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RESUMEN

La Enfermedad de Parkinson (EP) se caracleriza por Ia disminucién de la actividad del
complejo I mitocondrial, la acumulacién de Fe, el estrés oxidativo, la disminucién de
glutation (GSH) y la disfuncion del sistema ubiquitina- proteosoma. Estos eventos pueden
llevar a 1a muerte de la neuronas dopaminérgicas en la Substantia Nigra pars compacta
(SNpc), que se observa en la EP. La oxidacion de la dopamina (DA) a aminocromo-o-
quinona es parte del proceso de formacién de neuromelanina en las neuronas
dopaminérgicas de Ja SNpc, que les confiere su pigmentacion caracteristica. El salirse de
esta via, por la ganancia de 1 electrén, lleva a la formacion del radical leukoaminocromo o-
semiquinona, ¢l cual reacciona con el oxigeno y con los metales redox activos generando el
radical libre hidroxilo. En este trabajo evaluamos la hipétesis que aminocromo es una
toxina enddégena que induce la acumulacién de hierro (Fe) a través de la inhibicién del
complejo I de la cadena transportadora de electrones, en la mitocondria. Nosotros
encontramos que aminocromo inhibe la actividad del complejo I mitocondrial y disminuye
los niveles de ATP en células SH-SY5Y diferenciadas a un fenotipo dopaminérgico. Este
efecto fue aparentemente directo, ya que la inhibicién fue reproducida en mitocondrias
aisladas. Adicionalmente, el tratamiento con aminocromo induce un incremento de la
expresion de DMT1, una disminucién de la expresion de FPNI, a nivel de ARNm y
proteina, y un incremento de Ia incorporacién de 3Fe. El efecto producido por aminocromo
sobre DMT1 es prevenido en presencia de NAC. Estos resultados indican que en células
SH-SYSY, Aminocromo induce un circulo vicioso de inhibicién del complejo I y

dishomeostasis de Fe, como se observa en la EP.
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SUMMARY

Diminished activity of mitochondrial complex I, iron accumulation, oxidative stress,
glutathione (GSH) depletion and ubiquitin-proteasome system dysfunction are
pathognomonic signs of Parkinson’s disease (PD). These events can fo lead to death of
dopaminergic neurons in the Substantia Nigra pars compacta (SNpc) observed in PD. The
oxidation of dopamine (DA) to the o-quinone aminochrome is part of the process leading to
neuromelanin formation in dopaminergic neurons in the SNpc and gives their characteristic
pigmentation. The escape from this pathway by a gaining one electron leads to the
formation of the leukoaminochrome o-semiquinone radical, which reacts with oxygen and
redox-active metals to generate hydroxyl free radical. Here, we tested the hypothesis that
the DA metabolite 0-quinone aminochrome is an endogenous neurotoxin that induces iron
accumulation through the inhibition of complex I of the mitochondrial electron-transport
chain. We found that aminochrome inhibited complex I and ATP production in SH-SY5Y
neuroblastoma cells differentiated into a dopaminergic phenotype. This effect was
apparently direct since inhibition was replicated in isolated mitochondria. Additionally,
treatment of cells with aminochrome induced an increased the DMT1 expression, decreased
FPN1 expression, both at mRNA and protein levels, and increased *Fe uptake. The
aminochrome effect on DMT1 was prevented by treatment with the antioxidant NAC,
These results indicate that aminochrome induces a vicious cycle of complex I inhibition

and iron dishomeostasis in SH-SY5Y cells as observed in PD,
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes Bibliograficos

1.1.1. Enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson (EP), es el desorden relacionado a trastornos del movimiento
mas frecuente en el mundo. La prevalencia en paises industrializados aumenta
marcadamente con la edad y se estima cercana al 1% en personas sobre los 60 afios y en
4% en personas de 80 afios de edad (Nussbaum y Ellis, 2003). La edad de inicio de los

sintomas est4 préxima a los 55 afios (Dauer y Przedborski, 2003).

Clinicamente, la EP es definida como la combinacién de problemas motores centrales
progresivos como son: temblores involuntarios, rigidez muscular, bradicinesia o lentitud en
los movimientos, perdida de los reflejos posturales, inestabilidad postural ¢ incapacidad
para comenzar movimientos voluntarios (fenémeno conocido como congelamiento o

“freezing” ). Ademds se presentan frecuentemente problemas emocionales, cognitivos y

psiquiatricos en estos pacientes (Dauer y Przedborski, 2003).

Fisiologicamente, la EP se caracteriza por la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas
que conforman el circuito nigro-estriatal y la presencia de inclusiones proteicas
citoplasméticas, denominados cuerpos de Lewy (L.Bs), en las neuronas remanentes. Los

cuerpos celulares de las neuronas del circuito nigro-estriatal se encuentran localizados en la

Substancia Nigra pars compacta (SNpc) y se proyectan al ganglio basal, donde forman

1
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Figura 1. Neuropatologia de Ia EP. A. Representacién de la via nigro-estriatal normal (en rojo).
Esta compuesta por neuronas dopaminérgicas cuyos cuerpos celulares estén localizados en la SNpc.
Estas neuronas proyectan al ganglio basal y hacen sinapsis en el estriado. La fotografia muestra la
pigmentacién normal de la SNpc, producida por la neuromelanina dentro de las neuronas
dopaminérgicas. B. Representacion esquemética de la via nigro-estriatal en la enfermedad. En EP la
via nigro-estriatal degenera. Se observa una marcada pérdida de neuronas que proyectan al putamen
(linea discontinua), y una menor disminucion de las que proyectan al caudado (linea continua). La
fotografia muestra la despigmentacién de la SNpc debido a la marcada pérdida de neuronas
dopaminérgicas. C. LBs en una neurona dopaminérgica de la SNpc. Inmunotincion con un
anticuerpo contra a-synucleina revela un LB con una zona central muy inmunoreactiva, rodeada por
una zona periférica menos inmunoreactiva. Por el contrario la inmunotincién con un anticuerpo
contra ubiquitina muestra una inmunoreactividad mdés difusa (foto de la derecha). (Dauer y
Przedborski 2003).

sinapsis con los nicleos putamen y caudado en el estriado. La pérdida de estas neuronas,

las cuales normalmente contienen el pigmento neuromelamina (Marsden, 1983), produce la

despigmentacién de la SNpc, un marcador patoldgico de la enfermedad. Al inicio de los
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sintomas, ha disminuido cerca del 80% de la dopamina liberada en el putamen y se han

perdido cerca del 60% de las neuronas dopaminérgicas (ref ).

1.1.2. Disfuncién mitocondrial en EP.

La primera evidencia de que un defecto en la fosforilacién oxidativa juega un rol
importante en la patogénesis de la EP provino del descubrimiento del compuesto 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP) (Nicklas y col., 1987). En 1982, j6venes
drogadictos desarrollaron un répido y progresivo sindrome parkinsoniano debido al uso
intravenoso de 1-metil-4-fenil-4-propicn-oxipiperidina (MPPP), un anilogo de meperidina
(Demerol) (Langston, 1985). El compuesto MPTP fue el contaminante neurotdxico
producido durante la sintesis de esta droga. En humanos y monos, MPTP produce un

sindrome parkinsoniano irreversible y severo. MPTP es capaz de atravesar la barrera

hematoencefilica y posteriormente es oxidado en el ion I-metil-4-fenilpiridino (MPP+) por
la enzima monoamino oxidasa B (MAQ-B) localizada principalmente en la mitocondria de
células gliales. El metabolito activo del MPTP, el MPP+ es un inhibidor del complejo I de
la cadena transportadora de electrones mitocondrial y sustrato para el transportador de
dopamina (DAT). El MPP+ ingresa a las neuronas dopaminérgicas via DAT produciendo

toxicidad y muerte celular (ref).

Estudios posteriores identificaron una disminucién en la actividad del complejo 1 en la
SNpc de pacientes con EP (Langston y Ballard, 1983; Schapira y col., 1990; Greenamyre y

col., 2001). Intoxicaciones en ratones, monos y cultivos celulares con inhibidores de la

actividad del complejo I como son MPP+, rotenona y paraquat (Sherer y col., 2003) son

utilizados como modelos experimentales de la EP (Olanow, 2007) produciendo en estos la

3
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pérdida de neuronas dopaminérgicas de la SNpc y la presencia de inclusiones
citoplasmaticas en las neuronas remanentes, similares a las observadas en pacientes con EP.
Los principales efectos producidos por la inhibicién del complejo I son un aumento en la
produccion de radicales libres y estrés oxidativo y una disminucién de Ia sintesis de ATP,
lo cual causa un incremento en la concentracién de calcio intracelular, excitotoxicidad y

dafio celular asociado al éxido nitrico (Scotcher y col. 1990).

1.1.3. Metabolismo de la dopamina y aminocromo

Fl aminocromo es el precursor de la neuromelanina y se forma durante la oxidacién de la
DA. La concentracién de DA presente en las neuronas dopaminérgicas es dependiente de la
sintesis de DA catalizada por la enzima tirosina hidroxilasa (TH) y de la incorporacion de
dopamina extracelular mediada por los transportadores de DA. Los grupos hidroxilo de 1a
DA juegan un rol importante en la oxidacién de la DA, ya que los protones de los grupos
hidroxilo se disocian a pH fisiolégico en el citoplasma de las neuronas dopaminérgicas. El
oxigeno cataliza la oxidacién de DA a dopamina o-quinona, la cual espontdneamente se
cicla y para formar aminocromo. La oxidacidn de la DA a aminocromo también puede ser
catalizada por una serie de enzimas como xantina oxidasa, tyrosinasa, entre otras, asi como

por metales de transicion (Paris y col. 2009).

Aminocromo es capaz de participar en distintas reacciones. La primera reaccion es su
polimerizacién para formar neuromelanina (Figura 2), una reaccién que es dependiente de
la concentracion de aminocromo. La neuromelanina se acumula con la edad en la SN en
humanos. Dado que las células que contienen neuromelanina no degeneran en la SN de

individuos sanos (Figura 1), se sugiere que la via de formacion de neuromelanina no seria

4



neurotéxica por si misma. La segunda reaccién en la que participa aminocromo es en la
formacién de aductos de alfa- sinucleina. Aminocromo puede ser reducido por un electron
para formar el radical leukoaminocromo o-semiquinona, el cual es exiremadamente
reactivo. Puede oxidarse, generando un ciclo redox (Figura 2), lo que resulta en: el
consumo de NADH (el que es requerido para la sintesis de ATP), el consumo de NADPH
(el que es requerido entre otras cosas para mantener el glutation reducido ejerciendo éste
una accion antioxidante), el consumo de oxigeno (el que es requerido para la sintesis de
ATP) y la formacién de radical superdxido (Paris y col., 2009).

HO
Dopamina
l Oxidacion
o
o

Dopamina o-quinona

l Neuromelanina
-
o™ N

Aminocromo
0, 0, j NADH/NADPH
H20, 0, i NAD*/NADP"*

Radical leukcaminocromo
o-semiquinona

|

Neurotoxicidad

Figura 2. Metabolismo del aminocromo. Las neuronas son capaces de oxidar DA a aminocromo
el cual es precursor de I2 neuromelanina. Aminocromo puede inducir neurotoxicidad cuando es
reducido por un electrén de flavoenzimas para producir el radical lenkoaminocromo o-semiquinona.
(Modificado de Paris y col., 2009).




1.1.4. Fe en el Sistema Nervioso Central

El hierro (Fe) es un cofactor necesario en muchos procesos metabdlicos en el sistema
nervioso central, incluyendo fosforilacién oxidativa, sintesis de mielina, produccion de
neurotransmisores, metabolismo del 6xido nitrico y transporte de oxigeno. Juega un rol
importante en la transferencia de electrones y es cofactor para un gran niimero de enzimas
(Crichton y col., 2011), incluyendo enzimas que participan en la biosintesis de
neurotransmisores en el cerebro, como es el caso de la TH, (enzima implicada en la sintesis
de catecolaminas, incluyendo DA), triptofano hidroxilasa, (enzima implicada en la sintesis

de serotonina) y monoaminooxidasa implicada en el metabolismo de la DA.

Una inevitable consecuencia del envejecimiento es una elevacién del Fe en zonas
especificas del cerebro, localizado en ferritina y neuromelanina, sin que ello tenga un efecto
adverso aparente. Sin embargo tanto la deficiencia como el exceso pueden afectar

seriamente la funcién neuronal (Crichton y col., 2011).

1.1.5. Homeostasis de Fe.

El Fe es transportado a través de la circulacion unido a la proteina transferrina (T%), la que
puede unir 1 o 2 atomos de Fe™. Tf se une a su receptor presente en la membrana
plasmitica y se produce internalizacién del complejo en vesiculas endociticas. El pH del
endosoma es de 6, condiciones en que el Fe es liberado del complejo para luego ser
transportado a través de la membrana endosomal por el transportador de metales divalentes
DMT1. El Fe citoplasmético puede ser transferido a la mitocondria por el transportador

mitoferrina para ser usado en la sintesis de grupos hemo y grupos Fe-S; almacenado en

ferritina o formar parte del pool de Fe reactivo citoplasmético (LIPc) (Crichton y col.
6




2011). DMT1 también se encuentra en la membrana plasmética, desde donde incorpora Fe
al interior celular, una vez que este ha sido reducido por ferrireductasas como Dcytb. La
salida de Fe celular es mediada por el transportador de Fe ferroportina (FPN1) en conjunto
con una ferroxidasa. Hefestina provee la actividad oxidasa en el intestino, mientras que

ceruloplasmina es la oxidasa utilizada en la mayoria de los otros tejidos.

1.1.6. Sistema IRE/IRP.

La regulacién de la homeostasis del Fe celular estd controlada en gran medida a nivel de la
traduccion de los ARNm de proteinas involucradas en metabolismo celular del Fe. Esta
regulacién post transcripcional se gjerce a través de dos proteinas reguladoras del Fe (IRP1

e IRP2), que actian como sensores citoplasmaticos de Fe.

En condiciones de abundancia de Fe celular, IRP1 contiene un nicleo 4Fe-4S que lo
mantienen en una condicién “cerrada” con actividad de aconitasa mitocondrial. En
condiciones de deficiencia de Fe, ocurre un desensamblaje del niicleo 4Fe-4S alcanzando
IRP1 una conformacién “abierta”, con capacidad para unirse con alta afinidad a las
estructuras en forma de horquilla (hairpin) presentes en los ARNm, conocidas como

elemento de respuesta a Fe (IRE) de las proteinas reguladas (Figura 3).



cerrado, abierto,
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Figura 3. Los 2 estados de IRP1. Bajo condiciones de alto Fe citoplasmitico IRP1 contiene un
niicleo 4Fe-4S que Io mantiene en posicién cerrada, con actividad aconitasa. Una baja en el Fe
citoplasmatico resulta en la disociacién del micleo 4Fe-4S y el paso a una estructura abierta con
capacidad para unirse a IREs.

IRP2 no contiene un nticleo Fe-S y estd constitutivamente en conformacion abierta con

capacidad de union a IREs. Bajo condiciones de alto Fe, IRP2 es ubiquitinado y degradado

en el proteosoma.

Cuando el IRE se encuentra en la regién no traducida del extremo 5° del ARNm (como en
el caso de ferritina y FPN1), la uni6n de las IRPs evita el inicio de la traduccion, por el
contrario, en el caso de DMT1 y el receptor de Tf (rTf), donde el IRE esta en la regién no
traducida del extremo 3°, la unién de las IRPs al ARNm protege de la degradacion por
nucleasas (Figura 4). Esto da como resultado un incremento de la incorporacién de Fe y un
bloqx;eo del almacenamiento y Ia salida de Fe (Zecca y col., 2004). Cuando el Fe es
abundante, las IRPs no son capaces de unirse a los IREs, por lo que los ARNm de ferritina
y FPN1 pueden ser traducidos y los ARNm del receptor de transferrina y de DMT1 pueden

ser degradados.
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Figura 4. Sistema IRE/IRP. Regulacién post transcripcional de rTf y ferritina. Las proteinas
reguladoras del Fe, IRPs, se unen a los elementos de respuesta a Fe, IREs, localizados en la region
3’ y 5° no traducida de los ARNm del rIfy ferritina respectivamente. a. en Deficiencia de Fe, las
TRPs se unen a los IREs, protegiendo el ARNm de rTf de la degradacién y evitando la sintesis de
ferritina. b. Cuando el Fe estid en abundancia, los IRPs no se unen a los IREs, permitiendo la
degradacién de el ARNm de rIf y la sintesis de ferritina (Modificado de Zecca y col. 2004).

1.1.7. Fey neurodegeneracion.

Se ha reportado en la literatura un aumento del transportador de entrada de Fe DMT1 en las
neurcnas de la SNpc de ratones tratados con MPTP y en tejido post mortem de pacientes
con EP (Salazar y col, 2008). También se observé un incremento de DMTI1 y una

disminucién de FPN1 en neuronas de la SN de ratones tratados con MPTP (Lv y col,,

2011).

Por otra parte la inhibicién del complejo I mitocondrial resulta en una disminucién de la
sintesis mitocondrial de micleos Fe-S funcionales (Mena y col., 2011). Debido a que los
miicleos Fe-S son un grupo prostético de numerosas proteinas, la inhibicién de su sintesis

podria tener amplias repercusiones para el metabolismo celular. Es particularmente

relevante la observacion de que la inhibicion del complejo I resuita en la activacién de
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IRP1. Dado que las condiciones de bajo Fe suelen activar a IRP1, su activacién por la
disminucién de la sintesis de niicleos Fe-S puede interpretarse como una falsa sefial de bajo
Fe. Con la correspondiente induccién de proteinas tales como DMT1 y el 1Tt asi como una

disminucién de ferritina (Mena y col., 2011).

En resumen, la evidencia experimental indica que la disfuncién mitocondrial, el estrés
oxidativo, la acumulacién de hierro, la disminucién de los niveles de glutation son signos
patognoménicos de Ia EP. Recientemente propusimos que estos procesos forman parte de
un ciclo de retroalimentacién positiva que termina en dafio oxidativo irreversible y muerte
neuronal (Nifiez et al, 2012). En este Seminario de Titulo evaluamos la posible
contribucién de una toxina enddgena en neuronas dopaminérgicas, la o-quinona

aminocromo, en la posible induccion de elementos de este ciclo.
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1.2. HIPOTESIS

En células dopaminérgicas, aminocromo es una toxina endégena que induce la acumulacién

de hierro a través de la inhibicién del complejo I de la cadena transportadora de electrones.

1.3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del tratamiento de aminocromo en células de neuroblastoma humano

SH-SYS5Y diferenciadas a fenotipo dopaminérgico, sobre la actividad mitocondrial y la

14.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.2.

1.4.2.1.

14.2.2,

14.2.3.

homeostasis del Fe.

14. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto del tratamiente de aminocromo sobre Ia actividad
mitocondrial.

Evaluar el efecto de aminocromo sobre Ia viabilidad celular en cultivos de células
de neuroblastoma humano SH-SYS5Y diferenciadas a fenotipo dopaminérgico.

Determinacién de la actividad del complejo I mitocondrial

Determinacion de los niveles de ATP celular

Determinar el efecto de aminocromo sobre la homeostasis del Fe.

Evaluar el efecto de aminocromo sobre la incorporacién de Fe y el contenido de Fe
intracelular.

Evaluar el efecto de aminocromo sobre la expresién de proteinas DMT1 y FPN1

Evaluar el efecto de aminocromo sobre el ARNm de DMT1 y FPN1
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Anticuerpos.
Anti-B actina (SIGMA, A 5441), suero policlonal anti-DMT1 (BioSynthesis, USA),

liquido ascitico anti- FPN1, anti-ferritina (Rockland), anti-ferritina peroxidasa (Rockland).

2.2. Equipes.

Lector de placas ELISA SUNRISE (Tecan Trading AG, Suiza); camaras electroforéticas
(Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA); fuente de poder PS 4010-2 (Sigma-Aldrich);
centrifiga Mikro 22R (Hettich, Tuttlingen, Alemania); centrifuga Sorvall RT600B;
espectrofotémetro Lambda EZ210 Perkin-Elmer, lector de microplacas (Sinergy 2, Biotek);

termociclador Maxigen Gradient (Axygen, USA), microscopic de epifluorescencia Nicon.

2.3. Cultivo celular.

Para el cultivo de la linea celular SH-SY5Y de neuroblastoma humano (ATCC niimero
CRL-2266, Rockville, MD), se utilizd como medio de cuitivo una mezcla de MEM
(Minimum Essential Medium) y F12 (Nutrient Mixture F-12) 1:1, suplementado con 20
mM de Hepes, 20 mM de NaHCOs, aminodcidos no esenciales, suero fetal bovino (SFB) al
10 % y antibiéticos. Las células fueron mantenidas en un incubador bajo condiciones
constantes de temperatura (37 °C) y presion de COz (5 %). Las células fueron crecidas en
placas de 35 mm, 60 mm y 100 mm de didmetro; placas de 12, 24 y 96 pocillos, segtin el

ensayo.
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Para st diferenciacién a un fenotipo dopaminérgico, las células fueron tratadas con 10 pM
de 4cido retinoico (AR) por 4 dias en medio completo, MEM/F12 10 % SFB, para luego
cultivarse 3 dias con 25 ng/mL de BDNF en medio MEM/F12 0,5 % SFB (Encinas y col.,

2000).

2.4. Preparacién de ARN total de células SH-SY5Y.

Luego del tratamiento con aminocromo se realizé la extraccion de ARN de células SH-
SY5Y utilizando el reactivo TRizol (Invitrogen) segfin las especificaciones técnicas del
fabricante. Las células fueron lisadas directamente agregando 1mL de TRizol a una placa
de cultivo de 60mm de didmetro. El lisado fire incubado por 5 minutos a temperatura
ambiente. Luego se agregé 200 pL de cloroformo, se agité vigorosamente y se incubd por 3
minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron centrifugadas a 12.000 g por 15
minutos a 4 °C. La fase acuosa fue traspasada a un tubo limpio y el ARN fue precipitado
agregando a los tubos 500 pL de isopropanol y dejindolos 10 minutos a temperatura
ambiente. Las muestras fueron centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. El
sobrenadante fue eliminado y el ARN ubicado en el fondo del tubo fire lavado con etanol
75 % en agua tratada con DEPC y centrifugado a 7.500 g por 5 minutos a 4 °C. Finalmente
el ARN casi seco fue disuelto en H,O-DEPC. El ARN de cada muestra se cuantificd
midiendo la absorbancia a 260 nm (Az¢), ademds de calcular la relacion A 60280 (>1,6). La

integridad del ARN fue evaluada por electroforesis en gel de agarosa.

2.5. Transcripcién reversa (RT).

La sintesis del ADNc¢ se realizdé utilizando transcriptasa reversa (M-MLYV, 28025,

Invitrogen). Para comenzar se agregé a un tubo estéril libre de nucleasas: 2 pg de ARN
13
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total, 1 pL de oligo (dT);s (Fermentas, S0132), 1 pL de de mezcla de dNTPs (10 mM de
cada nucleétido) y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen de 12 pL. El tubo se
incubé 5 minutos a 65 °C, luego de lo cual se puso en hielo y se agreg6: 4 pL. de Tampén
5X de RT, 2 pL de 0,1 M de DTT y 1 pL de RNase OUT (inhibidor de ribonucleasas,
Invitrogen, 10777-019). Esta mezcla se incubd 2 minutos a 37 °C, luego se agregé la
enzima, 1 pL de transcriptasa reversa. La reaccién se incubé 50 minutos a 37 °C. Luego de

este tiempo, la reaccion se inactivé calentando a 70 °C por 15 minutos.

2.6. PCR.

Se realizé PCR semi-cuantitativo para FPN1 y las isoformas 1B, +IRE y ~IRE de DMT1
como se describe en (Mena y col., 2008). 2 pL del ADNc generado en la reaccién de RT
descrita anteriormente, fue utilizado como templado en Ia reaccién de ampliﬁcacién por la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), como se indica.

Mezcla base: 2 pL de ADNg, 2,5 pL de tampoén de la polimerasa 10X, 0,5 pL de 10 mM de
dNTPs, 17 pL. de H;O estéril, 0,5 pL de 10 uM de partidor (+), 0,5 pL. de 10 pM de

partidor (-), 1,5 pL de 25 mM de MgCl,y 0,5 pL de Tag DNA polimerasa.

El programa utilizado en el termociclador, fue el siguiente: 5 minutos a 94°C, 38 ciclos de 1
minuto a 94°C, 1 minuto a la temperatura de alineacién (Tm) correspondiente al par de
partidores, y 1 minuto a 72 °C, seguido de una amplificacién final de 10 minutos a 72 °C.

Los partidores utilizados fueron : FPN1: (+) 5’CCAAGATACCTGAAATTACAAC3’;(-)
5’CCAGCCATTTATTGGAATTCTGCAGTAC3’, DMT! 1B: (+) 5°CGGGGGCGGCGTGT3’; (-)

5’ AGGGATTACTATAGGCAGGGTTGAT3’, DMTI1+IRE: )
14
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5"TGGGCATACGGTAAGCATCICT3’; () 5’TCCCACCCTAATCCAGTTCTAAG3’, DMTI-IRE:
(+) 5’TCTGAACACCATGGACGCTGACT3’; (-} 5’CCATCAGAGGCCAATCGITTAACT3’, como
control de carga se ufilizaron los partidores del gene de GADPH: (+)

5 TGGGTGTGAACCATGAGAAG3"; (-) 5>CCATCACGACACAGTTTCC3 .

2.7. Preparacion de mitocondrias aisladas.

2.7.1. Desde células SH-SYSY.

Se utilizé un protocolo modificado de Bultean y col, 2003. Células SH-SY5Y
diferenciadas a fenotipo dopaminérgico fueron tratadas con diferentes concentraciones de
aminocromo por 20 h. Luego del tratamiento las células fueron removidas de las placas de
cultivo, incubando con Tris-Salino-EDTA (40 mM de Tris-HCI pH: 8, 100 mM de NaCl y
1 mM EDTA) y la suspensi6n se pas6 a un tubo de centrifuga. Luego de una centrifugacién
de 10 minutos a 600 g, las células sedimentadas fueron lavadas con PBS y centrifugadas de
nuevo 10 minutos a 600 g. Las células sedimentadas fueron resuspendidas en tampén de
extraccién de mitocondrias (200 mM de manitol, 70 mM de sacarosa, 1 mM de EGTA, 10
mM de Hepes pH 7,4 y 0,5 mg/ml de BSA) y homogenizadas utilizando un homogenizador
vidrio/teflon (Potter Elvehjem, Alemania). Se centrifugé 10minutos a 500 g y se
homogenizé nuevamente. Luego se centrifugar 10 minutos a 500 g y el nuevo sobrenadante
fue centrifugado ahora a 12.000 g por 20 minutos. El sedimento fue resuspendido en
solucién de resuspencién (250 mM de manitol, 5 mM de Hepes y 0,5 mM de EGTA) y
mantenido a 4 °C hasta st uso. Se reservé una alicuota para la posterior determinacion de la

concentracion de proteinas.
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2.7.2. Desde higado de rata.
Un trozo de higado de rata adulta fue lavado con PBS y luego homogenizado en 20 mL de
tampén de extraccidn, para continuar con el protocolo descrito anteriormente para la

preparacion de mitocondrias aisladas.

2.8.  Actividad del complejo I mitocondrial.

La actividad del complejo I mitocondrial fue determinada siguiendo la oxidacién de
NADH (que absorbe a 340 nm de longitud de onda), que se oxida a NAD®, Paralelamente,
la actividad no respiratoria de oxidacién de NADH, debida a la citocromo b oxido
reductasa, se mide inhibiendo especificamente el complejo I con rotenona. El aceptor
natural de electrones del complejo I mitocondrial es la coenzima Qo también conocida
como ubiquinona. En este ensayo se reemplaza al aceptor por decyl-ubiquinona. (Jana y

col., 2007; Mena y col., 2011).

La mezcla de reaccién en esta determinacién consiste en: 100 pM de NADH, 50 mM de
Ki,PO, pH: 7,5, 50 pM de decylubiquinona y 3,75 mg/ml de BSA. Por otra parte las
mitocondrias aisladas obtenidas del procedimiento antes descrito fueron incubadas 5
minutos a 37 °C con y sin rotenona para cada condicién. Se colocan en cada pocillo de una
microplaca, 190 pL de la mezcla de reaccién. Se comienza la lectura (Ass) de una linea
base. La reaccién comienza agregando de 6 a 10 pg de mitocondrias aisladas previamente
incubadas. En la Figura 5 se observa el registro de la A4 de una muestra representativa. Se
estimé el coeficiente de extincién molar para NADH segin la ley de Lambert-Beer (en este
caso para lecturas en microplaca, con volimenes de 200 pL) y luego se calculd la actividad

especifica, Ja que file expresada en nmoles de NADH/min/mg de proteinas.
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Figura 5. Registro de Asqy. Oxidacién de NADH para la determinacién de la actividad del
complejo I mitocondrial. Junto a la actividad respiratoria de oxidacion de NADH del complejo I
mitocondrial, se registré la actividad no respiratoria de oxidacién de NADH, debida a la citocromo
b oxido reductasa, inhibiendo especificamente el complejo I en presencia de rotenona. La figura
muestra un experimento tipo en el que se observa disminucién de la Ay correspondiente a la
oxidacitn de NADH a NAD". S¢ muestra un experimento representativo.

2.9. Determinacion de los niveles de ATP.

El ATP fue determinado utilizando un kit basado en luminiscencia (Molecular Probes,
A2206) Brevemente, las células SH-SY5Y diferenciadas a fenotipo dopaminérgico fueron
tratadas con diferentes concentraciones de aminocromo por 20 h. Luego del tratamiento las
células fueron lisadas para el ensayo. Se considera que el ATP necesario para la emision de

luminiscencia mediada por la luciferasa, estd dado por las muestras, seglin la siguiente

relacion:
Luciferina + ATP + O, Mgtz oxyluciferina + AMP + pirofosfate + CO; + luz
luciferasa
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La luminiscencia 2 560 nm de longitud de onda fue detectada para cada muestra en el
Lector de microplacas (Sinergy 2, Biotek) y para una curva de calibracién, lo que permitié

interpolar la concentracion de ATP en cada muestra.

2.10. Imcorporacion de Fe.

Células SH-SY5Y diferenciadas fueron tratadas por 20 h a diferentes concentraciones de
aminocromo o 100 pM de MPP+, en ausencia o presencia de 1 mM de NAC. Luego del
tratamiento las células fueron incubadas con 1 mL de 1 pyM ssFeCl3: 100 pM ascorbato en
HBSS a 37°C por 1 h, donde el **FeCl; se encontraba en una relacién 1:4 con el FeCls.
Luego las células fueron lavadas dos veces con PBS para remover el *>Fe no incorporado a
las células. Las células fueron despegadas con 100 uL de buffer Tris- salino EDTA. Se us6
una alicuota de 10 pL para determinar la concentracion de proteinas. A la suspensién
celular restante se le agregé 1 mL de liquido de centelleo para medir la radiactividad de
55Fe. La radiactividad de cada grupo (definida como radiactividad de *’Fe/ug de proteina)

fue normalizada con el grupo control individual.

2.11. Determinacion de ferritina.

El contenido de ferritina fue determinado con un ensayo de ELISA tipo sindwich
(Arredondo y col., 1997). Brevemente, se adhirié a una microplaca el anticuerpo anti-
ferritina (Rockland), como se muestra esquemdticamente en la Figura 6 (C), luego se
incubd con la muestra o la curva de calibracién segin corresponda, y finalmente el

anticuerpo anti-ferritina conjugado con peroxidasa
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2.12. Ensayo de viabilidad celular.

Células SH-SYSY diferenciadas fueron expuestas a diferentes concentraciones de
aminocromo por 20 h. La actividad LDH fue determinada espectrofotométricamente como
se describe en (Aras y col., 2008). Brevemente, luego de la incubacién con aminocromo, se
tomo 2 uL del medio de cada condicién y se agregé a la mezcia de reaccion compuesta por
283 uL de 0,1 M de tampén fosfato pH: 7,0, 10 pL de 23 mM de piruvato de sodio y 5 pL.
de 12 mM de NADH. Luego de 5 minutos a temperatura ambiente se lee la absorbancia a

340 nm de longitud de onda.

2.13. Preparacion de aminocromo.

El aminocromo fue preparado fresco y utilizado dentro de las siguientes 4 horas después de
preparado como se describe en (Paris y col., 2010). Brevemente, 100 pmoles de DA
(SIGMA, H8502) junto con 200 ng de tirosinasa (SIGMA, T3824) en 3 mL de tampén 25
mM de MES pH: 6,0, se incubaron por 10 minutos a 25 °C. Luego de la incubacién la
mezcla se cargd en una columna empacada con CM-Sephadex C-50 (Pharmacia, Sweden),
la que se eluyé con tampén 25 mM de MES pH: 6,0. El color caracteristico del
aminocromo permitié la identificacion del eluido de interés. El eluido recuperado presenta

un pico de absorcién a 478 nm de longitud de onda que coincide con el de aminocromo.

2.14. Analisis de Datos.

Los datos son presentados como promedio = SEM (error estandar de la media). Las
diferencias fueron analizadas por anilisis de varianza (ANOVA) de un factor. La prueba
post-hoc de Dunnett fue usada para comparaciones utilizando el programa InStat GraphPad

(San Diego, CA) Valores de P < 0,05 fueron considerados significativos.
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3. RESULTADOS

3.1. Aminocromo disminuye la actividad mitocondrial

3.1.1. Concentraciones de aminocromo sobre 30pM aumentan {a muerte celular.

En consideracion al disefio experimental de los siguientes ensayos, fue necesario evaluar la
toxicidad que presentaba el metabolito de la DA aminocromo, al ser aplicado (dentro de las
primeras 4 horas de producido), en cultivos de células de neuroblastoma humano SH-SYSY

diferenciadas a fenotipo dopaminérgico.

La figura 6a muestra fotografias de una zona de alta densidad de células y una de una zona
de baja densidad celular, de células tratadas con diferentes concentraciones de aminocromo
por 20 h. Sobre 30 pM de aminocromo se observé una disminucién en la densidad celular.
Ademds se observé que el tratamiento con 100 pM de MPP+ no produjo un aumento
notorio de la muerte celular en comparacién con la condicién control. Estas observaciones

fueron verificadas con un ensayo de viabilidad celular (Figura 6b).
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Figura 6. Toxicidad del aminocromo. a. Células SH-SYSY diferenciadas a fenotipo
dopaminérgico fueron tratadas con diferentes concentraciones de aminocromo por 20 h, Podemos
ver las fotografias de una zona de alta y baja densidad de células para cada condicion. b, Viabilidad
celular, ensayo de LDH. Células SH-SY5Y diferenciadas a un fenotipo dopaminérgico fueron
expuestas por 20 h a diferentes concentraciones de aminocromo o 100 pM de MPP+, en ausencia
(barras rojas) o presencia de 1 mM de NAC (barras negras). Las barras blancas corresponden a Ia
incubacién con tampén MES La actividad LDH en el medio de cuitivo fue determinada
espectrofotométricamente como se describe (Aras y col., 2008). Los resultados se muesiran
normalizados respecto al control. Los datos representan el promedio £ SEM de 3 determinaciones.

21




Como se puede ver en la Figura 6b la actividad LDH en el medio de cultivo aumentd a
concentraciones mayores de 30 pM de aminocromo, lo que se relaciona con un aumento de
la muerte celular (barras rojas). En presencia de 1 mM de NAC (barras negras), solo la
concentracion 100 uM de aminocromo aumenta la muerte celular. Las barras blancas
muestran la incubacién de las células con el tampdn 25 mM de MES pH: 6,0 (tampén en
que se prepard y se eluyd el aminocromo), como control, observindose que no tuvo efecto

por si solo en la viabilidad celular.

3.1.2. Aminocromo disminuye la actividad del complejo I mitocondrial.

La DA a concentraciones sub-milimolares, inhibe el complejo IV de la cadena
transportadora de electrones y en menor medida inhibe también la actividad del complejo
I, en mitocondrias aisladas de cerebro de rata (Khan y col., 2005). Considerando que una de
las caracteristicas de la EP es la disminucién de la actividad del complejo 1, quisimos
evaluar si aminocromo inhibe esta actividad. La incubacién de células SH-SYS5Y con
aminocromo entre 5 y 20 uM por 20 h, resulté en una fuerte inhibicién de la actividad del
complejo I (Figura 7), la que se puede comparar con la inhibicion producida por 100 pM de

MPP+, una toxina que inhibe la actividad del complejo I (Schapira y col., 1990).

22




-
o

fo1]
E
£
E 10
T
o
<L
=
8 5
°
E
=

o.

& @QQ: o ]
S
Y Aminocromo

Figura 7. Concentraciones micromolares de aminocromo inhiben Ia actividad del complejo I
mitocondrial, en células SH-SYSY diferenciadas. Células SH-SYSY diferenciadas a fenotipo
dopaminérgico fizeron tratadas con diferentes concentraciones de aminocromo por 20 h, para luego
determinar Ia actividad del complejo I mitocondrial como se describe en Materiales y Métodos. La
actividad del complejo I mitocondrial fue expresada en nmoles/min/mg. Los datos representan el

promedio + SEM de 3 determinaciones. *P<0,05 comparados con la condicion control.

3.1.3. Aminocromo disminuye los niveles de ATP.

Ya que una disminucién en la actividad del complejo I puede dar como resultado una
disminucién de la produccién de ATP, determinamos los niveles de ATP en las células
tratadas con aminocromo por 20 h (Figura 8). Se abservé que 10 uM de aminocromo, una
concentracion que es capaz de inhibir el complejo I, no disminuyé los niveles de ATP, sin
embargo el tratamiento con 20 pM de aminocromo resultd en una disminucion
significativa. Los tratamientos con los inhibidores del complejo I MPP+ (100 pM) y

rotenona (4 pM) también mostraron una disminucién de los niveles de ATP.
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Figura 8. Concentraciones micromolares de aminocromo disminuyen los niveles de ATF en
células SH-SYSY diferenciadas. Células SH-SY5Y diferenciadas a fenotipo dopaminérgico fueron
tratadas con diferentes concentraciones de aminocromo por 20 h con inhibidores del complejo I
mitocondrial: 100 uM de MPP+ vy 4 uM de rotenona, para luego determinar fos niveles de ATP
como se describe en Materiales y Métodos. Los niveles de ATP se expresaron en nmoles de ATP/
pg de proteina. Los datos representan ¢l promedio + SEM de 3 determinaciones.*P<0,05;
***P<(),001comparados con !a condicién control.

3.1.4. La actividad del complejo I mitocondrial disminuye en mitocondrias aisladas
tratadas con aminocromo.

La inhibicién del complejo I producida por el tratamiento con aminocromo puede ser un
efecto directo sobre la cadena transportadora de electrones o un efecto indirecto sobre un
blanco intracelular indeterminado que incide en la actividad del complejo I mitocondrial.
Para diferenciar entre estas dos alternativas, evaluamos el efecto de aminocromo sobre una
preparacion fresca de mitocondrias aisladas de higado de rata (Figura 9). Se detecté una
disminucion significativa de la actividad del complejo I, después de 10 minutos de
incubacién con aminocromo. Este resultado sugiere que el aminocromo puede actuar

directamente como un inhibidor del complejo I.
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Figura 9. Aminocromo inhibe la actividad de complejo I mitocondrial, en mitocondrias
aisladas de higado de rata. Una preparaci6n fresca de mitocondrias aisladas de higado de rata fue
incubada con distintas concentraciones de aminocromo por 10 minutos. Luego se determiné la
actividad del complejo 1 mitocondrial como se describe en Materiales y Métodos. Los datos

presentan el promedio + SEM de 3 determinaciones.

3.2. Aminocromo afecta la homeostasis de Fe

3.2.1. Aminocromo aumenta; la incorporacion de Fe y el contenido de ferritina.

El aumento de DMT1 y disminucién de FPN1 observados podrian resultar en un
incremento de la retencion de Fe celular. Evaluamos esta posibilidad mediante un ensayo
de incorporacion de Fe (Figura 10a). Pudimos ver que el tratamiento con aminocromo
indujo un aumento de la incorporacion de Fe dependiente de la concentracién. Este

aumento fue totalmente revertido cuando se agregd 1 mM de NAC al medio.
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El contenido de ferritina, puede dar cuenta del contenido de Fe de la célula, ya que participa
en el almacenamiento del Fe. El tratamiento con aminocromo también indujo un
significativo (P< 0,05) aumento de la ferritina celular, que en presencia de aminocromo y

NAC no fue significativo (Figura 10b).
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Figura 10. Aminocromo aumenta la incorporacién y Ia acumulacién de Fe. a. Células SH-
SYSY diferenciadas fueron tratadas por 20 h a diferentes concentraciones de aminocromo o 100
M de MPP+, en ausencia o presencia de 1 mM de NAC. Ensayo de incorporacién. Ver Materiales
y Métodos. Los datos presentan el promedio £ SEM de 3 determinaciones b. Contenido celular de
ferritina cuantificado por ELISA. Los datos presentan el promedio £SEM de 3 determinaciones.
*P<0,05; comparados con !a condicién control.
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3.2.2. Aminocromo aumenta el ARNm de DMT1 y disminuye el ARNm de FPN1.

Ha sido reportado en la literatura un aumento del transportador de entrada de Fe DMT1 en
las neuronas de la SNpc en tejido post mortem de pacientes con EP y en ratones tratados
con MPTP (Salazar y col., 2008). Junto con el incremento de DMT1 ha sido observada una
disminucién de FPNI1 en neuronas de la SN de ratones tratados con MPTP (Lv y col,,
2011). Habiendo observado que aminocromo es un inhibidor del complejo I, fue inferesante
ver si aminocromo podia producir cambios en los transportadores de Fe. Como se muestra
en la Figura 11, el tratamiento con aminocromo en células SH-SY5Y diferenciadas
aumento el nivel de ARNm de DMTlisoforma +IRE y no tuvo un efecto significativo sobre
los niveles del ARNm de DMT1 isoforma —IRE. En el caso del transportador de salida de
Fe FPNI, el tratamiento con aminocromo resulté en una disminucion de sus niveles de
ARNm. El tratamiento con 1 mM de NAC inhibe el efecto de MPP+. En el caso del
tratamiento con aminocromo, 1 mM de NAC inhibié parcialmente el efecto sobre el ARNm

de DMT1 isoforma -HIRE, no asi el efecto sobre el ARNm de FPN1.

DMT1({+IRE}
DMT1{~IRE)
FPN1

GAPDH

Figura 11. Aminocromo modifica los niveles de ARNm de los transportadores de Fe. Células
SH-SY5Y diferenciadas fueron expuestas por 20 h a diferentes concentraciones de aminocromo o
100 uM de MPP+, en ausencia o presencia de 1 mM de NAC. Se muestra un gel representativo de
los cambios en los niveles de ARNm de DMT] isoforma +IRE, DMT]1 isoforma —IRE y FPNI, e¢n
los extractos celulares. GAPDH fue utilizado como control de carga.
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Figura 12, Aminocromo modifica Ia expresién de les transportadores de Fe. Células SH-SY5Y
diferenciadas a un fenotipo dopaminérgico fueron expuestas por 20 h a diferentes concentraciones
de aminocromo o 100 pM de MPP+, en ausencia o presencia de 1 mM de NAC. a. Se muestra un
Western blot representativo de los cambios de inmunoreactividad para FPN1, DMT1 en los
extractos celulares. B-actina fue utilizado como control de carga. b. Densitometria (cuantificacién
de la densidad de las bandas) para DMT1. Los datos presentan el promedio <+SEM de 3
determinaciones ¢. Densitometria para FPN1. Los datos presentan el promedio +SEM de 3
determinaciones. *P<0,05; **P<0,01comparados con la condicién control.
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3.2.3. Aminocromo aumenta los niveles de expresion de DMTI1 y disminuye los de
FPNI1.

Los niveles de proteina también se vieron afectados por el tratamiento con aminocromo
(Figura 13a), se observé un aumento de DMT1 y una disminucion de FPNI1. La
densitometria de las bandas observadas por Western blot, mostrd un aumento significativo

de DMT1 (Figura 12b), que puede ser revertido por la presencia de 1 mM de NAC
Estos resultados, apoyan un modelo en el cual la inhibicién del complejo I mitocondrial

producida por aminocromo, resuita en un cambio en la expresién de los transportadores de

Fe, lo que favorece la acumulacién de Fe en la célula.
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4. DISCUSION

La acumulacién de Fe, la disfuncién mitocondrial, el estrés oxidativo, la agregacion de
proteinas y la disfunci6n de la actividad proteosomal, son eventos patognoménicos de la EP
(Altamura y Mckenthaler 2009; Schapira y Jenner 2011). La neurotoxina MPTP, un
conocido inhibidor del complejo I mitocondrial (Dauer y Przedborski, 2003), es capaz de
producir muerte de las neuronas de la SNpc y sintomas de parkinsonismo en primates
(fravani y col., 2005). Por esto, es posible que la disminucion de la actividad del complejo I
sea un evento inicial en la muerte neuronal observada en la EP. En este trabajo reportamos
la capacidad de aminocromo de inhibir el complejo I mitocondrial y causar una pérdida de

la homeostasis del hierro que resulia en la acumulacién de este metal.

Toxinas que inhiben la actividad del complejo I utilizadas como pesticidas (rotenona y
paraquat por ejemplo) también pueden generar la enfermedad, lo que se ha observado en
una alta incidencia de EP en temporeros (Gorell y col., 1998; Pan-Montojo y col., 2010).
Nosotros encontramos que aminocromo es capaz de inhibir la actividad del complejo I
aplicado a la célula completa y a mitocondrias aisladas. De acuerdo con esta inhibicion,
también encontramos que aminocromo indujo la disminucién de los niveles de ATP. Por lo
que aminocromo puede ser considerado una toxina endogena a concentraciones mayores a

5 uM aplicadas a nuestro sistema.

El exceso de Fe es considerado un evento comin en muchas enfermedades
neurodegenerativas, como la ataxia de Friedreich, la enfermedad de Huntington, la

enfermedad de Alzheimer, la neuroferrinopatia y la EP (Kell 2010). En particular, en la EP,
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neuronas y microglias muestran una marcada acumulacion de Fe que ha sido atribuida a un
incremento en la expresién de DMT1 (Salazar y col.,, 2008; Lv y col., 2011) y a una
disminucién de la expresién de FPN1 (Song y col, 2010). En esta investigacién
encontramos que €l tratamiento con aminocromo aumento la expresion de DMT1 a la vez
que disminuyé la expresion de FPN1, a nivel tanto de ARNm como de proteina, en células
SH-SY5Y diferenciadas. De acuerdo con estos resultados, encontramos que las células
tratadas con aminocromo incorporan mds Fe y expresan altos niveles de ferritina, en
comparacién con las células no tratadas. El tratamiento con el antioxidante NAC neutraliza
el efecto de aminocromo. Estos resultados apoyan la idea de que aminocromo a
concentraciones micromolares puede actuar como una toxina enddogena que mediante
modificaciones oxidativas afecta los niveles de los transportadores de Fe, DMT1 y FPN1

que resultan en un aumento del contenido de hierro intracelular.

El Fe puede inducir la oxidacién de DA, llevando a Ia produccién de quinonas reactivas
derivadas de DA, que pueden producir dafio en las células via conjugacién covalente con
proteinas funcionales mds que por modificaciones oxidativas (Zhou y col., 2010). También
se ha reportado que 1a DA y las quinonas derivadas de la DA, pueden causar inhibicién del
proteasoma, depolarizacién de la membrana mitocondrial y disminucién de la fosforilacion
oxidativa, que no puede ser revertido en presencia de atrapadores de radicales libres,
catalasa o quelantes de Fe, indicando que las ROS no estn directamente implicadas en este
proceso. Por otro lado, GSH y NAC previenen estos efectos presumiblemente por su
funcion atrapadora de quinonas (Jana et al. 2011). Nosotros evaluamos la generacién de
ROS utilizando la sonda fluorescente H,DCF (Molecular Probes, Invitrogen) (datos no

mostrados) y no pudimos detectar aumento de ROS en nuestro sistema de células SH-
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SYSY diferenciadas a fenotipo dopaminérgico tratadas con aminocromo. Estos resultados
estan de acuerdo con evidencia que indica que el aumento del dafio oxidativo es debido al

aumento de semiquinonas redox-activas no son detectables por HDCF (Zhou y col., 2010).

Ya que la inhibicién del complejo I resulta en una disminucion de Ia sintesis de los niicleos
Fe-S y en una activacion constitutiva de IRP1 (Mena y col., 2011), es posible que
aminocromo produzca cambios en la expresion de los transportadores de Fe, DMT1 y
FPN1 via activacién IRP1. En la Figura 13 se observa un modelo que integra nuestros

resultados.

g Actividad
W Complejal

Figura 13. Modelo de neurotoxicidad de aminocromo. La inhibicién de Ia actividad del complejo
I mitocondrial producida por aminocromo resulta en la disminucién de los niveles de ATP, la
activacién de IRP1 por falla en la sintesis de micleos Fe-S, Io que resulta en un incremento en ia
expresion de DMT1 y una disminucién de FPN1, lo que finalmente produce un aumento en la
incorporacién y la acumulacién de Fe. Estos eventos llevan al aumento del tono oxidativo. El
aumento del tono oxidativo podria reducir los niveles de glutatién reducido (no mostrado) lo que
inhibiria adicionalmente la actividad del complejo I mitocondrial. La generacién de este circnito de
retroalimentacién positiva podria Ilevar a 1a muerte celular.

Este modelo da cuenta de los cambios en la expresion de los transportadores. Para explicar

los cambios que se observan a nivel de mensajeros se requieren mas estudios.
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5.  RESUMEN Y CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que aminocromo, un metabolito de la oxidacion de DA,

precursor de la neuromelanina, a concentraciones micromolares:

. Inhibe el complejo I mitocondrial. Esto fue observado tanto en cultivos de células

SH-SY5Y tratados , como en mitocondrias aisladas.

. Disminuye los niveles de ATP, efecto similar al producido por los inhibidores del

complejo I MPP+ y rotenona.

. Induce un aumento en la incorporacion y la acumulacion de Fe, consistente con el
4

observado aumento de la expresion de DMT1 y la disminucién de FPN1.

Los resultados de este trabajo apoyan el rol de aminocromo como toxina endégena que

inhibe la actividad mitocondrial afectando la homeostasis de Fe induciendo su

acumulacioén.
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