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ABSTRACT

Little is known about the neuronal processes in which iron is involved, including its
effects on signal transduction and synaptic plasticity. Iron, potentially toxic, reacts
with hydrogen peroxide generating the highly reactive hydroxyl free radical (OH-).
However, Reactive Oxygen Species (ROS) have been shown to play a critical role
as signaling molecules during synaptic plasticity (SP) and memory formation and
they can also modulate the activity of the ryanodine (RY) receptor (RYR), an
endoplasmic reticulum calcium channel involved in physiological calcium release
that can be activated in neurons by selective redox modification of thiols. In
particular, SH-modifying reagents have been shown to activate calcium release
from RY-sensitive stores. Calcium (Ca®")- induced Ca*? release (CICR) is critical
for the induction of SP, but the factors that control Ca®* handling and the molecular
mechanisms how ROS under physiological conditions affect RYR in neurons are
largely unknown. Using PC12 and hippecampal cells in culture, the oxidative effect
of iron on RYR-mediated Ca®" signaling and activation of the Ca®*-sensitive
RAS/ERK pathway was studied, as well as its role in modifications of synaptic
strength during neuronal activity in a model of hippocampal brain slices. Incubation
of cultures with NMDA produced a sustained increase in the intracellular calcium
concentration, estimated by using the Ca**-specific dye Fluo 3-AM. This sustained
increase was abolished by the iron chelator deferrioxamine (DFO), by the hydroxyl
scavenger mannitol (MAN) or by uM RY, a highly selective blocker of RYR,
suggesting that iron and hydroxyl radicals are involved in this effect through the
release of calcium from RY-sensitive intracellular stores. Consistently and given

the high RYR redox sensitivity, treatment of hippocampal cells with iron increased




the frequency of Ca'*? signal occurrence. The iron-evoked events were blocked by
RY, an indication that activation of RYR underlies the Ca?" release. Iron and
NMDA also activated the ERK/CREB pathway. Activation resulted in
phosphorylation and nuclear translocation of the ERK1/2. Both phosphorylation
and nuclear translocation were abolished by deferrioxamine, mannitol or
ryanodine, an indication that iron and hydroxyl radicals are involved in the
activation of this signal transduction pathway thought the release of calcium from
cellular stores. We have found that incubation of hippocampal slices with DFO
generated LTD-like responses and inhibited the induction of LTP. In contrast, iron
incubation (100 uM) produced LTP- like responses. Perfusion with iron (20 pM) for
10 min before a single tetanus produced a lasting LTP that was significantly
greater than that produced by one-train tetanus alone. In summary, our results
suggest that iron s involved in the generation of LTP while its deficiency results in
LTD and those iron-induced elementary events from RY-sensitive Ca®* stores such
as those described in this study can be initiated by iron- generated ROS during
neuronal activity. This action is possibly initiated by iron-mediated oxidative
stimulation of the RYR calcium channels, which in turn activates the MAPK/CREB
pathway. These results suggest an important role for iron in the establishment of

cognitive processes.
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RESUMEN.

Los procesos neuronales en los cuales hierro esta involucrado son poco
conocidos, incluyendo su efecto en fransduccion de sefiales y plasticidad sinaptica
(PS). El hierro y las especies reactivas del oxigeno (ROS: Reactive Oxygen
Species) han sido asociados a estrés oxidativo, envejecimiento y ciertas
enfermedades neurodegenerativas, debido a que el hierro reacciona con peroxido
de hidrégeno generando el radical libre altamente reactivo hidroxilo (OH+). No
obstante, ha sido reportado que las ROS juegan un papel critico como segundos
mensajeros durante PS y formacién de memoria. Por otro lado, en neuronas y en
otros tipos celulares el receptor de ryanodina (RYR), un canal de calcio ubicado en
el reticulo endoplasmatico que media la liberacion de calcio en respuesta a calcio,
puede ser activado por ROS mediante modificaciones del estado redox de tioles
en este canal, modulando asi su actividad. La liberacion de calcio inducida por
calcio (CICR: Calcium (Ca?")- induced Ca™ release) mediada por RYR es critica
para la induccion de PS. En neurcnas, los mecanismos moleculares de cémo las
ROS afectan RYR bajo condiciones fisioldgicas son desconocidos. Puesto que la
via ERK/MAPK, de demosirada importancia para la PS, es sensible a cambios en
la frecuencia y amplitud de los aumentos de la concentracion intracelular de calcio
libre y ademas es activada por ROS, en este trabajo estudiamos el efecto
oxidativo del hierro en la sefializacion de calcio dependiente de RYR y en la
activacion de la via sensible a calcio Ras/ERK/CREB usando células PC12 vy
neuronas hipocampales en cultivo, asi como también la funcion del hierro en el
fortalecimiento sinaptico durante actividad neuronal usando rebanadas de

hipocampo. Incubaciones de los cultives neuronales con N-methyl-D-aspartate
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(NMDA) produjo un sostenido aumento de la concentracién de calcio intracelular,
estimado usando la sonda sensible a calcio Fluo 3-AM. Este incremento fue
inhibido por el quelante de hierro desferroxamina (DFO), por el atrapador del
radical libre hidroxilo manitol (MAN) o por concentraciones UM de ryanodina (RY),
un blogueador altamente selectivo de RYR usada en este rango de
concentraciones, sugiriendo que hierro y en particular las ROS generadas por
hierro estan involucradas en este efecto a través de la liberacion de calcio desde
compartimentos intracelulares sensibles a RY. Consisientemente y dada la fuerte
modulaciéon redox de RYR, en cultivos neuronales sometidos a tratamiento con
hierro fue posible observar un aumento en los eventos de calcio. Los eventos de
calcio evocados por hierro fueron bloqueados por RY, indicando que es RYR esta
involucrado en estos aumentos. Mediante el uso de un anticuerpo especifico que
detectan la forma activa de ERK, enconiramos que tanto hierro como NMDA
indujeron una robusta activacion de la via Ras/ERK/CREB que resulté en la
fosforilacién y la translocacién nuclear de ERK. Preincubando las células
neuronales con DFO, MAN o RY se logré prevenir tanto la fosforilacion como la
translocacion de ERK, indicando que el hierro y los radicales OH- estan
involucrado en la activacion de esta via de transduccion de sefiales a través de la
liberacién de calcio desde depésitos intracelulares sensibles a RY. Usando una
aproximacion electrofisioldgica encontramos que DFO inhibe la transmision
sinaptica en la zona CA1 de rebanadas de hipocampo, generando una respuesta
tipo LTD; este efecto de DFO ocurre a nivel post-sinaptico y requiere de NMDAR
funcionales, pues no ocurre en presencia de un bloqueador especifico de NMDAR.

Ademas, DFO inhibe la LTP inducida por cuatro frenes de estimulacion de alta
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frecuencia. Junto con esto, el sélo hecho de incubar rebanadas de hipocampo con
alto hierro produjo un aumento de la transmision sinaptica (tipo LTP) ademas de
estimular la fosforilacion de ERK: ambos efectos no ocurren en rebanadas
preincubadas con DFQO. Finalmente, una concentracién de hierro que no induce
cambios en la transmisién sinaptica basal, transformd a una potenciacion
transitoria, inducida por un solo tren de estimulacion de alta frecuencia, en una
mas persistente. En resumen, nuestros resultados sugieren que el hierro esta
involucrado en la completa expresion de LTP mieniras que su déficit resulta en
LTD y por otro lado soportan [a idea que la liberacion de calcio desde
compartimentos sensibles a RY pueden ser iniciados por ROS generadas por
hierro durante actividad neuronal. Esta accién es posiblemente iniciada por
estimulacidon oxidativa mediada por hierro sobre el RYR, la cual a su vez activa la

via Ras/ERK/CREB.
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1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
1.1.1. Especies reactivas del oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) incluyen radicales libres que
poseen un electrdn no apareado, como el anidén superdxido (O27) v el radical
hidroxilo (OH-): entre las ROS se incluyen, ademas, ofras especies no radicalarias
que contienen un oxigeno reactivo, tales como perdxido de hidrégeno (H20,). Las
ROS han sido tradicionalmente estudiadas como mediadores de dafio celular y
apoptosis (Coyle & Puttfarken, 1993; Guyton et al.,, 1996; Mattson et al., 2001;
Thannickal et al., 2000) sin embargo, estudios mas recientes indican que también

un papel como mediadoras de sefiales fisiclagicas.

Las ROS son productos normales del metabolismo celular, pues la cadena
de transporte de electrones de la mitocondria produce el anion superéxido como
sub-producto. Se estima que el 2% de los electrones que pasan por este sistema
se fugan y reaccionan con el oxigeno del ambiente intramitocondrial, produciendo
02" (Chance ef al., 1979). El O,” dismuta a H,O; ya sea en forma espontanea o
mediante una reaccion catalizada por la enzima superdxido dismutasa (SOD). Si
bien el anion superoxido no es permeable, el H.0; si lo es. Esto hace que el H.0»
sea el ROS predominante generado por el metabolismo celular (Banci et al., 1993;
Bielski & Allen, 1977; Bielski & Cabelli, 1991; Bielski et al., 1985; Bolann et al.,

1992; Ellerby et al., 1996; Getzoff et al., 1992; Klug et al., 1972).




0, + 0, +2H" — H,0, + 0, Kvelocidad: 3 X 10° M1
SOD-Cu™ + 0, +2H* — SOD-Cu?" + H,0; Kustociqad: 2 X 10° M1s™

1.1.2. El hierro como productor de ROS

El hierro es un elemento generador de radicales libres debido a su
participacion en reacciones de un electron y a su flexibilidad para cambiar su
potencial de reduccion seglin el ligando al que esté unido. En particular, mediante
una reaccién no-enzimatica conocida como reaccién de Fenton, el hierro en su
estado reducido (Fe*") media la conversién de H,O,, que posee un moderado

potencial reductor, al radical libre hidroxilo que es altamente reactivo:

Fe?* + H,0s — Fe®t + OH" + HO-

Similarmente, en presencia de oxigeno el ambiente reductor intracelular
favorece la reaccion de Fe** con el oxigeno molecular, generando el anidén

superdxido en una reaccidon conocida como reaccion de Haber-Weiss:

F82+ + O Fe3+ + 0y°

El Fe** producido en ambas reacciones es nuevamente reducido a
Fe?* por reductores celulares, como ascorbato y glutation reducido (GSH),
comportandose como un catalizador de la produccion de radicales libre hidroxilo y
anion superoxido. No existe un mecanismo de detoxificacién para el radical

hidroxilo, de manera que una vez producido reacciona rapidamente con




componentes celulares como lipidos, proteinas y ADN (Gutteridge & Halliwell,
2000; Hauptmann & Cadenas, 1997).

Para mantener el hierro dentro de un rango de concentraciones que le
permita ejercer sus funciones fisiologicas e impedir la formacion de radicales
libres, las células de mamiferos (incluyendo las neuronas) poseen un mecanismo
de regulacion post-transcripcional conocido como sistema homeostatico IRE/IRP
(Iron Responsive Element / fron Regulatory Protein). Este sistema es activado por
bajas concentraciones de hierro, induciendo la expresién del receptor de
transferrina y probablemente del transportador de entrada de-hierro DMT1 (Hentze
& Kiithn, 1996, Hubert & Henize, 2002). El sistema IRE/IRP es también activado
por estrés oxidativo, incluyendo el generado por hierro, llevando a la desregulacién
de la homeostasis de hierro (Nufiez et al., 2003).

En neuronas, la actividad pro-oxidante del hierro no es necesariamente
perjudicial, mas aun, puede ser esencial si es mantenida dentro de limites
fisiologicos. Es asi como las células de neuroblastoma SHSY5Y crecidas en un
medio con bajo hierro exhiben alteraciones en su excitabilidad, lo que incluye una
reduccion en el potencial de membrana basal y en las corrienies evocadas por
pulsos de voltajes despolarizantes (Mura et al., en prensa). Una explicacion a
estos hechos podria encontrarse en la posible contribucion del hierro a mantener
un “tono redox”” en neuronas. Sin embargo, aungue el hierro parece ser
esencial para la funcién neuronal normal, su acumulacion es una fuente de dafio
celular mediado por ROS (Nufez-Millacura et al., 2002; Nufiez et al., 2004).

Junto con el aumento en el estrés oxidativo asociado a niveles elevados de hierro,




se produce una reduccion del contenido de GSH en células SHSYS5Y, lo cual
resulta en una disminucién en el potencial de reduccién medido por la razédn
GSH/GSSG (glutation oxidado) (Nunez et al., 2004). Lo anterior trae como
consecuencia una masiva muerte celular que correlaciona con cambios en el
potencial redox celular a valores mas positivos que -300 mV (Nufiez et al., 2004).
Notoriamente, un porcentaje de la poblacion celular logra adaptarse y sobrevivir
aumentando su contenido de GSH atin bajo condiciones de sobrecarga de hierro
(Aguirre et al., 2006). De esta forma, el hierro es un elemento que posee dos
caras, pues es esencial y también potencialmente t6xico para las células
neuronales. la toxicidad es producida en células que no pueden detener la
acumulacion de hierro a través del sistema IRE/IRP, generando un circulo vicioso

de “hierro - estrés oxidativo - actividad IRP” (Nufiez-Millacura et al., 2002). En

este contexto, es importante destacar que durante los Ultimos afios se ha
establecido una relacién causal entre la acumulacion de hierro, con el inherente
estrés  oxidativo asociado a esta acumulacién, vy enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis lateral
amiotrofica y el mal de Parkinson (Ali et al., 2006; Berg et al., 2001; Calabrese et
al., 2005; Egafia et al., 2003; Fernaeus et al., 2005; Jellinger, 1999; Mandel et al.,
2005; Mundy et al., 1997; Oshiro et al., 2000; Traver et al., 2005; Sayre et al.,

2005; Shoham & Youdim, 2000}




1.1.3. ROS y funcién neuronal.

Si bien las ROS pueden producir dafio celular, se sabe que cuando son
generadas en bajas conceniraciones por reacciones enzimaticas o mediante
interacciones quimicas, regulan importantes procesos como ¢&iclo celular,
transcripcion génica y plasticidad sinaptica (PS), entre ofros (Akopian & Walsh,
2006; Chiarugi, 2003; Hu et al., 2006; Kamsler & Segal, 2004; Knapp & Klann,
2002; Liu et al., 2002; Mattson & Liu, 2002; Serrano & Klann, 2004; Thiels et al.,
2000; Walin et al., 2005; Yermolaieva et al., 2000). El concepto de que las ROS
participan en cascadas de sefializacion es reciente. No obstante, una serie de
factores de transcripcion, moléculas involucradas en fransduccion de sefales,
receptores y canales ionicos son sensibles al estado redox celular (Coelho et al.,
2002; Griendling et al., 2000; Lee & Esselman, 2002; Lee & Helmann, 2006; van
Montfort et al., 2003; Yan et al., 2006). De esta manera, las ROS generan un
determinado “tono redox” celular que determina la funcionalidad de componentes
moleculares sensibles a este tono. En particular, fluctuaciones transitorias de ROS
regulan los estados reducidos u oxidados de ciertos aminoacidos (cisteinas y
tirosinas) en las proteinas antes sefialadas, regulando asi su funcion.

El rol del calcio como segundo mensajero en la regulacién de cascadas
intracelulares ha sido extensivamente estudiado y es bien conocido (Berridge et
al., 2000; Brini & Carafoli, 2000; Komnbhauser et al., 2002; Tao et al., 1998). Sin
embargo, existe una interrelacion entre la sefializacion mediada por calcio y ROS

que es bastante menos conocida y que puede modular la activacidn diferencial de




vias de sefalizacion (Camelio-Almaraz et al., 2006; Chiarugi, 2003; Ischiropoulos,
2001; Liu et al., 2002; Martindale & Holbrook, 2002; Parkash et al., 2006; Squier,
2001; Touyz, 2005; Yan et al., 2006). Aunque fos mecanismos celulares que
regulan esta interrelacion se desconocen en detalle, la activacién conjunta por
ROS y calcio de la liberacion de calcio de depdsitos intracelulares mediada por
receptores de ryanodina (RYR) podria jugar un papel importante en la interrelacion
entre la sefializacién mediada por calcio y ROS. Tanto las ROS como las especies
reactivas del nitrogeno (RNS) juegan un papel central entre los multiples
componentes celulares que regulan la actividad de RyR, y que incluyen ademas
ATP, H*, Ca?* , Mg?" , ADP ribosa ciclica (cADPR) y proteinas especificas como
quinasas y fosfatasas, (Hidalgo, 2005; Hidalgo et al., 2006; Fill & Copello 2002).
En particular, muchos estudios han reportado modificaciones de cisteinas en el
RyR por compuestos redox no fisiologicos (Aracena et al. 2003; Aracena-Parks et
al., 2006; Hamilton, 2005; Hidalgo et al., 2004; Hidalgo et al., 2005; Pessah et al.,
2002). Estos estudios han contribuido a entender como modificaciones en
residuos de cisteinas cambian la funcién de RYR afectando la liberacion de calcio
y ademas sugiere que las moléculas redox activas producidas endégenamente
podrfan modular la actividad del canal. En este aspecto, cabe destacar que en la
modulacién de RYR se ha involucrado a distintos radicales libres, como oxido
nitrico, anién superoxido e hidroxilo, ya sea por una accion directa de estos
radicales o bien indirectamente a través de reacciones quimicas enzimaticas o no
enzimaticas secundarias que producen especies no radicales de menor

reactividad, con tiempos de vida media mas largos pero con la ventaja de tener




una mayor capacidad de difusién comparada con la vida media de un radical libre
(Hidalgo et al., 2005; Jung et al., 2005; Kemmerling et al., 2006).

Actualmente existen algunos estudios que indican que la actividad de RYR
es altamente sensible a cambios en el estado redox celular (Hidalgo, 2005), y que
cambios en la razon glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG) ejercen
un marcado efecto en la actividad del RYR como canal de calcio (Hidalgo et al.,
2004). Estas propiedades del RYR han llevado a proponer a este canal de calcio
como un sensor redox intracelular (Eu et al., 2000; Hidalgo et al., 2005). Si bien se
ha mostrado que los mecanismos de oxido-reduccién celular modifican la actividad
del RYR, no se conocen el papel ni las consecuencias que pudiesen tener estas
modificaciones durante la actividad neuronal normal.

En este trabajo de tesis se propone estudiar el efecto de las ROS
generadas por hierro en la liberacion de calcio mediada por RYR durante la
actividad neuronal, y determinar, ademas, las consecuencias a nivel celular,
empleando como parametro la activacion de la via ERK/MAPK, para estudiar,
finalmente, como estas modificaciones a escala celular se correlacionan con
modificaciones de la eficiencia sinaptica, fendmeno involucrado en procesos de

orden cognitivo como la memoria y el aprendizaje en el SNC adulio.

1.1.4. Memoria y mecanismos celulares de plasticidad sinaptica.

La plasticidad sinaptica, definida como los cambios funcionales y

estructurales que ocurren en la sinapsis en respuesta a determinada actividad




neuronal, es critica para el procesamiento de informacién en el cerebro. Es
ampliamente aceptado que los cambios en las conexiones sinapticas definen
como las memorias son codificadas y almacenadas en el sistema nervioso central,
A nivel celular, se producen estos cambios cuando una neurona post-sinaptica
responde a una determinada estimulacién presinaptica, ya sea por despolarizacion
O bien por liberacién de neurotransmisores, lo que inicia una serie de cambios
metabdlicos en una o en ambas neuronas, activando finalmenie la expresion de
genes necesarios para permitir y consolidar cambios de largo termino. En su forma
mas general, la hipétesis que relaciona PS y memoria establece que: “Ia
plasticidad sinaptica dependiente de la actividad neuronal es inducida en ciertas
sinapsis durante la formacion de memoria, y esta es necesaria y suficiente para
almacenar informacion, delineando el tipo de memoria involucrada por el area def

cerebro en la cual se observa plasticidad” (Kandel & Schwartz, 1982; Lynch &

Baudry, 1984; McNaughton & Morris, 1987: Morris & Frey, 1997). De esta
hipétesis se puede colegir que existen distintos tipos de memoria, mediados por
distintas zonas del cerebro.

La PS puede manifestarse como un aumento o un descenso en la eficiencia
sinaptica, denominadas, respectivamente, potenciacion de largo término (LTP:
Long-Term Potentiation) o depresion de largo término (LTD: Long-Term
Depression).  Si estos cambios ocurren en las mismas sindpsis que son
estimuladas, estas se denominan sinapsis homo-sinapticas, y hetero-sinapticas si
los cambios ocurren en sinapsis distintas de donde se produce la estimulacion.

Existen variadas interrogantes que no se pretenden abarcar en esta tesis,




como por ejemplo, analizar qué tipos de LTP estan involucradas en la formacién
de memoria, cuales son las propiedades de LTP relevantes a memoria; si ambos
procesos LTD y LTP estan involucrados o qué tipos de aprendizaje pueden ser
mediados por LTP o LTD. Este trabajo mas bien apunta a estudiar los
mecanismos celulares que permiten la induccién, expresion y permanencia en e
tiempo de estos procesos.

Los mecanismos celulares y moleculares de LTP y LTD han sido
extensivamente estudiados en el hipocampo, area implicada en la formacion de
memoria espacial en ratas y en humanos. En el hipocampo, muchas formas de
plasticidad, en particular LTP y LTD homo- y hetero-sinapticas, requieren para su
induccién de un incremento de la concentracién de calcio en la neurona
postsinaptica. Este aumento de calcio puede ser iniciado por influjo de calcio
desde el espacio extracelular via receptores de glutamato del tipo N-methyl-D-
aspartate (NMDA) o a través de canales de calcio dependiente de voltaje (CCV).
Debido a la conocida dependencia de calcio del proceso de aprendizaje, junto al
hecho que la entrada de calcio mediado por los receptores de NMDA (NMDAR) ha
sido bien establecido en la zona CA'l del hipocampo, mucho de! trabajo
experimental concerniente a la posible funcion de LTP en aprendizaje se ha
focalizado en LTP dependiente de NMDAR (Baker & Kim, 2002; Gould & Lewis,
2005; Jia et al., 1998; Torras-Garcia et al., 2005). Estos trabajos han mostrado que
bloqueando farmacoldgicamente los NMDAR se pueden detectar alteraciones
tanto en PS como en aprendizaje (Fanselow et al., 1994; Gouid & Lewis, 2005;

Mao et al., 2006; Torras-Garcia et al., 2005; Toyoda et al., 2005). En forma
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similar, en un ratén mutante modificado genéticamente en la sub-unidad R1 de los
NMDAR se .aprecian alteraciones en PS y en memoria espacial que se
correlacionan con alteraciones en LTP o LTD (Collingridge & Bliss, 1995).

Las formas de plasticidad dependientes de NMDAR incluyen la clasica LTP
asociativa entre la via perforante y el giro dentado y entre las neuronas de la zona
CA3 y CA1, la potenciacion de corto término (STP: Shori-Term Potentiation) y
finalmente la PS asociada al acoplamiento entre los potenciales excitatorios
postsinapticos (EPSPs: Excitatory Post Synaptic Potentials) y los potenciales de
accién. Existen también formas de plasticidad que son independientes de los
NMDAR, como la LTP que ocurre entre las fibras musgosas del giro dentado y las
neuronas de la regién CA3 del hipocampo. Ademas, la potenciacion post-tetanica
(PTP: Post Tetanic Potentiation) y la facilitacion por pulsos pareados (PPF: Paired-
Pulse Facilitation), ambas formas de plasticidad de corio término, son otros
ejemplos de plasticidad independientes de NMDAR que se generan pre-
sinapticamente (Bender et al., 2006; Duguid & Sjostrom, 2006; Lauri et al., 2006;
Nicholls et al., 2006). Existe también un niimero de formas de PS independientes
de NMDAR que pueden ser inducidas por una breve aplicacion de ciertos factores
de crecimiento o neurotransmisores, como BDNF (brain-derived neurotrophic
factor), acetilcolina y norepineftina (Kirkwood et al., 1999; Wibrand et al., 2006)

En las sinapsis glutamatérgicas, el glutamato liberado desde las vesiculas
presinapticas, difunde a través de [a hendidura sinéptica para luego unirse a los
receptores de a-amino-3-hydroxy-5-methvlisoxazole-4- propionic acid (AMPA) y

NMDAR frecuentemente colocalizados en la membrana postsinaptica. La
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activacion de los receptores de AMPA (AMPAR), permite la entrada de sodio vy la
salida de potasio, causando una pequefia corriente postsinaptica excitatoria que
provoca pequefios cambios transitorios despolarizanies en el potencial de
membrana, llamados potenciales postsinapticos excitatorios (EPSP). Bajo
condiciones de reposo, un ion Mg® en el poro del NMDAR bloquea la conduccion
de iones a través de este canal. Sin embargo, con una fuerte despolarizacion,
tipicamente alcanzada durante un tren de actividad presinaptica de alta frecuencia
o bien mediante la inyeccion directa de corriente a la neurona postsinaptica, el
Mg* es liberado del poro del canal y el NMDAR se abre permitiendo la entrada
sodio y de calcio al terminal postsinaptico (Emptage et al.,1999),

Existe controversia respecto al mecanismo responsable de los cambios en
los EPSP duranie este tipo de eventos. Un aumento de los EPSP puede ser
consecuencia tanto de una mayor concentracion de glutamato en la sinapsis como
de una mayor sensibilidad al glutamato por parte de la neurona postsinaptica. De
este modo, mecanismos pre y/o post-sinapticos pueden iniciar los cambios en la
intensidad sinaptica. La neurona presinaptica puede liberar mayor o menor
namero de vesiculas (aumento o descenso en la probabilidad de liberacion de
vesiculas). Alternativamente, la eficacia sinaptica puede ser incrementada o
disminuida postsinapticamente, por un aumento o descenso en el nimero de
receptores disponibles en la membrana (Lee et al., 2000). Al parecer, diferentes
condiciones de estimulacion favorecen uno u otro de estos mecanismos. La LTP
puede ser inducida por un tren de estimulacion de alta frecuencia de actividad

presinaptica, en fanto que un largo tren de baja frecuencia induce LTD. Este
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efecto diferencial puede ser atribuido a diferencias en la duracién y concentracion
de calcio libre postsinaptico (Franks & Sejnowski, 2002; Gall et al., 2005; lsmailov

et al., 2004, Johnston et al., 2003).

1.1.5. Calcio en plasticidad sindptica.

Un aumento prolongado (>60 segundos) del calcio intracelular a bajas
concentraciones {~0.7 tM) produce LTD; en cambio, un aumento mayor de calcio
(~10 uM) por tiempos cortos (~3 segundos) produce LTP (Berridge et al., 2000). Si
bien la entrada -de caicio inicia la respuesta neuronal frente a un estimulo
determinado, en axones y terminales nerviosos el calcio puede también provenir
de ofras fuentes, como el reticulo endoplasmico (RE) y las mitocondrias. Pese a
que se conocen desde hace afios inhibidores especificos para prevenir la salida
de calcio desde estos compartimentos, solo se han ocupado recientemente para

explorar si el calcio que proviene de estas fuentes participa en PS.

1.1.6. El receptor de ryanodina

La salida de calcio desde el RE es mediada por dos tipos de canales de
caicio: los receptores de [P3 (IP3R) y los receptores de ryanodina (RYR). Si bien
ambeos median la salida de calcio desde el RE en un proceso conocido como
liberacion de calcio inducida por calcio (CICR: calcium-induced calcium release),

este proceso se asocia principalmente a RYR. Mediante CICR estos canales, al
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ser activados fisioldgicamente por calcio, responden al influjo de calcio liberando
mas calcio. El hecho que el RYR sea activado por calcio le confiere [a propiedad
de amplificar la sefal de calcio, jugando un papel clave en algunos tipos de LTP.
Sin embargo, la activacion de RYR por calcio parece depender del estado redox
de RYR, pues in vitro los canales muy reducidos no responden a calcio {Hidalgo,
2005; Hidalgo et al., 2004).

En mamiferos, el RYR posee al menos tres subtipos, que se han
identificado en musculo esquelético (subtipo 1, RYR1), en musculo cardiaco
(subtipo 2, RYR2) y en cerebro (subtipo3, RYR3). En cerebro se expresan todos
los subtipos, sin embargo el mas abundante es el subtipo RYR2. Se ha observado
que los ARN mensajeros que codifican para las distintas isoformas son altamente
expresados en el hipocampo, y en particular en las espinas dendriticas de la zona
CA1. De este modo, se ha establecido que la CICR desde compartimentos
intracelulares, mediada por RYR, podria ser un evento necesario para la induccion
de PS, al menos en el hipocampo (Bardo et al., 2006; Kubota et al., 2005; Shimuta
ef al., 2001).

Una posible participacion de los compartimentos intracelulares y de CICR
en los aumentos de calcio evocados sinapticamente ha sido sugerida previamente
(Emptage et al., 1999; Emptage et al., 2001; Petrozzino & Pozzo, 1995; Schiller et
al., 1998). lLas sefales de calcic evocadas sinapticamente en las espinas
dendriticas de neuronas hipocampales, se ha podido estudiar usando técnicas de
alta resolucion espacial y temporal mediante microscopia confocal (Emptage et al.,

1999). Inicialmente, los aumentos globales de calcio fueron atribuidos solo a un

13




influjo desde el espacio extracelular, ya que bloqueando tanto los AMPAR como
los NMDAR con antagonistas especificos se logra prevenir estos aumentos. Sin
embargo, usando compuestos que bloquean la salida de calcio desde
compartimentos internos, en particular desde fuentes sensibles a ryanodina (RY),
se logra prevenir los aumentos globales de calcio pero el influjo de calcio puede
ser igualmente detectado. De esta forma, la estimulacion sinaptica activa NMDAR
produciendo entrada de calcio desde el espacio extracelular, la que estimula la
salida de calcio desde el RE a través de CICR, induciéndose ya sea LTP o LTD.
Es también sabido que la maguinaria estructural y molecular que permite CICR se
encuentra presente en dendritas, espinas dendriticas y en filopodios dendriticos de
neuronas hipocampales cultivadas (Bardo et al.,, 2006), de tal forma que la
aplicacion de agonistas de RYR, como cafeina, inducen elevaciones de calcio,
ademas de aumentar el numero y el area de superficie de las espinas {Korkotian &
Segal, 1999).

La liberacion de calcio desde compartimentos sensibles a RY y a
tapsigargina que se observa en espinas dendriticas durante estimulacion de alta
frecuencia, apoya un papel importante de CICR en PS. Oiros estudios han
demostrado que al inhibir la bomba de calcio del RE con acido ciclopiazonico
(CPA), lo que induce el vaciamiento de este depésito, se reduce la amplitud de los
aumentos de calcio inducidos por actividad neuronal (Seidler et al., 1989), lo que
apoya la participacion de CICR. Por otro lado, la capacidad de RY de blogquear
estos aumentos indica que CICR es mediada por RYR. Finalmente, los

bloqueadores de CICR no tienen efecto en la amplitud de EPSP ni en las
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respuestas dependientes de NMDAR aislado (Emptage et al. 1999). Por lo tanto,
RY solo reduce los aumentos de calcio provenientes desde compartimentos
intracelulares sensibles a RY sin afectar la entrada de calcio que puede ser

igualmente detectada por estas metodologias (Emptage et al. 1999).

1.1.7. Via ERK / MAPK en plasticidad sinaptica y memoria.

En la seccidn anterior se describieron los mecanismos involucrados para
alcanzar postsinapticamenie una determinada concentracion de calcio,
permitiendo la induccién de LTP o bien de LTD. A continuacion se describiran
ciertos procesos bioquimicos involucrados en PS, que son desencadenados por la
sefial de calcio y que permiten la induccion, expresién y permanencia temporal de
algunos tipos de LTP,

En general, las variaciones en el calcio postsingptico estimulan proteinas
quinasas y fosfatasas, modificando su estado de fosforilacion en residuos de
serina y treonina, eventos bioquimicos que se consideran esenciales para la
iniciacion y permanencia en el tiempo de LTP o de LTD, respectivamente. La
CICR desde compartimentos celulares sensibles a ryanodina tiene una especial
relevancia debido a que las proteinas quinasas involucradas poseen una baja
sensibilidad por calcio, lo que hace necesario alcanzar una concentracion
suficientemente alta de calcio libre para activar estas proteinas.

El aumento de calcio en la neurona postsinaptica activa diferentes

cascadas, como las proteinas quinasas dependiente de calcio/ caimodulina Il y [V
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(CaMK 1I/IV) y la cascada de ERK1/2, las que a su vez activan |a transcripcion de
genes involucrados en PS. En este contexto, el factor de transcripcion CREB ha
sido foco de atencion por su importante papel en expresion génica dependiente de
actividad neuronal y por su contribucién en memoria y aprendizaje (Kornhauser et
al., 2002; Silva et al., 1998). La permanencia temporal de la fosforilacion de CREB
determina el rango de genes afectados (Kornhauser et al., 2002). La fosforilacion
de CREB en su residuo Serina 133 puede ser mediada por CaMK-ll y CaMK-IV,
sistema de fosforilacion que responde rapidamente al influjo de calcio pero solo en
forma transitoria. Por otro lado, ERK /MAPK, una familia de proteinas Ser/Thr
quinasas, esta involucradas en la regulacién de un amplio rango de procesos
celulares, incluyendo PS (Dajas-Bailador et al., 2002: Dugan et al., 1997; Ekinci et
al., 1999; English & Sweatt, 1997; Guyton et al., 1996; Lander et al., 1996; Regan
et al., 2001; Rothstein et al., 2002; Thiels et al., 2002). La via ERK/MAPK se activa
tardiamente en respuesta a alzas en el celcio citosdlico fosforilando CREB en una
etapa posterior a la fosforilacion inducida por CaMK 11/1V (Kornhauser et al., 2002).
Algunos autores han reportado que, a diferencia de CaMK H/IV, la via MAPK/ERK
lo hace en una forma mas prolongada de tal forma que este sistema puede mediar
efectos mas duraderos en el tiempo permitiendo la consolidacidn de cambios de
largo término necesarios para perpetuar la memoria y el aprendizaje. Sin embargo,
es necesario determinar con mayor precision Ia importancia relativa de las
distintas vias de fosforilacion de CREB para la expresion génica (Tao et al., 1998;
West et al., 2001).

La capacidad de la via ERK/MAPK de integrar sefiales coincidentes y de

16




transducir la magnitud de estas sefiales hacia respuestas espacio-temporales,
apoya la participacidn de esta via en la PS del sistema nervioso central. El nexo
entre MAPK, plasticidad sinaptica y memoria proviene de la observacion que los
componentes de esta via estan altamente expresados en areas de! cerebro
implicadas en memoria y aprendizaje, como la amigdala, la corteza vy el
hipocampo (Cannich et al., 2004; Chwang et al., 2006; Banko et al., 2004; Botreau
& Gisquet-Verrier, 2006; Hugues et al., 2006; Kelleher et al., 2004; Trifilieff et al,,
2006). Ademas, en la zona CA1 del hipocampo, algunos tipos de LTP estan
asociados a una activacion de ERK/MAPK, cuyo efecto es bloqueado parcialmente
por inhibidores de MEK, una quinasa activadora rio arriba de ERK (Kushner et al,,
2005; Nakamichi et al., 2002; Shalin et al., 2004; Shalin et al., 2006; Sweatt, 2004;
Villarreal & Barea-Rodriguez, 2006). Por Uultimo, existen paradigmas de
aprendizaje que permiten evaluar distintos tipos de memoria en ratas, y que han
permitido estudiar la participacion de MAPK en la formacion y consolidacion de la
memoria. Al respecto, el condicionamiento contextual al miedo, un paradigma
dependiente del hipocampo, produce un marcado aumento en la activacion de
ERK/MAPK en ratas sometidas a este tipo de condicionamiento asociativo (Atkins
et al., 1998). Utilizando el laberinto acuatico de Morris (Morris Water Maze), otro
tipo de paradigma también dependiente del hipocampo que mide la orientacion
espacial de un animal entrenado, se ha logrado determinar un aumento en la
fosforilacion de ERK/MAPK especificamente en el hipocampo dorsal, region del
cerebro requerida para el aprendizaje de tipo espacial (Blum et al., 1999).

Junto con la evidencia bioquimica, existe evidencia genética tanto en
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invertebrados como en vertebrados de la importancia de la via ERK/MAPK en
plasticidad sinéptica y memoria. Mutantes de Drosophila y ratones transgénicos
que presentan alteraciones en la via Ras/MAPK muestran un déficit en la
formacién de memoria asociativa en ciertos paradigmas de aprendizaje (Brambilla
et al., 1997).

Los datos anteriores indican que la via ERK/MAPK tiene un importante
papel en PS. Sin embargo, las vias que conducen a la activacién de ERK/MAPK
son exiremadamente complejas. En particular, la via ERK/MAPK es sensible a
cambios en la amplitud y la frecuencia de los cambios de la concentracion de
calcio libre en el citoplasma, y posee ademas una fuerte dependencia del estado
redox celular (Knapp & Klann, 2002; Guyton et al., 1996; Liu et al., 2002; Thannical
et al., 2000; Thiels et al., 2000).

Estudios en distintas lineas celulares y en neuronas en cultivo muestran
que el peroxido de hidrogeno puede producir activacion de ERK (Crossthwaite et
al., 2002; Griendling et al., 2000; Guyton et al., 1996). Incluso, usando células PC-
12 se observo que la activacion de ERK mediada por peroxido se bloquea por
tratamientos con el antioxidante NAC, con el quelante de Fe?* o-fenantrolina o con
manitol (atrapador de radical libre hidroxilo). Esto indica que la formacién de
radicales libres generados por hierro podria participar iniciando una cascada de
sefalizacion redox que lleva a la activacion de ERK (Guyton et al., 1996). Este
hecho resulta de especial relevancia al momento de analizar la posible
participacion de ROS generadas por hierro en la activacion de ERK y su relacion

con PS.
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1.1.8. Especies Reactivas de Oxigeno en Plasticidad Sinaptica.

La activacion de NMDAR requerida para varias formas de PS en hipocampo
estimula la produccién de un nimero de segundos mensajeros, incluyendo entre
otros cAMP, oxido nitrico, acido araquiddnico y, por supuesto, el calcio discutido
en la seccién anterior. Recientemente, las ROS se han sumado a la lista de
moléculas generadas luego de la activacion de NMDAR (Bindokas et al., 1996;
Kishida et al., 2005).

El papel de ROS en modular la transmisién sinaptica es complejo y
depende de la concentracién y duracion del estimulo oxidante. En condiciones en
las que se promueve estrés oxidativo, la transmision sinaptica se encuentra
disminuida debido posiblemente a moadificaciones oxidativas irreversibles en
proteinas que participan en este proceso (Kamsler & Segal, 2003). Sin embargo,
luego de la induccién de LTP se ha podido detectar la generacion neuronal de
ROS (Knapp & Klann, 2002; Thiels et al., 2000). Esta observacion sugiere que las
ROS pueden ser necesarias para la induccion del fendmeno y, ademas,
indirectamente, relaciona la generacion de ROS con actividad neuronal normal.
Consistente con esto, ha sido reportada la necesidad de ROS tanto para PS como
para memoria y aprendizaje, como se resume a continuacion.

La activacion farmacoldgica de NMDAR resulta en la producciéon de O;°
(Bindokas et al., 1996), lo que podria considerarse un efecto secundario
indeseado de la actividad neuronal, con lo que surge la pregunta si la generacion

de Oz cumple alguna funcion fisioldgica. Al parecer, adscribirle al Oy sélo un
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efecto neurotoxico no es valido, pues cuando se inhibe la produccion de O,” se
inhibe notablemente la induccién de LTP (Knap & Klann, 2002; Thiels et al., 2000).
La produccion de Oy parece ser especifica para el NMDAR, debido
probablemente a que la maguinaria generadora de superdxido se encuentra
asoclada a estos receptores jonotropicos, lo que podria explicar la especificidad
del proceso (Tejada-Simon et al., 2005; Kishida et al., 2005). El complejo NAPDH
oxidasa es una fuente recientemente caracterizada que genera superdxido
durante la estimulacion de NMDAR en neuronas, particularmente a nivel sinaptico
(Tejada-Simon et al., 2005). Esta oxidasa ha sido ampliamente caracterizada en
células del sistema inmune (Babior, 2004; Cross & Segal, 2004). El hecho de que
la induccion de LTP sea bloqueada por secuestradores permeables e
impermeables de superoxido, y que cuando se incuban rebanadas de cerebro con
SOD, una enzima antioxidante que cataliza la remocidn de superdxido, se atenta
la induccion de LTP en el area CA1 del hipocampo (Knap & Klann, 2002; Thiels et
al., 2000) sugiere que el anion superéxido desempefia un papel importante en la
induccién de LTP. Consistente con lo anterior, en rebanadas de ratones
transgénicos que sobreexpresa;n la isoforma Cu/Zn-SOD es posible observar
alteraciones en LTP (Hu et al., 2006; Serrano & Klann, 2004). A diferencia de lo
que ocurre con LTP, en estos ratones mutantes la potenciacion post-tetanica
(PPT) y la potenciacién de corto término (STP) son insensibles a tratamientos con
atrapadores de radical superéxido, lo que indica que este radical no esta
involucrado en el mecanismo molecular que produce PPT o STP, y que el anién

superoxido puede jugar un rol central en la transduccion que se produce luego de
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la induccién de LTP (Knap & Klann, 200Z; Thiels et al., 2000). De esta forma, sl
anion superoxido puede ser producido como resultado de, o en conjuncidon con,
otras moléculas necesarias para el LTP.

Aunque diversos estudios han implicado al superoxido en activacion de
quinasas relacionadas con PS, como PKC y ERK, el mecanismo de accion del
superdxido no esta aun definido (Kanterewicz et al., 1998; Knapp & Klann, 2002;
Lee & Esselman., 2002). Aunque el superdxido puede mediar su efecto en PS, se
ha descrito también el efecto de otras ROS, como Hz0;, que impactan fuertemente
vias de sefializacion que modulan PS (Hu et al., 2006; Malinow et al., 1989;
Watson et al., 2002). La incubacién de rebanadas de hipocampo con la enzima
catalasa atenga el LTP, sugiriendo un rol para H0, en PS (Kamsler & Segal,
2003b; Kamsler & Segal, 2004; Watson et al., 2002; Yermolaieva et al., 2000).
Otros estudios electrofisiologicos dan cuenta de resultados contradictorios y de
dificil interpretacion, mostrando el grado de complejidad del efecto redox. Usando
rebanadas de hipocampo de rata se encontré que una alta concentracién de H,O»
(0.5-5 mM) reduce los EPSP tanto en sinapsis potenciadas como no potenciadas.
La exposicion a 20 uM H,0, no tiene ningln efecto en la expresion de LTP, pero
previene la induccion de un nuevo LTP y aumenta la LTD. Sorpresivamente, una
concentracion de 1 yM causa un aumento de dos veces en LTP comparado al
control en ausencia de peroxido y suprime el LTD. Otro importante efecto de la
baja concentracion de HxO, (1 uM) es la perdida de un tipo de LTP independiente
de NMDAR, que es inducido por bajas concentraciones de agonistas muscarinicos

(Kamsler & Segal, 2003a). Pareciera entonces que concentraciones altas de H,O»,
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muy improbables de ocurrir bajo condiciones fisiologicas, pueden dar origen a
reacciones oxidativas secundarias no relacionadas con una respuesta fisioldgica.
Por otro lado, concentraciones bajas de H;O, pueden ser parte del mecanismo
normal de induccién de LTP.

Dentro del contexto de niveles regulados de ROS como inductores de la
funcion neuronal, las reacciones de Fentnn y de Haber-Weiss que involucran al
anién superdxido y al peroxido de hidrogeno, podrian tener relevancia biologica,
pues [a primera traduce cambios en las concentraciones de perdxido en cambios
de radical hidroxilo, y la segunda puede generar o atrapar anién superoxido., Si
bien no existen estudios que relacionen directamente estos radicales generados
por hierro en fransmisidon sinaptica y PS, existen. datos clinicos que muestran que
la deficiencia de hierro durante la infancia tiene un fuerte impacto en algunas
funciones cognitivas relacionadas con PS, y que este efecto persiste en el
individuo adulto aunque se restauren sus niveles normales de hierro (Jorgenson et
al., 2005; McEchron & Paronish, 2005).

El hierro juega un papel especial en la funcion neuronal. En seres
humanos, la anemia por déficit de hierro se asocia con un menoscabo en el
desempefio de tareas motoras y mentales, asi como también con cambios
conductuales (Eden, 2005; Grantham-McGregor & Ani, 2001; Lozoff et al., 1991).
Mas aun, estudios realizados en animales han revelado que las ratas alimentadas
con una dieta baja en hierro durante etapas tempranas de su desarrollo poseen
alteraciones irreversibles en la funcidn cerebral, que estan asociadas a una

insuficiente mielinizacién (Beard & Connor, 2003), un establecimiento defectuoso
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del tracto dopaminérgico (Agarwal, 2001; McGahan et al,, 2005) y a un déficit
persistente de las capacidades sensoriales asociadas a los sistemas
hipocampales (Felt et al., 2006).

Los nifios con deficiencia de hierro (DH) presentan alteraciones cognitivas,
motaras y socio-emocionales. La DH durante estados tardios fetales o durante
estados postnatales tempranos es una condicion que causa deterioro del
aprendizaje y la memoria en seres humanos mientras permanece la condicién de
deficiencia, o incluso posterior a la suplementacion de hierro (Jorgenson et al.,
2005; McEchron & Paronish, 2005). En forma consistente con estas alteraciones
observadas, se ha demostrado usando ratas como modelo animal que la DH fetal
se traduce en significativas anormalidades estructurales y biogquimicas que pueden
predisponer la region del hipocampo a una electrofisiologia alterada. Ratas
sometidas a una condicién de deficiencia de hierro durante estados embricnarios o
bien durante estados postnatales tempranos no mostraron diferencias en Ia
transmision sinaptica basal al comparar ratas en dia postnatal (P) 15 y P30 en
condiciones de DH y ratas P15 y P30 con niveles normales de hierro, en la region
CA1 del hipocampo. Sin embargo, en el grupo DH no fue posible observar Ia
misma madurez sindptica alcanzada en ratas P65 normales durante el desarrollo.
También se observé que la PPF se encontraba alterada en el grupo con DH. Junto
con las observaciones anteriores se pudo comprobar que en este grupo Ia
expresion de LTP era menor tanto en P30 como P85 (Jorgenson et al., 2005). En
ofro estudio realizado en rebanadas de hipocampo provenientes de ratas P25 y

P37 con niveles normales de hierro y DH desde el dia gestacional 11 , No se logro
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mostrar alteraciones en PPF o LTP medidas en la regiones DG y CA1 (McEchron
& Paronish, 2005}, lo cual sugiere que la fisiologia de los centros cognitivos y de
aprendizaje en el cerebro, tales como el hipocampo, pueden estar comprometidos
diferencialmente por DH duranie el desarrollo y en las distintas zonas del
hipocampo.

Los mecanismos exactos que median estas alteraciones son iotalmente
desconocidos, aungue los autores asocian este efecto perjudicial de la carencia de
hierro para las funciones cognitivas a alteraciones en el SNC durante el desarrollo,
debido a que los animales con deficiencia de hierro duranie el embarazo
evidencian anomalias estructurales en las conexiones sinapticas. Si bien no han
sido explorados los posibles efectos de la carencia de hierro en el SNC adulto,
donde también ocurren cambios en las conexiones sinapticas similares a las
observadas durante el desarrollo, nuestro trabajo postula que el hierro puede jugar
un papel importante en la instauracion y la permanencia temporal de procesos
cognitivos, no solo participando a través de formar parte estructural de algunas
proteinas involucradas en la transmision sinaptica, sino también manteniendo un
estado redox celular adecuado para que ocurran los eventos necesarios para PS.

Resumiendo, la liberacion de calcio inducida por infiujos de calcio a través
de NMDAR en respuesta a actividad neuronal puede activar la via ERK/IMAPK,
que ademas posee una fuerte dependencia oxidativa. En esta via el hierro juega
un importanie papel, si bien las bases moleculares no estan definidas. El
conacimiento de la comunicacion cruzada entre los estimulos oxidativos mediados

por hierro y la liberacion de calcio desde compartimentos intracelulares sensibles a
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ryanodina, podria proporcionar nuevos elementos para entender el proceso de PS

y sus posibles alteraciones durante estrés oxidativo y envejecimiento.
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1.2. Hipétesis

Las ROS generadas por hierro durante la actividad neuronal participan
necesariamente en las cascadas de sefalizacién redox que modulan la

respuesta primaria de liberacion de calcio inducida por calcio via RYR.

1.3. Objetivo General

Determinar si ROS y radicales libres producidos por hierro modifican las
sefiales de calcio inducidas por actividad neuronal y generan patrones de
activacién de ERK/MAPK y estudiar la relevancia fisiologica de esta activacion en

plasticidad sinaptica.

1.4. Objetivos Especificos.

Objetivo 1: Determinar la inferaccién entre ROS mediadas por hierro y

fas senales de calcio.

1.1. Estudiar el efecto del hierro en la concentracion de ROS, como perdxido de
hidrégeno y el radical libre hidroxilo - especies involucradas en la reaccion de
Fenton - en células PC-12 indiferenciadas y en neuronas hipocampales de rata

cultivadas 10 a 14 dias en condiciones de reposo o estimuladas con NMDA.
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1.2.  Estudiar el efecto del hierro en la concentracién de calcio libre, en células
PC-12 indiferenciadas y neuronas hipocampales de rata cultivadas 10 a 14 dias en

condiciones de reposo o estimuladas con NMDA.

1.3. Estudiar la participacion de ROS generadas por hierro en la liberacidn de
calcio mediada por calcio desde compartimentos intracelulares sensibles a RY en

las distintas condiciones antes sefialadas.

Objetivo 2: Determinar las consecuencias celulares de la interaccién
enire ROS generados por hierro y las sefiales de calcio evaluando cambios

en la activacion de ERK/MAPK.

2.1.  Estudiar el efecto del hierro en la activacién de ERK 1 Y 2, en células PC-12
indiferenciadas y en neuronas hipocampales de rata cultivadas 10 a 14 dias, en

condiciones de repose y estimuladas con NMDA.
2.2, Estudiar el efecto transcripcional del hierro en la fosforilacién del factor de

transcripcion CREB, en neuronas hipocampales cultivadas entre 10 a 14 dias en

condiciones de reposo y estimuladas con NMDA.
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Objetivo 3: Determinar las consecuencias fisiolégicas de ROS generadas
por hierro en fenémenos de plasticidad sindptica (LTP o LTD)
correlacionandolas con cambios en la concentracién de calcio y en Ia

activacion de VIAPK.

3.1.  Determinar en rebanadas de hipocampo de rata y de raton el efecto
oxidativo del hierro en la induccién y/o duracién de LTP, evaluando posibles

alteraciones en estos procesos en presencia de DFO.

3.2. Determinar en rebanadas de hipocampo de rata y de ratoén si cambios en

las concentraciones de hierro producen cambios en la transmision basal.

3.3. Evaluar si hierro participa en la activacién de ERK / MAPK durante las
condiciones antes sefialadas en micro secciones de la zona CA1 en rebanadas de

hipocampo.

(Este objetivo se realiz6 en los laboratorios del Dr. Alfredo Kirkwood, Department
of Neuroscience, Mind/Brain Institute, Johns Hopkins University, Baltimore, USA y
del Dr. Eric Klann, Baylor College of Medicine, Texas Medical Center, Houston,

USA).
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. MATERIALES.

2.1.1. Reactivos Generales.

De Sigma Chemical Co. (Saint Louis, USA) se obtuvieron: Tris base, buffer fosfato
salino (PBS) Dulbeco, NP-40, Hepes, PMSF, B-mercaptoetanaol. Desferoxamina
‘Mesilato, EDTA-Na, Dithiothreitol, &cido borico, NaCl, KCI, Na;HPO,, KH,PO.,,
NaOH, H20z, H:SO0., FeCl-6H0, glicina, CaCl,-2H,0, glucosa, CHsCOOK,
CH3;COOH, metanol, etanol, tween 20, glicerol, Triton X-100, SDS, estandares de

peso molecular, BAPTA-AM.

2.1.2, Anticuerpos y western blot.

De Sta Cruz: Anti-ERK fosforilada (monorlonal), anti-ERK total (poli-clonal), anti-
CREB fosforilada (policlonal), anti-MAP1B (policlonal).

De Sigma: anti-lgG de conejo conjugada con peroxidasa de rabano, anti [gG de
raton conjugada con peroxidasa de rabano.

Membrana de Immobilon-P (Millipore).

2.1.3. Fluordforos.
De Molecular Probes: Fluo-3 AM, H,DCF-AM, TEMPO-9-AC, SYTO-62, Anti IgG
de ratdn hecho en burro conjugado a Alexa-Fluor 488, Anti IgG de cabra hecho en

burro conjugado a Alexa-Fluor 594,
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2.1:4. Equipos.

Microscopio Confocal, Carl Zeiss LSM 510 meta; Microscopio de epifluorescncia,
Carl Zeiss; Espectrofotometro UV-VIS, Perkin Elmer 559; Lecior de placas
Sunrise, Tecan (Austria); Incubador CO2-water Jacketed, Auto Flow, Nuaire;
Minigel Bio Rad, mini Proteans; Transblot Bio Rad; Campana de Flujo laminar,
Nuaire, UN-201-430; centrifuga Beckman J2-21 (CA,USA), Microcentrifuga
refrigerada Mikro 22R, Hettich (Germany), lector de placas fiuorescente CytoFluor

I, camara Maximov.

2.1.5, Cultivo celular.

De Gibco-BRL, Life Technologies, Gaithersburg, USA, se obtuvieron: Dulbeco's
modificado Essential medium (DMEM), MEM, Medio neurobasal, Suplemento B27
{(con antioxidantes), tripsina, fungizona, penicilina, estreptomicina, suero fetal

bovino (FBS), suero de caballo (HS).

2.1.6. Materiales de Cultivo.

Botellas plasticas de 40ml, area de crecimiento 25cm2, Costar (3025).
Placas de cultivo 6 pocillos, 35mm diametro, Costar (34086).

Placas de cultivo 24 pocillos, 16mm didmetro, Costar (3424),

Tubos de centrifugas plasticos 50ml y 15ml, Falcon.

Pipetas plasticas desechables Costar, 10 ml (4101), 5 ml (4050).

Unidades de filtracidon desechables, tamafio de poro 0,2 um Costar, 500 ml.

Placas de Elisa, Nunc Inc.
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2.1.7. Material bioldgico.

Células PC12 {pheocromocitoma) de rata derivada de la glandula suprarrenal
(Greene & Tischler, 1976), cultivo primaiio de neuronas hipocampales de rata,
mantenidas en cultivo entre 10 a 14 dias y rebanadas de hipoccampo de rata y de

raton.

2.2. METODOS

2.2.1. Cultivos celulares.

2.2.2. Gélulas PC12.

Células PC12 fueron mantenidas en DMEM suplementado con 10% de FBS
(Gibco Life Technologies, Grand lIsland, NY), 5% de suero de caballo, 100.00 Ul
de penicilina/estreptomicina y.25 mg/ml de fungizona. Se sembraron 2 x 10°
células en botellas de 25 ml. Se crecieron por seis dias, cambiando el medio cada
tres dias. Se mantuvieron en un incubador a 37°C en un ambiente hiimedo con 5%
de CO,. Las células fueron tripsinizadas y resembradas en iguales condiciones.
Antes de realizar los fratamienios con los diferentes agentes las células fueron
mantenidas en estado de reposo proliferativo durante 24 horas en un medio bajo
en suero (DMEM suplementado con 1% de FBS (Gibco Life Technologies, Grand
Island, NY).

Los cultivos sometidos a tratamientos con el antioxidante N-acetil-cisteina (NAC,

500 pM), los atrapadores del radical hidroxilo manitol (MAN, 100 mM) o formato de
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sodio (FORM, 300 pM), el quelante de hierro deferroxamine (DFO, 500 pM), el
quelante permeable de calcio (BAPTA-AM, 10 uM) o un bloqueador de RYR (RY,
20 uM), fueron incubados con. estos reactivos durante sesenta minutos antes del

tratamiento con hierro o NMDA en DMEM 1% FBS.

2.2.3. Gultivo Primario de hipocampo de rata.

Se utilizaron cerebros de embricnes de ratas de 18 dias. Los hipocampos
extraidos fueron puestos en solucién salina de Hanks modificada (mHBSS: Hank’s
buffer salt solution) y lavados tres veces para luego agregar tripsina (0,25%).
Luego de este tratamiento, los hipocampos fueron lavados con mHBSS vy
transferidos a medio MEM suplementado con 10% de HS, disgregandose con
pipeta Pasteur. La suspension celular fue colectada por centrifugacion a baja
velocidad (2000 rpm X 20s) a temperatura ambiente. El sobrenadante fue
guardado vy el pellet fue nuevamente disgregado con una pipeta Pasteur de punta
muy fina. Se realizd otra centrifugacion a baja velocidad (2000 rpm X 20 s) a
temperatura ambiente. El sobrenadante que contiene las células en suspension
fue juntado con el sobrenadante anterior y las células viables fueron contadas
usando azul de Tripan (0,2%). Posteriormente, las neuronas se sembraron en
placas de cultivo o bien, en cubreobjetos tratados previamente con poli-L-Lisina
(0,1 mg/ml} en MEM suplementado con 10% HS. Luego que las neuronas
hipocampales se adhirieron a la placa o al cubreobjeto, se les cambio de medio

por un medio Neurobasal suplementado con B27, manteniéndose en cultivo entre
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diez a catorce dias. Los cultivos que fueron sometidos a tratamientos con el
atrapador del radical hidroxilo como MAN (100 mM), el quelante de hierro como
DFG (500 pM) o el blogueador de RYR (RY, 20 MM) se incubaron con estos
reactivos durante sesenta minutos antes del tratamiento con hierro o0 NMDA en

medio Neurobasal suplementado con B27.

2.2 4. Preparacion de rebanadas de hipocampo.

Los hipocampos de ratas machos Sprague Dawley o ratones machos
C57/B16 de tres semanas fueron removidos y colocados rapidamente en la
solucién salina de corte conteniendo: sacarosa 110 mM, NaCl 60 mM, KCI 3 mM,
NaH,PO; 1.25 mM, NaHCO; 28 mM, D-glucosa 5 mM, CaCl; 0.5 mM, MgCl, 7
mM, acido ascaérbico 0.6 mM y 95% 0O2/5% CO2 equilibrando |a solucién. Se us6
un vibrdtomo para cortar rebanadas de 400 Hm, las cuales fueron transferidas a
una mezcla 1:1 de solucion de corte y fluido cerebroespinal artificial (ACSF)
compuesto de; NaCl 125 mM, KCI 2.5 mM, NaH>PO4 1.25 mM, NaHCO; 25 mM,
D-glucosa 25 mM, CaCl, 2 mM y MgCl, 1 mM, equilibrada también con 95% O, y
9% CO,. Las rebanadas fueron mantenidas a temperatura ambiente por al menos
treinta minutos y entonces transferidas a una camara de registro donde fueron
estabilizadas y perfundidas sélo con ACSF a 32°C durante una hora antes de
realizar los experimentos electrofisioldgicos (Kirkwood et al. 1996) o bien las
estimulaciones farmacologicas con NMDA, H>0; y FeSO, o FeCl,. Luego de las

manipulaciones farmacoldgicas al menos dos rebanadas por condicion fueron
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congeladas en hielo seco. La zona CA1 fue microdisectada y homogenizada para

ser guardada a —80°C para su posterior analisis bioquimico (Kishida et al.2005).

2.2.5. Deteccion del radical libre hidroxilo.

La deteccion del radical libre hidroxilo se realizd usando el atrapador
fluorogénico TEMPO-9-AC y el lector de placas fluorescente. Las células
neuronales (PC12 o neurcnas en cultivo primario) cultivadas en placas de 6 6 24
pocillos fueron incubadas durante freinta minutos con TEMPO-3-AC 20uM en
DMEM sin rojo fenol suplementado con 1% de FBS, 0,5% de suero de caballo.
Luego de la incubacion se lavd con PBS el exceso de sonda no incorporada. Las
células fueron excitadas a 358 nm y la emisién de la sonda activa fue registrada a
424 nm. Cambios en la fluorescencia de TEMPO-9-AC inducidos ya sea por hierro
o NMDA, se midi6 en ausencia o en presencia de agenies que previenen o

neutralizan la reaccion de Fenton.

2.2.6. Determinacion de Especies Reactivas de Oxigeno.

Células PC12 sembradas en cubreobjetos de vidrio fueron incubadas con
5uM H:DCF-DA por treinta minutos en HBSS. Luego de lavar las células con
HBSS, se transfirieron al microscopio confocal en una camara Maximov para su
visualizacion. Se dejaron estabilizar por 20-30 minutos adicionales lo que permiti6
ademas la desesterificacion de la sonda. La fluorescencia de DCF fue

monitoreada continuamente cada 80 s en el microscopio confocal usando una
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longitud de onda de excitacion de 488 nm y elfiltro de corte de 505-530 nm, cinco
minutos antes y quince minutos posterior a la adicion de Fe-NTA 20 KM o NMDA
100 pM.

El analisis cuantitativo fue realizado con el programa Zeiss LSM Image Browser.
Basicamente, la intensidad de fluorescencia de cada célula en el campo
observado fue determinada, promediada y normalizada con respecto a los valores

de fluorescencia antes de agregar el estimulo.

2.2,7. Determinacién de Calcio intracelular.

Se sembraron células PC-12 en cubreobjetos de vidrio (10 x 20 mm) o
neuronas hipocampales en cubreobjetos de vidrio (10 x 20 mm) tratados
previamente con poli-L-Lisina (0,1 mg/ml). En ambos casos las células se
cargaron con 5 pM Fluo3-AM a 37°C en el incubador por 30-40 minutos en HBSS.
Luego de cargar las células son lavadas para retirar el fluoréforo no incorporado y
transferidas al microscopio confocal en una camara Maximov para su
visualizacion. Se dejaron estabilizar por 20-30 minutos adicionales permitiendo
ademés la desesterificacion de la sonda. La fluorescencia del Fluo3 fue
monitoreada en el microscopio confocal excitando con un laser de argén a 488 nm
y registrando la fluorescencia emitida usando un corte en la longitud de onda >505

nm (Grynkiewicz et al., 1985; Takahashi et al., 1999).

Para experimentos con NMDA, Ia solucion HBSS libre de Mg*? fue
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suplementada con glicina (10 uM) y la fluorescencia de un cuadro fue monitoreada

continuamente a intervalos de 30 s.

Para los experimentos con Fe-NTA, las células fueron fransferidas a HBSS
modificado libre de Ca®* para descartar que cambios en la fluorescencia sean por
entrada de Ca®* extracelular. Para aumentar la resolucién temporal de los eventos
de Ca™, en estos experimentos se monitores sdlo una linea cada 2 ms. Las
imagenes representando el promedio de dos lineas fueron registradas para él
andlisis. La sefial de Ca™ es presentada como valores de AF/F,, donde F,
corresponde a la fluorescencia basal obtenida desde 2000 a 4000 lineas. Después
de la adicion de hierro, la fluorescencia fue registrada durante 2000 a 4000 lineas
adicionales. La sefial de Ca®" fue considerada ser un evento cuando la amplitud
de esta fue al menos doslveces la desviacion estandar del ruido basal. Aunque
arbitrario, este parametro ha sido usado en otros tipos celulares (Cheng et al.,

1999). Todos los experimentos fueron hechos a temperatura ambiente (20-22°C).

2.2.8. Western Blots de extractos de células PC12.

Para preparar los extractos celulares las células PC-12 se soltaron de la
placa con Tris-salino EDTA y se colectaron por centrifugacion. E! sobrenadante
fue removido y las células se resuspendieron en buffer de lisis (50 pi / 1X10°

células de HEPES 10 mM/pH 7,5; 3 mM MgCls; 40 mM KCI; 1 mM PMSF: 10 ngf

mi de leupeptina; 0,5 pg/ ml de aprotinina; 0,7 pg/ml de pepstatina A; 5% glicerol; 1




mM de DTT; 0,5% de Triton X-100). Se cargaron 70 pg de proteina en un gel 10%
de poliacrilamida (SDS-PAGE). Una vez separadas las proteinas se electro-
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, que se bloqued durante una hora a
temperatura ambiente con leche descremada 5% en solucién de Tris salina
compuesta de: Tris-HCl pH 7, NaCl 150mM y 0,05% Tween-20 Tris-salino con
0.2% Tween-20 (T-TBS). La incubacidn con el anticuerpo primario contra la
proteina ERK fosforilada se realizé durante dos horas a temperatura ambiente o
bien toda la noche a 4°C. Las membranas se lavaron tres veces durante 10
minutos en cada lavado con T-TBS, para luego incubar durante una hora el
anticuerpo secundario anti I[gG de ratén conjugado con peroxidasa de rabano. Se
reveld usando un método quimioluminiscente (ECL). Las membranas fueron re-
ensayadas con anticuerpo primario anti ERK total y anticuerpo secundario anti IgG
de conejo conjugado con peroxidas de rabano, usando un protocolo similar al

descrito.

2.2.9. Western Blots de rebanadas de hipocampo de ratén.

Subregiones CA1 de hipocampo de ratdn fueron microdisectadas y
homogenizadas en una solucién de lisis (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, NaF 50
mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NayP.0; 10 mM vy dilucion 1X de una mezcla de
inhibidores de fosfatasas compuesio de cantharidina, bromotetramisole,
microcistina LR, ortovanadato de sodio, molibdato de sodio, tartrato de sodio e

imidazol). La concentracién tofal de proteinas fue determinada por el método de
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Bradford (Bradford 1976). Se cargaron cantidades equivalentes de proteina en un
gel 10% de poliacrilamida (SDS-PAGE). Una vez separaradas las proteinas se
electro-transfirieron a una membrana de Immobilon-P (Millipore), que se bloqued
fuego durante una hora a temperatura ambiente con una solucion de blogueo: I-
Block 0,02% en soluciéon compuesta de Tris-HCI pH 7, NaCl 150 mM y 0,05%
Tween-20 (T-TBS). La incubacion con el anticuerpo primario contra la proteina
ERK fosforilada se realizd duranie dos horas a temperatura ambiente o bien toda
la noche a 4°C. Las membranas se lavaron tres veces durante 10 minutos en
cada lavado con T-TBS, para luego incubar durante una hora el anticuerpo
secundario anti igG de ratén conjugado con peroxidasa de rabano. Se reveld
usando .un metodo quimioluminiscente (ECL). Las membranas fueron re-
ensayadas con un anticuerpo primario anti ERK total y anticuerpo secundario anti
lgG de conejo conjugado con peroxidas de rabano, usando un protocolo similar al

descrito.

2.2.10. Localizacién subcelular de ERK en células PC12,

Luego del tratamiento con hierro o NMDA, las células PC12 crecidas en
cubreobjetos fueron lavadas con PBS vy fijadas en paraformaldehido 4% y
sacarosa 4% en PBS por veinte minutos. Luego fueron permeabilizadas con Triton
X-100 en PBS (0.1 %) por diez minutos. Las células fueron doblemente tefiidas

usando un anticuerpo monoclonal contra la proteina ERK fosforilada (1:50} y otro

anticuerpo policlonal contra la proteina ERK total, independiente de su estado de




fosforilacion (1:200) durante toda la noche a 4°C. Seguido de esto, las células
fueron lavadas e incubadas con una mezcla de un anticuerpo anti IgG de ratén
hecho en cabra conjugado con Alexa-Fluor 488 (Molecular Probes.1:200) junto
con un anticuerpo anti IgG de conejo hecho en cabra conjugado con Alexa-Fiuor
(Molecular Probes.1:200). Los cubreobjetos fueron montados en un portaobjeto

con medio de montaje Entellan.

Las preparaciones fueron observadas usando microscopio confocal Zeiss
LSM 510 usando una configuracion multitrack que permite la excitacion con dos
diferentes longitudes de onda (Exc = 543 nm. Filtro 560 nm) para CY y (Exc = 488

nm, filiro 505-530 nm) para FITC.

2.2.11. Localizacién subcelular de ERK en neuronas hipocampales en

cultivo.

Luego del tratamiento con hierro o NMDA, las neuronas hipocampales en
cultivo crecidas en cubreobjetos fueron lavadas con PBS vy fijadas en
paraformaldehido 4% y sacarosa 4% en PBS por veinte minutos. Luego fueron
permeabilizadas con Triton X-100 en PBS (0.1 %) por diez minutos. Las células
fueron doblemente tefiidas usando un anticuerpo monoclonal conira la proteina
ERK fosforilada (1:50) y otro anticuerpo policlonal contra la proteina MAP1B
(1:200) durante toda la noche a 4°C. Seguido de esto, las células fueron lavadas e

incubadas con una mezcla de un anticuerpo anti IgG de ratén hecho en burro
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conjugado con Alexa-Fluor 488 (Molecular Probes.1:200) junto con un anticuerpo
anti I9gG de cabra hecho en burro conjugado con Alexa-Fluor 594 (Molecular
Probes.1:200). Los cubreobjetos fueron montados en un portaobjeto con medio de
montaje Entellan. Las preparaciones fueron observadas usando microscopio
confocal Zeiss LSM 510 usando una configuracion multitrack que permite la
excitacion con dos diferentes longitudes de onda (Exc =488 nm, filtro 505-530 nm)

y (Exc = 543 nm. Filtro 560 nm).

2.2.12. Fosforilacién de CREB en neuronas hipocampales en cultivo.

Luego. del tratamiento con hierro o NMDA, neuronas hipocampales en
cultivo crecidas en cubreobjetos fueron lavadas con PBS y fijadas en
paraformaldehido 4% y sacarosa 4% en PBS por veinte minutos. Luego fueron
permeabilizadas con Triton X-100 en PBS (0.1 %) por diez minutos. Las células
fueron doblemente tefiidas usando un anticuerpo policlonal contra la proteina
CREB fosforilada en el residuo Ser133 (Santa Cruz, 1:50). Seguido de esto, las
células fueron lavadas e incubadas con un anticuerpo anti IgG de conejo hecho en
cabra conjugado con Alexa-Fluor 594 (Molecular Probes.1:200). Como contra-
tincién nuclear se usé el marcador rojo lejano SYTO 62 (Molecular Probes, 1:500)
en neuronas tratadas previamente con RNAasas durante una hora a 37°C. Los

cubreobjetos fueron montados en un portasbjeto con medio de montaje Entellan.

Las preparaciones fueron observadas usando microscopio confocal Zeiss
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LSM 510 usando una configuracion mullitrack que permite la excitacion con dos
diferentes longitudes de onda (Exc = 543 nm. Filtro 560 nm) para CY y (Exc = 488

nm, filiro 505-530 nm) para FITC.

2.2.13. Registros electrofisioldgicos en rebanadas de hipocampo.

Para obtener los datos electrofisiologicos se estimularon simultaneamente
dos rebanadas dentro de la misma camara de registro. [Las respuestas sinapticas
fueron evocadas estimulando las fibras colaterales de Schaffer con pulsos de 0,2
ms aplicados con un electrodo de estimulacion bipolar concéntrico y registradas
extracelularmente en el stratum radiatum de la zona CA1 del hipocampo. La
respuesta basal fue obtenida por estimulaciéon cada 30s (0,033 Hz) durante 20
minutos antes de la induccién del LTP, usando una intensidad de corriente que
evoca una pendiente del potencial de campo (fEPSP) equivalente a la mitad de la
pendiente maxima. La induccion de LTP se hizo con un protocolo de induccion
consistente en un tren de estimulacion tetanica de alta frecuencia (TBS: Theta
Burst Stimulation) consistente de diez tétanos (bursts) separados por 200ms (5
Hz). Cada tétano compuesto de cuatro pulsos separados por 10ms cada uno (100
Hz). La induccion de L-LTP se realizd con un protocolo de induccién consistente
en cuatro trenes de estimulacion tetanica de alta frecuencia (4XTBS) aplicados

cada 20 s (0,05 Hz) (Kirkwood et al., 1996).
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3. RESULTADOS

3.1. Determinacién de la interaccién entre ROS mediadas por hierro y las

sefales de calcio.

De todas las ROS celulares, el radical hidroxilo (OH") es la méas reactiva y

en sistemas bioldgicos se forma principaimente a través de la reaccion de Fenton.
Ademas, esta bien establecido que los niveles de hierro juegan un papel critico en
iniciar y catalizar una variedad de reacciones que involucran radicales libres. En
particular, los radicales libres hidroxilos pueden causar dafio oxidativo cuando son
generados en exceso o cuando las defensas antioxidantes estan alteradas. Las
células neuronales sometidas a sobrecarga de hierro poseen una alteracién en el
estado redox celular, que se manifiesta como cambios en |a relacién glutation
oxidado/reducido. Por lo tanto, se hace necesario estudiar las consecuencias
fisiologicas de a acumulacion de hierro y los mecanismos moleculares que son
producidos por la sobrecarga de hierro. Por otro lado, el hierro a concentraciones
fisiologicas puede participar generando un tono oxidativo adecuado para el

funcionamiento neuronai.

3.1.1. La entrada de hierro esti asociada a |a reaccion de Fenton in
vivo. Los radicales libres endégenos que se producen en sistemas biolégicos
tienen tiempos de vida muy cortos Yy s generan en bajas concentraciones, lo que

hace muy dificil su deteccion por metodos directos. Ademas, debido a su alta
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reactividad los radicales OH" han sido detectados después de la reaccién con

moleculas atrapadoras (spin traps). Dado que el hierro reacciona con H.0; a
través de la reaccion de Fenton para generar el radical OH", en Ia primera parte de

este trabajo se demostré que la entrada de hietro esta asociada a la reaccion de
Fenton in vivo, usando como modelo neuronal células no diferenciadas de

“pheocromocitoma” (PC-12), o cultivos primarios de neuronas hipocampales de
rata. Para determinar si la incubacion con hierro induce la produccion de OH",
usamos un atrapador fluorogénico - TEMPO-9 - el cual contiene un grupo nitroxido
que apaga la fluorescencia del compuesto hasta que un radical OH" reacciona con

esta molécula y restaura la fluorescencia, lo que permite medir la produccion de
hidroxilo en un espectrofluorimetro (Figura 1A). Al adicionar Fe-NTA 20 pM,
durante una hora a células PC12 cargadas con TEMPO-9 con, se obtiene un

aumento de fluorescencia que se asocia a un aumento en la concentracién de
OH" y que alcanza un méaximo a los 30 minutos (Figura 1B). Cuando se

preincubaron las células durante una hora con manitol 100 mM, un atrapador del

radical OH", no se detectd el aumento en la fluorescencia (Figura 1B), lo que

indica que el manitol disminuy6 la concentracion efectiva de OH" bajo el limite de

deteccion de la sonda.
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Figura 1. La producci6n del radical hidroxilo, inducida por hierro, es blogqueada por manitol,
A) Estructura quimica de 4-((9-acridinecarbonyl)amino)-2,2,6,6- tetramethylpiperidin-1-oxyl
(TEMPO-9-AC), molécula atrapadora con propiedades fluorogénicas. Esta molécula posee un

grupo nitroxido {encerrado en circulo) que reacciona con el radical OH" produciendo un aumento

en su fluorescencia. B) Células PC12 cargadas con TEMPQO-9-AC se incubaron con Fe-NTA 20
UM, lo que produce un aumento de la fluorescencia en la molécula, que se determina en un
espectrofluorimetro. Preincubaciones con 100 mM de manitol previenen el aumento en la
fluorescencia. Cada punto representa la fluorescencia media + SEM de al menos tres experimentos
para cada grupo en los tiempos designados. * indica significancia estadistica entre cada grupo
usando el test de Student, p < 0,05.

La DFO es un siderdforo sintetizado por actinomicetes y estreptomicetes
que es altamente especifico para hierro. El arreglo espacial de sus atomos de
oxfgeno se adapta finamente a la conformacion octahédrica del hierro, y esto le
permite quelar al hierro con una constate de estabilidad de 10! (Nielands,JB, in
Procedings of Symposium on Development of Iron Chelators for Clinical Use
(Anderson, WF, Hillie, MC., editiores), U.S. Department of Health Education and

Wellfare Publication 77-994, 1977, pag. 5-45) (Figura 2).

44




DFO-Fe

/C Contantes de
H,N — (CHz)s/_\ }CHz)z estabilidad de DFO
N_ ,C Metal Koot

C)‘1 O

Fe3* 103

=0---- e3t~ O - N—(CH,)s — NH Fe?* 1010
/ an-l- 1011

Ni2+ 1010

c\ Co2+ 1011

}cHg)S (CH?\)Z Ca? 102
HZN CO M92+ 104
~_ T

Figura 2. Esquema de la interaccién DFO-Fe+3. El sideréforo DFO corresponde a un quelante
hexadentado de muy alta especificidad por Fe3+.

Dado que en diferentes tipos celulares la incubacién con hierro produce un
aumento en el “pool” de hierro reactivo dentro de la célula (Nifiez-Millacura et al.
2002), verificamos que estos cambios en el estado redox eran efectivamente
consecuencia de la entrada de hierro. Para ello, medimos en células PC12 la

cinética de entrada de hierro marcado radiactivamente. Estos estudios mostraron

que las células PC12 facilmente incorporan el hierro desde una fuente externa con
una cinética lineal dentro de la hora de incorporacion (dato no mostrado); este
resultado es consistente con los experimentos que muestran un aumento en la

concentracion de radicales libres generados por hierro (ver Fig. 1B), e indican que

45




probablemente el hierro que entra a la célula, al menos en parte, induce Ia

produccién de OH" (Nafiez-Millacura et al. 2002).

Este conjunto de resultados sugiere que el hierro induce la produccién de
OH" a través de la reaccién de Fenton en células de tipo neuronal. Apoyan,

ademas, la idea de que en nuestros sistemas celulares el hierro es esencial como
catalizador en la formacién del radical libre hidroxilo, ya que el quelante DFO

inhibe la produccion de éste (Ntfiez-Millacura et al. 2002).

3.1.2. La activacién de NMDAR induce entrada de calcio Y se asocia a
la produccién de ROS. Dada la importancia de las ROS generadas durante
actividad neuronal, y en particular luego de la activacién de NMDAR, exploramos
la posible generacidn de ROS como funcién de la activacion de NMDAR con
NMDA. Para seguir los cambios en la concentracién de calcio libre se utilizo Ia
sonda fluorescente sensible a calcio Fluo3-AM (Figura 3A). Para evaluar si Ia
activacion de NMDAR se asocia a la produccion de ROS, se usé la sonda

fluorescente 2,7-diclorodihidroflucresceina (H2DCF) (Figura 3B).
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Figura 3. Estructuras quimicas y propiedades espectrales de las sondas fluorescentes
utilizadas.

A) Estructura de Fluo-3-AM, sonda sensible a calcio. Propiedades especirales del producto
fluorescente.

B) Estructura de H2DCF-AM, sonda sensible a ROS. Ambas sondas sufren reacciones de
desesterificacion luego de entrar a la célula. Propiedades especirales del producto fluorescente.
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El tratamiento de las células PC12 con 100 M NMDA produjo un aumento
transitorio en la concentracion de calcio (Figuras 4A y 4B), detectado usando
microscopia confocal. Junto con esto, el tratamiento con NMDA produjo un

significativo aumento de la concentracion de ROS sobre el nivel basal (Figura 4C).

Estos resultados son consistentes con trabajos previos en otros tipos
celulares, que muestran que la activacion de NMDAR esta asociada a la
produccion de ROS (Bindokas et al. 1996). Para investigar si la generacion de
ROS es especifica para la activacion de NMDAR, las células PC12 fueron
despolarizadas mediante una aplicacién externa de 75 mM KCI, condicion en la
cual los canales de calcio dependiente de voltaje en la membrana plasmatica se
abren, generando un influjo de calcio (Figura 4D). Como se observa en la Figura
4D, este fratamiento aumenta la concentracién de caicio, sin embargo, pese al
aumento de calcio inducido por despolarizacién, los niveles de ROS no cambian
(Figura 4E), sugiriendo que en células PG12, Ia generacion de ROS esta acoplada

a la activacion de NMDAR.
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Figura 4. La produccién de ROS esta acoplada a la activacion de NMDAR. A) Imagenes de
células PC12 tomadas secuencialmente a los tiempos designados, usando microscopia confocal.
Los valores representan intensidades de fluorescencia en el cuadro indicado. Las intensidades de
colores van desde azul (minima intensidad de fluorescencia) a rojo (maxima intensidad de
fluorescencia) y fueron asignadas usando el programa Zeiss LSM Image Browser. Recuadro:
imagen en contraste de fases. Calibracién: 10 um. B) Respuesta de la concentracion de Ca®* en
celulas PC12 cargadas con Fluo3-AM y expuestas a 100 pM NMDA. (n=83). C) Respuesta de la
concentracion de ROS en células PC12 cargadas con H,DCF-AM y expuestas a 100 uM NMDA.
(n=70). Barra blanca en B y C corresponde a la aplicacion de NMDA D) Respuesta de la
concentracién de Ca®* en células PC12 cargadas con Fluo3-AM y despolarizadas con 60 mM KClI
(n=41). E) Respuesta de la concentracion de ROS en células PC12 cargadas con H,DCF-AM y
despolarizadas con 60 mM KCI (n=53). Barra negra en D y E corresponde a la aplicacién de KCI.
Los datos estan expresados como F/Fo para fluorescencia de Fluo-3 y como Unidades arbitrarias
para DCF (Promedio + SEM).
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3.1.3. Las ROS generadas por hierro inducen |a salida de calcio desde

compartimentos intracelulares sensibles a RY.,

Debido a que el RYR posee una fuerte dependencia del estado redox
celular, investigamos si un aumento en Ia concentracion de ROS pudiese activar
RYR y generar cambios en la concentracion de calcio libre. Para evaluar esta
posibilidad, las células PC12 fueron cargadas con Fluo3-AM v se midieron los
cambios en la concentracién de calcio con una alta resolucion espacial y temporal
usando microscopia confocal en una modalidad de muestreo en linea. La posicidn
de [a linea cruza la célula tratando de evitar el nucleo (Figura 5A), pasando
siempre por la zona perinuclear que corresponde al RE donde se encuentran los
RYR. Usando una escala de pseudo-colores, donde azul representa baja
intensidad de fiuorescencia y rojo un maximo de fluorescencia, se pudo observar
que en una situacion control, en ausencia de cualquier estimulo oxidativo, ocurren
eventos espontaneos de liberacion de calcio (sefiales de calcio) altamente
localizados con una frecuencia de 0,056 + 0,007 Hz (Figuras 5B y 5C). Cuando las
células fueron expuestas a 20 pM Fe-NTA en una solucién libre de calcio,
aumento la frecuencia de las sefiales de calcio a 0,188 + 0,021 Hz (Figuras 5B y
3C). La amplitud y curso temporal de las sefiales de calcio evocadas por
incubaciones con hierro fueron indistinguibles de los eventos espontaneos (Figura
5D) y provienen desde compartimentos intracelulares ya que los experimentos

fueron desarrollados en ausencia de calcio externo.
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Figura 5. El hierro aumenta la frecuencia de los eventos de calcio. A) Posicién de la linea de
muestreo. La orientacion de la linea se trazd a lo largo de la zona perinuclear, evitando el nucleo.
El registro de la linea se realizo cada 2 ms permitiendo una alta resolucién temporal. B)
Visualizacion confocal de eventos espontaneos de Ca’* antes de agregar hierro al medio de cultivo
(Panel Superior). Después de la aplicacién de 20 uM Fe-NTA, aumento la frecuencia de eventos de
Ca** (Panel Inferior). C) Curso temporal de los aumentos transitorios tomados de los experimentos
en B. D) Tipico evento de Ca** ya sea espontaneo o provocado por hierro. E) Andlisis estadistico
de la frecuencia de eventos de calcio espontaneos (barra vacia) y provocados por Fe-NTA 20 UM
(barra negra). Los datos representan promedio + SEM, de 6 experimentos, con al menos tres ROIs
por experimentos. p < 0,05 calculado usando el test de Student pareado nos indica diferencias
significativas entre los grupos (asterisco). Se muestran los valores de experimentos individuales a
la derecha del grafico.

51




Al incubar con una mayor concentracién de hierro (Fe-NTA 100uM) se logro
generar un gran numero de eventos discretos que rapidamente se fusionaron
dando origen a un aumento global de la concentracién de calcio (Figura 6). Este
aumento de calcio fue inhibido significativamente por 20 pM de RY, sin embargo,
no fue bloqueado completamente, sugiriendo que el calcio detectado proviene de

principalmente desde compartimentos intracelulares sensibles a RY.

Antes Fe

07 ] Control
06 - BRY

0.5

*
0.4 i
0.3 | #
0.2 -
) o i
0 L

Antes Fe  Después Fe

Fluorescencia Fluo3 (AF/F,)

Figura 6. EI hierro induce la liberacion de calcio desde compartimentos intracelulares
sensibles a RY en células PC12. A) Imagen obtenida por escaneo en linea de los aumentos de
Ca2+ inducidos por hierro (panel superior); A tiempo cero, FeNTA 100 uM fue agregado a la
solucion externa (indicado por una cabeza de flecha roja). Las células PC12 fueron preincubadas
con RY 20 uM por 60 min antes de la aplicacion de hierro (panel inferior). Las imagenes
representan intensidades de fluorescencia en la linea de muestreo. Las intensidades de colores
van desde azul (minima intensidad de fluorescencia) a rojo (maxima intensidad de fluorescencia) y
fueron asignadas usando el programa Zeiss LSM Image Browser. Calibracion: 10 s, 5 um. B)
Promedio de la amplitud maxima de fluorescencia de Ca2+ representada como AF/Fo, donde Fo
corresponde a la fluorescencia basal obtenida por el promedio de 2000 a 4000 lineas. Los datos
representan promedio + SEM, n = 3 con al menos tres ROIs por experimento para células controles
(circulos blancos) o preincubadas con RY (cuadrado blancos). * y *indican diferencias significativas
con respecto al control antes y después de agregar hierro, usando el test de ANOVA seguido por
analisis de comparaciones multiples Newman—Keuls.
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Dada la relevancia de los procesos de calcio en PS, evaluamos si un efecto
similar podia ser observado en neuronas de hipocampo en cultivo, realizando
experimentos conducentes a investigar una posible participacion de ROS
generadas por hierro en las sefiales de calcio a nivel sinaptico (Figura 7). Los
cultivos de neuronas se mantuvieron entre 10 a 14 dias en cultivo, de tal forma
que fue posible detectar sinapsis funcionales (Figura 7A) a estos dias de cultivo,
mediante immunofluorescencia contra la proteina PSD-95 usada como marcador
sinaptico. De esta manera, los experimentos de muestreo en linea se realizaron en
neuronas hipocampales en cultivo cargadas con Fiuo-3, trazando Ia linea a través
de las ramas sindpticas (recuadro, Figura /B). En ausencia de hierro, se puede
observar eventos espontaneos de calcio en la region sinaptica. Al igual que lo
observado en células PC12, las neuronas hipocampales expuestas a 20 pM de
FeNTA aumentaron la frecuencia y la amplitud de los eventos de calcio (Figura

7C).
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Figura 7. El hierro induce la liberacion de calcio en neuronas hipocampales en
cultivo. A) Immunofluorescencia de una neurona piramidal de hipocampo de rata usando un
anticuerpo que reconoce la proteina MAP-1B (rojo) usada como marcador neuronal. Recuadro:
Aumento de la region indicada, mostrando una doble tincion con otro anticuerpo que reconoce la
proteina sinaptica PSD-95 (verde). B) Neurona piramidal de hipocampo de rata crecida en
cubreobjeto de vidrio, cargada con Fluo3. Recuadro: Aumento de la regién indicada que muestra la
ubicacion de la linea de muestreo, trazada a través de las ramas neuriticas. Ci) Imagen obtenida
por muestreo en linea de los aumentos de Ca®* inducidos por hierro, en ausencia de calcio externo.
La aplicacion de 20 uM de Fe-NTA se indica por una cabeza de flecha roja. Cii) Sefales de Ca**
tomadas desde la region indicada por el trazo negro, en una representacion que permite observar
los eventos localizados. Las sefiales de Ca®* tomadas de la regiéon indicada son representadas
como AF/F,, donde F, corresponde a la fluorescencia basal obtenida por el promedio de 2000 a
4000 lineas colectadas antes de la aplicacion del hierro.

Aumentando la concentracién de hierro (100 uM de FeNTA) fue posible

evocar un robusto aumento de calcio (Figura 8A). Cuando se preincubaron las
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neuronas con 500 uM de DFO o con 100 mM de manitol durante una hora antes
del tratamiento con 100 uM de FeNTA, se logro prevenir estos aumentos de calcio,
sugiriendo que el efecto observado en estas condiciones es mediado por hierro y

por radicales OH- (Figura 8A).

Al preincubar las neuronas por 60 min con 50 MM de RY, que inhibe la
salida de calcio desde compartimentos intracelulares sensibles a RY, el aumento
de calcio es significativamente pero no completamente inhibido (Figuras 8A y 8B).
La inhibicion parcial observada sugiere que ofra fuente de calcio dentro de la
celula, insensible a RY, podria también contribuir a los aumentos de calcio

inducidos por hierro.

Los datos anteriores indican que el hierro, a través de un efecto oxidativo,
genera sefiales de calcio dentro de la célula y sugieren, en particular, que el hierro
puede jugar un rof importante a nivel sinaptico modulando las sefiales producidas
durante actividad neuronal. Para confirmar que los efectos observados con hierro
sean de caracter oxidativo, favorecimos la generacion de radicales libres
aumentando [a concentracién de peroxido de hidrégeno, que es el otro participante
en la reaccién de Fenton. Como era de esperar, H02 200 uM produjo un aumento
en la concentracién de calcio libre (Figuras 8C y 8D). Al incubar rebanadas de
hipocampo con RY 50 uM se inhibié el aumento de calcio, sugiriendo que este
aumento es debido, principalmente, a la salida de caicio desde compartimentos

sensibles a RY (Figuras 8C y 8D).
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Figura 8. Las ROS generadas por hierro inducen la liberacién de calcio desde
compartimentos intracelulares sensibles a RY en neuronas hipocampales. A) Imagen
obtenida por muestreo en linea de los aumentos de Ca®" inducidos por hierro. La aplicacién de Fe-
NTA 100 pM se indica por la cabeza de flecha roja. Como se indica en la figura, en algunos casos
las neuronas fueron preincubadas con 500 uM de DFO, 100 mM de MAN o 50 uM de RY por 60
min. antes de la aplicacion de 100 uM Fe-NTA. B) Promedio de la amplitud maxima de
fluorescencia de Ca®* representada como AF/Fo, donde Fo corresponde a la fluorescencia basal
obtenida por el promedio de 2000 a 4000 lineas. Los datos representan promedio + SEM, n=3 con
al menos tres ROIs por experimentos para cada grupo. * y * indican diferencias significativas con
respecto al control antes de agregar hierro, usando el test de ANOVA seguido por un analisis de
comparaciones multiples Newman—Keuls. C) Imagen obtenida por muestreo en linea de los
aumentos de Ca** inducidos por H;O; (panel superior); A tiempo cero, se agregéd 200 uM de H,0, a
la solucion externa (indicado por una cabeza de flecha roja). Las neuronas fueron preincubadas
con 50 uM de RY por 60 min antes de la aplicacion de 200 uM de H,O; (panel inferior). Las
imagenes en A y C representan intensidades de fluorescencia en la linea de muestreo. Las
intensidades de colores van desde azul (minima intensidad de fluorescencia) a rojo (maxima
intensidad de fluorescencia) y fueron asignadas usando el programa Zeiss LSM Image Browser.
Calibracion: 10 s, 5 um. D) Promedio del curso temporal de los eventos de Ca?* tomados desde las
regiones indicadas por trazos negros. Las sefiales de Ca** son presentadas como AF/Fo, donde Fo
corresponde a la fluorescencia basal obtenida por el promedio de 2000 a 4000 lineas. A tiempo
cero, se agregd H,O; 200 uM a la solucion externa. Los datos representan promedio + SEM, n=3
con al menos tres ROIs por experimentos para células controles o preincubadas con RY.* indica
diferencias significativas entre ambos grupos, p<0,05 usando test de Student.
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3.1.4. La serial de calcio evocada por activacion de NMDAR, es
modulada por ROS generadas por hierro.

Usando neuronas hipocampales cargadas con Fluo3-AM se siguieron los
cambios en las sefiales de calcio generadas por activacién de NMDAR a nivel de
- la sinapsis (Figura 9A). Las neuronas hipocampales fueron expuestas a 50 MM de
NMDA durante cinco minutos, lo que produjo un rapido incremento en la
concentracion de calcio (NMDAsomn = 2,17 + 0,15, expresada como F/Fo para
fluorescencia de Fluo-3 a los diez minutos de la estimulacién con NMDA,
representando promedio + SEM, n = 3 para cada grupo con al menos tres ROls
por experimento). Sin embargo, luego de remover el NMDA de la solucién externa,
la concentracion de calcio se mantuvo mas elevada que la basal (NMDAsg, =
1,82 £ 0,14 expresada como F/F, para fluorescencia de Fluo-3 a los treinta
minutos de la estimulacién con NMDA, representando promedio * SEM, n = 3 para
cada grupo con al menos tres ROIs por experimento) (Figuras 9B y 9E), lo que
indica que la entrada de calcio a través de NMDAR provocé un aumento
sostenido de calcio. Este efecto fue bloqueado por MK-801, un antagonista del
NMDAR, indicando que el aumento de calcio observado es debido a estimulacién
especifica de estos receptores. Dado que los RYR pueden mediar |a salida de
calcio desde el RE en un proceso conocido como liberacion de calcio inducida por
calcio, evaluamos la posibilidad que este fenomeno estuviera involucrado en el

aumento de calcio observado luego de la entrada de calcio mediada por NMDAR.
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Figura 9. Los aumentos de Ca** inducidos por activacion de NMDAR son modulados
oxidativamente por hierro e involucran la salida de Ca®>* desde compartimentos sensibles a
RY. A) Neuronas piramidales de hipocampo de rata cultivadas en un cubreobjetos de vidrio,
cargadas con Fluo-3. Recuadro: Regién tipica seleccionada de entre las ramas sinapticas para los
experimentos. B) Aumento de la concentracién de calcio en regiones sindpticas de neuronas
hipocampales expuestas a 50 pM de NMDA durante cinco minutos. (n = 3). Neuronas
hipocampales pretratadas con 50 pM de RY (C) o 500 uM de DFO (D) expuestas a NMDA, se
previno la salida de calcio desde compartimentos intracelulares. Las imagenes fueron tomadas
secuencialmente en los tiempos designados, usando microscopia confocal. Los colores
representan intensidades de fluorescencia, en el cuadro dado. Las intensidades de colores van
desde azul (minima intensidad de fluorescencia) a rojo (maxima intensidad de fluorescencia) y
fueron asignadas usando el programa Zeiss LSM Image Browser. Calibracién: 10 pm. E) Promedio
del curso temporal de la respuesta de calcio expresada como F/Fo para fluorescencia de Fluo-3.
Los datos representan promedio + SEM, n = 3 para cada grupo con al menos tres ROls por
experimento. F) Neuronas tratadas con 50 uM de MK-801 (un antagonista de NMDAR) una hora
previo y durante la aplicacion de NMDA, previenen el aumento de calcio inducido por NMDA.
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Para ello, se preincubaron neuronas con una concentracion blogueadora de
RYR (50 uM de RY) al menos una hora anies de la exposicion a 50 yM de NMDA.
En neuronas pre-tratadas con RY fue posible detectar el influjo de calcio desde el
medio extracelular (NMDAgm, + RY = 2,26 + 0,28 F/F,); sin embargo, a liberacién
desde el RE fue completamente bloqueada, llegando al nivel basal rapidamente
luego de lavar el NMDA del medio de perfusion (NMDAzomi, +RY = 1,09 + 0,22
F/Fo) (Figura 9C y 9E), indicando que el aumento de la concentracion de calcio

inducido por entrada de calcio posee un componente importante sensible a RY,

Considerando que durante Ia activacion de NMDAR se generan ROS como
segundos mensajeros, y dada la aita sensibilidad de RYR a una serie de
compuestos oxidantes, estudiamos si las ROS generadas por hierro pueden
participar en la sefial de calcio inducida por NMDA. Para ello preincubamos
neuronas durante una hora con compuestos que pueden prevenir o neutralizar la
reaccion de Fenton: DFO 500 pM o manitol 100 mM (Figura 9).

En neuronas cargadas con DFO y manitol, al estimular con 50 uM de NMDA
s& pudo detectar la entrada de calcio (NMDAgmy, + DFO = 1,65 + 0,32 F/F, ;
NMDA1omin + manitol = 2,;5 * 0,34 F/F,) sin encontrar diferencias significativas
entre ;;ada grupo; sin embargo, la liberacion de calcio desde compartimentos
intracelulares se encontrd totalmente blogueada (NMDA3gmi, + DFO = 1,09 + 0,22
F/Fo ; NMDAzomin + manitol = 0,88 + 0,08 F/F., test de ANOVA, p < 0,05) (Figura

9D y 9E), sugiriendo que las ROS generadas por hierro pueden modular la salida
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de calcio posiblemente afectando la actividad de RYR sin afectar la entrada de
calcio a través de NMDAR.

Usando la sonda sensible al radical hidroxilo, TEMPO 9, evaluamos sj
activacion de NMDAR esta asociada a produccion de esta ROS, sin embargo, no
logramos detectar cambios significativos en la fluorescencia basal, probablemente
debido a que la concentracion de las ROS generadas por hierro durante

estimulacion de NMDAR es mas baja que el limite de deteccion de la tecnica.

3.2. Consecuencias celulares de la interaccién entre ROS Y sefiales de

calcio.

En la seccién anterior hemos delineado un posible mecanismo mediante el
cual las ROS generadas por hierro podrian modificar la sefial de calcio en

condiciones de reposo y durante la actividad neuronal. Pese a que existen
estudios que indican que la participacion de los radicales OH" como mensajeros

intracelulares es compleja, debido a su alta reactividad y por lo tanto baja distancia
de difusion (Svishchev and Plugatyr 2005), otros trabajos indican que no sélo el

peroxido de hidrogeno ejerce una accion como mensajero intracelular redox sino
que también el radical OH" podria jugar un papel importante en iniciar cascadas de

sefializacion redox (Biondi et al. 2006; Posen et al. 2005; Simon et al. 2004;

Crossthwaite et al. 2002; Griendling et al. 2000; Guyton et al. 1996).
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3.2.1. Las ROS generadas por hierro inducen fosforilacién de ERK,

Considerando que la via MAPK/ERK es crucial para fendmenos de PS,
evaluamos la posible modulacion por el hierro de la via ERK1/2. Para esto, se
expusieron las células PC12 a una concentracion de hierro mas alta que la normal
del cultivo (aproximadamente 5 pM). Usando un anticuerpo monoclonal que
reconoce la forma activa, fosforilada, de ERK1/2, encontramos que una
concentracion de Fe-NTA de 20 pM produce un progresivo aumento en Ia
fosforilacion y activacion de ERK1/2 dependiente del tiempo, llegando a un

maximo a los sesenta minutos (Figura 10).
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Figura 10. El hierro induce fosforilacién de ERK1/2, dependiente del tiempo. A) Western blot
representativo mostrando cambios en la immunoreactividad para pERK usando un anticuerpo que
detecta la forma fosforilada de ERK (pERK) en células PC12 expuestas & 20 uM de Fe-NTA
durante una hora (panel superior). Las membranas fueron re-analizadas con un anticuerpo que
reconoce |la forma total de ERK, independiente de su estado de fosforilacion (panel inferior). P44 y
P42 indican la migracién de las ERK1/2 de 44 y 42 KDa, respectivamente. B) Cuantificacion de la
immunoreactividad de pERK normalizada con respecto a los niveles de ERK total, a los distintos
tiempos sefialados. Se expresan los datos como porcentaje del basal (promedio + SEM), n = 3.
*Indica diferencias significativas con respecto al control (p < 0.05) determinada usando el test de
ANOVA seguido por un analisis de comparaciones multiples Newman—Keuls.

Como control, para determinar que el tratamiento con hierro no alterd los
niveles basales de la quinasa, se prob6 nuevamente la membrana de nitrocelulosa

con un anticuerpo policlonal que detecta la forma total de ERK1/2, independiente
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de su fosforilacion, observandose igual cantidad de la proteina en todas las
muestras. De lo anterior se desprende que el tratamiento con hierro no cambia los
niveles basales de la quinasa; por lo tanto, las diferencias observadas se pueden

atribuir a cambios en la fosforilacion.

Ademas, cuando se iricrementé la concentracion de Fe-NTA en el medio de
cultivo, aumenté la activacién de ERK1/2, la que expresada como porcentaje del
basal aumenté en 215,2 + 14,5; 370,2 + 10,8 y 420,5 * 25,5 para células PC12
tratadas con 20, 40 y 80 uM de Fe-NTA, respectivamente (Figura 11). De esta
forma, los datos estan sugiriendo que el hierro induce una activacion de ERK1/2

dependiente tanto del tiempo como de la concentracion.
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Figura 11. El hierro induce fosforilacion de ERK1/2 dependiente de la concentracion. A)
Western blot representativo mostrando cambios en la immunoreactividad para pERK usando un
anticuerpo que detecta la forma fosforilada de ERK en células PC12 expuestas a 20, 40 u 80 uM
de Fe-NTA durante una hora (panel superior). Las membranas fueron re-ensayadas con un
anticuerpo que reconoce la forma total de ERK, Independiente de su estado de fosforilacion {panel
inferior). P44 y P42 indican la migracién de 44 y 42 KDa. Notar que en la imagen del Western blot
la banda correspondiente a 20 pM fue reubicada usando Adobe Photoshop {Adobe, Mountain
View, CA, USA), lo que se hizo so6lo para propositos de la presentacion de la figura. B)
Cuantificacién de la immunoreactividad de pERK normalizada con respecto a los niveles de ERK
total. Se expresan los datos como porcentaje del basal (promedio + SEM). *Indica diferencias
significativas con respecto al grupo tratado con 20 pM (p < 0.05) determinadas usando el test de
ANOVA seguido por analisis de comparaciones muitiples Newman—Keuls.
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ERK 1/2 en su forma inactiva es mantenida en la membrana celular por un
complejo de proteinas de anclaje. Cuando se activa ERK por fosforilacion, se
transloca al nicleo donde activa la transcripcion génica de genes dependientes del
factor de transcripcion CREB (Canon et al., 2004; Riccio et al., 2006; Suzuki et al.,
2004; Willaime-Morawek et al., 2005). Se ha sugerido que esta migracion de ERK
desde el citoplasma al nucleo es importante en el proceso de activacion de

ERK1/2 que lleva a eventos de PS (Patterson et al., 2001).

Mediante inmunofluorescencia, estudiamos si la activacion de ERK1/2 por
hierro esta asociada a una translocacién nuclear. Usando anticuerpos que
detectan la forma activa (en rojo) y la forma total (en verde) se siguid en el tiempo
la localizacion subcelular de ERK1/2 en células PC12 tratadas con 20 uM de Fe-
NTA (Figura 12). Como era de esperar, en células contro] sin tratamiento con
hierro se observa una activacion basal baja y ERK esta excluida del niicleo (Figura
12 A). A los quince minutos de agregar hierro, se puede ver una mayor activacion
de ERK1/2 en la zona perinuclear (Figura 11 B). A los treinta minutos es posible
ver ERK1/2 activa en. el nacleo (Figura 11 C), que se incrementa mas a los
sesenta minutos (Figura 12D). Al preincubar las células PG12 por una hora con
100 mM de manitol (Figuras 12E y 12F), 500 uM de DFO (Figura 12F), previo al
tratamiento con hierro, se encontré que 20 pM Fe-NTA no aumentd ni la

fosforilacion ni la translocacion de ERK.
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Figura 12. El hierro induce activacioén y translocacién nuclear de ERK, mediante un proceso
que involucra radicales libres hidroxilo. (A-E) Immunofluorescencia de células PC12 tratadas
con un anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de ERK (rojo) seguido por otro anticuerpo que
reconoce ERK total independiente de su estado de fosforilacion (verde). Células PC12 antes (A) y
después de 15 minutos (B), 30 minutos (C), o 60 minutos (D) luego de la aplicacion de 20 uM de
Fe-NTA. Células pre-tratadas con manitol una hora antes de la aplicacion de 20 uM de Fe-NTA (E).
Barra de calibracion: 10 um. F) Western blot representativo mostrando cambios en la
immunoreactividad para pERK usando un anticuerpo que detecta la forma fosforilada de ERK en
células PC12 expuestas a 20 uM de Fe-NTA durante una hora en ausencia o en presencia de un
pretratamiento con DFO o MAN (panel superior). Las membranas fueron re-ensayadas con un
anticuerpo que reconoce la forma total de ERK, independiente de su estado de fosforilacion (panel
inferior). P44 y P42 indican la migracion de las isoformas de 44 y 42 Kda, respectivamente.

Esto sugiere que el efecto de hierro sobre ERK es de tipo oxidativo, pues

puede ser prevenido por un antioxidante como NAC o por manitol, un atrapador de

OH".
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3.2.2. La liberacion de calcio desde compartimentos intracelulares
sensibles a RY inducida por hierro es crucial para la activacién de la via

MAPK/ERK.

Aunque se desconoce el mecanismo mediante el cual el hierro puede
activar a ERK, nosotros postulamos que la liberacién de calcio inducida por hierro
(Figuras 5-8) podria mediar este proceso. Para evaluar esta hipétesis, se
preincubaron células PC12 durante una hora con 20 M de RY o con 10 yM de
BAPTA-AM para prevenir o neutralizar, respectivamente, [a salida de calcio desde
el RE previo a la exposiciéon con 20 uM Fe-NTA. Como muestra el inmunoblot de
la Figura 13, la fosforilacion de ERK disminuyo significativamente en ambas
condiciones, sugiriendo que la liberaciébn de calcio desde compartimenios

sensibles RY es critica para la activacion de la via MAPK/ERK inducida por hierro.
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Figura 13. La liberacién de calcio desde compartimentos sensibles a RY es critica para Ia
fosforifacion de ERK. A) Western blot representativo mostrando cambios en la inmunoreactividad
para pERK usando un anticuerpo que detecta la forma fosforilada de ERK en células PC12
expuestas a 20 pM de Fe-NTA durante una hora en ausencia ¢ en presencia de un prefratamiento
con 20 yM de RY o 10 M de BAPTA-AM (panel superior). Las membranas fueron re-ensayadas
con un anticuerpo gue reconoce la forma fotal de ERK, independiente de su estado de fosforilacion
(panel inferior). P44 y P42 indican la migracion de las isoformas de 44 y 42 KDa. Notar que en la
imagen del Western blot, la banda correspondiente a BAPTA-AM fue reubicada usando Adobe
Photoshop {Adobe, Mountain View, CA, USA} sélo para propositos de la presentacion de la figura,
B) Cuantificacion de la inmunoreactividad de pERK normalizada con respecto a los niveles de ERK
total. Se expresan los datos como porcentaje del basal (promedio * SEM). *Indica diferencias
significativas con respecto al control (p < 0.05) determinadas usando el test de ANOVA seguido por
analisis de comparaciones multiples Newman—Keuls.

3.2.3. El calcio liberado desde reservorios intracelulares sensibles a

RY es critico en la activacion de ERK dependiente de NVIDAR.

Estudios previos en diversos tipos celulares, han mostrado que Ia
estimulacion de NMDAR pgede activar la via MAPK/ERK. De forma similar, en
nuestro estudio encontramos que la exposicion de células PC12 a 100 yM de
NMDA, concentracion que induce una sostenida sefial de calcio (Figura 4), produjo
un aumento tanto en la fosforilacion como en la localizacion nuclear de ERK
(Figuras 14A y 14C) comparado al control (Figura§ 14A y 14B). La importancia de
la salida de calcio desde compartimentos sensibles a RY en la activacion de ERK
mediada por NMDAR fue evaluada preincubando células PC12 con 50 yM de RY
previo a un pulso de NMDA. La RY inhibid la fosforilacién de ERK inducida por
NMDA y su translocacion al nicleo (Figura 14A y 14F), indicando que en células
PC12 el calcio liberado desde compartimentos intracelulares sensibles a RY es

critico en la activacion de ERK dependiente de NMDAR.
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3.2.4. La activacion de ERK dependiente de NMDAR requiere un tono

redox permisivo mediado por hierro.

Dado que la concentraciéon de NMDA usada fue efectiva en producir un
aumento de calcio y que también indujo la produccion de ROS, medida como un
aumento de la intensidad de fluorescencia de la sonda H.DCF (Figura 4), cabe
preguntarse si las ROS producidas por NMDA juegan un papel como mensajeros

intracelulares participando en la activacion la via ERK.
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Figura 14. La activacién y la translocacién nuclear de ERK dependiente de NVDAR en
células PC 12 involucran un estado redox permisivo mediado por hierro y por liberacion de
Ca**-inducida por Ca'? desde depdsitos sensibles a RY. A) Western blot representativo
mostrando cambios en la inmunoreactividad para pERK usando un anticuerpo que detecta la forma
fosforilada de ERK. Extractos de células PC12 fueron preparados diez minutos después de ser
expuestas a un pulso de 100 yM de NMDA durante cinco minutos, en ausencia y en presencia de
un pretratamiento con DFO 500uM, MAN 100 mM, FORM 300 pM o RY 50 pM (panel superior).
Las membranas fueron reanalizadas con un anticuerpo que reconoce la forma total de ERK,
independiente de su estado de fosforilacion (panel inferior). P44 y P42 indican la migracion de las
isoformas de 44 y 42 KDa. B-F) Immunofluorescencias de células PC12 cultivadas en cubreobjetos
de vidrio, usando un anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de ERK (rojo) seguido por otro
anticuerpo que reconoce ERK total independiente de su estado de fosforilacion (verde). Células
PC12 antes (B) y a los diez minutos del pulso de NMDA 100 uM en ausencia (C) o presencia de
pretratamientos con 500 uM de DFO (D), 100 mM de MAN (E) o 50 pM de RY (F). Calibracion: 10
pgm. A la derecha de las imagenes se muestra el andlisis ortogonal donde se aprecia la
translocacion nuclear.

Para determinar si las ROS generadas por NMDA, y en particular si las
ROS generadas por hierro, tienen una funcion en la activacion de ERK antes de la
exposicion a NMDA, las células PC12 fueron incubadas con agentes que
previenen la reaccion de Fenton o bien que neutralizan sus productos.
Encontramos que los cambios en la fosforilacion y distribucion nuclear de ERK
fueron atenuados en todos los casos por pre-tratamiento con 500 yM de DFO, 100

mM de manitol o 300 pM de formato de sodio (este Ultimo también atrapador del
radical OH’) (Figura 14). Estos resultados sugieren que la activacion de ERK

dependiente de NMDAR requiere un estado redox permisivo mediado por hierro y

OH".
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NMDA induce activacion de la via MAPK/ERK/CREB en neuronas
hipocampales, mediante un proceso que involucra ROS generadas por hierro

y RYR.

De especial relevancia para PS es el estudio de la localizacion de ERK en
neuronas, debido a que su translocacion estd asociada a la activacion de ta
transcripcion de genes necesarios para PS. En orden a examinar un posible
efecto transcripcional mediado por hierro durante actividad neuronal, se siguieron
los cambios en la localizacion de ERK y activacion de CREB, en neuronas
hipocampales expuestas a un pulso de cinco minutos de 50 pM NMDA,
tratamiento que demostré producir un aumento en la concentracion de calcio
(Figura 9). Mediante estudios de immunofluorescencia usando anticuerpos
especificos que detectan las proteinas fosforiladas, se pudo seguir la activacidon de
ERK y de CREB. Se us6 un anticuerpo conira MAP1B (rojo) como marcador
neuronal, para asegurar que los efectos observados ocurran en neuronas. En
verde se uso un anticuerpo contra ERK en su forma fosforilada y activa (Figura
15). La superposicion nos da cuenta del grado de activacion de ERK en los
cultivos neuronales (amarilio). Como puede verse en la figura y en el analisis
ortogonal al costado de esta (Figura 15C), en condiciones controi en ausencia de
estimulo la activacion basal de ERK es baja. Pese a lo anterior, a diferencia de lo
que observamos en células PC12, es posible apreciar que una pequena cantidad
de ERK activa se encuenira presente en el nGcleo (Figura 15A). Cuando las

neuronas son expuestas a 50 M NMDA se produce un fuerte aumento en la
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activacién de ERK en el citoplasma y en las zonas neuriticas, observandose

claramente un aumento de ERK en el niicleo (Figura 15B).

Dado que en células PC12 obtuvinios evidencia que para la activacion de
ERK era necesario un estado redox mediado por hierro, condujimos experimentos
similares para evaluar si en neuronas de hipocampo ocurria un fenémeno similar.
Cuando preincubamos las neuronas durante una hora con DFO o manitol, agentes
que previenen (Figura 15C) o neutralizan (Figura 15D) las ROS generadas por
hierro, respectivamente, se puede observar una disminucion tanto en Ia

fosforilacion como en la transiocacion de ERK sugiriendo que los cambios en la

activacion de ERK involucran radicales OH" generados por hierro (Figura 15F).
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Figura 15 La translocacién nuclear de ERK dependiente de activacion de NMDAR involucra
un estado redox permisivo mediado por hierro y liberacion de Ca+2 inducida por Ca+2
desde depdsitos sensibles a RY, en neuronas de hipocampo en cultivo.

(A-E) Immunofluorescencias de neuronas hipocampales cultivadas en cubreobjetos de vidrio,
tefiidas usando un anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de ERK (verde) seguido por otro
anticuerpo que reconoce MAP1B (roja). Neuronas hipocampales antes (A) y a los diez minutos del
pulso de NMDA 50 uM en ausencia (B) o presencia de pretratamientos con DFO 500 uM (C), MAN
100 mM (D) o RY 50 uM (E). Calibracion: 10 ym. A la derecha de las imagenes se muestra el
analisis ortogonal donde se aprecia la translocacion nuclear. F) Cuantificacion de la activacion de
ERK medida como immunoreactividad de pERK en el nlcleo. Los datos son expresados como
unidades arbitrarias de fluorescencia (promedio + SEM). *Indica diferencias significativas (p < 0.05)
con respecto al control y # indica diferencias significativas (p < 0.05) con respecto al grupo NMDA +
RY determinadas usando el test de ANOVA seguido por un analisis de comparaciones multiples
Newman-Keuls.
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De la misma manera, incubando neuronas con 20 pM de RY, concentracion que
ya sabiamos logra prevenir la salida de calcio desde el RE, se observa que tanto
la activacion como la localizacion nuclear de ERK es bloqueada (Figuras 15E y
15F), indicando que la liberaciéon de calcio desde compartimentos sensibles a RY
es un evento necesario para la activacion de esta via tras la activacion de

NMDAR.

Al estudiar en neuronas hipocampales el efecto del hierro en la activacion
de ERK se encontré6 que tratamientos con 20 uM de Fe-NTA aumentaban
significativamente la translocacion nuclear, comparado a la situacion control en

ausencia de hierro (Figura 16).

. CONTROL

Figura 16. Hierro induce activacion y translocacién nuclear de ERK en neuronas de
hipocampo en cultivo. (A y B) Immunofluorescencias de neuronas hipocampales cultivadas en
cubreobjetos de vidrio, tefiidas usando un anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de ERK
(verde) seguido por otro anticuerpo que reconoce MAP1B (roja). Neuronas hipocampales antes (A)
y a los sesenta de incubacion con 20 pM Fe-NTA. Calibracién: 20 ym. Se puede observar que el
hierro induce una robusta activacion de ERK.
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Para evaluar si la activacion de ERK observada produce activacion de
genes dependientes del factor de transcripcion CREB, usamos un anticuerpo
contra CREB fosforilado en el residuo Ser-133 (Figura 17A). La fosforilacidon en el
residuo Ser-133 es necesaria para que este factor se una a la secuencia

promotora de cierfos genes involucrados en PS.

Como tincion nuclear se us6 una sonda fluorescente que emite rojo lejano,
que se une a acidos nucleicos, SYTOG62, la cual en condiciones en que los ARNs
citoplasmaticos han sido degradados con ARNasss reconoce principalmente el
nucleo (Figuras 17B y 17C). En condiciones basales la fosforilacion de CREB es
baja, pudiéndose observar muy poco CREB activo en el nticleo (Figura 17D). No
obstante, al exponer las neuronas a 50 yM NMDA se produce un rapido y
transitorio incremento en la fosforilacion de CREB, alcanzando un maximo a los 5
minutos. Luego de diez minutos de remover el estimulo, los niveles de CREB
activo disminuyen a niveles comparables al control (Figura 17D). En neuronas
preincubadas durante una hora con 500 pM de DFO, 100 mM de manitol, los
agentes que previenen o neutralizan [a reaccion de Fenton, se observé que la
fosforilacion de CREB fue prevenida (Figura 17E), sugiriendo que los cambios en
la activacion de CREB involucran ROS generadas por hierro. De igual forma,
encontramos que los cambios en la fosforilacion y activacion de CREB fueron
completamente bloqueados por pre-fratamientos con 20 pM de RY (Figura 17E).
Sin embargo, es necesario mencionar que no se pudo cuantificar el CREB total

por problemas de deteccion con los anticuerpos.
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Figura 17. La activacion de NMDAR induce fosforilacién de CREB por un proceso que
involucra radicales libres generados por hierro y liberacion de Ca'? inducida por Ca'? desde
depositos sensibles a RY, en neuronas de hipocampo en cultivo. (A) Immunofluorescencia de
neuronas hipocampales tefidas con un anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de CREB
(rojo). B) Tincién nuclear con SYTO62 (azul) como tincién nuclear. C) Sobreposicion de la imagen
de contraste de fases con A y B, indicando la localizacién nuclear de ambas marcas. D) Curso
temporal de la fosforilacién de CREB inducida por un pulso de cinco minutos de 50uM de NMDA.
Promedio + SEM expresados como unidades arbitrarias de fluorescencia de al menos diez células
por tiempo. E) Cuantificacion de la fosforilacion de CREB en neuronas hipocampales antes
(Control) y a los cinco minutos de dar un pulso de 50 uM de NMDA en ausencia o presencia de
pretratamientos con 500 uM de DFO, 100 mM de manitol o 50 uM de RY. La fosforilacion de
CREB fue considerablemente reducida ya sea previniendo o neutralizando la reaccion de Fenton,
asi como bloqueando la liberacion de calcio de compartimentos intracelulares sensibles a RY. Los
datos se expresan como unidades arbitrarias de fluorescencia (promedio + SEM) de al menos diez
células por condicién en tres experimentos independientes. *Indica diferencias significativas con
respecto al control (p < 0.05) determinada usando el test de ANOVA seguido por un analisis de
comparaciones multiples Newman—Keuls.
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Esto ultimos datos sugieren que una posible consecuencia celular de la
liberacion de calcio desde compartimentos intracelulares sensibles a RY vy
estimulada por ROS podria ser [a modulacion de la via MAPK/ERK. Por otro lado,
sugieren que los radicales libres generados por hierro pueden jugar un papel
importante en la cascada de sefializacidon que relaciona causalmente la
estimulacion de NMDAR con la activacion de ERK y la transcripcion génica

dependiente de CREB.

3.3. Efectos del hierro en fendmenos de plasticidad sindptica (LTP o

LTD).

l.uego de evaluar en células PC12 y en cultivo primaric de neuronas
hipocampales [a interrelacion que existe entre ROS generadas por hierro y
sefales de calcio provenientes desde compartimentos intracelulares sensibles a
RY, que conduce a la estimulacién de la via MAPK/ERK, y de analizar las
posibles consecuencias celulares de esta interrelacion durante actividad neuronal,
en [a siguiente seccion analizaremos si esta interrelacion tiene alguna relevancia
fisiologica en P8, midiendo si cambia la eficiencia sinaptica en rebanadas de
hipocampo como resultado de cambiar la concentracion de hierro, que en base a

los datos anteriores puede inducir cambios en el estado redox celular.
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3.3.1. Desferroxamina induce depresion en la respuesta sindptica de la
zona CA1 frente a estimulacién en la zona CA3.

El estado funcional del hipocampo (Figuras 18A y 18B) puede ser
examinado midiendo la pendiente de los potenciales de campo (fEPSP) evocados
en las dendritas de la zona CA1 del hipocampo (estrato radiata) (Figura 18E) en
respuesta a la estimulacion en los axones que proyectan desde la zona CA3
(Colateral de Schaffer} hacia la zona CA1 {Figura 18C). En la figura 18G se puede
ver un tipico registro de campo obtenido luego de dar un pulso despolarizante en
las fibras aferentes (Figura 18D). Luego del artefacto de estimulacion se puede ver
el “Fiber Volley", que corresponde a un componente presinaptico que da origen al
potencial de campo (fEPSP), que es la respuesta postsinaptica evocada por la

estimulacion.

Cuando se estimula la colateral de Schaffer con un protocolo de pulsos
pareados separados por 40 ms en intervalos de 30 s, la pendiente del fEPSP en
respuesta al segundo pulso es algo mayor que la pendiente del fEPSP evocado
por el primer pulso (Figura 19B). Al graficar la pendiente obtenida debido al primer
pulso, expresada como porcentaje del basal, podemos ver que la pendiente se
mantiene estable durante 20 minutos (Figura 19C), lo que indica que el protocolo

de estimulacion por pulso pareado no altera la transmisién sinaptica basal.
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Figura 18. Registro obtenido en el Stratum Radiatum de la zona CA1 de hipocampo de rata.
A) Reconstruccion 3D de un cerebro de rata, mostrando cortes en las distintas coordenadas. B)
Corte coronal sefialando la ubicacion del hipocampo en cada hemisferio del cerebro. C) Proyeccion
de las neuronas hipocampales de la zona CA3, usando microscopia confocal y el marcador
neuronal Neurotrace. D) Imagen de luz transmitida mostrando la disposicion de los electrodos en
una rebanada de hipocampo. El electrodo de estimulacion fue ubicado en las fibras colaterales de
Schaffer que corresponden a los axones que proyectan desde las neuronas CA3 hacia la region
CA1, donde se ubico el electrodo de registro. E) Proyeccion de neuronas hipocampales de la zona
CA1 visualizadas igual que en C. Nétese que las neuronas de CA1 poseen una disposicion mas
compacta. F) Esquema de la configuracién y ubicacion de los electrodos. G) Registro tipicos de un
fEPSP mostrando la presencia del “Fiber Volley’, componente presinaptico obtenido
inmediatamente después del artefacto de estimulacion. Calibracién: 0,5 mV; 10 ms.
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Figura 19. DFO induce una depresién persistente de la respuesta sinéptica en neuronas CA1
por estimulacién de pulsos pareados en CA3. A) Esquema de la configuracion y ubicacion de
los electrodos. B) Registros de campo inducidos por estimulacion con pulsos pareados separados
por 40 ms. Nétese que el segundo pulso tiene una pendiente inicial mayor que el primer pulso. C)
Curso temporal del cambio en la pendiente del primer pulso, que se indujo en rebanadas de
hipocampo de rata por la aplicacion de DFO 1 mM al ACSF durante veinte minutos, como sefiala la
barra negra. Inserto: Registros de campo antes, durante y despues de la aplicacion de DFO. D)
Curso temporal del cambio en la pendiente del primer pulso inducido en rebanadas de hipocampo
de ratén por la aplicacién de DFO 1 mM al ACSF durante veinte minutos.
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La exposicion aguda de la rebanada de hipocampo de rata a 1 mM de DFO,
una concentracion que se ha usado en algunos modelos para estudiar efectos
oxidativos (Peeters et al. 2003), produjo una disminucion transitoria y reversible
en la respuesta sinaptica (Figura 19C). No obstante, pese a que la respuesta se
recupera luego de lavar el DFO, los fEPSP evocados por la estimulacion en pulsos
pareados nunca alcanzaron los niveles basales. Luego de la recuperacién parcial
inicial, la respuesta alcanzé un nivel estable dentro de los 20 minutos y se
mantuvo deprimida en comparacion al basal, aun después de treinta minutos de la
eliminacion de DFO (79,69 + 3,97 % del basal cincuenta minutos después de la
aplicacion de DFO, promedio £ SEM, n =7 animales, 11 rebanadas) (Figura 19C).

El descenso en la eficiencia sinaptica corresponde a una respuesta tipo LTD.

Estudios paralelos realizados en hipocampo de raton mostraron que DFO
induce una depresion similar a la observada en hipocampo de rata (90,7 + 4,7 %
del basal cincuenta minutos después de la aplicacién de DFO, promedio + SEM; n

= 3 animales, 10 rebanadas) (Figura 19D).

Una importante pregunta que resulia de lo anterior es determinar si la
actividad sinaptica modifica el efecio de la incubacion con DFO. Para contestar
esta pregunta, incubamos dos rebanadas de hipocampo procedente de la misma
rata con 1 mM de DFO durante veinte minutos, pero solo una de ellas fue
estimulada con pulsos pareados durante la aplicacion del quelante de hierro

(Figuras 20A y 20B). Encontramos que la depresidn inducida por DFO no ocurrio
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en la rebanada que no fue estimulada (cincuenta minutos después de la aplicacién
de DFO los valores fueron de 101,34 + 6,91 % del basal para rebanadas no
estimuladas durante la aplicaciéon de DFO, promedio + SEM, n = 7 animales, 7
rebanadas, y de 79,69 £ 3,97 % del basal para rebanadas estimuladas durante la
aplicacién de DFO, promedio £ SEM, n = 7 animales, 11 rebanadas; p < 0,05 fest
de Student pareado), indicando que la depresion sinaptica inducida por DFO es
dependiente de la actividad sinaptica (Figura 20C). Dado que distintos tipos de
LTD requieren de la activacion de receptores de NMDA lo siguiente a determinar
fue si la depresion inducida por DFO era dependiente de este tipo de receptores.
Para examinar si este era el caso, incubamos rebanadas con 100 M de acido 2-
amino-5-fosfovalérico, un antagonista selectivo de los receptores de NMDA,
encontrandose que la depresion sinaptica inducida por DFO fue completamente
bloqueada (Figura 20D). Esios datos sugieren que en neuronas de hipocampo la
depresion sinaptica producida tras quelar el hierro con DFO requiere un

mecanismo dependiente de la actividad sindptica mediada por NMDAR.

Para discriminar si los cambios en la eficiencia sinaptica inducidos por DFO
son consecuencia de cambios en la transmisidn sinaptica basal, analizamos la
relacion entre {a primera y segunda respuesta en la estimulacion de pulso pareado
usando distintos tiempos entre el primer y el segundo pulso (Figuras 21A), en
ausencia y en presencia de un pretratamiento de veinte minutos con 1 mM de
DFO. No se encontrd diferencias significativas en la facilitacion por pulso pareado

entre las respuestas obtenidas antes y después del tratamiento con DFO a los
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distintos tiempos evaluados (Figura 21B), usando el test de Student, indicando que

la depresién inducida por DFO no se debe a cambios en [a transmision sinaptica

basal. Ademas se puede observar que el componente presinaptico del potencial

de campo (fiber volley) no cambia, indicando que la depresion inducida por DFO

no se debe a una alteracion en la excitabilidad de las fibras aferentes.
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Figura 20. La depresion sinaptica inducida por estimulacion de pulsos pareados en
presencia de DFO requiere de actividad sindptica dependiente de activacién de NMDAR. A)
Experimento representativo de la respuesta sinaptica en CA1 por estimulacion de pulsos pareados
en presencia de DFO. Inserto; Configuracidn utilizada. B) Experimento representativo del efecto del
DFO en la respuesta sinéptica en CA1 en ausencia de estimulacion durante la aplicacion del DFO.
Inserto: Configuracién utilizada. C) Curso temporal de los cambios en la pendiente del primer pulso
inducidos en rebanada de hipocampo de rata por la aplicaciéon de DFO 1 mM al ACSF durante
veinta minutos, en presencia y en ausencia de estimulacidn durante la aplicacién del DFO, como
sefiala la barra blanca. Cada punto representa el promedio + SEM de 11 rebanadas de al menos
cinco animales. D) Aplicacion de un antagonista de NMDAR (100uM de APV} bloquea totalmente la

depresién inducida por DFO.
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Figura 21. DFO no altera la transmision sindptica basal. A) Trazos representativos de la
respuesta sindptica en CA1 por estimulacion de pulsos pareados a los tiempos indicados entre el
primer y segundo pulso. B) La facilitacion por pulso pareado no cambia significativamente antes o
después de la aplicacion de DFO. Los datos se expresan como la razén entre la pendiente del
fEPSP evocado por el segundo estimule y la pendiente del fEPSP evocado por el primer estimulo.
Cada punto representa el promedio + SEM de al menos fres experimentos.

Estos datos también sugieren que los efectos observados son
consecuencia de cambios en la neurona postsinaptica, pues al no haber
diferencias en la facilitacion por pulso pareado, se puede deducir que la liberacién
de neurotransmisores desde la neurona presinaptica no cambia antes y después

del tratamiento con DFO.

Para analizar si la ausencia de hierro produce alteraciones en la induccion
ylo duracion de LTP usamos un protocolo de estimulacién tetanica. La figura 22A
muestra en detalle el protocolo de los trenes de estimulacion de alta frecuencia

(TBS: Theta Burst Stimulation). Se ha descrito que entre tres a cinco trenes de
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TBS separados por intervalos de veinte segundos inducen un aumento en la
eficiencia sinaptica, que se mantiene por algunas horas. Cuando se estimularon
rebanadas de hipocampo de rata con cuatro trenes de TBS, se indujo una robusta
LTP (139,2 £ 9,1 % del basal, sesenta minutos después del ditimo tétano, n = 4
animales, 12 rebanadas) (Figure; 22C). Para evaluar la participacion de hierro en
esta LTP, se preincubaron rebanadas de hipocampo provenienies del mismo
animal con 1 mM de DFO durante veinte minutos en ausencia de actividad
eléctrica, condicidn en la cual no es afectada la transmision sinaptica basal. Se
dej¢ estabilizar la respuesta basal de las rebanadas cargadas con DFO durante
veinte minutos antes de aplicar los cuatro trenes de estimulacion. Se encontré que
la induccidon de la LTP no fue afectada, sin embargo, su duracién fue
significativamente menor que en los controles, pues las rebanadas cargadas con
DFO no exhibian LTP sesenta minutos después del ltimo tétano (101,0 + 4,5 %
del basal, promedio £+ SEM, n = 4 animales, 10 rebanadas, test de Student
pareado, p < 0,05) (Figura 22C}), sugiriendo que el hierro es critico para la
completa expresion de la LTP. Usando rebanadas de hipocampo de ratén se
encontré que DFO también inhibe la duracion de la LTP inducida por cuatros
trenes de TBS (LTP en rebanadas conirol = 125, 4 + 3,3 % del basal, a los treinta
minutos de! dltimo tétano, promedio + SEM, n = 3 animales, 8 rebanadas, LTP en
rebanadas tratadas con DFO = 109,8 + 8,5 % del basal, promedio £ SEM, 3

animales, 10 rebanadas, test de Student pareado, p < 0,05) (Figura 22D).
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Figura 22. DFO disminuye la duracién de la LTP en neuronas CA1, inducida por
trenes de estimulacién de alta frecuencia en las fibras aferentes de la zona CA3 del
hipocampo. A) Esquema del protocolo de estimulacion para inducir LTP. Cuatro trenes de
estimulacion de alta frecuencia (TBS) fueron aplicados cada 20 s (0,05 Hz). Cada tren estuvo
compuesto de diez “bursts” separados por 200 ms (5 Hz). Cada “burst’ estuvo compuesto de
cuatro pulsos separados por 10 ms cada uno {100 Hz). Las rebanadas provenientes del mismo
animal fueron separadas en camaras paralelas y registradas simultaneamente. Las rebanadas
control no recibieron ningtin tratamiento excepto la suspension de la estimulacion basal mientras
en la otra camara las rebanadas son sometidas a un prefratamiento con DFO también en ausencia
de estimulacién basal, durante veinte minutos antes de la aplicacion del protocolo de induccién de
LTP (4XTBS). B) Trazas representativas de los fEPSP antes y después de los 4XTBS para
rebanadas de hipocampo control y fratadas con DFO 1 mM. C) Curso temporal de los cambios en
la pendiente del fEPSP para rebanadas de hipocampo de rata control y tratadas con DFO 1 mM.
Cada punto representa el promedio + SEM de 12 rebanadas control y 10 tratadas con DFO
provenientes de cuatro ratas. D) Curso temporal de los cambios en la pendiente del fEPSP para
rebanadas de hipocampo de ratones control y tratadas con DFO 1 mM. Cada punto representa el
promedio + SEM de 8 rebanadas control y 7 tratadas con DFO provenientes de tres ratones.
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3.3.2. El hierro favorece e induce un aumenio de la transmision

sinaptica en la zona CA1 del hipocampo.

Para determinar si el hierro participa en el fortalecimiento sinaptico e induce
potenciacion en la transmisién sindptica, se incubaron rebanadas con distintas
concentraciones de hierro y se registré en la zona CA1 del hipocampo. Para
inducir un tipo de potenciacién de corta duracidén, usamos un protocolo de
estimulacion de alta frecuencia consistente en sélo un fren de TBS, que induce
una potenciacion transitoria de la transmision sinaptica decayendo hasta llegar a
un valor comparable al basal a los sesenta minutos después de ser aplicado el
tetano (Figura 23A). Luego de perfundir una rebanada con una concentracion de
20 uM de FeSO4 en ACSF, no se observan cambios evidentes en la respuesta
sinaptica, sin embargo, luego de aplicar el tren de TBS se pudo ver que la
potenciacién inducida era significativamente mayor y mas persistente que la
inducida solo por el TBS en ausencia de 20 uM de FeSO,4 (rebanadas control =
94,9 £ 54 % del basal a los sesenta minutos del tétano, promedio + SEM, n = 4
animales, 7 rebanadas; rebanadas tratadas con hierro = 119,2 + 5,8 % del basal,
promedio + SEM, n = 3 animales, 5 rebanadas, test de Student pareado, p < 0,05)

(Figura 23A).
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Figura 23. EI hierro convierte una potenciacién de la transmisién sinaptica transitoria en una
mas persistente y ademds facilita la induccién de un tipo de LTP en respuesta a
estimulacion por pulso pareado. A) Curso temporal de los cambios en la pendiente del fEPSP
para rebanadas de hipocampo de ratén control o tratadas con 20 pM de FeS0, desde disz minutos
antes de la aplicacién de 1XTBS. Las rebanadas control no recibieron ningtin tratamiento previo a
la aplicacién de un TBS, Induciéndose sodle una potenciacion transitoria; mientras en la otra
camara, las rebanadas fueron perfundidas con una concentracion de hierro que no induce cambios
en la transmision sinaptica basal. Sin embargo, luege de la aplicacion del tren de estimulacién
(1XTBS) se indujo una potenciacion mas persistente en el tiempo. Cada punto representa el
promedio + SEM para 7 rebanadas controles de 4 animales y para 5 rebanadas tratadas con hierro
de 3 animales. p < 0,05 calculado usando el test de Student pareado. B) Curso ternporal de los
cambios en la pendiente de los fEPSP del primer pulso en un protocolo de estimulacion por pulsos
pareados, inducidos en rebanadas de hipocampo de ratén por la aplicacion de 100 pM de FeSO,
durante el tiempo sefialado por Ig barra blanca. En rebanadas preincubadas con DFO durante una
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hora previa la aplicacion de hierro, disminuye significativamente la potenciacion inducida por hierro.
Cada punto representa el promedio + SEM para 11 rebanadas controles de 4 animales y para 4
rebanadas tratadas con hierro de 3 animales. p < 0,05 calculado usando el fest de Student
pareado. C) La facilitacion por pulso pareado (40 ms entre pulsos) no cambia significativamente
antes o después de la aplicacién de hierro. Se expresan los datos como la razén entre la
pendiente del fEPSP evocado por el segundo estimulo y la pendiente del fEPSP evocado por el
primer estimulo. Cada punto representa el promedio + SEM de al menos tres experimentos. Test
de Student pareado, p = 0,1996

Junto con esto, observamos que al incubar rebanadas con una concentracién mas
alta de hierro (100 yM de FeS0y), se produce un aumento en la respuesta
sinaptica por estimulacién con pulsos pareados de 158,85 + 14,55 (promedio
SEM, n =4 animales, 11 rebanadas) (Figura 23B). Preincubando la rebanada con
DFO 1 mM durante una hora previa a la aplicacion de hierro, la potenciacion
disminuyo significativamente a 109,32 £ 11,45 (promedio £ SEM, n = 3 animales,

4 rebanadas, test de Student pareado, p < 0,05) (Figura 23B).

El analisis de la facilitacién por pulsos pareados (PPF) no muestra cambios
significativos (test de Student pareado, p = 0,1996) entre la relacion del primer y
segundo pulso con valores de PPF antes del tratamiento con hierro de 1,60 % 0,07
{(promedio £ SEM, n = 4 animales, 11 rebanadas) y PPF después del tratamiento
con hierro de 1,53 + 0,07 (promedio + SEM, n = 3 animales, 4 rebanadas) (Figura
23C), indicando que los cambios en la transmisidn sinaptica son consecuencias de
carmbios en la neurona postsinaptica como consecuencia de la alta concentracién

de hierro,
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3.3.3. Transmisidn sinaptica y la activacion de ERK.

Dada la importancia que tiene la activacidon de ERK en PS, en la dliima
parte evaluamos si [os cambios en la transmision sinaptica inducidos por hierro
estan asociados a activacion de la via MAPK/ERK. Para realizar estudios
bioquimicos de esta via, realizamos microdisecciones de la zona CA1 del
hipocampo aislandola de las zonas CA3 y el giro dentado, asegurando de esta
forma que los cambios ocurren en la zona CA1 del hipocampo. La desventaja de
esta metodologia es que muchas veces la cantidad de muestra es insuficiente
para ser detectada por inmmunoblots (WB). Se debe considerar, ademas, que al
estimular eléctricamente las fibras aferentes de la zona CA3 se recluta un numero
bastante limitado de sinapsis involucradas en [a respuesta sinaptica de la zona
CA1, por tanto se hace aun mas dificil seguir los cambios bioquimicos que estan
ocurriendo. Debido a esta limitante, no se realizaron WB de rebanadas tetanizadas

en las diferentes condiciones.

3.3.4. Efecto oxidativo del hierro en la activacion de ERK y CREB

dependiente de NMIDAR, en la zona CA17 del hipocampo.

Para involucrar un mayor nimero de sinapsis que nos permitan estudiar la
posible participacion de ROS generadas por hierro en la activacion de ERK
mediada por NMDAR, se estimularon rebanadas de hipocampo

farmacologicamente con 100 pM de NMDA duranie cinco minutos, realizando los
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estudios de immunodeteccién cinco minutos después de lavado el NMDA del

medio de perfusion.

De manera similar a como se describié en cultivo primario en ia segunda
parte de este trabajo (Figuras 14 y 15), l[a activacion de NMDAR con NMDA
produce un aumento en ia fosforilacién de ERK (Rebanadas NMDA = 143,3 + 9,8

% del basal, promedio £ SEM, n =4 animales) (Figuras 24A y 24B).

Los datos anteriores, obtenidos tanto en células PC12 como en cultivo
primario de neuronas de hipocampo, sugieren también que la activacion de ERK
dependiente de NMDAR requiere un estado redox mediado por hierro. Para
evaluar si en rebanadas es necesaria la participacion oxidativa del hierro,
preincubamos las rebanadas durante una hora con agentes que previenen o
neutralizan las ROS generadas por hierro. En rebanadas pretratadas con DFQ 1
mM o manitol 100 mM durante una hora antes de la aplicacién de NMDA, no se
observé el aumento en la fosfo}i[acién de ERK producido por NMDA (Rebanadas
tratadas con NMDA + DFO = 121,5 + 24,5 % del basal, promedio + SEM, n = 3
animales; rebanadas tratadas con NMDA + Man = 113,2 + 7,7 % del basal,
promedio + SEM, n = 3 animales). Esto sugiere que para la activacion de ERK
por NMDA no solo se requiere hierro, si no, ademas, los radicales libres

generados por hierro (Figuras 24A y 24B).

De la misma manera, tras incubar rebanadas con 20 uM de RY,




concentracion que inhibe [a funcién de RYR, se observa que no ocurre la
activacién de ERK por NMDA (rebanadas tratadas con NMDA + RY = 87,4 + 21,9
% del basal, promedio + SEM, n = 2 animales (Figuras 23A y 23B), indicando que
también en rebanadas la liberacion de calcio desde compartimentos sensibles a

RY es un evento necesario para la activacion de esta via por NMDA.
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Figura 24. La fosforilacién de ERK y de CREB, dependientes de la activacién de NMDAR por
NMDA en rebanadas de h.-pocampo involucra un estado redox permisivo mediado por
hierro, y ademds liberacién de Ca'? inducida por Ca™ desde depésitos sensibles a RY. A)
Western blot mostrando cambios en la immunoreactividad para pERK. Extractos de rebanadas de
hipocampo de ratén obtenidos diez minutos después de ser expuestas a un pulso de 100 pM de
NMDA durante cinco minutos, en ausencia y en presencia de un pretratamiento con DFO 500 M,
MAN 100 mM o RY 50 uM. Las membranas fueron re-ensayadas con un anticuerpo que reconoce
la forma total de ERK, independiente de su estado de fosforilacion (ERK total). B) Cuantificacién de
la immunoreactividad de pERK normalizada con respecto a los niveles de ERK total. Se expresan
los datos como porcentaje del basal (promedio + SEM) *Indica diferencias significativas con
respecto al control (p < 0.05) determinada usando el test de ANOVA seguido por un analisis de
comparaciones multiples Newman—Keuls. C) Western blot que muestra cambios en la
immunoreactividad para pCREB usando un anticuerpo que detecta la forma fosforilada de CREB
en el residuo Ser133. Extractos de rebanadas de hipocampe de ratdn fueron obtenidos diez
minutos después de ser expuestas a un pulso de 100 pM de NMDA durante cinco minutos, en
ausencia y en presencia de un pretratamiento con DFO 500 uM, MAN 100 mM o RY 50 uM {panel
superior). D) La cuantificacion de la immunoreactividad de pCREB no fue normalizada con respecto
a los niveles de CREB total, pues aunque las membranas fueron re-ensayadas con un anticuerpo
que reconoce la forma total de CREB, independiente de su estado de fosforilacién, no pudo
detectarse la protefna CREB total. Se expresan los datos como porcentaje del basal (promedio *
SEM).
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lL.as mismas membranas utilizadas para detectar ERK fosforilado fueron
probadas usando un anticuerpo contra CREB fosforilado, para evaluar si la
activacion de ERK promueve [a transcripcion de genes dependientes del factor
nuclear CREB en rebanadas estimuladas con NMDA. En ausencia de
estimulacion, la fosforilacion de CREB es baja, condicién que cambia al exponer
las rebanadas a NMDA 100 pM. Cinco minutos después del estimulo con NMDA
se produce un incremento en la fosforilacion de CREB (Rebanadas NMDA = 394,9
+ 63,9% del basal, promedio #+ SEM, n = 3 animales) (Figuras 24C y 24D). Sin
embargo, en rebanadas preincubadas durante una hora con 500 yM de DFO o
100 mM de manitol, no se observo este aumento de la fosforilacion de CREB
(rebanadas fratadas con NMDA + DFO = 236,9 + 63,1% del basal, promedio *
SEM, n = 3 animales; Rebanadas tratadas con NMDA + Man = 216,3 + 64,3 % del
basal, promedio = SEM, n = 3 animales) (Figuras 24C y 24D), lo que sugiere que
los cambios en la activacion de CREB, involucran ROS generadas por hierro como
se vio para ERK. De igual forma, encontramos que los cambios en la fosforilacién
de CREB fueron completamente bloqueados por pre-tratamientos con 50 pM de
RY (Rebanadas tratadas con NMDA + RY = 89,0 + 21,9 % del basal, promedio +

SEM, n =2 animales) (Figuras 24C y 24D).

Estos resultados sugieren que la activacion de ERK y de CREB inducida
por NMDA requiere de un estado redox adecuado para el funcionamiento
neuronal, que se inhibe por DFO o manitol, y de liberacidon de calcio mediada por

RYR. Los resultados sugieren, ademas, que las alteraciones observadas en la
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LTP inducida por trenes de estimulaciéon de alta frecuencia en ausencia de hierro
pueden deberse a la carencia de un efecto oxidativo mediado por hierro sobre la

actividad del RYR.

3.3.5. ROS generadas por hierro inducen fosforilacién de ERK y CREB

en la zona CA1 del hipocampo.

En la dltima parte de este trabajo se evalud si los cambios en Ia transmision
sinaptica promovidos por hierro se correlacionan con cambios en la activacién de
ERK y CREB. Al incubar rebanadas de hipocampo con 100 uM de FeSOQs,
concentracion que induce una robusta potenciacién de la transmisién sinaptica
(Figura 23B), se observd un aumento en la fosforilacion de ERK en la zona CA1
del hipocampo (Rebanadas FeS04 = 141,6 = 19,7% del basal, promedio + SEM,
n = 4 animales) (Figuras 25A y 25B). El efecto estimulante del hierro sobre Ia
fosforilacion de ERK disminuyé significativamente al preincubar con DFO o manitol
(Rebanadas tratadas con FeSO, + DFO = 121,5 + 24,5% del basal, promedio *
SEM, n = 3 animales; Rebanadas fratadas con FeSO4 + Man = 113,2 + 7,6 % del
basal, promedio + SEM, n = 2 animales, p < 0.05, test ANOVA) (Figuras 25A y
25B), indicando que las ROS generadas por hierro estan involucradas en la
activacion de esta via. Los cambios en la fosforilacion de ERK inducidos por
hierro también fueron bloqueados en rebanadas preincubadas con RY 50 pM
(rebanadas tratadas con FeSO, + RY = 87,4 + 21,8 % del basal, promedio + SEM,

n = 3 animales) (Figura 25A), lo que sugiere que las ROS generadas por hierro
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gjercen su efecto modulando [a salida de calcio desde compartimentos

intracelulares sensibles a RY.
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Figura 25. El hierro induce la fosfonlac:on de ERK y de CREB por un proceso que involucra
radicales libres y liberacién de Ca*’ inducida por Ca*? desde depdsitos sensibles a RY, en
renabadas de hipocampo. A) Western blot mostrando cambios en la immunoreactividad para
fosfo-ERK usando un anticuerpo que detecta la forma fosforilada de ERK. Extractos de rebanadas
de hipocampo de raton fueron preparados después de sesenta minutos de exposicion a 100 pM de
FeS04, en ausencia y en presencia de un pretratamiento con 500 pM de DFO, 100 mM de MAN o
50 UM de RY (panel superior). Las membranas fueron reprobadas con un anticuerpo que reconoce
la forma total de ERK, independiente de su estado de fosforilacion {panel inferior). B) Cambios en
la fosforilacion de ERK una hora después de la aplicacién de 100 yM de FeS0O4 asociados a
cambios en [os potenciales de campo (fEPSP). Cuantificacion de la immunoreactividad de pERK
normalizada con respecto a los niveles de ERK total. Se expresan los datos como porcentaje del
basal (promedio = SEM). *Indica diferencias significativas en la pendiente del EPSP y # indica
diferencias significativas en la fosforilacién de ERK, en ambos casos con respecto al control (p <
0.05) determinada usando el test de ANOVA seguido por un analisis de comparaciones multiples
Newman-Keuls. C) Western blot representativo mostrando cambios en la immunoreactividad para
pCREB usando un anticuerpo que detecta la forma fosforilada de CREB en el residuo Ser133.
Extractos de rebanadas de hipocampo de ratén fueron preparados a los sesenta minutos de
exposicién a 100 uM de FeS04, en ausencia y en presencia de un pretratamiento con 500 uM de
DFO, 100 mM de MAN o 50 uM de RY (panel superior). Las membranas fueron reensayadas con
un anticuerpo que reconoce la forma total de CREB, independiente de su estado de fosforilacion,
sin embargo, no pudo detectarse la proteina CREB total. D) Cuantificacion de la immunoreactividad
de pCREB no normalizada con respecto a los niveles de CREB tofal. Se expresan los datos como
porcentaje del basal (promedio = SEM).
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Reprobando las membranas con el aniicuerpo que reconoce CREB
fosforilado, se pudo observar que hierro induce también un aumento en el estado
de fosforilacion de CREB (rebanadas FeSO4 = 552,3 + 206,1% del basal,

promedio  SEM, n =4 animales) (Figuras 25C y 25D).

La activacion de CREB inducida por hierro fue bloqueada también en
rebanadas preincubadas con DFO o manitol (rebanadas tratadas con FeSQO; +
DFO = 215,0 + 95,9% del basal, promedio + SEM, n = 4 animales; rebanadas
tratadas con FeSO, + Man = 253,5 £ 113 % del basal, promedio £+ SEM, n =4
animales, p < 0.05, test de ANOVA) (Figuras 25C y 25D), indicando que las ROS
generadas por hierro son responsables de esta activacion. Los cambios en la
fosforilacion de CREB inducidos por hierro no ocurrieron en rebanadas
preincubadas con RY 50 yM (rebanadas tratadas con FeSO, + RY = 123,8 + 80,1
% del basal, promedio £ SEM, n = 3, animales, p < 0.05, test de ANOVA), lo que
sugiere que las ROS generadas por hierro ejercen su efecto modulando la salida

de calcio desde compartimentos intracelulares sensibles a RY.

Si los efectos observados con hierro son debidos a ROS generadas por
hierro, es valido suponer que si aumentamos la concentracién de peroxido de
hidrégeno, que es otro participante en [a reaccién de Fenton, deberiamos esperar
resultados similares a los obtenidos con hierro. Para evaluar esta posibilidad
condujimos experimentos en rebanadas de hipocampo con H.O, 200 uM,

concentracion que evoca un aumento en la concentracion de calcio en neuronas
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en cultivo. Como era de esperar HxO; 200 pM produjo un aumento en la
fosforilacion de ERK (rebanadas tratadas con H,0, = 167,7 + 14,6 % del basal,
promedio + SEM, n = 3 animales en todos los grupos) (Figuras ZéA y 26C) y de
CREB (rebanadas tratadas con HyO; = 185,2 + 28,3 % del basal, promedio +
SEM) (Figuras 26B y 26D). Ei efecto del perdxido en la fosforilacion de ERK y de
CREB, disminuy¢ significativamente (p < 0.05, test de ANOVA) tras incubar con
DFO (pERK = 1004 % 5,8% del basal, pCREB = 135,3 + 15,1% del basal) o
manitol (pERK = 92,9 + 2,9% del basal; pCREB = 85,3 * 28,1% del basal),
sugiriendo que el perdxido en si no media mayoritariamente este efecto, sino las

n
ROS inducidas por hierro.

Finalmente, al incubar rebanadas de hipocampo con RY 50 uM no se
observo la activacion de ERK (rebanadas watadas con HyO2 + RY = 77,4 + 11,6 %
del basal) (Figuras 26A y 26C) y de CREB (rebanadas tratadas con H.0, + RY =
75,9 £ 18,5 % del basal) (Figuras 25B y 25D), sugiriendo nuevamente que la
liberacion de calcio mediada por RYR es critica para la activacion de esta via por

peréxido.
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Figura 26. H,0, induce la fosfonlac:on de ERK y de CREB por un proceso que involucra
radicales libres y liberacion de Ca* inducida por Ca™ desde depdsitos sensibles a RY, en
rebanadas de hipocampo. A) Western blot representativo mostrando cambios en la
immunoreactividad para pERK usando un anticuerpo que detecta la forma fosforilada de ERK.
Extractos de rebanadas de hipocampo de raton fusron preparados a los sesenta minutos de
exposicion a 200 uM de H,0O-, en ausencia y en presencia de un pretratamiento con DFO 500 pM,
MAN 100 mM o RY 50 uM (panel superior). Las membranas fueron reensayadas con un anticuerpo
que reconoce la forma fotal de ERK, independiente de su estado de fosforilacion (panel inferior).
P44 y P42 indican la migracidn de las isoformas de 44 y 42 KDa. B) Cuantificacion de la
immunoreactividad de pERK normalizada con respecto a los niveles de ERK total. Los datos se
expresan como porcentaje del basal (promedic £ SEM). *Indica diferencias significativas con
respecto al control (p < 0.05) determinada usando el test de ANOVA seguido por un analisis de
comparaciones multiples Newman-Keuls. C) Western blot representativo mostrando cambios en la
immunoreactividad para pCREB usando un anticuerpe que detecta la farma fosforllada de CREB
en el residuo Ser133. Exiractos de rebanadas de hipocampo de ratén fueron preparados a los
sesenta minutos de exposicion a 100 uM de FeSO, en ausencia y en presencia de un
pretratamiento con 500 pM de DFO, 100 mM de MAN o 50 uM de RY (panel superior). Las
membranas fueron reensayadas con un anticterpo que reconoce la forma total de CREB,
independiente de su estado de fosforilacion, sin cmbargo, no pudo detectarse la proteina CREB
total. D) Cuantificacién de la immunoreactividad de pCREB no normalizada con respecto a los
niveles de CREB total. Los datos se expresan como porcentaje del basal (promedio £ SEM).
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4. DISCUSION

Los resultados presentados en esta tesis indican que la incubacion de las
celulas PC12 o de neuronas de hipocampo en cultivo con DFO (quelante de
hierro) o manitol (remueve hidroxilo) inhibe tanto la generacion de sefiales de
calcio sensibles a ryanodina como la estimulacién de la fosforilacion de ERK
producidas por NMDA. Ademas, al incubar rebanadas de hipocampo con DFO se
observa una clara inhibicion de [a estimulacion de la fosforilacion de ERK
producida por NMDA. DFO también inhibe la transmision sinéptica en rebanadas
de hipocampo, generando LTD; este efecto de DFO ocurre a nivel postsinaptico y
requiere de RNMDA funcionales, pues no ocurre en presencia de un bloqueador
especifico de RNMDA. DFO inhibe, ademas, la LTP inducida por trenes de
estimulacion de alta frecuencia. Por otra parte, al incubar las células PC12 o las
neuronas de hipocampo con alto hierro, se observa que surgen sefiales de calcio
sensibles a ryanodina y que se estimula la fosforilacion de ERK; ambos-efectos no
ocurren tras preincubar con DFO. Mas aun, el sélo hecho de incubar rebanadas
de hipocampo con alto hierro produce LTP y estimula la fosforilacién de ERK:
ambos efectos no ocurren en rebanadas preincubadas con DFO, manito! o
ryanodina.

Este conjunto de resultados sugiere que el hierro, a través de la generacion
del radical hidroxilo, media la eficiencia de la transmision sinaptica entre neuronas
CA3 a CA1 del hipocampo. A su vez, el radical hidroxilo presumiblemente activa la
liberacion de calcio mediada por canales RYR, que son sensibles a inhibicién por

ryanodina.




En vista del trascendente papel que parece tener el hierro para la funcién
neuronal, se presenta a continuaciébn una breve resefia de los posibles

mecanismos oxidativos asociados a las acciones celulares del hierro.

4.1. Hierro y efecto oxidativo asociado a radicales libres.

Un nimero de reacciones enzimaticas que comprenden el intercambio de
un electron son dependientes de la presencia de hierro en un estado redox activo,
por lo que este metal es relativamente abundante en el interior celular (Kakhlon &
Cabantchik, 2002). Esta abundancia, sumado al ambiente celular reductor y la
presencia de oxigeno molecular genera una abundante produccién de ROS, lo que
podria ser una condicion aparentemente dafiina para la célula. De particular
importancia en el contexto de esta tesis es el papel del hierro en la formacion de

OH" via la reaccion de Fenton. La posible paiticipacion del OH" en el proceso de

liberacion de calcio y en la plasticidad sinaptica encontrada en esta tesis fue
completamente inesperada y puede ser, ademas, muy controvertida, dado que la

nocion mas aceptada sefiala que las ROS que median la regulacion redox celular
son Oz" y HxOz2 vy no OH'. El OH" es una especie poco especifica pues es
altamente reactiva, y por lo tanto de baja difusion efectiva. Esto plantea el desafio

de entender como el radical libre OH" puede estar involucrado en la mediacion de

efectos redox especificos y reversibles.

En nuestros experimentos, usamos el atrapador fluorogénico TEMPO 9
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para detectar la generaciéon de OH" (Figura 1). Las propiedades paramagnéticas

del grupo nitréxido presente en TEMPO 9, hacen que [a fluorescencia de esta
molécula por si sola sea muy baja, presumiblemente por un mecanismo de

intercambio electronico intermolecular. La reaccion de TEMPO 9 con el radical
OH" conduce a la formacion de un producto diamagnético, lo que elimina su
apagamiento intermolecular y resulta en un aumenio de fluorescencia que es
proporcional a la cantidad de OH" generado (Yang et al. 2001). Usando TEMPO
9, determinamos que la adicion de FeNTA al medio de cultivo produce radicales
OH- tanto en células PC12 (Figura 1). Lo mas probable es que estos OH' sean

generados por hierro, ya que al neutralizar con manitol (Figura 1)} se observa una

disminucion de la fluorescencia de TEMPO 9.

Ademas, exploramos cambios en el estado oxidativo celular asociados a
ROS usando H;DCF en su forma esterificada (permeable) que permite su paso a
través de la membrana celular; tras entrar a la célula la sonda es hidrolizada
enzimaticamente por esterasas intracelulares, permitiendo su uso para estudios
celulares. Independiente del efecto oxidativo que pueda tener el hierro
mediante su participacion en las distintas reacciones ya descritas, se ha
demostrado en estudios anteriores que la activacion de NMDAR induce Ia
produccion de ROS en rebanadas de hipocampo (Bindokas et ai., 19é6). Por otro
lado, el uso de atrapadores especificos para cada ROS ha permitido determinar
que tanto superéxido como peroxido de hidrégeno participan en LTP dependiente

de NMDAR (Kamsler et al., 2004; Klann, 1998; Klann et al., 1999; Knapp et al.,
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2002} y en la activacion de la via ERK/MAPK (Kemmerling et al., 2006; Kishida et
al.,, 2005; Murioz et al., 2006). Consistente con esto, al explorar si la actividad
neuronal esta asociada a generacion de ROS usando H;DCF encontramos que en
celulas PC12 la estimulacion de NMDAR produjo un aumento de ROS. Nuestros
datos muestran, ademés, que [a produccién de ROS se asocia especificamente a
la actividad de NMDAR, puesto que la activacion de canales de calcio voltaje-
dependientes inducida por despolarizaciébn con soluciones externas de alto
potasio, no provocd cambios en [a fluorescencia de H,DCF, indicando que la
concentracion de ROS no varia bajo estas condiciones. Esta ultima observacion
ha sido corroborada por otros autores usando dihidrorodamina 123 (otra sonda
para determinar ROS), encontrando que un protocolo de despolarizacion por alto
potasio, similar al usado por nosotros, no tiene efecto en la produccién de ROS

(Yermolaieva et al., 2000).

Lo anterior abre una interrogante acerca de cuales, entre los distintos tipos
de plasticidad que ocurren en el hipocampo, podrian ser dependientes de las
ROS. Es necesario profundizar este punto, pues es sabido que algunos tipos de
plasticidad pueden ser inducidos por mecanismos independientes de la activacion

de NMDAR y en estos casos pueden no estar involucradas las ROS.

Al evaluar si el aumento en la concentraciéon de ROS observado luego de

activacion de NMDAR esta asociado a la generacién de OH', usando la sonda

TEMPQ 9, no logramos detectar cambios significativos en la produccion de OH"
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durante actividad neuronal mediada por NMDAR (Dato no mostrado). Aunque los
datos obtenidos con TEMPO 9 nos indican aparentemente que la concentracién
de OH" no varia, es probable que los cambios sean tan exiguos y localizados que
estén bajo el limite de deteccion de la técnica que mide el derivado fluorescente
de TEMPO 9. Esto conifrasta con lo que ocurre con hierro, que genera gran
cantidad de OH" que son rapidamente detectados debido a una rapida
acumulacion del aducto de la molécg[a atrapadora. Por lo tanto, se hace necesario

abordar este aspecto usando técnicas méas sensibles que permitan detectar los

radicales libres generados por hierro durante un evento de actividad neuronal,
puesto que nosotros y otros autores, usando distintos atrapadores de OH’, hemos

mostrado que este radical tiene un fuerte impacto en la sefializacion celular luego

de la activacion de NMDAR.

4.2. Hierro y estimulacién de la seiial de calcio mediada por RYR.

Nuestros datos sugieren que el radical libre OH" juega un papel importante

en la activacion de la salida de calcio mediada por RYR desde depositos
intracelulares, pues enconiramos que el hierro, a través de la generacién de ROS,
induce sefiales de calcio sensibles a RY. En particular, la exposicion de las
neuronas a concentraciones elevadas de hierro aumenté la frecuencia de las
sefiales de calcio altamente localizadas y sensibles a inhibicién por RY. Se han
observado sefiales de calcio en una amplia variedad de tejidos, incluyt{ando celulas

de musculo liso, cardiaco y esquelético ademas de otras células no excitables
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(Berrigde, 1997; Bootman & Berrigde, -1995). Se han descrito estas sefiales como
eventos elementales con los cuales se construye una sefial de calcio global, como
ondas u oscilaciones de calcio. Este tipo de eventos dependientes de RYR se ha
observado con anterioridad en neuronas {Ouyang et al,, 2005} y en células PC12
(Koizumi et al., 1999). Tal es asi, que la estimulacidon sub-maxima del RYR con
bajas concentraciones de cafeina aumenta la frecuencia de estos eventos de
calcio en tanto que altas concentraciones de cafeina provocan un aumento global

en la concentracion de calcio (Koizumi, et al, 1999; Ouyang et al., 2005).

Las sefales de calcio inducidas por hierro presentan caracteristicas
similares a las descritas en los trabajos de estimulacion con cafeina. Un estimulo
oxidativo moderado, asociado a bajas concentraciones de hierro (FeNTA 20 pM),
activa [os sitios mas sensibles evocando so6lo un aumento en el nimero de
eventos con respecto a la sifuacidon control. En cambio un mayor estimulo
oxidativo (FeNTA 100 pM) probablemente activa todos los sitios de liberacién
transformando una respuesta local en una respuesta global de calcio. Este
comportamiento dependiente del estimulo ha sido reportado para RYR en otros
tipos celulares (Berrigde, 1997; Bootman & Berrigde, 1995). luego de la
aplicacion de bajas concentraciones de hierro observamos que los aumentos de
calcio, que ocurren en varios sitios a lo largo de la linea de muestreo, no ocurren
en todas las ROls, pues encontramos que en células. PC12 solamente el >80% de
las ROls respondian y en células hipocampales, un porcentaje menor (~40%). Si

bien este tipo de respuesta ha sido reportada con anterioridad (Koizumi et al.,
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1999), las razones para las diferencias entre ambos modelos no estan del todo
clara. Las células PC12 son una linea celular que ha sido ampliamente usada
como modelo neuronal, ya que poseen caracteristicas similares a las neuronas
simpaticas del sistema nervioso periférico. Sin embargo, estas pueden ser
funcional y morfolégicamente distintas a las neuronas del sistema nervioso central
(SNC). Por ejemplo, las neuronas del SNC estan embebidas en una densa.matriz,
ambiente en el cual las conectividades son muy diferentes a las que existen en
células PC12 o en un ganglio simpatico. Otra posible explicacion para el hallazgo
de que en celulas PC12 los eventos de calcio son mucho mas frecuentes que en
neuronas hipocampales, es que las células PC12 poseen una entrada capacitativa
de calcio muy pronunciada, mecanismo que permite maniener una sustancial
carga del RE aun en ausencia de despolarizacién (Bennetit et al., 1998). En
contraste, las neuronas de hipocampo parecen no expresar esta entrada
capacitativa de calcio, al menos en un grado detectable (Garaschuk et al., 1997).
Se ha descrito que cuando el RE se encuentra mas cargado con calcio se
favorecen los eventos espontaneos y también los inducidos por la unidon de

agonistas de RYR (Koizumi et al., 1999).

Las neuronas  hipocampales presentan espinas  dendriticas,
especializaciones morfolégicas a nivel sinaptico que presentan todos los
elementos necesarios para la transduccion de la sefial que se genera en
respuesta a la estimulacion sinaptica. No obstante, algunos estudios morfoldgicos

en neuronas hipocampales han mostrado que no todas las espinas dendriticas
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poseen reticulo endoplasmatico, y por oiro lado, se observé que el RE es un
organelo altamente dinamico en las espinas (Toresson & Grant, 2005). Esta ultima
observacion tiene mucha relevancia al momento de interpretar nuestros resultados
en neuronas hipocampales, pues es posible que la menor o nula capacidad de
respuesta en algunos ROls pueda deberse a que en esas secciones no hubiera
RE, y por tanto tampoco existiria RYR como para responder al estimulo oxidativo.
Se hace necesario demostrar que RE esta presente en ifodas las ROls

monitoreados.

Aunque no se ha explorado en un contexto celular si los radicales hidroxilo
promueven la generacion de sefiales de calcio, algunos autores han mostrado que
la formacién de los radicales hidroxilo catalizada por metales pesados mediante la
reaccion de Fenton, puede inducir in vifro la salida de calcio desde
compartimentos sensibles a RY (Anzai et al.,, 1998; Stoyanovsky et al., 1294).
Estos estudios fueron realizados en vesiculas de reticulo aisladas o bien en
membranas artificiales reconstituidas con RYR purificados, existiendo a la fecha
muy pocos estudios en células vivas que analizan la participacién de radicales OH-
en la regulacion del calcio (Burlando & Viarengo, 2005). Al respecto, un trabajo
realizado en células de hepatoma (RTH-148) mostrdé que los radicales OH' eran
responsables de la movilizacion de calcio observada en sus experimentos;
ademas, usando el sistema generador de superoxido Xantina/Xantina oxidasa

(X7XO) estos autores probaron que el anién superdxido tiene un menor efecto que

cuando se induce la reaccion de Fenton por bajas dosis de perdxido en presencia




de metales pesados. Combinando X/XO + peroxido + Cu” lograron un maximo en
la concentracion de calcio, indicando que la mezcla mas eficiente fue la que
favorece la reaccion de Fenton. La sefial de calcio inducida por ROS fue
considerablemente inhibida por atrapadores del radical OH' pero no por los de
anion superoxido indicando que la especie efectora es el radical OH' (Burlando &

Viarengo, 2005).

La generacion localizada y transitoria de ROS por sistemas intracelulares
puede ser considerada como un aporte de los procesos redox a la sefializacién
celular, siendo los ROS mas estudiados el anion superdxido y el peroxido de
hidrogeno (Thannickal et al., 2000). Sin embargo, en algunos estudios del efecto
de ROS en sefializacion celular ha sido posible verificar que no son estas dos
especies las efectoras finales, sino mas bien que ejercen su accion a través del
radical hidroxilo. Este mismo tipo de analisis puede hacerse extensivo para tratar
de entender los posibles mecanismos moleculares que involucran al hierro en la
regulacion de la salida de calcio desde depositos internos en neuronas y otros
tipos celulares. Al respecto, en células endoteliales humanas, altas
concentraciones de superoxido produjeron un aumento de calcio que fue inhibido

~ por o-fenantrolina, un quelante de hierro, indicando que los radicales OH-

generados en presencia de hierro son responsables del efecto observado (Dreher

& Junod, 1995). En ofro estudio realizado en vesiculas de reticulo
sarcoplasmatico de musculo de Pecten jacobaeus, se encontré que el OH'

generado durante el ciclo redox del hierro gatilla la apertura de RYR, mientras que
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el superdxido ejerce un efecto bastante mas limitade (Burlando et al., 1997). El

efecto del hierro fue inhibido significativamente por el acido acetometilbutirico, un
compuesto que atrapa OH", o por tojo de rutenio, un blogueador no totalmente

especifico de RYR, mostrando que las ROS generadas por hierre provocaron una

apertura de RYR dependiente de radicales libres (Burlando et al., 1997).

Nuestros datos en células neuronales apoyan esta misma idea, puesto que
los aumentos en la concentracion de calcio inducidos por hierro (Figuras 6-9) no
ocurren al prevenir o neutralizar la reaccion de Fenton con DFO o manitol,

respectivamente, o bien usando RY (Figuras 7 y 9). Nuestros estudios sugieren
que el radical OH" generado por hierro contribuye a la estimulacion de RYR como

consecuencia de una modificacién oxidativa, sin embargo, se desconocen los
residuos aminoacidicos que estarian involucrados en estas modificaciones. En
particular, muchos estudios han reportado modificaciones de Cys reactivas del
RYR por compuestos redox no fisiologicos (Hidalgo et al., 2002). Estos estudios
han contribuido a entender cdmo ciertas modificaciones en Cys reactivas cambian
la funcién de RYR, afectando la liberacién de calcio. Las propiedades redox de
algunas de las Cys de RYR le confieren la capacidad de reaccionar a cambios en
el estado oxidativo, comportéandose como un detector redox celular (Feng et al.,

2000; Xia et al., 2000).
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4.3. Estimulacion redox de la liberacion de calcio mediada por RYR.

Se han identificado modificaciones redox por agentes endégenos de
algunos residuos de Cys de RYR, como S-nitrosilacion y S-glutationilacion. Por

3% o5 susceptible de ser nitrosilada por éxido nitrico (Sun et al.,

ejemplo, la Cis
2001} y ademas puede formar puentes disulfuros con otra subunidad vecina de
RYR en respuesta a oxidantes (Moore et al., 1999; Zhang et al., 2003). Ademas,

4958 v C*%1 forman un puente disulfuro (Hurne

se ha propuesto que los residuos Cis
et al., 2005). La S-nitrosilacion de residuos de cis incrementa la activacion del
RYR por calcio mientras que la S-glutationilacion disminuye la inhibicion del RYR
por magnesio (Aracena et al, 2003); ambas modificaciones provocan una
disminucién de la afinidad de calmodulina (Aracena-Parks et al., 2006). En
conjunto, estas modificaciones activan la liberacion de calcio mediada por RYR.
Por otro lado, usando espectroscopia de masa ha sido posible identificar a los
residuos 1040, 1303, 2436, 2565, 2606, 2611 y 3635 como un grupo de cisteinas
susceptibles a S-alquilacién por derivados de coumarin maleimida (Voss et al.,

2004), en tanto otros residuos se encuentran modificados en forma endégena o se

modifican por S-nitrosilacién o S-glutationilacion (Aracena-Parks et al., 2006).

El radical OH" es una especie extremadamente reactiva que difunde sdélo

unos pocos A° antes de reaccionar (Symons & Gutteridge, 1998). Un posible
mecanismo selectivo de activacion de RYR podria ser que esta proteina tenga

1

sitios de union a hierro redox-activo, donde se produzca con perdxido de
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hidrégeno una reaccion de Fenton localizada que modifique por hidroxitacion
amino acidos en la inmediata vecindad de este probable sitio de unién a hierro.
Este tipo de mecanismo ha sido recientemente reportado para la activacién de
PerR (Lee & Helmann, 2006), un factor de transcripcién que detecta peréxido y
que regula los genes inducibles de defensa contra perdxido (Mongkolsuk &
Helmann, 2002). El Fe* coordinado a los residuos de H35, D85, H91, H93 vy
D104 de la proteina PerR a traves de la reaccién de Fenton reacciona con el
perdoxido generado en el ambiente; el radical hidroxilo producido reacciona con
H37 o H91 causando la activacion, presumiblemente reversible, de PerR. La
blisqueda de posibles sitios de unién a hierro en RYR determinara si es posible
que ocurran tales mecanismos. Un analisis preliminar de la secuencia de RYR
indica que esta proteina posee abundantes sitios con secuencias de union para
hierro del tipo encontrado en ferritina (Granier et al., 2003). Alternativamente, el
hierro podria maodificar quimicamente a RYR, estimulando su actividad, a través de
rutas mas infrincadas, tales como estimulando la produccién de éxido nitrico
(Galleano et al. 2004; Xu et al. 2005) o la peroxidacion lipidica {Lee et al., 2005;

Yoshida et al., 2000).

4.4. Participacion del RyR en funciones neuronales.

Varias funciones neuronales requieren de un aumento transitorio de calcio
(Berridge, 1998; Berridge et al., 2000); estas funciones incluyen respuestas de
corto término como secrecion de vesiculas, asi como también respuestas de mas

largo término tales como PS y expresion de los genes necesarios para la
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adquisicién de memoria y aprendizaje (Berridge et al., 2003). Estos aumentos son
iniciados por influjos de calcio a través de canales de calcio de la membrana
plasmética, activados por ligandos o bien por voltaje luego de estimulacion
neuronal. Esta entrada de calcio estimula la liberacion de calcio desde
compartimentos intracelulares via CICR. Diferentes autores han reportado que
CICR permite diversas respuestas neuronales (Bouchard et al., 2003; Chameau et
al., 2001; Gafni et al., 2004, Meldolesi, 2001; Ouardouz et al., 2003; Pape et al.,
2004; Simpson et al., 1995; Verkhratsky & Petersen, 2002;). Las neuronas ocupan
este mecanismo para amplificar y propagar la sefial inicial de calcio generada a
nivel sinaptico hacia el nicleo, activando factores de trascripcidn nucleares
sensibles a calcio (Berridge 1998). En particular, la liberacion de calcio mediada
por RYR puede tener un papel importante en PS y expresion génica dependiente
del factor de trascripcién CREB en neuronas (Berridge, 1998; Berridge et al., 2000;

Carafoli, 2002; Carrasco et al., 2004; Futatsugi et al., 1999; Verkhartsky, 2004).

A pesar de la creciente importancia para los procesos neuronales de ia
[iberacién de calcio mediada por RYR, hay limitada informacion sobre como las
diferentes isoformas de RYR contribuyen a la generacion y/o regulacion de la
sefial de calcio en diversas funciones neuronales dependientes de calcio. A
diferencia de lo que ocurre con las isoformas de RYR musculares, las propiedades
y la regulacién de RYR en cerebro han sido menos estudiadas. De las tres

isoformas expresadas en diferentes regiones del cerebro, RYR2 es la mas

abundante (Furuichi et al., 1994; Giannini et al.,, 1995; Mori et al., 2000). Es




importante destacar que en CICR los RYR son activados por un aumento de la
concentracion citoplasmatica de calcio que ocurre en présencia de
concentraciones libres de ATP y magnesio en el rango sub-mM. La activacion
inducida por calcio y ATP de formas nativas y oxidadas del RYR de vesiculas de
reticulo endoplasmatico de cerebro de rata ha sido estudiada a nivel de canal
inico. Los RYR nativos de corteza de cerebros incorporados en bicapas lipidicas
muestran tres diferentes dependencias por calcio (Marengo et al., 1996), que
pueden ser intercambiadas a través de modificaciones del estado redox del
receptor (Hidalgo et al., 2004; Marengo et al.; 1998). Estos estudios han mostrado
ademas que el canal altamente reducido, condicién en la cual muchos residuos de
RYR tienen grupos sulfidrilos libres, responde pobremente a la activacidn por
calcio. En contraste, un aumento en la oxidacién/alquilacién de Cys favorece la
activacion del receptor por calcio, pudiendo ser activados por concentraciones
micromolares de calcio, ademas de disminuir los efectos inhibitorios en altas
concentracion de calcio, que se une al sitio inhibitorio de magnesio. Los agentes
reductores revierten todos los cambios inducidos por oxidantes. Mas aun, un
canal mas oxidado responde mas a la activacion por ATP que un canal mas
reducido (Bull et al., 2003), en tanto la activacion por calcio del canal RYR en
presencia de ATP y magnesio a concentraciones fisiolégicas muestra aun mas
claramente que solamente los canales mas oxidados pueden ser activados

efectivamente por una subida de calcio a concentraciones menores de 0.1 mM

(Bull et al., manuscrito en preparacion).




4.5. Liberacidn de calcio mediado por RYR en procesos sinapticos

Nuestros datos con hierro indican que [as ROS generadas por hierro
estimulan la sefializacion de calcio mediada por RYR. Mas atin, determinamos que
esto también ocurre para la sefial de calcio inducida por activacion farmacolégica

de NMDAR con NMDA en neuronas hipocampales.

Ademas, nuestros resultados en neuronas de hipocampo en cultivo, que
indican que NMDA induce sefiales ariginadas por liberacién de calcio a través de
RYR, son consisientes con trabajos realizados en rebanadas de hipocampo, en
los cuales se ha demostrado que la estimulacion eléctrica de las fibras aferentes
(colaterales de Schaffer) provoca aumentos de calcio en la zona dendritica
(estrato radiata) de las neuronas CA1, que son inhibidos por antagonistas de
AMPAR o NMDAR (Emptage et al., 1999). Al igual que en nuestras condiciones,
estos autores evitaron la inhibicion por Mg del NMDAR removiendo el Mg
extracelular, y observaron que los aumentos de calcio se producian aln en
presencia de antagonistas de AMPAR. Esto confirma que la funcién que tienen
los AMPAR es inducir despolarizacion postsinaptica, y asf liberar la inhibicion
voltaje-dependiente que ejerce el Mg sobre los NMDAR. Estos gutores también
mostraron que la sefial de calcio inducida por estimulacion eléctrica presenta una
componente importante sensible a RY, concluyendo que la entrada a través de

NMDAR (componente rapida) evoca una sustancial liberacion de calcio desde
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depositos internos dependientes de RYR en regiones sinapticas (Emptage et al.,

2001).

Dado que las ROS se producen durante activacion de NMDAR vy
considerando que la modulacion oxidativa de RYR mediada por hierro permite la
ocurrencia de sefiales localizadas de calcio a nivel sinaptico, evaluamos si este
tipo de modulacién también ocurria durante actividad neuronal dependiente de
NMDAR. Al preincubar neuronas hipocampales en cultivo con DFO y manitol,
agentes que previenen o neuiralizan la reaccion de Fenton, encontramos que el
segundo componente de la respuesta de calcio se vio drasticamente inhibido,
observandose una respuesta similar a la obtenida en presencia de RY, lo que nos

indica que los radicales libres OH" generados por hierro tienen un fuerte impacto

en la estimulacion de la liberacion de calcio desde depdsitos intracelulares.

La explicacion a estos hechos la podemos encontrar en trabajos anteriores
que muestran que al favorecer los estados reducidos de las Cys sensibles en el
RYR, lo que podria suceder cuando se usa DFO o manitol, este presenta una
pobre respuesta a la estimulacién por calcio (Marengo et al., 1998).
Probablemente, las ROS generadas por hierro permiten un entorno oxidativo
favorable para que RYR pueda responder al calcio que entra a través de NMDAR.
Sin embargo, para poder comprobar esta hipotesis se requiere investigar si
manitol o DFO inducen cambios en el estado redox de RYR, promoviendo la

reduccion de estas cisteinas.
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La participacion de la liberacion de calcio desde depdsitos intracelulares en
la induccion y mantencion de LTP ha sido descrita por varios autores (Auerbach &
Segal, 1994; Lauri et al., 2003; Lu & Hawkins, 2002; Lynch, 2004; Matias, et al.,
2003; Reyes-Harde et al., 1999; Wang et al., 1996). Las modificaciones de las
conexiones sinapticas dependientes de la experiencia delinean importantes
procesos neurales como aprendizaje y memoria. Estudios en distintas especies
desde la mosca hasta el ratén han mostrado que la PS y la memoria poseen al
menos dos fases: la PS de corto término, una fase temprana que involucra
generalmente rapidas modificaciones de proteinas ya existentes, y la PS de largo
término o fase tardia, que a diferencia de la anterior necesariamente requiere
trascripcién de genes y sintesis proteica e involucra también el desarrollc de
nuevas sinapsis (Bailey & Kandel, 1993; Bayley et al., 1996). De esta forma los
eventos sinaplicos requeridos para la fase temprana de LTP podrian estar
relacionados con los eventos sindpticos de la fase tardia de LTP por complejos
sistemas de transduccion de sefiales que convergen en el nicleo, activando la
transcripcion de genes involucrados en PS y que son dependientes de CREB, lo
cual contribuye a la persistencia de los cambios inducidos por actividad neuronal.
En otras palabras, los eventos sindpticos locales que se producen tempranamente
como consecuencia de la actividad neuronal pueden tener un fuerte impacto y
condicionar los eventos tardfos. Consistente con esto, usando una combinacion
de técnicas bioquimicas y electrofisiolégicas mostramos que al interferir eventos

tempranos, como prevenir [a salida de calcio desde compartimentos sensibles a
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RY ya sea con concentraciones inhibitorias de RY o bien cambiando el entorno
oxidativo del canal previniendo o neuiralizando la reaccion de Fenton, fue posible

observar alteraciones tanto en la activacion de la via ERK / MAPK como en LTP.

En particular, en células PC12 encontramos que el hierro produce una
activacion de ERK en una forma dependiente tanto de la concentracion como del
tiempo (Figuras 11 y 12; Mufioz et al. 2006). Ademas, usando una concentracion
de 20 uM de FeNTA, concentracién que evoca aumentos en el nimero de eventos
localizados de calcio, pudimos observar cambios en la fosforilacion de ERK. Junto
con esto, mostramos que estos cambios indujeron la localizacion nuclear de ERK,
lo cual podria tener un impacto en expresion génica. Tanto la fosforilacion de ERK
como la translocacion nuclear inducida por hierro fueron bloqueadas por DFO vy
manitol (Figura 13), al igual que ocurre con los eventos de calcio evocados por

hierro (Figuras 6 y 7). Estos resuliados indican que los radicales OH" generados

por hierro estan involucrados en la activacion de ERK, probablemente por un
mecanismo que involucra incrementos en la concentracion de caicio. Mas adn, la
liberacion de calcio desde depdsitos intracelulares, mediada por RYR, quedd de
manifiesto cuando RY (usada en concentraciones inhibitorias) inhibio la
fosforilaciébn de ERK inducida por hierro (Figura 14). La sensibilidad de la
fosforilacion de ERK a cambios en la frecuencia y amplitud de la sefial de calcio
habia sido reportada con anterioridad, sin embargo es necesario mas trabajo para

entender completamente los mecanismos por los que un aumento en la

concentracion de calcio se transducen en ia activacion de ERK.




Nosotros proponemos un efecto oxidativo importante en producir los
aumentos localizados de calcio mediados por RYR, que traen como consecuencia
cambios en la fosforilacion de ERK. Consistente con una participacion de los
aumentos de calcio inducidos por ROS, mostramos que favoreciendo la oxidacion
de RYR, por aumentos del hierro celular o por activacion de los NMDAR, se
produce una robusta activacion de la via ERK / MAPK. En ambos casos, al
prevenir con DFO o manitol los cambios en el entorno redox de RYR producidos
por ROS generados por hierro, no se detectd ni la fosforilacion ni la translocacion

de ERK en células PC12 (Figuras 13 y 15).

Dado que se conoce que la mantencion de LTP requiere expresion de
genes y sintesis proteica de novo, condujimos experimentos en neuronas
hipocampales para determinar si las ROS generadas por hierro tienen efectos a
nivel transcripcional. Para esto, analizamos la activacion de CREB, un factor de
transcripcién cuya fosforilacién en su residuo Ser'® se considera un evento crucial
para la induccion de genes tempranos agrupados en factores inducibles como ¢-
fos y ofras proteinas efectoras como BDNF (Bitto et al., 1996; Hardingham, 2001;
Xing et al., 1996). El descubrimiento que el hierro a concentraciones relativamente
altas induce la fosforilacion de CREB en la zona CA1 del hipocampo (Figura 24),
fosforilacion que fue inhibida por DFO, manitol y RY, establece una linea causal
hierro — OH" — calcio — ERK — CREB — regulacién génica. Estos experimentos

deberan ser complementados con [a identificacion de los genes que responden a
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esta ruta redox, ya que surge la pregunta de si son genes de respuesta a estrés o

genes necesarios para la funcion neuronal.

Consistente con trabajos anteriores que muestran que MAPK es importante
para la fosforilacion tardia de CREB (Wu et al., 2001), nosotros encontramos que
la activacidon de NMDAR produce un incremento en la fosforilacién de CREB
(Figura 18) que se comelacioné con un robusto aumento en la fosforilacién vy
translocacion nuclear de ERK (Figura 16). Blogueando con RY [a salida de calcio
desde compartimentos sensibles a RY, o bien modificando el entorno redox,
pudimos inhibir tanto la fosforilacion de ERK como la de CREB indicando que
ambos eventos estan relacionados. Estos experimentos nos indican que CICR
juega un papel muy importante en la amplificacion y propagacion de la sefial de
calcio y que el calcio que entra desde el espacio extracelular no es suficiente para
activar esta via. Este hecho es consistente con trabajos en neuronas de
hipocampo de la zona CA1 que muestran que al inhibir los RYR tanto la
fosforilacion de CREB inducida por LTP como la LTP tardia se ven

considerablemente reducidas (Lu & Hawkins, 2002).

4.6. Hierro en Plasticidad sinaptica.

El hierro es un elemento traza esencial que necesita estar presente en la

dieta humana para mantener funciones fisioldgicas normales. El hierro es esencial

para e] normal funcionamiento neuronal. La necesidad de cantidades 6ptimas de




hierro para el desarrollo cognitivo ha sido bien establecida (Beard & Connor,
2003). En humanos, una deficiencia de hierro (DH) durante la infancia se asocia a
un bajo puntaje en tareas de aprendizaje tales como pruebas motoras y/o
conductuales (Grantham-McGregor & Ani, 2001; Lozoff et al., 1991). No obstante
esta esencialidad, los mecanismos por los que el hierro promueve una normal
funcion neuronal, vy los blancos moleculares involucrados en este proceso, son

practicamente desconocidos.

Nosofros encontramos que rebanadas de hipocampo provenientes de ratas
y ratones con niveles normales de hierro durante su estado embrionario y
postnatal, incubadas con el quelante de hierro DFO, fueron afectadas en la
plasticidad de largo término (LTP) pero no en la plasticidad de corto término como
PPF. Estos descubrimientos suministran una comprobacién funcional a las
anormalidades estructurales y bioquimicas encontradas en hipocampos de ratas
con DH (Jorgenson et al, 2005) y ademas permiten explicar los déficit de
aprendizaje y memoria encontradas en humanos y animales expuestos a DH fetal
y postnatal (Felt et al., 2006). Al respecto, se ha mostrado que la DH en el periodo
perinatal produce alteraciones en un paradigma de aprendizaje dependiente del

hipocampo en ratas (McEchron & Paronish, 2005).

Usando una estimulacién basal por pulsos pareados, que no genera un

efecto por si sola en la fransmisién sinaptica basal, logramos mostrar que la

deplecidén aguda de hierro disminuye la respuesta basal. Al lavar el quelante de
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hierro se observod una recuperacion parcial de la respuesta, sin embargo esta
permanecio atenuada en el tiempo. La razon para esta falta de recuperacion total
es desconocida, pero podria deberse a la deplecidon de un pool de hierro necesario
para la respuesta basal. El efecto de disminucion no fue observado cuando la
aplicacion de DFO fue realizada en ausencia de actividad eléctrica, o hien cuando
se aplicd en presencia de actividad eléctrica y de un antagonista de NMDAR
(APV). Estos resultados son dificiles de interpretar. En su forma mas general
indican que fa depresion inducida por DFO no es debida a la molécula de DFO en
si, si no mas bien a una alteracién en la funcionalidad de la sinapsis durante la
actividad neuronal. Considerando que DFO inhibio la liberacién de calcio inducida
por activacion de NMDAR en neuronas hipocampales en cultivo, podemos
suponer que DFO puede ejercer una accién similar en rebanadas, de tal forma que
la componente lenta de la sefial de calcio inducida durante el pulso pareado puede
estar inhibida en presencia de DFO. La consecuencia bioquimica de esta
inhibicion para las sefiales de calcio a nivel sinaptico probablemente sea que las
concentraciones de calcio alcanzadas solamente por enfrada de calcio no
alcancen los niveles requeridos para activar la via ERK, y debido a que el aumento
de calcio en estas condiciones es transitoric y no sostenido, se activan solo
proteinas con alta sensibilidad por calcio, como son las proteinas fosfatasas
(Bradshaw et al., 2003; Lisman, 1989). En este contexto se ha descrito que la sola
activacion de fosfatasas estd asociada a una depresidn sinaptica (Bear &

Abraham, 1996; Klann, 1999).
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En otro grupo de experimentos, usando similar estimulacién por pulsos
pareados pero en presencia de una alta concentracién de hierro, observamos
induccidn de una potenciacion tipo LTP de la respuesta sinaptica en el esfratum
radiatum de la regién de CA1, que fue evocada solamente por estimulacién con
pulsos pareados en las colaterales de Schaffer. El efecto de altas concentraciones
de hierro fue inhibido en rebanadas cargadas con DFO, indicando que este es un
efecto especifico del hierro. Mas atn, mostramos que el hierro junto con inducir
aumentos en los fEPSP, aumento la fosforilacion de ERK en la zona CA1 del
hipocampo, lo cual indica que el estimulo oxidativo mediado por hierro provocé
cambios postsinapticos en vias claves para la induccién y mantencion de LTP. De
hecho, encontramos una fuerte correlacion entre la activacion de ERK y los
cambios en los fEPSP en ausencia o presencia de DFO, indicando que las ROS
generadas por hierro podrfan jugar un papel importante a nivel sinaptico,
favoreciendo la instauracion de fendmenos plasticos. Ademas, el uso de H,O,
como agente inductor agudo nos permitié confirmar la regulacion redox de esta via
de sefializacion en rebanadas, por un mecanismo que probablemente involucra la
salida de calcio desde depositos sensibles a RY. Nuestros resuitados coneuerdan
con otros trabajos que muestran que un estimulo oxidativo, como la aplicacion de
sistema generadores de superéxido, por si solo es capaz de inducir una
potenciacion de la transmision sinaptica dependiente de la activacion de cascadas

de sefializacion, como PKC (Knapp & Klann, 2002).
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Con los experimentos anteriores y los realizados en cultivo celular, se ha
demostrado que el hierro tiene un fuerte impacto en la activacion de vias de
sefializacion importantes para PS, como la via ERK / MAPK. Al explorar si la
ausencia de hierro puede tener impacto en PS gue dependen de la activacion de
ERK, como la LTP inducida por un clasico protocolo de estimulacién de alta
frecuencia, encontramos que rebanadas cargadas previamente con DFO (en
ausencia de actividad eléctrica) no cambiaban su transmisién sinaptica basal
(PPF) pero la LTP inducida por cuatro TBS decaia rapidamente hacia valores
basales. Al igual que el aumento de la transmision sinéptica inducida por hierro
que involucraba activacién de ERK, nuestros resultados estimulando
farmacologicamente los NMDAR con NMDA sugieren fuertemente que el hierro
puede participar en la activacion de ERK por un posible mecanismo oxidativo
sobre el RYR, activacion que resulta crucial para la induccién, expresién y
mantencion de LTP, Por ofro lado, ha quedado demostrado que el aumento en |a
fosforilacion de ERK y CREB inducido por hierro se debid a un efecto oxidativo
mediado por la reaccion de Fenton. Consistente con una posible modulacion
redox del RYR en la region de CA1 del hipocampo, bloqueando RYR durante la
estimulacion tetanica se reduce significativamente la LTP inducida por oxido
nitrico, junto con disminuir la fosforilacion de CREB en rebanadas de hipocampo
(Lu & Hawkins, 2002). Si bien es necesario demostrar que blogueando la
activaciéon de ERK, ya sea por concentraciones inhibitorias de RY o cambiando el
entorno redox del canal, la potenciacion inducida por hierro es también bioqueada,

los datos obtenidos en neuronas cultivadas apuntan hacia esa posibilidad.
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Nuestros resultados apuntan a un posible mecanismo de regulacion
postsinaptico de la induccién de LTP, no obstante, se ha reportado también un
efecto presinaptico en la misma region del hipocampo (Reyes-Harde et al., 1999).
En esie caso, se sugiere la contribucion del calcio proveniente desde
compartimentos sensibles a RY debido a la inhibicion observada en presencia de
concentraciones inhibitorias de RY. Ademés, es posible observar un
desplazamiento desde LTD hacia LTP cuando se usan bajas concentraciones
(estimulatorias) de RY en el giro dentado, indicando la importancia que juega la
liberacion de calcio desde estos depdsitos durante LTP (Wang et al. 1996). La
activacion presinaptica de RYR contribuye también a la generacion de LTP cuando
se estimulan las fibras musgosas del hipocampo. Esta forma de LTP es
independiente de NMDAR y es generada a través de la interaccion de cafeina con
receptores purinérgicos y RYR, resultando en un aumento del calcio en el terminal
presinaptico, lo que aumenta la liberacién de neurotransmisores (Lauri et al.,

2003).

En sintesis, demostramos que [a transmision sinaptica de Ia region CA1 del
hipocampo es significativamente modulada por hierro. Este descubrimiento agrega
a la compleja relacion existente entre hierro y ROS, debido a la capacidad que
tiene el hierro de participar en reacciones pro-oxidantes. Nosotros junto a otros
autores (Nufiez et al., 2004; Price et al., 2003) hemos establecido que se requiere

un estado redox celular optimo para el normal funcionamiento celular. De hecho,
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en nuestro [aboratorio hemos encontrado que disminuyendo el contenido de hierro
en células SHSYSEY el potencial de membrana decae, asi como también la
amplitud de las corrientes evocadas por pulsos despolarizantes (Mura et al.,
2006). De esta forma, aunque hemos mostrado que el hierra es esencial para el
funcionamiento neuronal normal, una acumulacion de hierro puede generar dafio.
La respuesta inicial a una sobrecarga de hierro es un aumento de los niveles de
ROS y una disminucion del contenido de GSH, lo cual resuita en una caida del
potencial de reduccion dado por el par GSH/GSSG (Nufiez et al., 2004). Los
cambios resultantes en el potencial de reduccién, a valores de -300 mV, producen

una masiva muerte celular aunque una fraccién de as neuronas logra adaptarse

cambiando sus niveles de GSH infracelular (Aguirre et al., 2006).




5. CONCLUSIONES FINALES

En este trabajo hemos entregado evidencias que demuestran que en
células PC12 y en cultivo primaric de neuronas de hipocampo existe una
interaccion entre ROS mediadas por hierro y las sefiales de calcio de tal forma

que:

e La activacion de NMDAR induce entrada de calcio y se asocia a la

produccion de ROS.

» La sefial de calcio evocada por activacion de NMDAR, es modulada

por ROS generadas por hierro.

« Las ROS generadas por hierro inducen la salida de calcio desde

compartimentos intracelulares sensibles a RY.

Por ofro lado, demostramos que esta interaccion entre ROS mediada por
hierro y las sefiales de calcio tienen una consecuencia celular, que condiciona la

actividad de la via sensible a calcio MAPK/ERK/CREB, puesto que:

» [as ROS generadas por hierro inducen fosforilacion de ERK, siendo la
liberacion de calcio desde compartimentos intracelulares sensibles a

RY inducida por hierro crucial para la activacién de la via MAPK/ERK.
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« El calcio liberado desde reservorios intracelulares sensibles a RY es

critico en la activacion de ERK dependiente de NMDAR.

s la activacion de ERK dependiente de NMDAR requiere un tono redox

permisivo mediado por hierro.

e NMDA induce activacion de la via MAPK/ERK/CREB en neuronas
hipocampales, mediante un proceso que involucra ROS generadas por

hierro y RYR.

Finalmente, demostramos que en rebanadas de hipocampo, hierro es un
elemento importante en eventos relacionados con PS (LTP o LTD), modulando ia
direccion de la eficiencia sinaptica, donde incubaciones con hierro favorece la

instauracion de LTP mientras que su déficit favorece LTD:

* Desferroxamina induce depresioén en la respuesta sinaptica de la zona
CA1 frente a estimulacién en la zona CA3.
« El hierro favorece e induce un aumento de la transmisién sinaptica en

la zona CA1 de! hipocampo.
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Efecto oxidativo del hierro en la activacion de ERK y CREB

dependiente de NMDAR, en |la zona CA1 del hipocampo.

ROS generadas por hierro inducen fosforilacion de ERK y CREB en la

zona CA1 del hipocampo.
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