto con el oxigeno (Reaccion de Fenton).

En todos los tipos celulares la proteina citosolica ferritina almacena hierro en el estado Fe

(II1), incorporado en un soélido cristalino con formula [FeO(OH)] [FeO(H,PO,)], el cual se

encuentra en la cavidad interna de la proteina [5] .

En la Figura 1 se muestran los distintos componentes moleculares que participan en el
metabolismo celular de Fe. El Fe de la dieta ingresa al torrente sanguineo a traves del
intestino delgado. El Fe que se encuentra en el lumen intestinal predominantemente en
forma férrica, es reducido a Fe®” por la reductasa férrica Dcytb presente en la membrana
apical de estas células [6], y posterlormente entra a través del transportador de metales
divalentes (DMT1) [7]. En los demas tipos celulares, el hierro normalmente entra unido a
Tf, la cual al unirse a su receptor (TfR) forma un complejo (TfR-Tf-Fe') el cual es
internalizado. Una vez que el Fe ha ingresado a la célula, puede seguir dos destinos: (1) ser
almacenado en ferritina para su posterior eliminacion en el proceso normal de descamacion
intestinal o (i) pasar a la circulacion general y ser distribuido al resto de las células del
organismo, mediante el transpotte a través de la membrana basolateral del enterocito por el

transportador ferroportina 1 (FP1) [6-8], v posterior re-oxidacién de Fe™a Fe™

por la

oxidasa de membrana HeFe-Stina [9], para ser incorporado en apo-TH1.
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Figura 1. Esquema del metabolismo celular de Fe. El hierro puede ingresar a la célula por dos
vias: cuando se encuentra unido a T¥, es internalizado por endocitosis mediada por receptor (T1R-
Tf-Fe?"), este complejo se desensambla producto del pH 4cido del endosoma, y el Fe disociado
atraviesa la membrana endosomal a través de DMT1 y llega al citosol. Cuando el Fe no esti unido a
Tf (inorginico), o en el caso de los enterocitos, el Fe de la dieta, es reducido por Deytb y
transportado en forma Fe2 por el transportador DMT1. Sea cual sea la via de entrada, el Fe?* forma
un “pool” de transito, desde ahi hierro en exceso se almacena en ferritina, el hierro necesario para la
sintesis de ferro-proteinas es dirigido a la mitocondria, y una fraccion menor se encuentra en el
niicleo. Fl Fe abandona la célula a través del exportador de FPN1, el cual se encuentra unido a
HeFe-Stina, encargada de oxidar el Fe?*a Fe’* para que posteriormente éste se una a Tf y se
incorpore a la circulaciéon.

18



La proteina Tf puede transportar 1 o 2 atomos de Fe en su estado férrico (Fe'), el cual se
conoce como hierro unido a Tf (transferrin bound iron, TBI), ademas existe una fraccion
de hierro que circula en la sangre no unido a Tf (NTBI, non-transferrin bound iron),
asociado a componentes del plasma sanguineo con baja afinidad. En casi todos los tejidos,
el hierro unido a Tf es entregado via endocitosis mediada por receptor. En otros tejidos,
como cerebro, rifién, higado, esta presente DMT1, por lo que existen 2 vias de
incorporacién de Fe en esos casos [1]. El hierro unido a Tf no sélo proviene de la dieta sino
que también es suministrado por macrofagos, los cuales reciclan el Fe de globulos rojos
senescentes a través de la fagocitosis y el catabolismo del Hem. La salida de Fe de los
macréfagos es a través de FPN1, que también juega un papel importante en la salida de
hierro de células neuronales [10]. La ferroxidasa helFe-Stina oxida el hierro transportado

previo a la unién a apoTf circulante.

La homeostasis de Fe en el organismo esta basada en el balance entre las pérdidas
obligatorias (1-2 mg/dia), Ia absorcion intestinal regulada y el reciclaje efectivo de Fe por los
macrofagos, con almacenamiento del Fe no funcional en el higado. Para mantener este
balance entre enterocitos duodenales, macrofagos y reservorios hepaticos de Fe, existe
hepcidina, un péptido de 25 aminoacidos sintetizado principalmente en el higado [11] y
secretado al plasma. En condiciones de sobrecarga de hierro, hepcidina acta inhibiendo la
salida de hierro desde macrofagos, reservorios hepaticos y ademas inhibiendo la absorcion
de Fe por parte de los enterocitos [12] .Estos eventos ocurren mediante la internalizacion del

transportador de salida de hierro IP1 y mediante la interaccion de hepcidina con la proteina
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HFE [13), que regula negativamente tanto a DMT1 como al receptor de Tf, provocando asi

la disminucion de la concentracion de hierro al interior de la célula [13-16).

1.2 El pool de hierro labil

En las células, una fraccion importante del hierro se encuentra unido a enzimas y proteinas
especializadas en su transporte y almacenamiento. Sin embargo, entre el 3-5% del hierro
intracelular se encuentra unido con baja afinidad a aniones organicos, péptidos o glicanos.
Este hietro se conoce como Pool de Hierro Labil citosélico (cLIP) y tiene funciones muy
importantes: es una fuente de hierro que esta raipidamente disponible para ser incorporado a
proteinas, y ademas puede ser blanco de terapias farmacologicas en pacientes con
sobrecarga sistémica de hierro, pero a su vez, este hierro es redox activo, pues promueve

rapidamente la formacion de radicales libres mediante la reaccion de Fenton [17- 18].

Para estudiar los flujos de hierro labil en la célula intacta se han utilizado sondas
fluorescentes, las cuales unen Fe con baja afinidad, lo que provoca un cambio en su
conformacion y el apagamiento de su fluorescencia. El apagamiento de la fluorescencia de
la sonda es proporcional al hierro labil presente al interior de la célula. Las sondas utilizadas
no son especificas para Fe, también pueden unirse a otros metales como calcio o magnesio,
petro con una afinidad tres 6rdenes de magnitud menor. La especificidad del método para la
evaluacién del contenido de hierro intracelular esta dada por la adicion de Deferiprona
(DFP), quelante con alta afinidad por Fe, que actualmente se encuentra en uso clinico. DIFP

desplaza el Fe de la sonda, devolviéndole a ésta su fluorescencia maxima [19]
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Para determinar el contenido de hierro libil en los distintos compartimentos de la célula, se
han desarrollado sondas fluorescentes con destinacion especifica: al citosol [20]
compartimentos endosomales y lisosomas [21],y en particular mitocondria [22-24]. Es posible
visualizar el hierro 1abil siguiendo la fluorescencia de la sonda con microscopia fluorescente

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

1.3 El sistema IRE/IRP

Lin cclulas cucariontes, la expresion de genes involucrados en el transporte y
almacenamiento de I'e depende principalmente de proteinas de unién a ARN especificos,
regulando la expresion de éstos genes de manera traduccional[27]. El sistema Flemento de
Respuesta a Hierro/Proteina Reguladora de Hierro (IRE/IRP) permite regular el
contenido de hierro que se encuentra en proteinas con nucleos Fe-S, en el interior del grupo

Hem y almacenado en Ferritina [15, 26].

El sistema IRE/IRP esti conformado por las proteinas reguladoras IRP-1 e IRP-2 [13-14]
que, en funcion de la concentracion de Fe labil citosdlico (cLLIP), se unen a secuencias IRE
de ARNm de proteinas relacionadas con la homeostasis de Fe. La actividad de unién a éstas
secuencias IRE depende de un nuacleo [4Fe-4S5] que se encuentra en la proteina IRP-1, el
cual detecta el nivel citosolico de hierro y regula la traduccion de mensajeros de acuerdo a
este nivel. Cuando los niveles de hierro labil son bajos, el ntcleo [4Fe-48] se disocta a [3Fe-
45], que es la forma activa de union a IRLs. La unién de IRP a IRE estabiliza los

mensajeros de proteinas como DMT1 y RTf que presentan la secuencia IRE en la region 3
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no codificante v reprime la traduccién de aquellos que la tenen en 5°, como pot ejemplo,
¢l mensajero de la proteina de almacenaje ferritina. Esto asegura que en situaciéon de
deficiencia de hierro aumente su incotporacion (por aumento en la expresion de DMT1 y
RTf) [13). Cuando los niveles de hierro labil son altos, el centro [3Fe-4S] cambia a [4Fe-45],
perdiendo la capacidad de union a IRE. Esto provoca una disminucion de la expresion de
las proteinas encargadas de captat Fe, como DMT1y RT{ y un aumento en la expresion de
ferritina, con lo cual disminuye la incorporacion celular y el exceso de hierro se almacena en
forma inocua para la célula en el interior de ferritina, que puede almacenar hasta 4.500
itomos de Fe [4, 28]. Sin embargo, a pesar de que las células sc encuentren con sobrecarga
de Te, existe una incotporacion basal de éste que se mantiene, provocando el aumento del

pool de hierro labil en el iempo [15, 29].

No s6lo el Fe es capaz de modular el sistema IRE/IRP, sino que también puede activarse

por stress oxidativo [30], 6xido nitrico [31], hipoxia [32] y por acumulacion de hierro[33] .

A lo largo de la vida [34] 6 en células expuestas a tratamientos con hierro (29, 35] el I'e se
acupula intracelularmente. Dentto de ferritina, el Fe es muy poco reactivo, sin embargo el
LIP redox activo aumenta paralelamente al Fe almacenado en ferritina y al contenido total

de Fe [29].

1.4 Mitocondria y Hietto

La mitocondtia es un organelo esencial en la bioenergética celular. En su 1nterior se genera

) . -~ 2 - aqr ’
energia en forma de ATP, se regulan los niveles de Ca citosdlico y se produce alli la
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biosintesis de complejos [Fe-S] y Hem [36]. Ademas, la mitocondria tiene un papel central
en el dafio oxidativo, pues estd generando constantemente especies reactivas de oxigeno

(ROS) tanto en condiciones fisioldgicas como patologicas[37].

ILas especies reactivas del oxigeno (ROS) funcionan como segundos mensajeros de
la senalizacién redox en condiciones fisiologicas. En condiciones patologicas, o durante el
proceso de envejecimiento, las enzimas encargadas de mantener los niveles adecuados de
ROS son sobrepasadas, generandose una acumulacion de ROS que produce un desbalance
entre mecanismos de detoxificacion y estrés oxidativo, generando dano oxidativo v
disfuncién mitocondrial [38-39]. Especies como perdxido de hidrogeno (H,O,) v el anién
superoxido (O,), que se producen normalmente en la célula, pueden combinarse con
metales reducidos, como Fe*" o Cu”, y mediante la reaccion de Fenton generar el radical
hidroxilo, (*OH), el mas toxico de los radicales de oxigeno, que produce mutaciones en
ADN, denaturaciéon de proteinas y peroxidacion de membranas, que acatrean defectos

funcionales y perturbaciones en la homeostasis i6nica [2].

Un optimo funcionamiento de la mitocondria esta relacionado con la integridad de los
componentes que aseguran la generacion de energia para la célula, principalmente con la
generacion de nucleos Fe-S, los cuales se encuentran asociados a multiples proteinas

mncluyendo proteinas mitocondriales.

El metal participa generalmente en los procesos de transferencia de electrones,

siendo un componente integral de proteinas de la cadena transportadora de electrones:
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entre 10 y 12 proteinas de los complejos de transferencia de electrones contienen los

nucleos Fe-S y mas de 8 contienen grupos Hem en su centro activo [40].

Ejemplos de proteinas Fe-S de la mitocondria son: la proteina Rieske, asociada a
subunidades de citocromo b y cl; ferroquelatasa, que participa en la sintesis de Hem
adicionando Fe a la protoporfirina IX para la sintesis del Hem; enzimas del ciclo del acido
citrico, como la aconitasa mitocondrial y la succinato deshidrogenasa, NADH: ubiquinona
oxidoreductasa, entre otras. Dada la importancia de los nicleos Fe-S, una disminucion en
la incorporacion de Fe o una deficiencia en su sintesis generan disfuncion mitocondrial. Se
ha reportado que cuando ocurre disfunciéon mitocondtial, se altera tanto la produccién de
energia, como de especies reactivas del oxigeno (ROS). Por ejemplo, la deficiencia de hem
altera la actividad del complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) y aumenta la produccion de

oxidantes [41].

Una produccion ineficiente de energia puede ocurrir por dano oxidativo o inhibicion
especifica de las proteinas de la cadena de transporte de electrones, que se asocian con un
aumento en la produccion no especifica de ROS. Los nucleos Fe-S son particularmente
sensibles a dafio oxidativo. Por ejemplo, se ha identificado un nicleo Fe-S redox activo en
el complejo I (NADH deshidrogenasa), asociado a la produccién de superdxido, el cual es
afectado por el envejecimiento, limitando la transferencia de electrones. Es claro que el

metal juega un papel crucial en el metabolismo mitocondrial [42)
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Dado el requetimiento de Fe para la sintesis de ferroproteinas en la mitocondria y la
susceptibilidad mitocondtial a dafio oxidativo, es de esperar que existan multiples
componentes involucrados en modular la incorporacion, salida y almacenamiento de Fe en
el organelo. Sin embargo, la regulacién de la homeostasis mitocondrial de hierro atn es en
gran parte desconocida. La mayor parte de la informacion proviene de desordenes genéticos
donde estin alterados componentes de la biosintesis del hem o de complejos Fe-S [43] y que
conllevan alteraciones en su metabolismo. Esta informacion ha permitido identificar
multiples proteinas mitocondriales que participan en el flujo de hierro hacia y desde la
mitocondtia y en la biosintesis de los grupos prostéticos Fe-S y Hem. Aunque el papel del
trafico mitocondrial de hierro en la regulacion de la homeostasis celular del metal no es
conocido, la evidencia disponible apoya la hipotesis que la mitocondria es un

compartimiento central dentro de esta homeostasis.

1.5 Metabolismo mitocondrial del Hierro

La mitocondtia juega un papel fundamental en metabolismo de hierro, ya que en su interior
se sintetizan los grupos prostéticos Hem y nucleos Fe-S, vitales para la funcion celular del
hierro y su propio mecanismo de regulacion (IRP). La regulacion del ingreso y contenido
de Fe de la mitocondria deberia ser muy estricta, pues un aporte insuficiente de hierro tiene
efecto en la actividad metabdlica y respiratoria del organelo, mientras que un exceso de Fe
“libre” o redox-activo dentro de la mitocondria promueve la generacion de especies

reactivas de oxigeno, generando dano oxidativo.
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Al igual que el LIP citosolico, una fraccion del Fe que ingresa a la mitocondria permanece
asociada a ligandos de baja afinidad, lo que fue definido como pool de hicrro libil
mitocondrial (mLIP [44]). De la misma manera que con el LIP citosélico, lo mas probable
es que la distribucion del Fe que ingresa a la mitocondria a las diferentes vias metabolicas

ocutrre a partir de este mLIP.

Para llevar a cabo la sintesis de los centros Fe-S, se requiere el ingreso de hierro a la matriz
mitocondrial. Se ha postulado la existencia de una transferencia directa del Fe proveniente
del medio extracelular, lo cual podria ocurrir por asociacion fisica entre el transportador de
membrana plasmatica DMT1 o algin otro ligando que se asocia al Fe dejandolo de una
forma no labil, o bien entre el endosoma conteniendo el complejo RTf-Tf-Fe y la
membrana mitocondrial: la hipotesis “kiss and run” propone el contacto fisico directo entre

las membranas endosomal y mitocondmal, sin entrada del Fe al LIP citosolico [45].

Cabantchik y cols[46] utilizando quelantes citosolicos con alta afinidad por Fe, propusieron
la existencia de un “corredor citosolico” por donde el Fe transita hasta llegar a la
mitocondria, sin llegar a formar parte del pool de hierro labil citosolico, ademas dejan en
evidencia un pequeno retraso en la entrada de Fe al citosol con respecto al ingreso de hierro
a la mitocondria, lo que sugiere que la homeostasis de hierro en la mitocondria, podria ser
independiente de la homeostasis de Fe en el citosol, lo cual estaria estrechamente
relacionado con la necesidad primaria de Fe por parte de la mitocondtria, para desarrollar sus

funciones de manera 6ptima.
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1.5.1 Transportadores mitocondriales

Durante afios se desconocieron las proteinas que estaban involucradas en el ingreso de
hierro a la mitocondria, pero ya en el afo 2002, Foury y Roganti[47] descubricron una
familia de transportadores mitocondriales: Mrs3p y Mrsdp de S. cerevisiae, las cuales son
proteinas homologas que se encuentran en la membrana interna de la mitocondria. Mrs3p y
Mis4p pertenecen a la familia de transportadores mitocondriales (MCF), cuya funcion es

transportar metabolitos y cofactores entre el citosol y la mitocondria.

En el ano 2006, Shaw y cols [48] investigaron desérdenes hematologicos en pez cebra, y
confirmaron la existencia de transportadores de Fe, transportadores que fueron conocidos
como mitoferrina 1 y 2. Dentro de las mutantes obtenidas, una en particular, la mutacién frs
mostraba un fenotipo de anemia hipocromica severa a las 36 horas post- fertilizacion, las
pocas mutantes frs que sobrevivieron y alcanzaron el estado juvenil (2 meses), presentaron
crecimiento retardado y cardiomegalia producto de la anemia hipocromica. Al realizar un
mapeo del locus fi, se identificaron las mutaciones que provocaban pérdida de funcion del

gen, cuyo producto génico es la proteina mitoferrina.

Mitoferrina pertenece a la familia de transportadores de solutos en la membrana
mitocondrial interna de células eucariontes, SLC25. Se identificé ademas una proteina que
presenta un 65% de identidad aminoacidica identificada como mitoferrina 2. Ambas
proteinas presentan cerca de un 38% de identidad con sus ancestros MSR3/4 presentes en
levaduras. Tanto en humanos como en ratones se han descrito transportadores homologos

a MSR3/4, pero su funcién en mamiferos aun no es muy clara .[49]
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Una vez dentro de la matriz mitocondrial el Fe puede ser incorporado a la via de biosintesis
de los nucleos Fe-S [50-51]; ser utilizado en la sintesis de Hem [52]; o bien almacenado en
ferritina mitocondrial [53-54]. Una fraccién de los nucleos Fe-S es incorporada a proteinas
mitocondriales y el testo es exportado hacia el citosol via el transportador de membrana
ABCB7 [55-56], donde se incorpora a apoproteinas. El grupo hem es transportado desde la
mitocondria a través del transportador putativo HCP1 (Heme Carrier Protein 1), descrito

para ciertos tipos celulares[57].

El transportador ABCB7, pertenece a la familia de los transportadores “half-type ATP-
binding cassette” (ABC). La expresion de ABCB7 en levaduras mutantes para el gen Atm 1
(gen ortologo a ABCB7 en levaduras) disminuye tanto la acumulacién de Fe mitocondrial
como el dafio al ADN mitocondrial[55]. Mutaciones del gen abc7 en humanos producen
anemia sideroblastica ligada a X con ataxia (XLSA/A), un desorden que se manifiesta con la
acumulacién de hierro mitocondrial y la formacion de agregados de ferritina en los globulos
rojos (denominados sideroblastos), coherente con la funciéon de exportacion de los

complejos Fe-S hacia el citosol[58].

1.5.2 Ferritina mitocondrial

Parte del Fe que no es utilizado para la sintesis de nicleos Fe-S puede ser almacenado en la
proteina [erritina Mitocondtial (mFt), la cual es codificada por un gen nuclear sin intrones,
y sintetizada como un precursor de 30 kDa destinado a la mitocondria por una secuencia
lider de 60 aminoacidos[53]. Esta proteina se ha identificado en humanos, ratones, Drosophila

y plantas [59-60] .
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Se expresa en variados tejidos (islotes de Langerhans, testiculos, neuronas) que
tienen en comun la abundancia relativa de mitocondrias mis que alguna funcién especifica
relacionada con el metabolismo de Fe. Sin embargo se detectaron altos niveles de expresion
en los sideroblastos de pacientes con anemia sideroblastica, cuyas mitocondrias se

sobrecargan con hierro por un defecto en la sintests de Hem(61].

Se ha teportado que defectos en los transportadores o en las proteinas relacionadas con la
sintesis de los grupos prostéticos Fe-S y Hem inducen una sobrecarga de hierro
mitocondrial, lo cual es altamente toxico para este organelo que esta generando especies
reactivas del oxigeno constantemente. Por ejemplo, en el caso de la anemia sideroblastica
asociada al cromosoma X (XLSA), donde existe una mutacion del gen que codifica la
enzima ALAS2 que participa en la sintesis de Hem, los pacientes presentan sideroblastos
con depdsitos considerables de hierro mitocondrial, el cual se encuentra principalmente

almacenado en ferritina mitocondral[62].

Al sobrexpresar ferritina mitocondrial tanto en lineas celulares murinas[63] como en células
Hela [54], se depleto el LIP citosélico y se detecté un aumento en la expresion del receptor
de Tf El Fe incorporado desde el medio externo se dirige preferencialmente a la
mitocondria, a expensas de las necesidades del citosol. Estos antecedentes senalan a mFt
con un rol relevante en estados patolégicos de acumulacién de hierro mitocondrial, y la
importancia de la mitocondria en la regulacion celular del Fe. Sin embargo, atn hay
desconocimiento acerca del intercambio de hierro entre mitocondria y citosol vy los

mecanismos que lo regulan. Otros investigadores midieron el transporte de Fe a traves de la
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medicién de *Fe incorporado al grupo Hem y posteriormente haciendo extraccion quimica
del Hem-"Fe, concluyendo que la incorporacion de Fe requicre potencial de membrana
pero no ATP, solo el Fe®" es funcional para generar Hem, v que el Fe que ingresa no se
acumula sino es incorporado al Hem directamente. Este enfoque es novedoso, pero sélo
considero el Fe destinado a sintesis de Hem y no el que se utiliza en los grupos prostéticos

Fe-S, se almacena en mFt o forma parte del pool de transito, mLIP[52].

Para determinar la compartimentalizacion y estado redox del Fe en el interior mitocondrial
se midi6 el Fe en mitocondrias aisladas con batofenantrolina disulfonato, un quelante cuya
unién a hierro forma complejos coloreados que se siguen espectrofotométricamente, con lo
cual se pudo diferenciar el Fe “libre” del que se encuentra unido constitutivamente a
proteinas. Esta fue la primera demostracion de la existencia en la mitocondria de un “Fe no
hem no Fe-S”, disponible en la mitocondria para diferentes usos, como sintesis de grupos
prostéticos Fe-S y hem(64]. El desarrollo de sondas fluorescentes que permiten seguir este
hierro en células vivas se ha extendido a la mitocondiia con la caracterizacion de sondas con
destinacién mitocondrial[23]. Este método no invasivo permite determinar concentraciones
de Fe en la mitocondsia y permite hacer un seguimiento de la cinética de mgreso de Fe a

este organelo.

Diversas investigaciones destacan que el flujo de Fe hacia la mitocondria es importante y en
casos patologicos, donde la mitocondria falla en la capacidad de incorporar el Fe inorganico
a los grupos prostéticos Fe-S y Hem, la entrada de hierro continda ocurriendo, incluso a

expensas de los niveles citosolicos, es decir, no existe regulacion negativa de la entrada [47,
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65]. Como en esta patologia la acumulacion de hierro produce aumento de ROS, dano y
disfuncién mitocondrial, cabe preguntarse si existen mecanismos que regulen la
incorporacion y distribucion de hierro mitocondrial, en condiciones donde la funcién de
biosintesis de Fe-S y Hem no esta alterada. Ademas, siendo la mitocondria un sitio de
produccion fisiologica de especies reactivas, deberia haber un sistema de almacenamiento
seguro del hierro inorganico que entra para evitar la reacciéon de Fenton y la produccién del
altamente reactivo radical hidroxilo[76] .En esta tesis se determinaron las caracteristicas de la
homeostasis del hietro mitocondrial y su relacion con la homeostasis de hierro citosélico en

células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.
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2. HIPOTESIS

La mitocondria posee un sistema de regulacion de la acumulacion de hierro independiente
del sistema de regulacion citosolico. La homeostasis del hictro mitocondrial tiene
preferencia sobre la homeostasis citosolica de tal manera que en condiciones de deficiencia
de hierro, la mitocondria capta Fe desde el citosol mientras que en condiciones de exceso

limita esta incorporacion.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Caracterizar el transporte, distribucién y homeostasis de hierro en citosol y mitocondrias de

células SH-SY5Y.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar el proceso de acumulacion de hierro total citosélico v mitocondrial en
células SH-SY5Y expuestas a ofertas crecientes de Fe externo.

2 Caracterizar la regulacion de los flujos de hierro en citosol y mitocondria respecto al
estado de acumulacion de Fe extracclular en células SH-SY5Y

3. Caracterizar la regulacion de los flujos de hietro en citosol y mitocondria segin
tiempo de exposicion de células SH-SY5Y a ofertas crecientes de Fe

4. Caracterizacion del efecto de agentes antioxidantes en la regulacion de los flujos de

hierro en citosol y mitocondria de células SH-SY5Y
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Reactivos generales

De Sigma-Aldrich se obtuvo Ponceau S, Tween 20, Triton X-100, inhibidor de proteasas,
DTT, PMSF, Chelex 100. De Metck N-N’-Methylenediacrylamine, NaOH, CaCl, x 2H.O,
MgCl,, KCl, KH,PO,, NaCLNa,HPO, x 2H,0O ,HCl, EDTA, Glicerol, Glucosa. De
Winkler Acrilamida; Tris; glicina. De Invitrogen se obtuvo Benchmark PreStained Protein

Ladder

4.1.2 Cultivo Celular
Gibco: Medio Minimo esencial (MEM), medio de cultivo F-12, aminoacidos no esenciales,

suero fetal bovino (SFB), mezcla de antibiticos/antimicéticos, Tripsina 5 mM EDTA.

De Laboratotio Sanderson se obtuvo agua de calidad inyectable.

4.1.3 Material biolégico

La linea celular SH-SY5Y (American Type Culture Collecion #CRI-2266, Rockville, MD)
es una linea celular derivada de un triple clonamiento (SK-N-SH — SH-8Y — SH-SY5 —
SH-SY5Y) de la linea celular SK-N-SH de células de neuroblastomal66].Fstas células poseen
un unico marcador que se encuentra en el cromosoma 1, con una nsercion compleja de una

copia adicional de un segmento 1q en el brazo largo, que genera una trisomia de 1g. Se ha
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reportado que estas células alcanzan confluencia a concentraciones mayores a 1 x 10

células/cm®, v que exhiben niveles moderados de actividad dopamina beta-hidroxilasa[67].

4.1.4 Anticuerpos y Western blot

Para el Western blot contra DMT1 se utilizé un anticuerpo policlonal de conejo y como
anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa de rabano (Thermo
Scientific), mientras que para el Western blot contra actina se utilizd un anticuerpo
monoclonal de raton (Sigma N Cat. A5441), y anticuetpo secundario ana IgG de raton

conjugado con peroxidasa de rabano (Thermo Scientific).

4.1.5 Fluoroéforos

Se utilizo la sonda Calceina-AM (Invitrogen C-3100, Molecular Probes) para detectar el Fe
labil citosolico, mientras que para detectar el hierro labil mitocondrial, se utilizé la sonda
RPA obtenida por sintesis organica en el Laboratorio del Dr. Bruce Cassels, del
Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, U. de Chile, de acuerdo al método de

Petrat y cols. (2002)[23].

4.1.6 Equipos

Microscopio confocal, Carl Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss AG, Gottingen, Alemania);
Lector de placas ELISA SUNRISE (Tecan Trading AG, Suiza); Centrifuga Mikro 22R
(Hettich, Tuttlingen, Alemania). Lector de mucroplacas Sinergy 2, Biotek; Contador de
radioactividad Beta, Packard; Fuente de Poder PS 4010-2 (Sigma Aldrich); Camaras

electroforéticas (Bio Rad Laboratories Inc., California, USA).
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4.2 Métodos

4.2.1 Cultivo celular

Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y se mantuvieron en cultivo en incubador a
37°C, con atmésfera de 5% CO,, de acuerdo a procedimientos rutinarios del laboratorio y
del tipo celular [66] .El medio de cultivo ualizado fue MEM: F12 (1:1) suplementado con
10% suero fetal bovino (SFB), aminoacidos no esenciales 0.1 mM vy
antibiético/antimicético 1x. Se crecieron por 6-7 dias con cambio de medio cada 2 dias .La
concentracion de Fe basal en el medio de cultivo (F12: MEM + 10% SFB), determinada

pot espectrometria de absorcion atémica fue de aproximadamente 7uM.

4.2.2 Tratamientos de células SH-SY5Y con variadas ofertas de Fe extracelular

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de poliestireno con tapa, de 30 o 100
mm de diametro o placas de 12 o 24 pozos, y fueron mantenidas en cultivo en el medio
indicado por 6 dias. En estas condiciones, las células alcanzaban un 90-95% de confluencia
al cabo de una semana. Al cabo de 2 dias se cambié el medio MEM-F12 por medio de
cultivo con suero tratado con Chelex-100, para disminuir el contenido de Fe en el medio de
cultivo (Concentracion de Fe en medio con suero tratado con Chelex: 0,5uM). Este medio

se mantuvo por 2 dias para posteriormente realizar los tratamientos.

Los tratamientos con hietro se realizaron aportando hierro adicional al medio utilizando el
complejo  hierromitrilotriacetato  (Fe-NTA) en una proporcién molar 1:2,2. lLas

iy

concentraciones utilizadas se encontraron en el rango 1 a 20 uM de Fe anadido sobre el
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nivel basal del medio (aproximadamente 7 uM). Para inducir la deficiencia de Fe se agregd
el quelante de hierro desferroxamina (DFO) para obtener concentraciones finales de Fe 1 y
4 uM|29, 68]. Este quelante reduce la concentracion disponible de Fe en el medio de cultivo,
y también reduce el contenido mtracelular de Fe por ciclos de endocitosis-exocitosis. En
otros experimentos, las células se incubaron con distintas concentraciones de Fe mas el

antioxidante N- acetil cisteina (NAC) 250 uM durante 24 y 48 horas segun el expetimento.

4.2.3 Preparacion de suero fetal de bovino bajo en hietro.

El SFB bajo en Fe fue preparado titulando el SFB con 300 g/I. de Chelex 100 a pH 4,5.
Luego se incubé 2 horas a temperatura ambiente con agitacién constante, para finalmente
subir el pH a 7,4 con NaOH, en éstas condiciones se incubo por una noche a 4°C. Con ésta

metodologia, la concentracion de Fe en el medio de cultivo fue 0,5 uM.

4.2.4 Incorporacion celular de *Fe.

La incorporacion celular de Fe se midié en las células exponiéndolas a una solucién del
isétopo radioactivo “Fe, de concentracion y actividad especifica conocida. En una medicién
tipica, las células fueron cultivadas por 1 semana en placas de 6 pocillos. Se excluyeron los
pozos que alcanzaban menos de 80% de confluencia. La solucion de transpotte se prepard
inmediatamente antes del ensayo, agregando al buffer o medio de cultivo la cantidad
suficiente de stock radioactivo para una concentracién final de 0,5 pM *FeCl,. El hierro
total de la solucién se llevéd a 10 uM agregando hierro frio no radiactivo (9,5 pM), en forma
de Fe-Ascorbato (1:20) o Fe-NTA (1:2,2), a partir de un stock 1 mM de FeCl,en HCI 0,01

mM. Las celulas se despegaron agregando Tris salino-EDTA, dejando a 37°C por 5 min y
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soltando con pipeteo suave. La suspension celular se utilizé para determinacion de proteina
total por el método del dcido bicinconinico v medicion de radioactividad en contador de

centelleo liquido[29, 68].

4.2.5 Western blot

Pata preparar los extractos celulares, las células SH-SY5Y expuestas a diferentes ofertas de
Fe se disgregaron de la placa de cultvo con Tris salino-EDTA mediante la incubacion por
10 minutos a temperatura ambiente y fueron colectadas por centrifugacion a 600 x g por 5
minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante v el precipitado fue resuspendido en Buffer de
Lisis (50 uI./1x10%¢élulas) formado por una solucién tampon de lisis (NP-40 0,5%, HEPES
10 mM/pH 7,5; MgCl, 3 mM, KCI 40 mM, PMSF 1 mM, glicerol 5%, DTT 1 mM, que
contenia un céctel de inhibidor de proteasas (leupeptina 10 pg/ml, aprotinina 0,5 pg/ml,
pepstatina 0,7 pg/ml) (100:1 [v/v]) e incubado en hielo por 15 minutos. El homogenizado
fue centrifugado a 10.000 x g durante 10 minutos, y se almacend el sobrenadante para

determinar la concentracion de proteinas mediante el método del Acido bicinconinico

(BCA)[69].

Para la separacién electroforética, se catgaron 20 ug de proteina en un gel de acrilamida al
10%, en condiciones denaturantes (SDS-PAGE). Una vez separadas las proteinas fueron
clectrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa dutante 1,5 horas a 300 mA y 4°C.
Luego de la transferencia, la membrana fue teflida con PonceauS para determinar si
efectivamente se realizé la transferencia de proteinas. Luego la membrana se lavo durante 5

minutos en agitacion con TBS-T20 (Tris-HC1 pH 7, NaCl 150 mM y Tween-20 0,2%) para
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eliminar el Ponceau-S. Posteriormente la membrana fue bloqueada con el buffer TBS-T20
con 5% de leche descremada durante 1 hora con agitacion suave a temperatura ambiente.
La incubacién con el anticuerpo primario contra las proteinas DMT1 y actina se realizo
durante toda la noche a 4°C y agitacion suave. Se realizaron 4 lavados de 10 minutos cada
uno con TBS-T20 pata eliminar el anticuerpo primario unido inespecificamente a la
membrana. A continuacién se incubd durante 2 horas con agitacion suave a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario anti IgG de conejo o anti IgG de ratén conjugado
con peroxidasa de rabano en leche descremada 0,5% en solucion TBS-T20. Se realizaron 4
lavados de 10 minutos cada uno con TBS-T20, y se reveld usando el kit quimioluminiscente
y autorradiografia (Pierce). La sefial quimioluminiscente se detecté mediante placas

fotograficas (Kodak)

4.2.6 Preparacion de fracciones mitocondrial y citosdlica.

Se sigui6 el protocolo desctito por Vance [7s): las células SH-SY5Y se crecieron durante 2
dias en medio de cultivo normal, luego se cambid por medio de cultivo con suero bajo en
Fe, v se mantuvieron con este medio por 2 dias, hasta que alcanzaron un 90% de
confluencia (15 x 10° células), luego fueron expuestas a diversas ofertas de Fe (1,4, 7, 10y
20 uM) durante 24 horas. Las células fueron disgregadas desde la placa de cultivo con Tris
salino-FDTA mediante una incubacién por 10 minutos a temperatura ambiente y fueron
colectadas por centrifugacion a 600 x g por 5 minutos a 4°C. Se¢ descart6 el sobrenadante y
se lavaron las células 3 veces con PBS ftio, centrifugando a 600 x g durante 5 minutos enttre
cada lavado. Se descartd el sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en 1,5 mlL de

Buffer de Extracciéon 1x (HEPES 10 mm/pH 7.5; manitol 200 mM, sacarosa 70 mM y
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EGTA 1 mM) que contenia 15 pl. de un coctel de inhibidor de proteasas (leupeptina 10
ng/ml, aprotinina 0,5 ug/ml, pepstatina 0,7 pg/ml, PMSE 1 mM, DTT 1 mM, pH 7,4} e
incubado en hielo por 15 minutos. Después de 10-15 minutos se extrajeron volimenes de
20 pL para determinacién de contenido de hierro total y determinacién de concentracion de
proteinas. Las células se rompieron con 50-60 golpes de homogenizador Dounce y el
homogenizado se centrifugd a 600 x g por 10 min a 6°C. El sobrenadante se traspaso a otro
tubo y se centrifugd a 11.000 x g por 10 minutos a 6°C. El precipitado se considera la
fraccién mitocondrial y el sobrenadante la fraccion citosolica. La fraccion mitocondrial se
lavé y suspendid en buffer de extraccion sin inhibidor de proteasas, se centrifugo a 11.000 x
g a 6°C durante 10 minutos. Se resuspendi6 el pellet mitocondrial en 150 pl. de buffer de
almacenamiento 1x (HEPES 10 mM/pH 7.5, sacarosa 250 mM, ATP 1 mM, ADP 80 mM,
succinato de sodio 5 mM , KH,PO, 2 mM y DTT 1 mM) v fue almacenado junto con la
fraccidon citosolica a -20°C. De acuerdo a antecedentes de nuestro laboratorio, con éste
procedimiento se obtuvieron fracciones enriquecidas de mitocondrias, como fue posible

observar al detectar proteinas mitocondriales mediante western blot.

4.2.7 Determinacién de hierro celular total.

Para estos experimentos, las células se lavaron 3 veces con PBS, se despegaron en frio con
Tris salino con EDTA v se trabajaron en hielo en todo el proceso. Tras centrifugacion a
1300 x g, el pellet celular se lavé con Tris salino sin EDTA y se volvid a centrifugar, luego
se resuspendié en un volumen no mayor a 50 pl. de Tris salino sin EDTA. Para la
determinacién de hierro en las fracciones subcelulares se realizo el fraccionamiento tal

como se describié en la seccidon correspondiente, v se utilizaron soluciones tratadas con
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Chelex. El contenido de Fe celulat y en fracciones mitocondral y citosolica se midid en un
espectrofotémetro de absorcién atémica con horno de grafito (Sigma 6100, Perkin Elmer)
(Dr. Miguel Arredondo, laboratorio de Micronutrientes, INTA, Universidad de Chile), tras
lisis con 4cido nitrico concentrado a 60 °C por 12 horas. Se utilizé como control interno
MR-CCHEN-002 (Venus antigna) y DOIt-2 (Dagfish liver) para validar las determinaciones de

hierro[70]. Fl resultado se expresé como nmol Fe/mg proteina total.

4.2.8 Determinacion del LIP citosélico

Las células, cultivadas en placas de cultivo de poliestireno con tapa, de fondo plano
(Corning o NUNC) de 12 y 24 pocillos, se lavaron con PBS, y luego se incubaron por 10
min a 37°C con el éster no fluorescente acetoximetil calceina CA-AM (Invitrogen C-3100,
Molecular Probes) en concentracion final 0.25 uM en buffer HBSS-Glucosa pH 7,4
(HEPES 20 mM, NaCl 137 mM, KCl 5,4 mM, CaCl, 1 mM, MgCl, 0.5 mM, KH,PO, 0,4
mM, MgSO, 0,4 mM, Na,HPO, 0,3 mM, glucosa 5 mM) y el quelante de Fe extracelular
DTPA 200 pM. Después de la incubacion, las células se lavaron 3 veces con PBS, y se
dejaron 5 min adicionales en el incubador con solucion HBSS-Glucosa fresca, para permitix
la hidrélisis completa de la sonda por las esterasas citosolicas. Antes del ensayo se agrego
HBSS fresco a 37°C. La cuantificacion de la fluorescencia se registrd en lector de
microplacas (Sinergy 2,Biotek) con control de temperatura (37°C) con filtros de excitacion
480/20 nm y emision en 530/20 nm. Se registré la fluorescencia basal de cada pocillo por 5
minutos a intervalos de 30 segundos entre cada lectura. Luego se agregd DFP 400 uM,

quelante hidrofilico y permeable a la célula, y se sigui6 el aumento de fluorescencia por 15-
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20 min. La diferencia entre la fluorescencia maxima alcanzada al agregar el quelaute y la

fluorescencia basal es proporcional a la magnitud del Fe™ reactivo del citosol, LIP[17].

4.2.9 Determinacion del LIP mitocondrial

Para evaluar la magnitud del pool de Fe labil se utilizo la sonda RPA, que se acumula
especificamente en mitocondria. Las caracteristicas fluorescentes del RPA estan dadas por
la rodamina, la que por su carga positiva da la destinacién mitocondrial. Ademas, el
componente 1,10-fenantrolina le da capacidad de union a Fe’" (Fe: RPA 1:3)[46]. Al unir Fe,
el RPA disminuye su fluorescencia, la que puede ser recuperada agregando un quelante con
alta afinidad potr Fe. Dutante el desarrollo de esta tesis se utilizo el quelante DFP, el cual

accede a la mitocondria quelando el hierro labil presente.

La carga con RPA se realizé por 10 min en el incubador a 37°C/5% CO, con RPA 0,5 uM
en HBSS con glucosa 5 mM, pH 7,4. Tras remover la solucién con sonda, y lavar con
HBSS 2 veces, se agregé HBSS-Glucosa 5 mM con BSA 1 mg/ml., para remover RPA
adsorbido inespecificamente a la placa. Se dejé esta solucién por 5 min y luego se lavo con

HBSS-glucosa, antes del ensayo se agregd HBSS fresco a 37°C.

Para asegurar que el hierro que se estd detectando corresponde a hierro presente en la
mitocondria v no a hierro citosdlico, las células fueron permeabilizadas con digironina 20
pM durante 1 minuto. La digitonina es una saponina proveniente de Digialis purpurea,
permeabiliza la membrana plasmatica sin pérdida de la estructura celular y la funcion

mitocondrial [79] .Brevemente, las células marcadas con sonda se lavaron con PBS 2 veces y
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luego se incubaron a 37°C en 5% CO, por 1,5 minutos con el buffer de permeabilizacién
(HEPES-Tris 20 mM pH 7,2, KCI 120 mM, NaCl 10 mM, KH,PO, 1 mM, antipaina,
leupeptina y pepstatina 1 pg/mL y digitonina, 10 ug/10" células), tras lo cual se removi6 el
mismo, se lavé suavemente con buffer de permeabilizacion sin digitonina y se resuspendid
en buffer de permeabilizacién sin digitonina. Posteriormente, se trasladaron ripidamente al
lector de fluorescencia estabilizado a 37°C para realizar los experimentos. La medicion de la
fluorescencia se efectud en un lector de microplacas con control de temperatura (37°C) con
filtros de excitacién 530/20 nm y emisién en 590/30 nm. Se registro la fluorescencia basal
de cada pozo por 5 min a intetvalos de 30 seg entre cada lectura. A juzgar por el patron de
marcacién con RPA, el potencial de membrana mitocondrial no fue afectado ya que la

sonda permanecié en la mitocondria, lo que ocurre sélo si esta conserva su potencial.

Para expetimentos de ingreso de hierro a la mitocondtia, se usd FAS 40 uM. E1 FAS es una
forma de Fe’ no complejado a quelantes. Esta solucién es conocida por su
biodisponibilidad, pero en soluciones a pH neutro es poco estable, se oxida y forma
precipitados férricos. Por esto, es necesario utilizar soluciones preparadas recientemente y
en experimentos con tiempos cortos (< 1 h). Para determinar acumulaciéon de Fe labil
mitocondrial se usé DFP 400 pM — quelante especifico de Fe[71] y con acceso a
compartimentos sub-celulares. Un resumen del procedimiento es como sigue: a) carga con
la sonda fluorescente RPA; b) permeabilizacién con digitonina; ¢) determinacion de linea
base (5 min); d) adicién de FAS y seguimiento de la fluorescencia por 20 min, y ¢
tratamiento con el quelante de hierro para la restauracion maxima de la fluorescencia. Se

s1guio el restablecimiento de la fluorescencia por 10-15 min. La diferencia cntre la
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fluorescencia maxima alcanzada tras agregar el quelante y la fluorescencia basal es

proporcional a la magnitud del mLIP[22].

4.2.10. Tasa de incotporacion de Fe citosélico y mitocondrial.

Para determinar la tasa de incorporacién de Fe a citosol v mitocondria, células SH-SY5Y
fueron cargadas con las sondas calceina o RPA, respectivamente, se siguio la fluorescencia
basal como se desctibié anteriormente, y luego se agregd sulfato de hierro amonio (FAS) 40
ub. Se registré el descenso de la fluorescencia para ambas sondas, hasta que ésta se
mantuvo constante, con el fin de determinar la velocidad de ingreso de Fe, luego se agregd
el quelante DFP que permitié determinar el contenido de hierro labil para cada condicion.
Los valores obtenidos se graficaron utilizando el programa Prism de GraphPad. La tasa de
incorporacién se determiné realizando un ajuste exponencial simple de las pendientes

correspondientes a cada descenso de fluorescencia.

4.2.11 Microscopia

Se aplicd el mismo procedimiento de carga de las sondas para seguir cambios de
fluorescencia para la visualizacion de las células en el microscopio confocal de fluorescencia.
Las células para microscopia se sembraron en placas de 35 mm y se procedio a observar
con microscopio confocal (LSM META510, Catl Zeiss) con lente Plan-Apochromat
63X/1.4. Para cada inmunolocalizacion se utilizé una apertura de 370 um y se obtuvieron
apilamientos de cortes opticos de 0,92 um cada uno y se proyectaron entre 9 y 10 imagenes

para obtener la foto final.
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4.2.12 Analisis estadisticos

Las determinaciones de proteina, radioactividad y Fe total, fueron realizadas en duplicado y
se repitieron los experimentos en por lo menos tres corridas independientes. Cuando se
trabajaron células en microplacas de 12 o 24 pocillos, los resultados provienen de los
promedios de triplicados de por lo menos tres experimentos independientes. Para analizar
las diferencias entre promedios con ANOVA (una o dos vias) o prueba t de Student, se
utilizé el progtama GraphPad, version 4.00 para Windows, (GraphPad Software, San Diego

CA). Las diferencias fueron consideradas significativas con p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Distribucién subcelular de Fe al equilibrio

Se determind el efecto del aumento en la oferta de hierro extracelular en su acumulacion y
distribucién sub-celular. Para esto, se cultivaron células SH-SY5Y con medio bajo en hierro
durante 2 dias, pata detectar los cambios en contenido de Fe asegurando que nuestra
condicion basal (0,5uM) es menor a la primera condicién de tratamiento (1uM). Al cabo de
ese tiempo el medio se cambié pot medio fresco con diferentes ofertas de hierro (1,4,7 ,10
¥ 20 uM), se incubé por 24 hotas y se determiné el contenido de Fe en citosol, mitocondria

y en célula total mediante espectrometria de absorcion atéomica (Figura 2).
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Figura 2. Distribucién subcelular de Fe en células SH-SY5Y. Células SH-SY5Y fueron
expuestas por 24 hotas a diversas ofertas de Fe. Luego fueron disgregadas con Tris salino-EDTA, y
se realizd fraccionamiento subcelular como se describié en los métodos. El contenido de Fe se
determiné mediante espectroscopia de absorcién atémica y los resultados se expresaron en nmoles
de Fe/mg de proteina total. Los valores son promedios + DE de 3 experimentos independientes en
triplicados.

Se observd que el contenido de hierro total, citosolico y mitocondrial no vario

significativamente entre 1 y 4 pM. A la concentracion de Fe externo 7 pM se observé un
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aumento pequerio en el hierro citosélico sin un cambio observable en el contenido de
hierro mitocondrial. Incrementos de la concentracion de hierro extracelular en el rango 7-20
1M indujeron un aumento sostenido tanto del hierro citosélico como del mitocondral sin
diferencias significativas en las tasas de aumento (pendientes: citosol: 0.079 = 0.011;

mitocondria: L062 + 0.022).

5.2. Incotporacién de *Fe en células SH-SY5Y — Efecto del tratamiento previo con

diferentes concentraciones de Fe.

Para determinar si los niveles de hierro intracelular afectan la entrada de hierro a las células,
se cultivaron células SH-SY5Y durante 6-7 dias con diversas ofertas de hierro extracelular y
se determiné entonces la incorporacién de hierro radioactivo (*°Fe) por 1 h. En condiciones
de cultivo en un medio con Fe 1 uM, la incorporacion de “Fe fue el mayor valor
determinado (Figura 3A). Esta incotporacion fue disminuyendo a medida que aumentd la
oferta extracelular de hierro. Este comportamiento en la incorporaciéon de hierro fue
concordante con la expresion del transportador DMT1 (Figura 3B). En condiciones de
deficiencia de Fe, en la que habria un posible aumento en los requerimientos por éste metal,
la expresion del ransportador DMT1 fue la mas elevada. A medida que la concentracion de
hietro en la etapa de cultivo previo aumentd, la expresion de DMT1 disminuyd. La clara
disminucién en la expresion del transportador se confirmé al realizar el analisis cuantitativo

de ésta expresion, utilizando como control de carga en el Western blot la proteina actina

(Figura 3B).
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Fig. 3. Incorporacién de 5Fe en células SH-SY5Y — Efecto del tratamiento previo con Fe.
(A): Las células fueron cultivadas por 6 dias con las concentraciones de Fe indicadas, se eliminé el
medio de cultivo y se realiz6 el ensayo de incorporacién de hierro incubando las células por 1 hr con
55Fe-FAS 5 UM en medio DMEM. Valores son promedios de 3 experimentos independientes en
triplicado + DE. Se determiné la expresion del transportador DMT1 mediante Western Blot (B), y
se cuantificé la densidad de banda (C). Para el control de carga se realizé el Western Blot anti actina.
(ANOVA, anilisis de Tukey para comparaciones multiples, *** p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05).
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5.3 Deteccion del pool de hierro 1abil citosolico y mitocondrial en células SH-SY5Y
mediante el uso de sondas fluorescentes.

Dada la impottancia de la regulacion del contenido de Fe en términos de homeostasis
celular, v del potencial dafio oxidativo que puede causar la presencia de Fe labil o reactivo,
sc estudib la cinética v magnitud de la fraccion de Fe labil citosdlico y mitocondrial, cLIP y
mLIP utilizando las sondas calceina-AM y RPA respectivamente. Ambas sondas
disminuyen drasticamente su fluorescencia al quelar hierro labil. Estudios previos han
reportado que calceina se distribuye en el citosol[17] y en menor medida en lisosomas y
mitocondtia; mientras que la localizacién de RPA se ha determinado como exclusivamente
mitocondrial[23] .Para corroborarlo, se observaron células marcadas con calceina o RPA por
microscopia confocal (Figura 4). Calceina se distribuyé ampliamente y en toda el area
celular (Fig. 4A), v su fluorescencia disminuy6 drasticamente al agregar hierro en forma de
sulfato de hierro amonio (FAS) 40 uM (Fig.4B), mientras que la marca de RPA se aprecia

como petinuclear (Fig.4C) y disminuye al agregar la misma concentracion de FAS (Fig.4D).

Con estos controles realizados, se utilizaron estas sondas para estimar los cambios de
magnitud de los compartimentos citosélico y mitocondrial de Fe en respuesta a la oferta
extracelular y registrar la entrada de Fe a estos compartimentos, para evaluar la existencia de

una regulacion mediada por el Fe celular.
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Figura 4. Localizacién intracelular de los sensores de metales calceina y RPA en células SH-
SY5Y y su susceptibilidad a hierro. Se muestra la localizacion y fluorescencia de calceina en
estado basal (A) y después de un estimulo de 40 pM FAS (B), donde se observo una dristica
disminucién de la fluorescencia. Lo mismo ocurrié con la fluorescencia de RPA, de localizacion
principalmente mitocondrial (C) y sensible a FAS el cual produjo su apagamiento (D).

5.3.1 Deteccién de la magnitud de cLIP por recuperacion de fluorescencia de
calceina en células SH-SY5Y tratadas durante 24 horas con diversas ofertas de Fe.

Se determiné la magnitud de Fe labil citosolico en células SH-SY5Y tratadas durante 24
horas con concentraciones de Fe crecientes (1, 4, 7, 10 y 20 uM). Se cargaron las células con
la sonda calceina y luego se registré la fluorescencia basal en el lector de microplacas
durante 5 minutos. Se agregd el quelante especifico de Fe, DFP para recuperar la
fluorescencia. De éste modo, la magnitud de la fluorescencia recuperada es directamente

proporcional al Fe l4bil para cada oferta de Fe extracelular (Figura 5A). En la Figura 5B, se
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observa una diferencia significativa en la fluorescencia inicial para condiciones de deficiencia
(1uM) v la condicién control, lo que indica que Ia magnitud de Fe labil citosélico es funcion
de la concentracion a la cual fueron expuestas las células, con tendencia a estabilizarse a
concentraciones en el rango 10-20 uM de hierro. En la figura 5C, el contenido de Fe labil
citosolico se evidencia pot el aumento de fluorescencia al agregar un quelante con mayor
afinidad por hierro que calceina, lo que resulta en la recuperacion de la fluorescencia de ésta.
La recupetacion de la fluotescencia es directamente proporcional al pool de hierro labil
citosdlico. Nuevamente, se observa que el pool de hierro libil es proporcional a la
concentracion de hierro extracelular durante la etapa de pre-incubacion, con una tendencia a

estabilizarse a concentraciones de hierro entre 10 y 20 uM.
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Figura 5. Recuperacion de la fluorescencia de calceina en células SH-SY5Y tratadas durante
24 horas con diversas ofertas de Fe. Las células SH-SY5Y fueron sembradas durante 24 horas
con diversas ofertas de Fe. Al cabo de ese tiempo se incubaron con la sonda calceina-AM vy se
registrd la fluorescencia inicial (Fo) durante 5 minutos. Luego se agrego el quelante DFP 400 uM y
se registrd el cambio de fluorescencia durante 10-12 minutos (Fig A). Se determiné el delta de
fluorescencia (AF/Fq) para cada condicién (B). Los valores son promedios + DE de 3 experimentos
independientes en triplicado. ANOVA, anilisis de Tukey para comparaciones multiples, (a)
p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestran las estadisticas de todas las concentraciones con
respecto a la condicién control (Fe 7 uM)

El conjunto de estos resultados indica que a las 24 horas de exposicion, la magnitud del
pool de hierro 1abil citosolico tiende a estabilizarse, probablemente debido a que se han

gatillado mecanismos de regulacién para evitar que éste Fe potencialmente citotoxico

51



interactiie con especies como H,0,, formando radicales libres mediante la reaccion de

Fenton.

5.3.2 Deteccion de la magnitud de cLIP por recuperacion de la fluorescencia de
calceina en células SH-SY5Y tratadas durante 48 horas con diversas ofertas de Fe.

Siguiendo la misma metodologia descrita para el experimento anterior, las células SH-SY5Y
fueron expuestas durante 48 horas a diversas ofertas de hierro, con el fin de determinar si
atn la célula es capaz de mantener relativamente constantes los niveles de cL.IP, como los
observados a las 24 horas. De igual manera que en el tratamiento durante 24 horas, se
observa una diferencia significativa en la fluorescencia inicial en condiciones de deficiencia y
sobrecarga de Fe (Figura 6) .En células con ofertas de Fe mayores a la condicion control (7
uM), las fluorescencias iniciales son considerablemente menores que en el tratamiento por
24 horas, lo que da cuenta de un aumento en el cLIP como resultado del mayor tiempo de
exposicién a ofertas de Fe externo (Figura 6A y 6B). Bajo estas condiciones no se observo
la estabilizacién entre 10 y 20 pM de hietro observada en tratamientos durante 24 horas, lo
que indica que a tiempos prolongados de exposicion a Fe, las células pierden la capacidad

de mantener el cLIP a niveles constantes.
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Figura 6. Recuperacién de la fluorescencia de calceina en células SH-SY5Y tratadas durante
48 horas con diversas ofertas de Fe. Las células SII-SY5Y fueron sembradas durante 48 horas
con diversas ofertas de Fe. Al cabo de ese tiempo se incubaron las células con la sonda calceina-AM
y se registrd la fluorescencia basal (Fo) durante 5 minutos. Luego se agregd el quelante DFP 400 uM
v se registr6 la recuperacién de la fluorescencia de la sonda durante 10-12 minutos (A). Se determiné
el delta de fluorescencia para cada condicién (B). Los valores son promedios = DE de 3
experimentos independientes en triplicado. ANOVA, anilisis de Tukey para comparaciones
multiples, (a) p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestran las estadisticas de todas las
concentraciones con respecto a la condicién control (Fe 7 uM).
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5.4 Participacion de agentes oxidantes en la magnitud del cLIP en células SH-SY5Y.

5.4.1 Deteccién de la magnitud de cLIP por recuperacion de la fluorescencia de
calceina en células SH-SY5Y tratadas durante 24 horas con diversas ofertas de Fe.

En células eucariontes, la homeostasis cclular de Fe es regulada de forma post
transcripcional por las proteinas IRP-1 e TRP-2, las cuales se unen a elementos IRE de ARN
mensajeros de proteinas relacionadas con transporte y almacenaje de hierro (DMTT,

ferritina) regulando su degradacién de acuerdo a los requerimientos de hierro en la celula.

Como se mencioné anteriormente, el hierro es capaz de teaccionar con peroxido de
hidrégeno, v esta reactividad esta estrechamente ligada a la generacion de especies reactivas
del oxigeno, el stress y el dafio oxidativo. Antecedentes de Pantopoulos y Hentze (1998)
evidencian que células expuestas a peroxido de hidrégeno reducen la sintesis de la proteina
almacenadora de hierto ferritina, y estimulan la expresion del mRNA del receptor de TE
(RTf), siendo ambas respuestas post traduccionales, y cuyo origen se debe al desensamblaje
del grupo prostético 4Fe-4S presente en la proteina IRP-1. Dados éstos antecedentes, y
considerando una posible desregulacion de IRP-1 por estrés oxidativo, s¢ hizo interesante
indagar acerca del efecto de agentes antioxidantes en el contenido de hierro labil tanto en
citosol como en mitocondria, con respecto a la oferta externa y a la duracion de la

exposicion de éstas células a las distintas ofertas de Fe.
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Con el fin de indagar acerca de cual es la participacién de agentes oxidantes en la regulacion
de Fe labil en el citosol, células SH-SYS5Y fueron incubadas durantes 24 horas con diversas
concentraciones de Fe junto con el antioxidante N-acetil cisteina (NAC); esta moleécula es
un andlogo y precutsor de glutatién reducido, el cual es el antioxidante celular por

excelencia.

Al exponer a células SH-SY5Y a NAC 250 uM, observamos que existe una disminucion en
la magnitud del cLIP al comparar con tratamientos de Fe pero sin NAC. En condiciones
de cultivo con Fe 20 uM, el valot de AF/F; obtenido en la presencia de NAC (0.09; Fig. 7C)
se compara favorablemente con el valor obtenido en ausencia de NAC (0.6; Fig. 5C). Estos
resultados indican que podria existir la participacién de agentes antioxidantes en la

regulacion del cLLIP.
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Figura 7. Recuperacion de la fluorescencia de calceina en células SH-SY5Y tratadas durante
24 horas con diversas ofertas de Fe y la molécula antioxidante NAC. Las células SH-8Y5Y
fueron sembradas durante 24 horas con diversas ofertas de Fe junto con NAC 250 uM. Al cabo de
ese tiempo se incubaron las células con la sonda calceina-AM y se registré la fluorescencia basal (F)
durante 5 minutos. Luego se agregd el quelante DFP 400 uM y se registr6 la recuperacion de
fluorescencia de la sonda durante 10-12 minutos (Fig A). Comparaciéon de resultados de
tratamientos sin NAC (B) vs tratamientos agregando NAC a cada condicién (C). Los valores son
promedios + DE de 3 experimentos independientes en triplicado. ANOVA, andlisis de Tukey para
comparaciones multiples, (a) p<<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestran las estadisticas de todas
las concentraciones con respecto a la condicién control (Fe 7 uM)
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5.4.2 Deteccion de la magnitud de cLIP por recuperacion de la fluorescencia de
calceina en células SH-SY5Y tratadas durante 48 horas con diversas ofertas de Fe.
Participacion de mecanismos antioxidantes.

Para determinar si agentes oxidantes podian ayudar a mantener un cLIP bajo a un mayor
tiempo de exposicion, se prolongo el tratamiento de Fe durante 48 horas, condiciones en la
que habfamos observado una franca desregulacion de los niveles de cLIP. Al registrar la
fluorescencia basal de células SH-SY5Y sometidas por 48 horas a distintas concentraciones
de Fe junto con una dosts de NAC 250 uM (Fig. 8A). Se observo que en presencia de NAC
el contenido de hierro labil citosélico disminuy6 notoriamente (Fig. 8C), en comparacién
con el tratamiento en ausencia de NAC (Fig. 8B). Estos resultados sugieren que estimulos

oxidantes desregulan la concentracion del pool de hierro labil citosdlico.
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Figura 8. Recuperacién de fluorescencia de de calceina en células SH-SY5Y tratadas
durante 48 horas con diversas ofertas de Fe y la molécula antioxidante NAC. Las células SH-
SY5Y fueron sembradas durante 48 horas con diversas ofertas de Fe junto con NAC 250 uM. Al
cabo de ese tiempo se incubaron las células con la sonda Calceina-AM y se registrd la fluorescencia
basal (Fy) durante 5 minutos. Luego se agregd el quelante DFP 400 uM y se registro la recuperacion
de fluorescencia de de la sonda durante 10-12 minutos (Fig A). Comparaciéon de resultados de
tratamientos sin NAC (B) vs tratamientos agregando NAC a cada condicién (C). Los valores son
promedios + DE de 3 experimentos independientes en triplicado. ANOVA, anlisis de Tukey para
comparaciones multiples, (a) p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestran las estadisticas de todas
las concentraciones con respecto a la condicién control (Fe 7 pM)
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5.5 Tasa de incorporacion de Fe a pool de hierro labil citosolico en células SH-SY5Y

5.5.1 Incorporacion de Fe a pool de hierro labil citosdlico en células SH-SY5Y con
tratamiento de distintas ofertas de Fe durante 24 horas.

Nos pareci6 interesante otro aspecto relacionado con la dinamica del e labil citosolico: el
saber como varia la tasa de incorporacién de éste metal como funcién del contenido del
cLIP. Con este proposito, células SH-SY5Y fueron incubadas durante 24 horas con
concentraciones de Fe extracelular 1, 4, 7, 10 y 20 uM. Luego de este tiempo, se incubaron
con calceina-AM 0,25 uM en un medio sin hietro y se registrd la fluorescencia basal de
calceina durante 5 minutos. Al cabo de ese tiempo se agregd hietro en forma de sulfato de
hierro amonio (FAS) 40 pM, y se registrd durante 15 minutos la caida de fluorescencia de
calceina por aumento del cLIP. Luego se agregd cl quelante de Fe DTPA patra descartar
fluorescencia extracelular, se registrd la fluorescencia por unos minutos, y luego se agrego el
quelante permeable a membranas DFP, que permite recuperar la fluorescencia de calceina
(Figura 9 A). Los datos obtenidos nos indican que frente a un incremento en la oferta
extracelular de hierro, la tasa de incorporacién de éste disminuye, lo que indica que el
ingreso de Fe a la célula estd condicionado por la necesidad del metal, sin embargo, a
concentraciones de Fe 20 uM, la entrada de hierro continia ocurriendo, a pesar de la
disminucién de la expresién del transportador DMT1 (Fig. 2B), lo que nos mdica que no
existe regulacién negativa estricta de la entrada de hierro. Hsta situacion favorece la

acumulacion de Fe en células expuestas a altas concentraciones de éste metal.
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Figura 9. Deteccién de la incorporacién de hierro al cLIP por pérdida de fluorescencia de
calceina en células expuestas a distintas concentraciones de Fe durante 24 horas. Las células
fueron cargadas con calceina (CA) y la cuantificacion de la fluorescencia a 37 °C se registro con un
lector de fluorescencia para microplacas (excitacién 480 nm, emisién 530 nm). Se registrd la
fluorescencia basal de cada pozo por 5 min a intervalos de 30 segundos. Se agregd 40 uM sulfato
ferroso de amonio (FAS) y se sigui6 el apagamiento de la fluorescencia de CA durante 15 min con
lecturas aproximadamente cada 30 segundos. La diferencia entre la fluorescencia mixima alcanzada
y la basal es propotcional a la magnitud del Fe** reactivo del citosol (cLIP). Posteriormente se
agregd 1 mM del quelante de hierro no permeante DTPA, para eliminar la contribucion de CA
extracelular y después 400 pM del quelante permeable a la membrana DFP (Fig. 9A). DFP sustrae
Fe de la CA recuperando ésta la fluorescencia apagada por su unién. En la Figura 9B se grafica la
tasa de incorporacién de Fe por segundo. ). Los valores son promedios + DE de 3 experimentos
independientes en triplicado. ANOVA, analisis de Tukey para comparaciones muiltiples, (a)
p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestran las estadisticas de todas las concentraciones con
respecto a la condicién control (Fe 7 uM)
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5.5.2 Incorpotracion de Fe a pool de hierro labil citosolico en células SH-SY5Y con
tratamiento de distintas ofertas de Fe durante 48 horas.

Para determinat como influye el tiempo de exposicion a diversas ofertas de Fe extracelular
en la tasa de incorporacion de Fe y en el contenido de Fe labil, células SH-SH5Y fueron
incubadas durante 48 horas utilizando el mismo diseno del experimento anterior. Al igual
que las células sometidas a tratamiento durante 24 horas, la incorporacién de Fe disminuyo
a medida que aumentaba el Fe extracelular, aunque de manera mas drastica, probablemente
debido a la prolongada exposicién. Al igual que en la incubacién por 24 horas, la
incotrpotacion de hierro al citosol nunca llega a niveles cero a pesar de mantener

tratamientos prolongadas a altas concentraciones de Fe (Figura 10B).
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Figura 10. Deteccion de la incorporacién de hierro al cLIP por pérdida de fluorescencia de
calceina en células expuestas a distintas concentraciones de Fe durante 48 horas. Las células
fueron cargadas con calceina (CA) y la cuantificacién de la fluorescencia a 37 °C se registré con un
lector de fluotescencia para microplacas (excitacién 480 nm, emisién 530 nm). Se registré la
fluorescencia basal (Fy) de cada pozo por 5 min a intervalos de 30 segundos. Se agregd 40 uM
sulfato ferroso de amonio (FAS) y se sigui6 el apagamiento de la fluorescencia de CA durante 15
min con lecturas aproximadamente cada 30 segundos. La diferencia entre la fluorescencia maxima
alcanzada y la basal es proporcional a la magnitud del Fe*™ reactivo del citosol (cLIP).
Posteriormente se agregd 1 mM del quelante de hierro no permeante DTPA, para eliminar la
conttibucion de CA extracelular y después 400 UM del quelante permeable a la membrana DFP (Fig.
10A). DFP sustrae Fe de la CA recuperando ésta la fluorescencia apagada por su unién. En la Figura
10B se grafica la tasa de incorporacion de Fe por segundo. Los valores son promedios + DE de 3
experimentos independientes en triplicado. ANOVA, analisis de Tukey para comparaciones
multiples, (a) p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestran las estadisticas de todas las
concentraciones con tespecto a la condicion control (Fe 7 uM)
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5.6 Deteccion de la magnitud de mLIP por recuperacion de fluorescencia de RPA

en células SH-SY5Y.

5.6.1 Deteccion de la magnitud de mLIP por recuperacion de fluorescencia de RPA
en células SH-SY5Y .tratadas durante 24 horas con diversas ofertas de Fe.

Se determiné la magnitud de Fe libil mitocondrial en células SH-SY5Y tratadas durante 24
horas con concentraciones de Fe en el rango 1 a 20 uM. Se cargaron las células con la sonda
RPA v luego se registr6 la fluorescencia basal en el lector de microplacas durante 5 minutos.
Para asegurar que el apagamiento de la fluorescencia de RPA se debe exclusivamente al
hierro 1ibil presente en la mitocondria, las células fueron permeabilizadas con digitonina
con el fin de trabajar con células permeabilizadas y determinar la participacion de
componentes citosélicos en el ingreso de Fe a la mitocondria. Se registré nuevamente la
fluorescencia basal (F,) y luego se agregé el quelante especifico de Fe, DIP para recuperar
la fluorescencia. De éste modo, la magnitud de la fluorescencia recuperada es directamente

proporcional al Fe labil para cada oferta de Fe extracelular.

En el estado inicial después de la carga de RPA, la fluorescencia inicial (F,) mds elevada, es
decir, el mLIP mas bajo, lo presentaron las células deficientes en hierro. F, disminuyé en el
rango 1-10 uM de hietro, estabilizindose en el rango 10-20 pM (Figura 114 y 11B). FEsta

estabilizacion es una evidencia de que el mLIP es regulado.

63



X, DFP

7000+
= e
2
2
©
]
-g 4uM
@ = TuM
§ 5500 10uM
2 — 20uM
5000 T T T
0 300 600 900
Tiempo (seg)
B.
—a . ns ns a |
0.254

0 5 10 15 20 25
Fe en medio de cultivo (uM)

Figura 11. Recuperacién de fluorescencia de de RPA en células SH-SY5Y en funcién del
tratamiento durante 24 horas con diversas ofertas de Fe. Las células SH-SY3Y fueron expuestas
durante 24 horas con diversas ofertas de Fe. Al cabo de ese tiempo se incubaron las células con Ia
sonda RPA v se registré la fluorescencia basal durante 5 minutos. Luego se agregé el quelante DFP
400 uM vy se registrd la recuperacion de fluorescencia de de la sonda durante 10-12 minutos (A) y se
determin el delta de fluorescencia para cada condicién (B). Los valores son promedios + DE de 3
experimentos independientes en triplicado. ANOVA, andlisis de Tukey para comparaciones
multiples, (a) p<0,001; (b) p<0,01; (¢} p<0,05. Se muestran las estadisticas de todas las
concentraciones con respecto a la condicién control (Fe 7 pM)
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La determinacién del mLIP con RPA arrojé tesultados similares a los obtenidos para
calceina durante 24 horas de tratamiento con concentraciones crecientes de Ie. la
magnitud del mLIP aumenté 2,3 veces al comparar la condicion de deficiencia de Fe (1 uM)
con la condicién de sobrecatga de Fe (20 pM) (Figura 11C). Este resultado sugiere la

presencia de un mecanismo regulatorio del contenido de hierro labil mitocondrial.

5.6.2 Deteccion de la magnitud de mLIP por recuperacion de fluotescencia de de
RPA en células SH-SY5Y tratadas durante 48 horas con diversas ofertas de Fe.

Similarmente al estudio del LIP citosolico, se determiné el efecto del tiempo de exposicion
a diversas ofertas de Fe extracelular en la tasa de incorporacién de Fe y en el contenido de
Fe labil mitocondrial. Para esto, las células SH-SH5Y fueron incubadas durante 48 horas
utilizando el mismo disefio del expetimento anterior. Fn general, la fluorescencia inicial fue
mas elevada en comparacién a la incubacién por 24 horas, es decir, el mLIP fue mds bajo.
Un mLIP excepcionalmente bajo lo presentaron células cultivadas en Fe 1uM, comparado
con células cultivadas con Fe 1pM dutrante 24 horas (Figura 12B). Posiblemente el poco
hierro que ingresa a la mitocondtia es utilizado para mantener los niveles adecuados de los
grupos prostéticos Fe-S y Hem. A partir de Fe 7 pM, se observo que a medida que aumenta
la oferta de Fe extracelular también aumenta el apagamiento de la sonda, lo que indica un
aumento del mLIP (Fig. 12C). A diferencia del tratamiento durante 24 hotas, aqui el mLIP

no se mantuvo constante, lo que sugiere la pérdida de la capacidad de este.
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Figura 12. Recuperacién de fluorescencia de de RPA en células SH-SYSY en funcién del
tratamiento durante 24 horas con diversas ofertas de Fe. Las células SH-SY5Y fueron expuestas
durante 48 horas a ofertas crecientes de Fe. Al cabo de ese tiempo se incubaron las células con la
sonda RPA y se registrd la fluorescencia basal (Fy) durante 5 minutos. Luego se agregd el quelante
DFP 400 uM y se registré la recuperacion de fluorescencia de la sonda (A), y se determiné el delta
de fluorescencia para cada condicién (B). Los valores son promedios = DE de 3 experimentos
independientes en triplicado. ANOVA, analisis de Tukey pata compataciones multiples, (a)
p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestran las estadisticas de todas las concentraciones con
respecto a la condicion control (Fe 7 uM).
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5.7 Incorporacion de Fe a pool de hietro labil mitocondrial en células SH-SY5Y

5.7.1 Deteccion de la magnitud de mLIP por recuperacion de fluotescencia de de
RPA en células SH-SY5Y tratadas durante 24 horas con diversas ofertas de Fe.
Participacion de mecanismos antioxidantes.

El principal regulador del cLIP es el sistema IRE/IRP, que actia disminuyendo o
aumentando los niveles de expresion de proteinas involucradas en el ingreso y almacenaje
de hierro en la célula. En la mitocondria, los mecanismos regulatorios de su LIP son
desconocidos. Hasta ahora el conocimiento que se tiene proviene de diversas enfermedades
genéticas relacionadas con la acumulacion de hierro mitocondrial, el rol de ferritina
mitocondrial (MtFt) y de transportadores de Ie en la mitocondria. Cabe preguntarse, :Hay
un sistema capaz de evaluar una sobrecarga de hierro en la mitocondtia? ;Qué mecanismos
se activan para paliar el efecto de la acumulacion de Fe? Nuestros resultados indican que
efectivamente el ingreso de hierro a la mitocondria es un proceso regulado, pero que
también se desregula si las células se someten a periodos prolongados (24 horas) de cultivo

en altas concentraciones de hierro.

Es posible que la desregulacion de la homeostasis del hierro mitocondrial esté mediada por
el estrés oxidativo inducido por la acumulacion progresiva de hierro. Para determinar si
estimulos oxidantivos estan mvolucrados en la desregulacion del mLIP, las células fueron
incubadas con diversas ofertas de hierro durante 24 horas junto con 250 uM de NAC.

Posteriormente fueron expuestas a la sonda RPA, permeabilizadas, y luego se registro la
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fluorescencia basal (Figura 13A) v la recuperacién de fluorescencia de la sonda al agregar
DFP (Figura 13 B).
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Figura 13. Recuperaciéon de fluorescencia de RPA en células SH-SY5Y en funcién del
tratamiento durante 24 horas con diversas ofertas de Fe y NAC. Las células SH-SY5Y fueron
expuestas durante 24 horas a ofertas crecientes de Fe. Al cabo de ese tiempo se incubaron las células
con la sonda RPA y se registré la fluorescencia basal (Fo) durante 5 minutos. Luego se agregd el
quelante DFP 400 uM v se registr6 el Recuperacién de fluorescencia de de la sonda durante 10-12
minutos {A). Comparacion de resultados de tratamientos sin NAC (B) vs tratamientos agtegando
NAC a cada condiciéon (C).. Los valores son promedios + DE de 3 experimentos independientes en
triplicado. ANOVA, analisis de Tukey para comparaciones maltiples, (a) p<0,001; (b) p<0,01; (c)
p=<0,05. Se muestran las estadisticas de todas las concentraciones con respecto a la condicién
control (Fe 7 pM)
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Los resultados muestran que al igual que en el tratamiento durante 24 horas sin NAC,
existe una tendencia a la estabilizacion de la magnitud del LIP en éste otganelo..
Aparentemente no hay efectos del NAC en la magnitud del mLIP, ya que las magnitudes de

Fe libil son bastante similares con tratamientos en ausencta y presencia de NAC.

5.7.2 Deteccion de la magnitud de mLIP por recuperacion de fluotescencia de de
RPA en células SH-SY5Y tratadas durante 48 horas con diversas ofertas de Fe en
presencia de NAC.

En expenimentos anteriores se determind qué ocurre con la pérdida de la homeostasis del
hierro mitocondrial en células expuestas a hierro por 48 horas, por lo que fue interesante
determinar qué ocurre con el mLIP en un tratamiento con hierro durante 48 hotas en
presencia de NAC. El experimento arrojé los resultados que se muestran en la figura 14,
donde podemos ver que se mantiene ese patron de pérdida de regulaciéon del LIP
mitocondrial, de la misma manera que en el tratamiento durante 48 horas en ausencia de
NAC (Fig. 14 B), v no se observa un efecto en la magnitud del LIP para ambos casos, lo
que da cuenta que posiblemente existan otros mecanismos que contribuyan a aumentar el
mLIP, como, por ejemplo, el aumento en la expresion de transportadores de entrada de

hierto a la mitocondria.
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Figura 14. Recuperacion de fluorescencia de de RPA en células SH-SY5Y en funcién del
tratamiento durante 48 horas con diversas ofertas de Fe y NAC. Las células SH-SY5Y fueron
expuestas durante 48 horas a ofertas crecientes de Fe. Al cabo de ese tempo se incubaron las células
con la sonda RPA y se registrd la fluorescencia basal (Fy) durante 5 minutos. Luego se agtegd el
quelante DIP 400 uM y se registrd la recuperacion de la fluorescencia durante 10-12 minutos (Fig A
Comparacion de resultados de tratamientos sin NAC (B) vs tratamientos agregando NAC a cada
condicién (C). Los valores son promedios = DE de 3 experimentos independientes en triplicado.
ANOVA, andlisis de Tukey para comparaciones multiples, (a) p<0,001; (b) p<0,01; {c) p<<0,05. Se
muestran las estadisticas de todas las concentraciones con respecto a la condicion control (Fe 7 pM)
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5.8 Incotporacion de Fe al pool de hierro labil mitocondrial en células SH-SY5Y.

5.8.1 Deteccion de la tasa de incotrporacion de hierto externo al pool de hierro labil
mitocondrial utilizando células SH-SY5Y tratadas durante 24 horas con
concentraciones crecientes de Fe.

Para caracterizar la entrada de Fe a la mitocondria, las células fueron expuestas a diferentes
ofertas de hierro extracelular, luego cargadas con RPA, y permeabilizadas para asegurar que
el hierro detectado corresponde efectivamente a hierro mitocondrial. Se agregé hierro en
forma de FAS y se registr6 la fluorescencia durante aproximadamente 20 minutos, v luego
se agregd DFP. El aumento de fluorescencia con DFP se debe a la recuperacion de la

fluorescencia inicial por liberacion del Fe agregado durante el ensayo, mds el aporte del

mLIP previo.

Se observo que la entrada de hierro (FAS) a la mitocondria fue inversamente proporcional a
la concentraciéon de Fe en el medio extracelular. El Fe externo se incorporo rapidamente al
pool mitocondral, en un proceso saturable, donde los niveles de equilibrio se alcanzaron
dentro de los primeros 18 minutos desde la adicidon de Fe externo (Fig. 15A). En
condiciones de defictencia de hierro, se observé un ingreso rapido de éste, a
concentraciones crecientes la tasa de incorporacion de hierro disminuyd con respecto a la
condicion 1 uM. Sin embargo, no existen diferencias estadisticamente significativas entre las
condiciones 4, 7 y 10 pM de Fe (p=005), probablemente producto de un
acondicionamiento de la mitocondna al ingreso de hierro, pues a medida que aumenta la

oferta externa, la necesidad de metal disminuye. Cuando la oferta externa fue de 20 pM, se
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observo una disminucion significativa en la velocidad de ingreso del metal (p<0,01) con
respecto a la condicién de deficiencia de Fe. Sin embargo, a pesar de la sobtecarga de

hierro, al igual que en citosol, la incorporacién de hierro a la mitocondria nunca se hace

cero. (Figura 15B.)
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Figura 15. Incorporacion mitocondrial de Fe en células catgadas previamente con Fe
durante 24 horas. Las células se cargaron con la sonda RPA (0,5 uM) tal como se describié en los
Métodos. La cuantificacion de la fluorescencia se registréd en lector de microplacas (excitacién 530
nm, emision 590 nm) a 37 °C. Tras determinar la fluorescencia basal de cada pozo, se agregd hierro
sulfato amonio (FAS) 40uM vy se registrd la pérdida de fluorescencia de la sonda. Posteriormente se
agregd DFP para quelar el mLIP y restaurar la fluorescencia de RPA. La adicién de DFP muestra la
fluorescencia maxima de RPA libre. Los valores son promedios £ DE de 3 experimentos
independientes en triplicado. ANOVA, anilisis de Tukey para comparaciones multiples, (a)
p<0,001; (b) p<0,01; {c) p<0,05. Se muestran las estadisticas de todas las concentraciones con
respecto a la condicion control (Fe 7 uM)
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5.8.2 Deteccion de la incorporacién de hierro externo pool de hierro labil
mitocondrial utilizando células SH-SY5Y tratadas durante 48 horas con
concentraciones crecientes de Fe.

Con ¢l propdsito de determinar como influye el tiempo de incubacién con hierro en la
incorporacion de este a la mitocondria, células SH-SH5Y fueron incubadas durante 48
horas con las mismas concentraciones de Fe utilizadas en experimentos anteriores, v luego
se registrd fluorescencia basal, se agregé FAS 40 uM, y se siguio el apagamiento de la
fluorescencia producto de la unién de RPA con el Fe labil. Para recuperar la fluorescencia y
determinar la magnitud del mLIP, se utihzé nuevamente el quelante especifico de hierro
DFP (Fig. 16A). Al igual que las células sometidas a tratamiento durante 24 horas, la
incorporacton de Fe aumento en condiciones de deficiencia, y se hizo mimma en
condiciones de sobrecarga. Al igual que en el experimento de 24 horas, patece ser que los
mecanismos que regulan la velocidad de entrada de hierro son efectivos, puesto que no se
presentaron diferencias significativas en la tasa de incorporaciéon de hierro entre las
condiciones 4, 7 y 10 uM para tratamientos durante 24 y 48 horas. Una disminucion en la
expresion del transportador de entrada mitoferrina (Parakdar y cols. 2009) podria ser la

causa de este flujo disminuido.
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Figura 16. Incorporacién mitocondrial de Fe en células expuestas a ofertas crecientes de Fe
durante 48 horas.

Las células se catgaron con la sonda RPA (0,5 pM) tal como se describié en los métodos. La
cuantificacion de la fluorescencia se registrd en lector de microplacas (excitacién 530 nm, emision
590 nm) a 37 °C. Tras determinar la fluorescencia basal de cada pozo, se agregé hierro sulfato
amonio (FAS) 40uM v se registré la pérdida de fluorescencia de la sonda. Posteriormente se agrego
DFP pata quelar el mLIP y restaurar la fluorescencia de RPA. La adicién de DFP muestra la
fluorescencia maxima de RPA libre. Los valores son promedios £ DE de 3 experimentos
independientes en triplicado. ANOVA, anilisis de Tukey para comparaciones miultiples, (a)
p<0,001; (b) p<0,01; (c) p<0,05. Se muestran las estadisticas de todas las concentraciones con
tespecto a la condicion control (Te 7 uM)
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6. ANALISIS COMPARATIVO DE RESULTADOS.

6.1. Comparacion entre el contenido de hierro labil citosélico en células SH-SY5Y
expuestas a diversas ofertas de Fe durante 24 y 48 horas.

Los resultados mostrados en las figuras 5 y 6 se resumen en la figura 17, donde podemos
observar que frente a tratamientos con ofertas crecientes de Fe durante 24 y 48 horas existe
un aumento en el contenido de Fe labil citosélico en células SH-SY5Y. El incremento de la
magnitud de LIP a 24 horas de exposicion a Fe tiende a estabilizarse por concentraciones
por sobre 7 uM, mientras que en células expuestas a éstas ofertas por 48 horas se pierde

ésta “estabilizacion”, y la magnitud del LIP es considerablemente mayor.
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Figura 17. Comparacion de la magnitud de Fe libil en células SH-8Y5Y expuestas a 24 y 48
horas de ofertas crecientes de Fe. Se observa una magnitud de LIP considerablemente mayor en
células SH-SY5Y expuestas a concentraciones frecuentes de Fe durante 48 horas.
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6.2. Comparaciéon del contenido de hierro libil mitocondrial en células SH-SY5Y

expuestas a ofertas crecientes de Fe durante 24 y 48 horas.

Las figuras 11 y 12 se resumen en la figura 18, podemos ver que en la mitocondria el
incremento del contenido de Fe labil presenta un comportamiento similar que en citosol,
frente a ambos tratamientos existe un incremento en el LIP, el cual tiende a estabilizarse a
las 24 horas de tratamiento, tendencia que no se observa a las 48 horas de tratamiento. La

magnitud del mLIP a las 48 horas es varias veces mayor que a las 24 horas de tratamiento.

-#= Fe 48 hrs

Fe en medio de cultivo (uM)

Figura 18. Comparacién de la magnitud de Fe labil mitocondrial en células SH-SY5Y
expuestas a 24 y 48 horas de ofertas crecientes de Fe. Se observa una magnirud de LIP
mitocondrial considerablemente mayor en células SH-SYSY expuestas a concentraciones frecuentes
de Fe durante 48 horas.
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6.2. Comparacion entre el contenido de hierro labil citosélico y mitocondrial en
c€lulas SH-SY5Y

En las figuras 17 y 18 observamos que a las 24 horas las magnitudes del LIP tanto citosolico
como mitocondrial son considerablemente bajos respecto al tratamiento durante 48 horas.
Esto se resume en la Figura 19, donde podemos observar con mayor claridad la
“estabilizacién” de la magnitud del LIP. Observamos también que en condiciones de
deficiencia de Fe, el LIP citosolico corresponde al 16% del valor maximo de LIP alcanzado
(oferta de Fe 20 uM), mientras que el LIP mitocondral corresponde al 40% del LIP
mitocondrial miximo alcanzado. Esto sugiere que en condiciones de escasez del metal la

mitocondria regula hacia arriba su LIP en preferencia al citosol.
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Figura 19. Comparacién de la magnitud de Fe libil citosélico y mitocondrial en células SH-
SY5Y expuestas por 24 horas a ofertas crecientes de Fe. Se observa una incremento en el LIP
en ambos compartimentos, en condiciones de deficiencia observamos que en la mitocondtria la
magnitud del LIP es 2,5 veces mayor a Fe 20 uM comparado con Fe 1 uM, mientras que el LIP
citosolico en similares condiciones, es 6,25 veces mayor.
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6.3 Comparacion del efecto del antioxidante NAC en la magnitud del LIP citosdlico
de células SH-SY5Y expuestas a ofertas crecientes de Fe durante 24 y 48 horas.

En la figura 20 se resume el efecto de la molécula N-acetil cisteina en la magnitud del LIP
citosolico de células SH-SY5Y expuestas a 24 y 48 horas a ofertas crecientes de Fe junto a
NAC. Se observa que el tratamiento con NAC produce la dristica disminucion del LIP
citosolico tanto a 24 como 48 horas (Fig. 20A), con valores similares tanto a las 24 como a

las 48 horas de exposicion a ofertas crecientes de Fe.

A B.
3_
=== Fe 24 hrs
-== Fe + NAC 24 h 1.1169 B Fe + NAC 24h
" -a= Fe 48 hrs -&- Fe + NAC 48h
-== Fe + NAC 48 h

1104

AF/Fo

1.05+

== \ .00 T

e RS T T
0 5 10 15 20 25 0 S 10 15
Fe en medio de cultivo (pM)

Figura 20. Efecto del NAC en el contenido de Fe 1abil citosélico de células SH-SY5Y
expuestas a ofertas crecientes de Fe durante 24 y 48 horas. (A) Se observa el dristico efecto del
NAC en la magnitud del LIP citosélico, disminuyendo éste drasticamente tanto a las 24 (curva
rosada) como a las 48 horas (curva azul). (B)Ampliacion del grafico que da cuenta del drastico
efecto del NAC en la magnitud del LIP, llevando los niveles de LIP a las 48 horas de tratamiento a
niveles similares que los detectados en células tratadas durante 24 horas con Fe.
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6.4 Comparacién del efecto del antioxidante NAC en la magnitud del LIP
mitocondrial de células SH-SY5Y expuestas a ofertas crecientes de Fe durante 24 y
48 horas.

En la figura 21 se resume el efecto de NAC en la magnitud del LIP mitocondrial de células
SH-SY5Y expuestas a 24 v 48 horas a ofertas crecientes de Fe. A diferencia de lo ocurrido
con el LIP citosélico, el LIP mitocondrial no se vié afectado por la presencia de ésta

molécula.

24 hrs Fe
=== 24 hrs Fe + NAC
=@~ 48 hrs Fe
== 48 hrs Fe + NAC

Fe en medio de cultivo (M)

Figura 21. Efecto del NAC en el contenido de Fe labil mitocondrial de células SH-SY5Y
expuestas a ofertas crecientes de Fe durante 24 y 48 horas. No fue posible observar el efecto de
la molécula antioxidante N-acetil cisteina (NAC) tanto durante 24 como durante 48 horas de
exposicion de células SH.-SY5Y a ofertas crecientes de Fe.
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6.5. Tasa de incorporacién de Fe a citosol y mitocondtia en células SH-SY5Y
tratadas durante 24 y 48 horas con diversas ofertas de Fe externo.

Como se menciond anteriormente, se determind la tasa de incorporacién de Fe en ambos
compartimentos siguiendo la pendiente del descenso de la fluorescencia a través del tiempo
ajustandolo a un decaimiento exponencial simple. Los resultados se resumen en la figura 22,
donde no se observan diferencias significativas en la tasa de incorporacién de Fe tanto en
citosol (22A) como en mitocondria (22B). A las 24 horas la tasa de incorporacion de Fe al
citosol disminuyé a un 33%, mientras que a las 48 horas disminuy6 a un 14% de la
incotporacién de Fe en condiciones de deficiencia. Se observé que no existe una regulacion
negativa absoluta al ingreso de Fe a ambos compartimentos, pues la tasa de incorporacién

no llego a cero bajo ninguna condicién experimental.
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Figura 22. Tasa de incorporacién de Fe a citosol y mitocondria de células SH-SY5Y
expuestas a ofertas crecientes de Fe durante 24 y 48 horas. No fue posible observar diferencias
significativas en la tasa de incorporacién de Fe tanto en citosol (A) como en mitocondria (B).
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7. DISCUSION

El hierro es un elemento central para la vida. Forma parte de proteinas que juegan un rol
fundamental en el éptimo funcionamiento de la célula, pero un exceso de éste metal resulta
letal, pues cataliza la generacién de especies reactivas del oxigeno. En particular, mediante la
reaccion de Fenton el Fe* genera el radical hidroxilo, una de las moléculas mas reactivas
producida en los seres vivos, que peroxida lipidos y proteinas e induce mutaciones en el
material genético.. Gran parte del Fe redox-activo activo es transportado a la mitocondria,
donde pasa a formar parte de los grupos prostéticos Fe-S y el grupo Hem. La mitocondria,
por lo tanto, debe contar con un suplemento hierro adecuado para cumplir su funcion de

sintesis pero no en exceso como para inducir la produceion del radical hidroxilo.

Bajo la hipotesis que la homeostasis del hierro mitocondrial tiene preferencia sobre la
homeostasis citosolica, en esta Tesis se estudid la dindmica del Fe libil citosélico v

mitocondrial como funcidn de la oferta y niveles de hierro celular.

Los resultados de esta Tesis indican que en condiciones de deficiencia de Fe, éste se
encuentra en mayor proporcion en su forma labil en la mitocondria que en el citosol,
posiblemente para asegurar la formacién de grupos prostéticos Fe-S v Hem. Bajo
condiciones de exceso en la oferta de hierro, tanto el citosol como la mitocondria aumentan
sus LIPs, pero con una clara regulacién de sus niveles. Sin embargo, el aumento del LIP
entre condiciones de bajo y alto hierro es considerablemente menor en la mitocondria (2,5

veces) que en el citosol (6,25 veces). Estos resultados indican que la magnitud tanto el cLIP
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como el ship es regulada. El menor margen de variaciéon del mLIP en comparaciéon con el

cLIP indica que los miveles del mLIP son mas estrictamente regulados.

7.1 Distribucion subcelular de Fe en células SH-SY5Y.

Aunque la mitocondria juega un rol central en la formacién de diversas ferro-proteinas, los
mecanismos que regulan tanto su contenido de Fe total se desconocen. Al exponer células
SH-SY3Y a ofertas crecientes de Fe, se observé que existe un aumento en la magnitud de
hierro total que es funcion del aumento de hietro en el medio de cultivo (Figura 2). Esto se
relaciona con antecedentes ya conocidos desde el afio 1985 que correlacionan la

acumulacion intracelular progresiva de hierro en células neuronales con el envejecimiento.

Lste comportamiento fue observado tanto en citosol como en mitocondria, donde el
contenido de Fe, en términos de mol/mg proteina, fue menor que en citosol. Pero ;cdémo
es posible que en condiciones de sobrecarga de Fe, éste se acumule en un organelo que
genera especies reactivas en condiciones fisiolégicas? Antecedentes de nuestro laboratorio
indican que el hierro es capaz de inducir la expresion del ARNm y de la proteina ferritina
mitocondrial tanto en condiciones de deficiencia como de sobrecarga de hierro, lo que darfa

cuenta de éste aumento en el contenido de hierro en ambas condiciones.

La ferritina mitocondrial es una proteina compuesta por subunidades de ferritina similares a
la subunidad H de la fetritina citosélica, que presenta actividad ferroxidasa. Campanella y
cols[72] en el afio 2008, demostraron que la expresion mFt en células Hela, disminuye el

dafio oxidativo frente a una amplia variedad de condiciones desfavorables, entre ellas exceso
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de H,O,. Esta proteccién se atribuye a la actividad ferroxidasa, puesto que una variante de
FtMt con la actividad ferrooxidasa inhibida, no genera proteccidn frente al dafio oxidativo.

El aumento mds pronunciado del contenido de Fe total en citosol comparado con el
aumento del Fe total mitocondrial, da indicios sobre la sensibilidad del sistema regulador de
Fe mitocondrial en comparaciéon al de Fe citosdlico. Esto queda en evidencia ademas al

determinar la magnitud del cLIP v/s mLIP, como se discutird mas adelante.

7.2 Incorporacion de *Fe en células SH-SY5Y — Efecto del tratamiento previo con
diferentes concentraciones de Fe.

35

La incorporacion de Fe en células previamente expuestas a ofertas crecientes de Fe mostrd
una marcada disminucién en la tasa de incorporacion de Fe a medida que aumenta la oferta
de Fe extracelular. Esta disminucién en el ingreso de hierto se relaciond directamente a la

disminucion de la expresion del transportador DMT1, posiblemente debido a la

mactivacién de las IRP y la consecuente desestabilizacion del ARNm de DMTT [4, 28].

7.3 Acumulacion de hierro libil en citosol y mitocondria en funcién de ofertas
crecientes de hierro extracelular y del tiempo de exposicion a estas ofertas.

Se determiné como varia el contenido de Fe labil citosélico y mitocondrial en células SH-
SY5Y expuestas a diversas ofertas de Fe. Durante en el tratamiento durante 24 horas se
observo en ambos compartimentos que el LIP es muy bajo en condiciones de deficiencia de
Fe, puesto que es un clemento de primaria necesidad y se destina principalmente a la
sintesis de grupos prostéticos Fe-S, por lo tanto en condiciones de deficiencia de Fe, la

mayor parte de éste se encuentra asociado a proteinas. A medida que aumenta la oferta
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extracelular, ¢l LIP aumentd en ambos compartimentos, parece perderse esa estabilizacion,
y la magnitud del LIP- tanto citosélico como mitocondrial- aumenta paralelamente al
aumento en la oferta extracelular de Fe (Figuras 17 y 18), probablemente debido a que los
mecanismos encargados de mantener los niveles de LIP constantes se ven sobrepasados por
el Fe labil acumulado, el cual debe haber provocado un aumento de los niveles de ROS en
ambos compartimentos. Cabe recordar que exponiendo a estas células a este rango de
oferta de Fe extracelular (1-20 uM) durante 24 y 48 horas, la viabilidad celular no se ve
afectada [10] por lo cua los cambios detectados no son producto de la muette celular debido

a las concentraciones de Fe utilizadas.

7.4 Efecto de agentes antioxidante en la acumulacion de hierro labil en citosol y
mitocondria en funcion de ofertas crecientes de hierro extracelular y del tiempo de
exposicion a éstas ofertas.

Al ver que la magnitud del LIP tanto citosolico como mitocondrial se mantienen constantes
durante el tratamiento de 24 horas, y aumentan en forma sostenida durante tratamiento por
48 horas, nos preguntamos si este ultimo inctemento s¢ debia a un aumento en el tono
oxidativo en ambos compartimentos. Antecedentes aportados por Pantoupolos v
Hentze[73] dejan en evidencia la estrecha conexion entre homeostasis de Fe y stress
oxidativo, puesto que se demostrd que H,O, desensambla el grupo prostético [4Fe-4S]
presente en IRP-1, lo que genera una rapida respuesta de ésta proteina reduciendo la sintesis
de la proteina de almacenaje ferritina, y aumentando la sintesis del receptor de Tf y de

DMT1. Ambos aumentos podrian mediar una mayor incorporacion de hierro.
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Para determinar el efecto de agentes oxidantes en el contenido de LIP tanto en citosol
como en mitocondria, se utlizd el antioxidante NAC, precursor del glutation, el
antioxidante por excelencia en la célula. Los resultados muestran que el NAC disminuyd
considerablemente el contenido de Fe labil citosolico (Figura 20). El mayor efecto del NAC
quedd en evidencia en condiciones de sobrecarga de hierro. Esto concuerda con resultados
de Kaur y cols[74] quienes demostraron que la deplecion de glutation en celulas
dopaminérgicas genera un incremento en el contenido de hierro labil celular, el cual estd
acompafiado de un aumento en los niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS) y del
nittégeno (RNS). Inesperadamente, se observo que el tratamiento con NAC no afecto el
contenido de mLIP, tanto a las 24 como a las 48 horas de exposicion a ofertas crecientes de
Fe. Una interpretacién a esta observacion es que la mitocondria posee un sistema muy
eficaz de regular su nivel de antioxidantes. Alternativamente, el GSH producido a partir de
NAC podtia no estar entrando a la mitocondria. La mitocondria no tiene la capacidad de
sintetizar GSH dé novo, debe importarlo desde el citosol, una vez en la mitocondria ejerce un
efecto protector marcado por una disminucién de marcadores de stress oxidativo y
marcadores apoptoticos en fibroblastos de pacientes con Alzheimer, enfermedad
neurodegenerativa que presenta una caracteristica acumulacion de hierro en neuronas
dopaminérgicas [75]. Se ha descrito que el ingreso de GSH a la mitocondria es a través de
transportadores RmGsh'T [7¢] v éste transporte es dependiente de ATP. Al existir un alto
contenido de Fe labil, y una disminucion en la produccion de ATP, el ingreso de GSH a la

mitocondria podria estar disminuido.
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7.5 Incorporacion de Fe en compartimentos citosolico y mitocondrial, en células
SH-SY5Y tratadas durante 24 y 48 horas con ofertas crecientes de Fe.

La entrada de Fe al LIP citosolico (Figura 22A.) fue significativamente mayor en las células
deficientes, y disminuyé al aumentar la cantidad de Fe del medio externo. Esto contrasta
con los resultados de contemido de Fe total, donde la acumulacion se mcremento con la
carga de Fe. Por lo tanto, el Fe excedente tiene que encontrarse en otro compartimento(s)

celular, posiblemente ferritina.

La velocidad de incorporacion de Fe tanto a citosol como mitocondria fue inversamente
proporcional a la oferta de hierro durante la pre-incubacién por 24 o 48 horas (Figura 22).
Esta observacion deja en evidencia la presencia de mecanismos regulatorios de la entrada de
Fe a ambos compartimentos. A pesar de este antecedente, aun se desconoce el mecanismo
pot el cual el hierro ingresa a la mitocondria desde el medio extracelular. Se ha descrito una
suerte de “corredor fisiologico” por donde el hierro mgresa a la mitocondra sin formar
parte del pool de hierro labil citosdlico, y el ya conocido mecanismo de “kiss and run”

propuesto por Ponka [45]

En resumen, observamos que la mitocondria tiene un sistema homeostatico para el hierro
que prevalece sobre el sistema homeostatico del citosol. Debido a que la mitocondria juega
un papel fundamental en la homeostasis de Fe, es por lo tanto un blanco muy atractivo para
futuras investigaciones que permitan vislumbrar los mecanismos que subyacen su capacidad
de mantener 2 de sus componentes intrinsecos — ROS y Fe — conviviendo de manera

inocua para la célula.
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8. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Los resultados mas relevantes obtenidos en esta tesis se resumen como sigue:

Las células SH-SY5Y acumularon Fe en relacion a la oferta externa. El patrén de
acumulacién de Fe total celular fue de tipo exponencial, en el rango 1-10 puM, y se

estabilizé a partir de concentraciones externas de Fe de 20 pM.

Los niveles de Fe labil citosélico y mitocondrial llegaron a equilibrio en células
expuestas a concentraciones creclentes de hierro durante 24 horas dejando evidencia
que en ambos compartimentos existe un mecanismo encargado de regular los
niveles de Fe interno. Esta regulacion se perdié al prolongar el tratamiento por 48
horas, probablemente debido a que los mecanismos que mantienen los niveles de

LIP constantes se ven sobrepasados por el estrés oxidativo generado por el Fe.

Agentes antioxidantes participan en la regulacion del LIP citosélico, pues reducen
sus niveles tanto a las 24 como a las 48 horas de tratamiento. Por otro lado, el LIP
mitocondnal no se vio afectado por la adicion de antioxidantes, por lo que se
concluye que la magnitud del pool de hierro labil mitocondral no es dependiente
del stress oxidativo. Posiblemente existan mecanismos que regulan la sintesis de
transportadores de hierro desde el citosol a la mitocondria o participacidon de otras

moléculas antioxidantes distintas a GSH.
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4. La incorporacion de Pe respondid a la oferta externa de Fe y al uempo de
exposicion a este, de forma de disminuir la incorporacion de hierro si la oferta es
grande y viceversa. HEste comportamiento evidencia la presencia de mecanismos de

regulacion del contenido de hierro mitocondrial.

5. La mitocondtia en ausencia de citosol fue capaz de acumular T'e, en una cinética con
patron similar al de las células enteras. Bajo estas condiciones, i.e. en ausencia de
componentes externos, el transporte de hierro por la mitocondria mostré una
cinética de saturacion, lo que indica que el ingreso de hierro a la mitocondria es
posiblemente mediado por transportador(es) vy es, a lo menos en parte,

mdependiente de componentes citosolicos.

Dados nuestros resultados se concluye que efectivamente la mitocondtia en condiciones
de deficiencia capta hierro preferentemente a los requerimientos de hierro del citosol,
mientras que en condiciones de sobrecarga el hierro se acumula preferentemente en el
citosol. Estas observaciones indican la presencia de un mecanismo destinado a
mantenet la homeostasis del hierro en la mitocondria. La acumulacién de hierro no sélo
s¢ ha relacionado con el envejecimiento, sino ademis, con numerosas enfermedades
neurodegenetativas, como el Mal de Alzheimer o el Mal de Parkinson. Por esto, es clave
determinar los mecanismos que patticipan en la homeostasis de Fe, y la pérdida de esta,

en la mitocondria.
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