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RESulvIEN

La homeostasis del Fe es controlada por el sistema IRE/lRP. Como respuesta a

una sobrecarga de Fe, este sistema di§minuye la sintesis del RTf y activa la sintesis de

ferritina. Resultados en nuestro laboratorio han demostrado que las celulas neuronales

no disminuyen la incorporaci6n de Fe en condiciones de sobrecarga de este metal, por

lo   que   acumulan   Fe  en  el  tiempo.   Este  comportamiento  se  debe  a  la  activl.dad

sostenida de IRpl  en respuesta a la acumulaci6n de Fe. Por otra parte, la actividad de

IRpl   es  inhibida  por  antioxidantes,  sugiriendo  que  esta  activaci6n  es  mediada  por

estfes  oxidativo  inducido  por  Fe.  En  este  trabajo  estudiamos  el  papel  del  NO  y  de

NFKB en la activaci6n de lRpl  y en la generaci6n de estfes oxidativo inducido por Fe

en c6Iulas de neuroblastoma humano SH-SY5Y.  Nuestro§ resultados demuestran que

los niveles de NO y la actividad tanto de NFKB como de lRpl fueron inducidos por Fe.

La activaci6n de lRpl  a su vez, fue acompafiada par una disminuci6n en los niveles de

proteina de IRpl  y por un aumento en la nitraci6n de tirosinas de lRP1. El tratamiento

de estas celulas con el inhibidor de las NOS,  L-NNA y con el inhibidor de NFtcB,  Nasal

disminuyen la activaci6n de lRpl  mediada por Fe;  mientras que el tratamiento con el

dador de NO, SNAP aumenta esta respuesta. Al mismo tiempo, observamos que el NO

ejerce  efectos  antioxidantes  disminuyendo  el   LIP  y  aiimentando  la  concentraci6n

intracelular de GSH. Sobre la base de estos resultados, concluimos que el NO tiene un

papel  pro  y  antioxidante  en  la  respuesta  a  estfes  oxidativo  inducido  por  Fe  en  las

celulas  SH-SY5Y.    Finalmente,  concluimos  que  el  Fe  induce  la  producci6n  de  NO  a

traves  de  la  activaci6n  de  NFKB.  Par  su  parte,  el  NO  induce  la  actividad  de  lRP1,

favoreciendo  un  circulo  viciosos  de  mss  Fe  y  mss  estfes  oxidativo,  mientras  que  al
ix



mismo tiempo aumenta la respuesta antioxidante mediante la disminuci6n del LIP y el

aiimento de los niveles celulares de GSH.

X



ABSTRACT

The   Iron   regulatory   protein   /   Iron   Responsive   element   (IRE/IRP)   system

maintains   cellular   iron   homeostasis   down-regulating   the   synthesis   of   transfem.n

receptor  ITfR)  and   up  regulating  the  synthesis  the  iron-storage   protein  ferritin  in

response to iron accumulation. We recently reported that neuronal cells do not turn off

iron  incorporation  under  iron  sufficiency  §o  these  cells  accumulate  iron  in  time.  This

behavior was traced to the sustained activfty of lRpl  in response to iron accumulation.

This unregulated activity was abolished by antioxidants, suggesting that IRpl  activation

is mediated by iron-induced oxidative stress.  In this work, we characterized in SHSY5Y

neuroblastoma  cells the  involvement  of  nitric  oxide  and  the  nuclear factor KB  in  the

phenomena of iron-induced lRpl  activation and oxidative stress. Nitric oxide levels, NF-

tcB   and   IRpl    activity   were   induced   by   iron.   Iron-induced   IRpl    activation   was

accompanied   by   decreased   levels   of   lRpl   protein   and   increased   lRpl   tyrosine

nitration.  Treatment of cells with the  nitric oxide synthase  inhibitor L-Nl\IA and tlie  NF-

KB  inhibitor  Nasal  abolished  iron-mediated  IRpl   activation  while  treatment  with  the

nitric oxide donor SNAP  enhanced this  response.  Simultaneously,  SNAP also elicited

anti-oxidant effects,  decreasing the  reactive  iron  pool  and  increasing  the  intracellular

concentration of GSH. We conclude that in neuroblastoma cells nitric oxide is involved

in  both  pro-oxidant and  anti-oxidant  responses to  iron-induced  oxidative  stress.  Thus,

iron  induces  NF-KB,  which  induces  nitric  oxide  production.  Next,  nitric  oxide  induces

lRpl  activfty,  eliciting  a vicious cycle  of more  iron  and  more  oxidative  stress,  while  at

the same time it increases the antioxidant response by decreasing the labile iron pool

and increasing cellular GSH levels.
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I.   ]NTRODLJCC[6N

Las  c6Iulas  esfan  expuestas  a  iin  ambiente  prooxjdante  producto  de  que

especies   reacth/as   de   oxigeno   (ROS)    son   continuamente   generadas   per   el

metaboljsmo celular. Cuando los niveles de ROS no son controlados adecuadamente

se  produce  un  ambiente  de  esifes  oxic]ativo,  el  oua[  se  debe  basicamente  a  la

producci6n de elementos prooxidantes per Lina parte y a las debjlidades de la defensa

antioxidante por otra, llegando a afectar e[ estado redox celi]Iar (Dr6ge, 2002).

En   los   sistemas   biol6gicos   los  elementos   pro-oxidantes   provjenen   en   su

mayor['a del oxigeno (02) y del nifrogeno (N); e jncliiye a radica[es libres tales como:

ani6n super6xjdo (02--),  radical hidroxilo (OH.-),  radical 6xido nitrico (NO.-).  peroxinitrito

(ONOO);   y   a   otros   compuestos   de   02   que,   si   bien   no   pueden   catalogarse

quimicamente  como   radicales   libres,   son   altamente  pro-oxidantes  y  capaces  de

generar  radica]es  libres  durante  su  metabolismo,  come  per ejemplo  el  per6xido  de

hidr6geno (H202) (Dr6ge, 2002). El estrts oxidatjvo, ademas, es capaz de causar dafio

oxidativo a  macromol6culas como proteinas,  acidos  nuc[eicos y lipidos afectando su

funci6n (Reddy y Clark, 2004) (Figiira 1). Por oho parte, la respuesta de un organismo

a  esttes  ox].dative  incluye  tanto  adaptaciones  ffsicas  como  ambientales.   Una  vez

terminada  la  respuesta  al  esttes,  e[  organismo  vuelve  a  su  equilibrio  original.  Sin

embargo, un estr6s oxidativo intenso o de larga duraci6n, resuha en un nuevo equilibrio

biol6gico, el cual puede ser perjudicia[ para las ce[ii]as.

El sistema nervioso (SN) es particu]armente w]nerab[e al dafio per ROS y per

especies reacti`ras de nir6geno (RNS). Un gran ndmero de factores contribuye a la alta

sensibilidad del SN hacia el dafio oxidativo, entre los que se enciientran bajos niveles

del  antioxidante natural glutati6n en  neuronas,  alto porcentaje de  acidos grasos  poli-



insaturados en  las  membranas y alto  requerimiento de 02 en  el  cerebro debido a su

alta  tasa  de  actividades  metab6licas  IThompson  y  col„  2001).   EI  estfes  oxidativo

ademas, es considerado uno de los mecanismos principales envuelto en la iniciaci6n y

progresi6n de dafio celular en neuronas y por lo tanto, juega un rol en la patogenesis

de  muchas  enfemedades  neurodegenerativas  (Dringen  y  col„  2000),  Una  conecta

respuesta  a  estfes  oxidativo  es  entonces,  fundamental  para  la  sobrevida  y  para  el

normal  funcionamiento  de  los  organismos.   Las  respuestas  adaptadoras  al  estfes

oxidativo incluyen la inducci6n de los niveles de glutati6n reducido (GSH) y de erHimas

antioxidantes  tales  come  catalasa  y  super6xido  dismutasa,  entre  otras;  jnducci6n  de

nueva expresi6n genica,  modificaci6n proteica y degradaci6n proteolitica de proteinas

dafiadas oxidativamente (Marshal] y col., 2000).

Figura 1:  Especies rcactivas de oxfgeno (ROS) y de nitr6geno (RNS) y su rol §obre las
modificaciones oxidati`/as a proteinas, acidos nucleicos y lipjdos.



Par otra parte, el hierro (Fe) es un elemento esencial para la vida, puesto que

participa en una gran cantidad de procesos de oxide-reducci6n.  Forma parfe esencial

de fas enzimas del ciclo de Krebs,  en la respiraci6n celu]ar y come transportador de

electrones   en   los   citocromos.   Ademas,   esta   presente   en   numerosas   enzimas

involucradas  en  el  mantenimiento  de  la  integridad  celular,  tales  como  las cata[asas,

peroxidasas y oxjgenasas (Fome[lat y col., 2000).

El elevado potencia] de oxidaci6n del Fe, junta a su facilidad para promover la

fomaci6n   de   compuestos   t6xicos   altamente   react.ivos   (ROS)   determina   que   el

metabolismo de Fe sea contit]lado por un potente sistema regu]ador (Forrellat y col.,

2000). Sin embargo, estudios ham demostrado que los sistemas reguladones funcionan

adeciiadamente en condiciones de carencia de este metal y no asi en condiciones de

exceso (Ndfiez-Millacura y col., 2002).

En presencia de 02, Fe cataliza la generaci6n de Ck-- mediante la reacci6n de

Haber-Weiss:

Fe+2    +        02         ±       Fe+S    +        02.-

Par su  parte,  02.-  dismuta  espontaneamente  o  catalizado  per  [a  Super6xido

Dismutasa (SOD) a H202.

02--       +            2H+         .=         :            H202

En presencia de H202, Fe cataljza mediante [a reacci6n de Fenton la generaci6n

del radical hidroxilo (OH'-), el cual es altamente reactivo:

Fe+2      +            H202                     >          Fe+3      +            OH--      +            OH-

3



Fe+3 es Teducido a Fe+2 por reductores ce[u]ares:

Fe+3      +           GSH                    =           Fe+2      +           G-S-S-G

Finalmente, el balance de las reacciones anteriores es:

02       +    GSH    +    2H+    i   GSSG   +   OH`  +   OH-

Per lo tauto,  el Fe en presencia de 02 y en un ambiente reductor intracelular es un

cata]izador de la producci6n de OH.-.

Mt]ltiples    lineas   de   investigaci6n    evidencian    que   Liri   factor   comdn   en

enfemedades neurodegenerativas es Lin exceso de Fe en el cerebro,  prodilcjdo per

una  perdida  en  la  regulaci6n  de  los  mecanismos  homeosfaticos  qL[e  mantienen

adecuados niveles de este metal en [a c6[ula IThompson y col„ 2001). La fomaci6n de

ROS  inducido  par  Fe  produce  dafio  a  tejidos  y  contribuye  a  [a toxicidad  del  Fe en

des6rdenes  neurodegeneTativos  come  la  enfermedad  de  Parkinson,  enfermedad  de

llL[ntington,  erfermedad de Alzheimer y en  Esclerosis  amiotr6pica lateral  (Shoham y

Youdim, 2000; Berg y col., 2001; Thompson y col., 2001; Perry y col., 2002; Carri y col.,

2003), entre ohas.

1.1 RegLilaci6n de [os nive[es de Fe ce[tllar.

En    veltebrados,    Ios    niveles    celulares    de    Fe    son    confrolados    post-

transcripcjona]mente par la actividad de proteinas reguladoras de hierro (lRpl  e lRP2),

proteinas citos6Iicas que se Llnen  a e]ementos estructurales  llamados elementos en

respuesta  de   Fe,   lREs  (Eisenstein,   2000).   [REs  se  encuentran   en  regiones   no

traducidas  de  los  mRl\lAs de  las  proteinas  mss  importantes  en  la  regulaci6n  de  la

4



homeostasis ce[ular de hierro:  RTf.  envuelto en el transporte de Fe del plasma a la

c6]ula  y  en  el  mRl\IA  de  ferritina,  la  proteina  encargada  de  almacenar  Fe  (Bouton,

1999;  Kin y Ponka, 2002). E[ primer IRE identificado fue localizado en la regi6n 5. no

traducida del mRNA de las cadenas  pesada y livjana  (11  y L,  respectivamente) de la

ferritina  humana  (Leibo[d  y  Munro,  1988).  La  interacci6n  IRP1/IRE  en  la  regi6n  5'

terminal  inhibe su traducci6n.  Un  segundo tipo de  regulaci6n  post-transcripcional  del

metabolismo  del  Fe  mediado  per  lRPs  es  la  regulaci6n  del  RTf.  El  mRNA  del  RTf

contiene cjnco IREs, todos localizados en la regi6n 3' terminal; Ia interaccl.6n entre IRPs

e  lREs  incrementa  la  estabilidad  de[  mRl\lA de  este  receptor  (Bouton,  1999;  Kin  y

Ponka, 2002).

Por  otra  parte,  [as  proteinas  IRpl  e  IRP2  se  expresan  diferencia[mente  en

distintos   tejidos,    se   regulan    per   diferentes    mecanismos,    presentan    diferente

sensibjlidad  a  los  cambios  celulares  de  Fe  y  responden  a  diferentes  estimulos

(Eisenstein, 2000). Actualmente se sabe que IRP2 comanda la homeostasis normal de

Fe para administrar niveles de Fe adeouados.  Estudios hah demostrado que ratones

knockput para lRpl presentan nive]es celulares de Fe normales y par ende tienen l[na

vida nomal mientras que ratones knock-out para lRP2 muestran aoumulaci6n de Fe en

ferritina y severos  problemas de neurodegeneraci6n   (Lavaute y col.,  2001;  Meyron-

Holtz y col., 2004).

IRpl  es una proteina citos6Iica de 98 KDa y fue la primera proteina identificada

en celulas de mamiferos con la capacidad de mantener la homeostasis de] Fe. IRpl es

una  proteina bifuncional con dos actividades mutuamente excluysntes:  per una parfe

es  una  holoproteina  con  un  centro  4Fe-4S  actuando  coma  aconitasa  citos6lica,

mientras que en ausencia del centre  Fas es una apoproteina que se une con gran

afinidad a secuencias IREs.  El centro 4fe4S que presenta esta proteina esta [igado



por  tres  cisteinas  (437,  503  y  506),  donde  la  presencia  de  este  sitio  catalitico

contribuye  a  la  estabilizaci6n  de  la  estrLlctura  de  la  proteina  (BOLfton,  1999;  Kin  y

Ponka,  2002).  IRP2  en  cambio,  fiene  un  peso  molecular de  105  KDa  debido  a  Lln

dominio adicional de 73 aminoacidos cerca de la parfe Nterminal (Bouton, 1999; Kin y

Ponka, 2002).  Ia secuenc].a aminoacidica de lRP2 humana exhibe 57% de identidad y

75% de similfud lioferente a  lRpl  humana.  Io que explica la capacidad de IRP2 de

unirse a secuencias consensos de lREs con la misma afinidad de JRP1.

Las actividades de  IRpl  e  lRP2  responden  a cambios  en  los  niveles de  Fe

celula[. a hav6s de diferentes mecanismos. ]Ftp2 es confrolada a niveles de estabilidad

de  la  ppoteina  y  es  fapidamente  degradada  en  respLiesta  a  la  inducci6n  de  dafio

oxidatwo mediado por altos niveles de Fe (Guo y col.,  1995;  Bouton,  1999).  Estudios

hen establecido que la presencl.a de la secuencia de 73 aminoacjdos dnica en ]RP2, es

responsab[e  de  la  degradaci6n  proteolitica  de  la  prcteina  mediada  per  Fe  (Kin  y

Ponka, 2002). IRP1, en cambio, qile es mss abundante en celulas de mamiferos que

lRP2, es considerada come una proteina de vida media estable, qtie no es afectada

por cambios en los niveles de Fe. En condiciones de abundancia de hierro, IRpl tiene

el  centre  (4Fe4S],  manteniendo  a  la  proteina  acthra  como  Lina  enzima  aconitasa

convirtiendo  citTato  en  isocitrato  e  inactiva  part  unir  lREs.   Bajos  niveles  de  Fe

inhacelu]aT inducen un desensamb]aje del centre [4Fe4S], [o qLie caLisa que lRpl  se

Lina  y  estabiljce  al  mRNA de  RTf;  asi  como tambi6n  se  una  al  mRI\lA de  ferritina,

disminuyendo su traducci6n (Esenstein, 2000) (Figura 2). Per lo tanto, la conversi6n de

lRpl desde actividad aconitasa a capacidad de union a RNA precede a trav6s de Lln

mecanismo posthascn.pcional (Oliveira y Drapier, 2000; Kin y Ponka, 2002).

Ofros    mecanismos    responsables    en    la    conversi6n    entre    holoproteina

(aconitasa)  y apoprotefna  (proteina  de  union  a  RNA) de  lRpl  ham side  la[gamente
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invesGgados y, en adici6n al Fe, diferentes sefiales come NO (Bouton y col.,1997; Kin

y Ponka, 2002), esbes oiddathro (Martins y col.,1995; Pantopoulce y col.,1997; Ndfiez-

Millacura y col., 2002), fosforilaci6n e hipoxia/reoxigenaci6n hah sido vincLIlados en la

modulaci6n postrduccional de IRP1.  Esta proteina es entonces,  un fink regulatorio

entre estres oxidati\ro y metabolismo del hierro y ademas, es una molecLila sensible a

procesos  redox  que  responde  a  una  variedad  de  seiiales  quimicas  emitidas  por la

c6lula (Bouton,1999).

Figura 2. A) Ftegulaci6n de la acG`ridad de las prooefnas IFtpl  e lftlp2 en funct6n de los
nive]es  celulares  de  Fe.  8)  Niveles  de  expiesi6n  de  las  prfueimas  que  tegulan  [a
hoi"±is celi]Iar de Fe, ferritiiia y el receptor para eransferdrla.



1.2 6xido nitrico y mefabo[jsTr)a del Fe.

6xido nitrico (NO) es una pequefia mol6cu[a diat6mica generada per fas 6xido

nitrico   sintasas   (NOS).   E[   NO  es   producido   per  la   mayoria  de   las   celu[as  de

vertebrados,  reaccjonando entre otros con oxigeno molecular,  metales de transici6n,

radicales   [ibres,   grupos   tiol   y   con   hiefTo   lieme   y   no-heme   en   meta]oproteinas

(Pantopoulos y col.,  1994).  Debido a sus mtiltiples interacciones,  NO juega un rol en

una   variedad   de   procesos   fisiol6gicos   y   patol6gicos,   inc]uyendo   vasodilataci6n,

inhjbici6n  de  agregacj6n  plaquetaria,  relajaci6n  del  mdsculo  liso,   neurotransmisi6n

(Bogdan,  2001;  Chiueh,  2002),  diferenciaci6n y plasticidad neuronal  (Peunova y col.,

1995),  transcripcj6n gen6tica,  traducci6n y estabilizacj6n  de  mRNA,  metabo[ismo del

hierro y apoptosis, entre otros (Bogdan, 2001 ; Chiueh, 2002).

Las   NOS   forman   un   grupo   de   conservadas   isoenzimas   homodimericas

citos6licas o membranosas que convierten el amino acido L-arginina en citrulina y NO

tanto en vertebrados, invertebrados (incluyendo protozoo e insectos) y plantas. Todas

las isoformas de las MOS son proteinas que contienen un grupo heme y requieren los

mismos  co-substiatos  (oxigeno  molecular,  NADPH)  y  cofactores  (FMN,  FAD,  entre

otros)  (Stuehr,  1997). Ademas estas  isoformas esfan estructuralmente relacl.onadas,

pero   difieren    en    su    origen    gen6tico,    dependencia    i6nica    para   su    actividad

(Ca+2/calmodulina),  funciones  fisiopatol6gicas  y  distribuci6n  anat6mica  (Hall  y  col.,

1994; Qu y col., 2001).

Existen tres isoforTnas de  [a 6xido  nitrico sintasa (NOS).  6xido nitrico sintasa

inducib]e  (iNOS,  MOS  11),  independiente  de  Ca+2,  es  encontrada  primeramente  en

macr6fagos,  donde  su  expresi6n  es  aumentada  per  estimulos  inflamatorios.  EI  NO

prodL]cido   per   iNOS   ha   sido   caracterizado   en   numerosos   tipos   celu]ares   como

consecuencia de procesos inflamatorios que siguen procesos de infecci6n, enfermedad
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o dafio a tejidos (Ileneka y col.. 2001). En cerebro, la expresi6n de iNOS ha sido bien

caracterizada en astrocitos,  microglias y en menor porcentaje en ce]u[as endoteliales

(Heneka   y   col.,   2001).   Ia   6xido   nitrico   sintasa   endotelial   (eNOS,   NOS   111)   es

encontrada en celu]as endoteliales,  y el NO generado acttla disminuyendo la presi6n

sanguinea,  inhibiendo  [a  agregaci6n  plaque{aria  resultando  en  vasodilataci6n,  entre

otros (Grant y col.. 2002). Finalmente, Ia 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS, NOS I)

es expresada en neLironas, mientras que el NO producido actha como neiirotransmisor

fegulando la transmisi6n neuronal (Grant y col., 2002). Tanto eNOS como nNOS son

enzimas  expresadas  en  forma  constituti`/a  y  son  dependiente  de  Ca+2/Calmodulina

(Stuehr, 1997).

Las  tres  isoformas  de  NOS  son  expresadas  en  el  sistema  nervioso  central

(SNC). La producci6n end6gena de NO en el SNC puede mediar importantes procesos

biol6gicos  como  potenciaci6n  a  largo  plaza  (LTP)  (Robb  y  col.,  1999).  En  cambio

cuando  es  producido  en  exceso  esta  implicado  en  citotoxicjdad  y  patogenesis  en

enfermedades neurodegenerativas coma  en  la enfemedad de Alzheimer (Heneka y

col., 2001; Luth y col., 2001).

Con relact6n a la homeostasis celular del Fe, NO puede modificar a la proteina

lRpl  por S-iiitrosilacj6n de cisteinas en particular Cys 437, 503 y 506 quienes forman

e] cluster Ft>S y a traves de la nitraci6n de tirosinas, especialmente Tyr 501 , quien esta

localizada en  la vecindad del dominio de uni6n  a  lREs  (Bouton,  1999).  Estudios hah

demostTado  que  la  biosintesis  de  NO  induce  paralelamente  una  disminiici6n  de  la

actividad aconitasa e incremento en  la actividad de  union  a  RNA de  lRpl  en  lineas

ce]ulares de  macr6fagos de  rat6n  J774  0^/eiss  y col.,  1994)  y  RAW 264.7  (Bouton,

1998).  ILa habilidad de NO para incrementar la actividad de uni6n a RNA de IRpl  es

atrjbuida tanto a la interacci6n directa del ligando con el centre Pe-S como tambien a la
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pertLirbaci6n de NO al pool de Fe celular (Wardrop y col., 2000).  E] incremento de la

activi.dad de uni6n a F3NA de lRpl  resulfa en L]n jncremento de la exp]esi6n del mRl\IA

del RTf y en un incremento en la cap{aci6n de Fe par parte de la proteina transferrina

(lT)  en  maor6fagos  0/I/ardrop  y  col.,  2002).  El  aumento  de  la  afinidad  de  IRpl

modificada par NO hacia [REs en el mRNA de ferritina reprime su traducci6n y per lo

tanto el almacenaje de Fe, 1o cual piiede resultar en un incremento de los niveles de Fe

libre intracelular. Ademas ha side reportado qiie e[ NO por si solo es capaz de remover

el  Fe de  los dep6sitos de ferritina (Shoham  y col., 2000).  Lo anterior,  puede resultar

muy peligroso para las c6]ulas ya que un exceso de Fe reacti`/o libre puede catalizar la

fomiacj6n de radicales liidroxilo nocivos medjante la reacoj6n de Fenton.

En determinadas situaciones en las que aumenta la formaci6n de 02-- y de NO,

la  reacci6n  entre  ellos  es  esponfanea,  formandose  peroxinitrito  (ONOO-)  (Bogdan,

2001;  Radi  y  col.,  2001).  ONOO-  es  una  especie  reactiva,  de  vida  media  corta  y

pemeable a membranes celulares que promueve estfes oxidativo y dafio a tejidos ya

qLie   reaociona   fapidamente   con   griipos   su[fidrilos,   especialmente   con   cistemas,

inactivando enzimas que contienen centro§  Fe+S  (Bouton,  1997). A su vez promueve

peroxidaci6n  lipidica,  fragmentaci6n  de  DNA,  nitraci6n  de  anil[os  fen6licos  [uego  de

reaccjonar  con  metales  y  nitraci6n  de  residues  tirosinas  en  proteinas  (Radi  y  col.,

2001).  ILa fomaci6n y reacci6n de ONOO- han sido propuestas en la contribuci6n de

esta  mol6oula  en   la  patog6nesis  de  una  variedad  de  enfermedades  tales  come

procesos  de  inflamaci6n  cr6nicos  y en  des6rdenes  neurodegenerativos  (Radi  y col.,

2001 ; Sarohielli y col., 2003).

Con relaci6n a la homeostasis de Fe,  ONOO- reacciona con el cluster 4Fe-4S

fanto  de  fas  enzimas  aconitasa   mitocondrial  como  citos6Iica,   modulando  las  dos

funciones de  IRpl  reciprocamente.  ILa  reacci6n  entre OONO- y el  cluster resulta en
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una disminuci6n de la actividad aconitasa de lRpl  y en la formaci6n de un cenfro 3Fe

4S, el cual es cataliticamente inactivo debido a la oxidaci6n de fas cisteinas que forman

el  cluster  y  s6lo  exhibe  actividad  de  uni6n  a  RI\LA  en  condiciones  reductoras.  Lo

anteiior  queda  reflejado  en  que  substratos  de  aconitasa  al  unirse  al  centre  Fe-S

protegen a lRpl contra los efectos del ONOO-, demostrando que este centro es blanoo

del ONOO-(Bouton y col.,1997; Soum y col.. 2003).

Aparte  de  los  efectos  citot6xicos  de  las  ROS  alterando  estructuralmente  y

funcionalmente  cualqujer  moleoula  biol6gica,  actualmerite  se  le  esta  prestando  una

atenci6n especial a la I.elaci6n entre estfes oxidativo y control de la expresi6n genica.

El  balance  intracelular entre  prooxidantes  y antjoxidantes  jnfluye en  la  homeostasis

celular;  y  la  alferaci6n  de  este  balance  hacia  estfes  oxidativo  puede  modular  la

activaci6n  de  quinasas  y  la  inactivaci6n  de  fosfatasas  que  inducen  cambios  en  la

expresi6n g6nica a trav6s de la activaci6n de factores de transcripci6n. AI memos tres

factores de transcripci6n parecen sensibles al estado redox celular: el factor nuclear KB

(NF-KB),  el  acti\/ador de  proteinas  (AP-1)  y  el  receptor activado  de  proliferaci6n  de

peroxisoma (PPAR) (Marshall y col., 2000).

1.3 Factor de transcripci6n nuclear i[B.

La    famjlia    de    NFKB    esta    compuesta    par    proteinas    estructuralmente

relacionadas que  pueden  formar homo  o  heterodimeros de  uni6n  a  DNA.  Todas  las

proteinas  Re[  contienen  un  dominio  altamente conservado de  aproxjmadamente  300

aminoacidos,    Ilamado   dominio   hom6logo   Rel   (RHD),   que   contiene   secuencias

necesarias pare la formaci6n de dimeros, localizaci6n nilclear, uni6n a Dl\LA y uni6n a
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ltcappaB (Baeuerle y Baltimore,  1996).  Esta familia puede ser dividida en dos grupos

basados en su estructura y funci6n. EI primer grupo involucra a p65 (Re[ A), c-Rel y Rel

8,  que contienen dominios de activaci6n transcripcional  necesarios para  la  inducci6n

gen6tica. El segundo grupo contiene a pl05 y pl00, las que per procesos proteoliticos

conllevan a la foimaci6n de p50 (NFKB1) y p52 (NFx82), respectivamente (Peng y col.,

1995;  Gri[Ii  y  Memo,  1999).  La  regi6n  carboxilo  terminal  de  pl05  y  pl00  comparfe

caracteristicas estnlcturales con el inhibidor de NFKB,  [KB, y par ende funcionan pare

retener a NFKB en el ckoplasma (Peng y col.,  1995). Las proteinas maduras de p50 y

p52  pileden formar dimeros funciona[es con  los miembros de ambos grupos.  Con  la

excepci6n de Rel 8, qiiien no puede formar homodimeros, miembros de ambos grupos

pileden unirse como home a lieterodimeros de manera tejido especffico para inducir la

activact6n de genes (Peng y col., 1995).

En la mayon'a de las c6lu[as,  NFKB es secuestrado en el citop]asma a trav6s

de la asociaci6n con una familia de proteinas inhibiton.as, las kBs (I-KBoc, I-KBP. hcBy o

I-KBs),  quienes  enmascaran  ]a  serial  de  translocaci6n  nuclear  (NLS)  presente  en  la

subunidad  p65  de  NFKB  (BaeueTle,   1998).  Las  proteinas  kBs  contienen  mdltiples

copjas  de   repetidos  de   ankirina,   quienes   interactdan   con  el   RliD  de   proteinas

RevNFicB (Baeuerle,  1998).  Cuando el  NFKB es activado per sefiales exfemas,  entre

ellas  estimulaci6n  por  citoquinas  (Duh  y  col.,   1989),  virus  (Leung  y  Nabel,   1988;

Sambucetti  y  col.,  1989),  NO  (Simpson  y Mom.s,  1999)  y estfes  oxidativo  (Li  y col..

1999),  las kBs   son fapidamente fosforiladas en dos residues especificos de serinas

localizados en la regi6n N2-terminal de esfas proteinas, permitiendo su ubiquitinaci6n y

blanco de degTadaci6n  proteosomal  (Baeuerie,  1998).  La desenmascaraci6n de  NLS

de NFkB, permite su translocaci6n a] nt]c]eo e inicia la transcripci6n de muchos genes
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envueltos en  la respuesta inf]amatoria e inmune (Piette y col.,  1997,  Lj y col.,  1999).

Entre  ]os genes  regulados  per NFKB,  se  encuentTan  mol6culas de  adhesi6n  (JCAM,

VCAM,  E-select.I'na),  enzimas  de  respuesta  a  inf[amaci6n  (iNOS,  ciclooxigenasa-2,

Iipooxigenasa, fosfolipasa citos6lica A2) y citoqL]inas proinflamatorias {TNFo, JL6,  lL-

2) (Ivlarshall y col., 2000). A su vez, NFKB esta implicado en reacciones de inf]amaci6n,

control del  crecimiento  y apoptosjs,  y es el  primer factor de transcripci6n eucari6tico

que Tesponde direcfamente a] esttes oxidativo en a[gunos tipos ce[i[Iares.

Esfa establecido que condiciones  reductoras son  requeridas en el  nt]cleo  para  la

actividad  de   NFKB  de  uni6n  a   DI\IA,   mientras  que  condiciones  oxidativas  en   el

citoplasma  promueven  la  activaci6n  de  NFKB  (Marshall  y  col.,  2000).  Cabe  recalcar

qi]e para ]a i[ni6n de NFKB a DNA, un residue de cisteina en la regi6n de uni6n a DNA

en  la subunidad  p50  (cisteina 62) debe estar en estado  reducido,  participando en  la

fomaci6n   de   pi]enfes   disil]furo   intermoleculares.   Ademas   la   glutationilaci6n   o

nfrosilaci6n de este residuo ha sido demostrada pare inhibir la uni6n de NFKB I.n vino

(Marshall y col., 2001).

En  el  citosol,  estfes  oxidativo  inducido  por  la  generaci6n  de  ROS  ha  sido

implicado  en   la   activaci6n  de   NFtcB.   La   activaci6n   NFKB  inducida  per  H202  es

altamente  dependiente  del  tipo  celular  y  al  parecer de  los  niveles  intracelulares  de

glutati6n reducido (GSH), que difiere de un tjpo ce[u]ar a otro, puede ser crucial para la

respuesta de NFicB inducida par H202 (Li y col.,  1999). Ademas, el rol de ROS como

segundos  mensajeros en  la  activaci6n  de  NFKB ha sido demostrado con  el  use de

antioxjdantes  tales  come  Nrdcetil  cisteina  (NAG),  vitamina  E,  acido  acetil  salicilico,

quelantes de  hierro  y con  la  sobreexpresi6n  de enzimas  antioxidantes  inhibiendo  la

actividad de este factor.  Por lo tanto,  la respuesta a estfes oxidativo en algunos tipos
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ce[ulares   involLlcra   la   inducci6n   de   la   actividad   de   NFKB   (Levites   y  col.,   2002).

Ademas, esfudios previos ban demostrado un efecto estimulatorio directo de Fe+2 en la

activaci6n de NFtcB en celu]as de Kupffer (She y col., 2002), en higado de macr6fagos

y en microglias de cerebro de rata (Levites y col., 2002). La explicaci6n mss aceptada

pare ]os efectos del Fe sobre NFKB es mediante la generaci6n de OH.- y por ende de

esties oxidatwo a traves de ]a Teacci6n de Fenton (She y col., 2002).

Las acoiones atribuidas al factor de transcripci6n NFKB son contradictorias.  Por

una parte, este factor participa en la acth/aci6n de genes esenciales envueltos en [a

funci6ri  immune  e  jnflamatoria,  asi  come  tambjen  en  mecanismos  de  protecci6n  y

sobrevida celillar actuando como modulador en la regulaci6n de sistemas antioxidantes

(Grilli  y  Memo,  1999).  Par  el  contrario,  la  inducci6n  de  este  factor tambien  ha  sido

relacionada con el inicio o aceleraci6n de procesos de disfunci6n y degeneraci6n en

algunos   des6rdenes   neurodegenerativos,   jnc(uyendo   enfermedad   de   Parkinson,

erfermedad de Alzheimer e infeccjones virales en el sistema riervioso central,  entre

otros (Atwood y col.,  1994;  Belil y col.,  1994;  Yan y col.,  1995;  Boissiere y col.,  1997;

Hunot y col.,1997; Kaltschmidt y col.,1997).

Finalmente,  es probable que e] factor de transcripci6n  NFKB juegue un  papel

importante en determinar el balance final entre mLierte y sobrevida de la c6lula, e[ que

es fundamental en la vida de un organjsmo en algunos tipos celulares.  El  punto que

discrimina  entre  respuesta  fisiol6gica  o  patol6gica  mediada  per  NFKB  debe  ser

entonces  c6lulaespecifica,  estar  influenctado  par  la  naturaleza  y  la  intensidad  de

estimulos  extracelulares  y  ser  viable  para  ser  modificado  continuamente  pop  la

maquinaria transcripcional (Grille y Memo,1999).
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1.4 Estr6s oxidath/a indt]cido per Fe.

AI  ser  la  divisi6n  celular  una  de  fas  pocas  ocasiones  en  donde  los  niveles

celulares  de  hielTo  son  efectivamente  reducidos,  fas  c6]ulas  guardan  este  metal

cuidadosamente. Debido a su condici6n postrmit6tica, las neuronas no pueden reductr

el hierro intracelular a trav6s de la divisi6n ce]ular, asi que va a depender de estrictos

mecanismos   en   la   homeostasis   del   Fe   para   manejar   sus   niveles   celillares.

Desoubrimientos  recientes  de  nuestro  laboratorio  indican  que  ciertos  tipos  celiilares

expresan el transportador de sa[ida de Fe, Iregl , que aminora la aoumulaci6n de este

metal (AguiITe y col., 2005).

Las  neuronas  tienen  un  actjvo  sistema  IRE/]RP  y  expresan  ferffina,  TfR  y

transportador de membrana de Fe, DMT1 . Ante un aumento en el contenido de Fe, las

celulas neuronales manejan su estabilidad y e[ control de los nive[es de dafio oxidativo

hacia proteinas y DI\IA a trav6s de la acti`/aci6n de mecanismos antioxidantes (Ndfiez y

col.,   2004).   Estudios   ham   demostrado   que   la   captaci6n   de   Fe   per  c6[ulas   de

neuroblastoma de rat6n N2A y par neuronas de hipocampo desde el medio extracelu]ar

aumenta los niveles de Fe intracelular total y [os niveles de pool de Fe reactivo.  Este

aumento  en   los   niveles  de  Fe   intracelular  podria   inhibir  la  activaci6n   de   lRP1,

terminado  el  prooeso  de  captaci6n  de  Fe.  Sin  embargo,  tin  fuerte  incremento  en  la

concentraci6n de Fe en el medio de cultivo sLipn.me la actividad de lRP2 pero re-activa

a lRpl aumentando asi la captaci6n de Fe (Ndfiez-Millaoura y col., 2002; Nt]ifez y col.,

2003). La hip6tesis es que la inducci6n de la actividad de lRpl es mediada par estfes

oxidativo, ya que ouando estas celulas fueron cultivadas con sobrecarga de Fe y con

variadas  concentraciones  del  antioxidante  NAG,  se  observ6  Llna  disminuci6n  de  la

actividad de ]Rpl  y esta ademas fue dosis dependiente (Ndfiez-Mi[lacura y col., 2002;

Ndfiez y col., 2003).
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Muchas de las caracteristicas  especificas de la homeostasis neuronal de hierro

y  su  relaci6rl  con  respLiestas  pro  o  antioxidantes  son  desconocidas.  Es  importante

entonces  lograr L[n  mejor conocimiento  de  la  homeostasis  de  Fe  neuronal  y  de  los

mecanismos per los ouales las neuronas regulan lo§ niveles de hierro y las respuestas

adaptativas  celulares  para  asi  aclarar Ja  importancia  y  la  relevancta  de  este  en  la

inducci6n de dafio oxidativo.

ILa  linea  celular  de  neuroblastoma  humano  SHSY5Y  es  un  sistema  bien

establecido pare e[ estudio en celulas neuronales. Estas c6lulas sa]en de[ ciclo celular,

expresan  muchos  maroadores  tipicos  neurona[es  y  son  dependientes  de  factores

neurotr6ficos para vivir y diferenciarse. Estas caracteristicas hacen que estas c6lulas

obtenidas   con   protocolos   especificos   sean   muy  similares   a   neuronas   primarias

(Encinas y col., 2000). Las caracten'sticas antes mencionadas hacen de este modelo

un buen sistema pare el estudio de rutas de transducci6n de sefiales presente en [as

neuronas.

16



]1.   HIP6TESIS

El estfes oxidativo intracelular inducido por hierro activa a lRpl  por una via de

sefia]izaci6n mediada per el factor de transcripci6n nuclear KB y el 6xido nitrico.  Esta

activaci6n resuha en un cfroulo vicioso de mayor incorporaci6n de Fe y mi[erfe celular.
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111.    OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar  el  papel  del  factor  de  transcripcj6n  nuclear  KB  y  de  NO  en  la

activaci6n  del  regu]ador  de  la  homeostasis  ce[ular  de  hierro,   lRP1,  en  c6lulas  de

neilroblastoma hL]mano SH-SY5Y sometidas a esties oxidativo inducido per hierro.

Objetivos especificos

1.   Determinaci6n de dafio oxidativo y de muerfe celular mediado por Fe.

2.   Medici6n de los nive[es de expresi6n y actividad de IRpl  en funci6n de diferentes

concentraciones de Fe.

3`Deteminaci6n de la actividad de NFtcB mediada per Fe.

4.   Medici6n de los niveles de expresi6n de las 6xi.do nitrico sintasas en funci6n a Fe.

5.   Deferminar el efecto de Fe en los nive[es de 6xido nitrico y en  la nitrosilaci6n de

lRP1.

6.   Efecto  de  inhibidores  de  la  activ].dad  de  NFKB  y  NOS  en  la  activaci6n  de  lRpl

mediada por hierro.

7.   Efecto de dadores de NO en la activaci6n de lRpl mediada por Fe.

8.   Efecto de inhibidores y dadores de NO en [os nive[es de pool de Fe reactivo.

9.   Efecto de inhibidores y dadores de NO en los nive[es de glutati6n reducido.

18



lv.   MATER[ALES Y MEFTODOS

4.1 MATER[ALES

4.1.1 Material Biol6gico

La  linea  celular  SH-SY5Y  (American  Type  Culture  Collection  #  CRL-2266,

Rockville,   MD)  es  un  tercer  subclon  sucesivo  de  la  linea  SK-N€H,  Ia  oval  fue

originalmente establecida de un cancer de medula 6sea (Encinas y col., 2000). ha linea

parental   SK-N€H   compromete   al   memos   dos   fenotipos   distintos   morfol6gica   y

bioquimicamente: neurob[astico (tipo N) y substrato adherente (tipo S), quienes pueden

caer en  transdiferenciaci6n.  AI  ser derivada  de  un  subc[on  netjroblastico,  esta  linea

celular retiene  una  pequefia  proporoi6n  de  celulas  de  tipo  S  (Encinas  y  col.,  2000).

C6[ulas SHSY5Y pueden ser morfo[6gicamente diferenciadas en celulas neuronales,

dependiendo  su  fenotipo  de[  agente  inductor.  Otra  de  las  caracteristjcas  de  estas

c6]u]as  es que exhiben  moderados  niveles de  acthridad  dopamina  beta hidroxilasa y

crecen   coma   centros   de   c6[iilas   neuroblasticas   con   mi]ltip[es,   cortas   y   finas

proyecciones celu]ares (neilritas).

4.1.2 Reactivos

Generales:   Acido   b6n.co,   acrilamida,   azul   de   bromofeno[,   azul   Tripan,   P-

Mercaptoetanol,  bis-  acrilamjda,  BSA,  buffer  fosfato  salino  (PBS),  Cac12,  c6ctel  de

inhibidores de proteasa,    desferal,  DIT,  EDTA,  estandar de peso molecular,  etanol,

glicerol,   Hcl,  heparina,   Hepes,   H202,   KCI,  marcador  de  peso  molecular,  metanol,

Mgc12,   MgoAc,   Nacl,   NADPH,   NaoH,   NP40,   paraformaldehido,   PMSF,   PSA,
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sacarosa, SDS, TBS, Temed, Tris base, Triton X-100, Tween 20, xilencjanol (Sigma, St

Louis, EEUU). L-NRA y SNAP (Calbjocliem. EEUU).

Anticuerpos: Anti-]RP humano;  anti  lRpl  humano,  dirigido contra [a seouencia

FNRRAD(fosfo)SLQKNQDLC     espectfica     para     lRP1      (Dr.     Richard     Eisenstein.

Departamento de Ciencias,  Universidad de Wisconsin-Madison); and lRP2, andcuerpo

contra  Lln dominio excliisivo de  IRP2  (Dr.  E.  Leibold,  Programa  Eccles en  Biologia y

Genetjca Molecular Humana, Universidad de UTA) (Guo y col.,1995); anti n.drotirosinas

(Molecular    Probes,    Eugene,    EEUU);    anti-NFKB    subunidad    p65    (Santa    Cruz

Biotechno[ogy,  EEUu);  anti-nNOS  (BD  Biosciences  Pharmingen,  EEUU);  anti-iNOS

(Sigma, St Loujs, EEUU); anti 4-hjdroxi-2-nonenal (HNE) (Calbiochem, EEUU); anti lgG

de  rat6n  conjugada  con  peroxidasa  de  rabano;  anti  lgG  de  conejo  conjugada  con

peroxidasa de ribano, anti lgG-Rodaniina.

Cultivo Celular: Suero fetal bovine, medio MEM, medio F12, tripsina, filngizona,

penicilina, estreptomicina, aminoacidos no esenciales, NaHC03.

Radiois6topos: cL-33P€TP, T-33P-UTP (Perkin Elmer,  Boston,  EEUU), 55Fe (New

England Nuclear, Boston, EEUU).

Ofros:  Kit de quimio[uminiscencia  para  anilisis  de Western blot Silper Signal

(Pjeroe Chem. Co., Rockford, lL), ltit de detecci6n de producci6n de 6xido nitrico Griess

Reagent (Promega, EEUU).
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4.2 "ETODOS

4.2.1   Cultivo   Ce[ular:   Celulas   SHSY5Y  fueron   oulthradas   en   medio   MEM-F12

suplementado  con  10 %  SFB,  100.000  Ul  de  penicilina/estreptomicina,  25  mg/ml de

fungizona,  aminoacidos  no  esenciales,  1.5  mM  Na2HC03  y  20  mM  de  Hepes.  Se

sembraron 30.0000 c6lulas/cm2 y se cultivaron en botellas de 25 ml. SHi5Y5Y fueron

incubadas a 37°C, 5% C02  durante 7L8 dias con cambio de medio cada 2 a 3 dias.

Durarfe este periodo las c6lu]as alcanzan confluencja, obteni6ndose 34 x 106 celulas

per botel[a. Las c6[tilas fueron tripsinizadas y resembradas en iguales condiciones.

4.2.2  0bfenci6n  de c6lulas SHJSY5Y con  distjntas  concenhaciones  de  hjemo:

Para obtener extractos ce[ulares bajo diferentes condiciones,   se sembraron 5 x 105

celulas  en  placas  p60  y  se  outthraron  durante  8  dias  en  condiciones  normales.  AI

octavo dia,  los oultwos se sometieron a tratamientos con medio MEN/F12  10% FBS

suplementado con 10, 20, 40 y 80 iiM Fe como complejo Fec13-nitiilotiacetato de sodio

(NTA,1 :2.2, mol:mol) per 48 horas.

4.2.3 Erfuctos de proteina celular: Las c€lulas tratadas se lavaron con 2 mL de PBS

y luego se desprendieron de] plastico con TR[S-EDTA. A continuaci6n se centrifugaTon

y el pellet celular se lav6 con 0.5 mL de PBS. Las c6lulas se resuspendieron en buffer

de lisis (25 ul por 1  x 106 c6lulas de NP40 0.5%, Hepes 10 mM pH 7.5, Mgc12 3 mM,

Kcl 40 mM, PMSF 1  mfvl, Glicerol 5%, DIT 1  mM, Leupeptina 10 peg/mL, Aprotjnina 0.5

iig/mL, Pepsfatina A 0.7 pg/mL). La mezcla se agit6 en vortex per 30 segundos y luego

se incub6 en hielo por 15 minutos. Finalmenfe la mezcla se centrifug6 por 15 minutos a

12.000 x g y el pellet ce[ular contenido en el sobrenadante se guardo en aliouotas a -
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80°C. La concentraci6n de proteinas fue deteminada per el m6todo del BCA utilhando

BSA como esfandar.

4.2.4 Erfuctos de i]roteina nuclear: Las celulas oultivadas fueron lavadas con 2 mL

de PBS y luego resuspendidas en 1 mL de PBS. fa mezcla se centrifug6 per 5 minutes

a 2.500 I.p.in. a 4qc.  EI pellet celLllar fue resuspendido en 50 Ill de buffer sacarosa

(0.32 M sacarosa,  10 mM TrisHcl pH 8. 3 mM Cac12, 2 mM MgoAc, 0.1  mM EDTA,

0.5% NP40,  1  mM DTT, 0.5 mM PMSF e inhibidores de prcteasas) y centrifugado a

2.500 r.p.in. a 4°C. La frocci6n citos6lica contenida en el sobrenadante se gllard6 en

alicL[otas a no0°C.  E[ pellet nuclear fue lavado y resuspendido con 0.5 mL de bLlifer

sacarosa sin NP40 y luego centrifugado en las mismas condiciones. EI siguiente paso

fue aspirar el sobrenadante y resLispender par vorfex el volumen celular en 15 ILL de

bilffer Low Salt (20 mM  HEPES  pH  7.9,  1.5  mM  Mgc12,  20 mM  Kcl,  0.2  mM  EDTA,

25% glicerol, 0.5 mM DIT, 0.5 mM PMSF e inhibidores de proteasas) y a continuaci6n

se agfeg6 ]entamente un volumen equivalente de buffer lligh Salt (20 mM HEPES pH

7.9,1.5 mM Mgc12, 800 mM Kcl, 0.2 mM EDTA, 25% glicerol,1% NPL40, 0.5 mM DTT,

0.5 mM PMSF e inhibidores de proteasas). La mezc[a a continuacj6n se agit6 per 30

minutos a 4°C y luego se cenrfugan a 14.000   x g por 15 minutos.  El sobrenadante

que contiene el extracto nuclear fue guardado en aliouotas a ng0°C. La concentracj6n

de proteinas fue determinada per el metodo del BOA utilizando BSA come esfandar.

4.2.5 Viabilidad  Celular:  La viabilidad  celular se detemin6  mediante el  ensayo de

actividad  de  la  deshidrogenasa  mitocondrial  (enzima  de  todas  las  c6lulas  vivas)  o

ensayo de  MIT  (Mossman,  1983).  Este ensayo se  basa en  [a deteminaci6n  de  [a
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actividad mitocondrial a tra`ies de la reducci6n de bromuro de 3-(4,5rdimetiltiazoL2il+

2,5rdifenil tetrazolio (MTT).  Este compuesto es una sal de tetrazolio soluble,  de color

amaril[o,  que  se  transforma  en  un  formazan  insoluble  por  accj6n  de  la  actividad

deshidrogenasa mitocondrial generando una co]oraci6n azul de diferentes intensidades

de acuerdo con el grado de vjabi[idad de la celula.   Se considera que la cantidad de

formazan que se produce en un cultivo es directamente proporcional a [a cantidad de

celulas vivas.

Se sembraron SHSY5Y en placas de 96  pocillos (3500 c6Iulas par pocillo) y se

cultivaron  dilrante  ocho  dias  en  condiciones  norma[es.  AI  finalizar  ]os  tiempos  de

tratamientos con H202 o Fe respectivamente, se afiadj6 MIT en un volumen del  10%

respecto al volumen total de[  medio  presente en el  pocillo y las celulas  se incubaron

durante 24 horas a 37°C y en 5% C02. La reacci6n se detuvo al agregar la soluci6n de

detecci6n de MIT (n', nrdimetilfomamida al 50% pH 7.4, SDS 20%), adicionandose Lin

vo[umen del 50% con respecto del vo]umen total del medio presente y se inoubo toda

la noche a 37°C y en 5% C02. Las absorbancias fueron medidas a 540 y 650 nm. Los

resultados  fueron  deteminados  al  restar  los  valores  obtenidos  a  650  nm  de  los

obtenidos a 540 nm.

4.2.6 [ncorporacj6n de Fe: La capacidad de incorporar Fe per las celu[as SH€Y5Y

fue deteminada mediante la incorporaci6n del is6topo radjoactivo S5Fe. Celulas fueron

crecidas durante 8 dias en media regular y luego incubadas per 48 horas con 8 y 80

LjM  de  Fe.  Luego  de  los  dos  dias  de  tratamiento,  las  celulas  fueron  lavadas  y  la

radioactividad  del   contenido  de  55Fe  fue  determinada  en   un   contador  beta.   La

incorporaci6n  de  Fe  fue  expresada  como  nmoles  55Fe/mg  de  proteina  de  extracto

ce[ular-
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4.2.7  Acumulaci6n  de  Fe:  C6lulas  SHSY5Y  fueron  crecidas  durante  8  dias  en

condiciones de cultivo norma[es y luego incubadas per 48 horas con concentraciones

crecientes de Fe. Despues las c6lu]as fueron desprendidas del p[astico con Tiis-EDTA

y los niveles de Fe fueron determinados mediante espectrometria de absorci6n at6mica

como  se  describe  en  (Aguirre  y  col.,  2005).  Los  niveles  de  Fe  intracelular  fueron

expresados como nmo[es Fe/mg de proteina.

4.2.8 Determinaci6n de dajio oxidaGvo:

A)  DCFDA:  La generaci6n de especies reactivas de oxigeno (ROS) fue determinada

mediante   el   use   de   la   sonda   fluorescente   5-(yL6)caTboxi-2',7'rdiclorof[uorescina

djacetato (DCDHFDA) come se describe en (NL]fiez-Millacura y col., 2002). DCDHF-DA

es  una  mol6cula  permeable  que  en  el  interior  de  las  celu]as  se  hidroliza  a  un

compuesto no fluorescente 2' 7' diclorodihidrofluorescina (DCDHF). En un ambiente de

esties  oxidati\ro  esta  molecula  emite fluorescencia  producto  de su  oxidaci6n  a  2'  7'

dic]orofluoresceina  (DCF).     Por  [o  tanto,  en  c6[ulas  vivas  la  fliiorescencia  de  DCF

refleja directamente el estado oxidatwo de la celula. C6lulas SHSY5Y fueron crecidas

en cubreobjetos dilrante ocho dias en condiciones normales y luego sometidas per 48

horas  a  concentraciones  crecientes  de  hierro.  Liiego,  [as  c6Iulas  fueron  lavadas  e

inoubadas  por  45  minutes  en  DCDHF-DA  10  LLM.   Fina[mente,   Ias  c6lulas  fueron

lavadas 3 veoes en PBS sa]ino y la fluorescencia fi[e deteminada en un microscopio

de epifluorescencia Zeiss Axiovert 200M, equipado con controladores de temperature y

de C02.  La temperatura fue mantenida a 37 °C y el C02 a 5%, respecth/amente.  La

intensidad de fluorescencia de un promedio de celu[as de las imagenes capturadas fue

determinada utilizando el programa de analisis molecular Quantfty One de Biorad. Los
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valores de f]uorescencia fueron expresados como unidades arbharias de intensidad de

fluorescencia.

8)  Aductos  de  LINE:  El  dafio  oxidativo  fue  determinado  a  traves  del  esfudio  de

modificaciones   a   proteinas   per  la  formaci6n   de  aductos   de   HNE.   HNE   es   un

aldehidod,Pmo   saturado   producto   de   la   peroxidaci6n   de   acidos   grasos   ®6-no

saturados  que forman  aductos  con  residues  de  aminoacidos  coma  histidina,  lisina  y

cisteina.   Celulas   SH€Y5Y  fueron   oultivadas  durante   ocho   dias  en  condiciones

normales y luego sometidas a concentraciones crecientes de hierro durante 48 horas.

Treinta  LI.g  de  proteina  de  extractos  celulares  fueron  cargados  en  geles  de  10%

SDS/poliacrilamida  y  transferidos  a  membranas  de  nitrocelulosa,  respecti\/amente.

Luego las mrmbranas fueron bloqueadas en 5% leche descremada disuelta en buffer

TBS buffer aris-Hcl 20 mM, Nacl 137 mM y 0.05% Tween 20, pH 7.6) por 2 horas a

temperat`m ambiente. Una vez fina[jzado el tiempo de bloqueo, las membranas fueron

inoubadas  durante  la  noche  a  4°C  con  un  anticuerpo  monoclonal  HNEJ-2,   qile

reconoce aductos HNEhistidina (Ntlfiez-Millacura y col., 2002).  Luego las membranas

fueron  incubadas  con  un  antjcL]erpo  secundario  conjugado  con  peroxidasa  (diluci6n

1/10.000).  EI segundo antiouerpo fue visualizado  mediante el  kit quimio[uminiscencia

Super Signal  (Pielce,  N° de  catalogo 34084),  siguiendo  el  protocolo  que  indica  este

producto.

4.2.9 Esfudios de la proteina lRP1 :

A)  Actividad  de  [RP:  Ensayo  de  cambio  de  banda:  La  actividad  de  IRP  fue

deteminada en celulas SH€Y5Y expuestas previamente a concentraciones crecientes

de  Fe  por 48  horas en  un ensayo de  retardo en gel  come se deschbe en  (Ndfiez-
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Millacura y col.,  2002).  En  breve,  se mezclo 2 Ill de soluci6n de transcrito  (IRE de la

regi6n 5'  no codificante del mRNA de la cadena H de la ferritina  humana)  con  5 ug  de

proteinas  de]  extracto  celular  en  ausencia  o  presencia  de  f}-Mercaptoetanol  2  %

(control   de   actividad   maxima   de   lRP1)   e   incilb6   por   30   minutos   a   temperatura

ambiente.   LLlego,   se  agrego   1   unidad   de   RNAasa  Tl   para   degradar  partes   no

protegidas  del  transcrito  de  RNA  e  incubo  por  10  minutos  a  temperatura  ambiente.

Finalmente se agreg6 heparina (2 mg/ml) para desplazar las uniones no especificas de

proteinas  al  RNA,  e  incub6  por  otros  10  minutos  a temperatura  ambiente.  La  mezcla

fue  cargada   con  tamp6n  de  carga  4x  ITris-Hcl  30   mM   pH   7.5,   sacarosa  40%,

bromofenol   0.2%   y   xilencianol   0.2%)   en   un   gel   nativo   de   poliacrilamida   al   6%

(archilamida:bisacrilamida,  60:1) en tamp6n TBE lx ITris base 45 mM,  acido b6rico 45

mM,  EDTA 1  mM pH 8.0) y se corri6 a 200 volts por 2 horas.  Luego,  el gel se adhiri6 a

papel  3MM y fue secado por 1  hora a 80 °C al vacfo, finalmente fue expuesto a  una

pelfoula para autoradiografia (XAR-OMAT Kodak) durante toda la noche.

Por su  parte,  se realizaron ensayos de super shit( (super-retardo en gel)  para

determinar  especificamente  la  actividad  de  lRP1;  para  esto,  los  extractos  celulares

fueron incubados por 30 minutes antes de realizar la electroforesis con un anticuerpo

que   reconoce   especificamente   el   dominio   exclusivo   de  73   aminoacidos   de   lRP2.

Finalmente,    la    radioactividad   en    las    bandas   fue   cuantificada    en    un    aparato

Phosphoimager  (Bio-Rad,   Hercules,   CA,   USA)  y  analizadas   con   el   programa  de

analisis   molecular   Quantity   One.   La   cuantificaci6n   de   la   actividad   de   lRpl   fue

determinada  del  radio  entre  la  actividad  en  ausencia  de  P-Mercaptoetanol  y  de  la

actividad  en  presencia  de  2  %  de  a-Mercaptoetanol.  EI  tratamiento  de  lRpl  con  P-

Mercaptoetanol permite la conversi6n de cualquier estado de lRpl  a la forma reducida
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de  apoproteina  (actividad  de  uni6n  a  secuencias  lREs),  por  lo  que  corresponde  a  la

activjdad de union total a Rl\IA de esta proteina.

8)  lnmunodetecci6n  de  nitrotirosinas  y  de  lRP1:  Los  niveles  de  proteina  y  de

nitraci6n  de  lRpl  bajo exposici6n  a  Fe fueron determinados  por analisis de Western

blot  previamente  descrito.  Celulas  SH-SY5Y  fueron  crecidas  por  8  dfas  en  medio

regular y luego tratadas por 48 horas con concentraciones crecientes de Fe. Para este

objetivo  se  utilizaron  los  anticuerpos  anti-nitrotirosinas  (1:1.000)  y  anti-lRP1   (1:200),

respectivamente.

4.2.10 Deteminaci6n del contenido de Fe reactivo (LIP):  El pool de hierro labil fue

determinado  mediante  espectrof]uon.metria  come  se  describe  en  (NBfiez-Millacura  y

col.,  2002).  C6Iulas SH-SY5Y fueron  crecidas durante 8 dias en condiciones normales

y  luego tratadas  con  Fe  por 48  horas.  El  papel  del  NO sobre  los  niveles  de  LIP  en

presencia de Fe fue evaluado mediante el uso del inhibidor competitivo de las NOS, L-

NNA y del  dador de  NO,  SNAP.  Una vez finalizado  los  respectivos tratamientos,  las

celulas fueron  lavadas con buffer MOPS salino  (20 mM  MOPS-OH,150 mM  NacI,1.8

mM Cac12 y 5  mM glucosa pH 7.4) y luego incubadas con  0.5 iiM Calceina-AM  par 5

minutos a 37°C.  Estas condiciones generan concentraciones intemas de calceina  no-

limitantes  para  la  determinaci6n  de  un  amplio  rango  de  concentraciones  intemas  de

hierro (Epsztejn y col.,1997).  Despu6s de lavar la calceina no intemalizada,  Ias celulas

fueron desprendidas del plastico e inciibadas con MOPS salino durante los tiempos de

medici6n.  Luego  de  determinar  la  fluorescencia  basal  de  la  calceina  (excitaci6n  488

nm, emisi6n 517 nm), la fluorescencia del comp]ejo calceina-Fe fue desapagada per la

adici6n   del   quelante   de   Fe,   SIH.   El   aumento   en   la   fluorescencia   obtenido   es

directamente proporcional al contenido de Fe reactivo (Epsztejn y col., 1997).
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4.2.11 Estudio de las proteinas NOS:

A)  Inmunodetecci6n  de  nNOS  e  iNOS:  Los  niveles  de  proteina  nNOS  e  iNOS  en

c6lulas SH-SY5Y expuestas a concentraciones crecientes de Fe fueron determjnados

por analisis de Western blot previamente descrito.  Estas c6lulas fueron crecidas por 8

dfas y luego tratadas por 48 horas con concentraciones crecientes de Fe.  La diluci6n

de los anticuerpos nNOS e iNOS utilizada fue de 1 :1.000 para ambos ensayos.

8) Producci6n de oxido nitrico: La formaci6n de nitrito, uno de los productos finales

en  el  metabolismo  del  6xido  nitrico,  fue  determinado  en  el  medio  de  cultivo.  Celulas

SH-SY5Y fueron cultivadas por 48 horas en presencia de concentraciones crecientes

de Fe.  Los niveles de nitrito fueron determinados espectrofotometricamente a 543 nm

utilizando  un  ensayo colorim6trico  basado  en  la  reacci6n  de Gn.ess  (Bredt y Snyder,

1994).  En breve, este ensayo se basa en una reacci6n quimica donde acido sulfanilico

reacciona  con  nitrito  en  condiciones  acidicas  para  formar  una  sal  de  diazonio.  A

continuaci6n,  esta  sal  de  diazonio  es  acoplada  a  N-(1-naftil)  etilendiamina  formando

una       sonda       azocolorante       violeta,       Ia       que       puede       ser       cuantificada

espectrofotom6tricamente. Finalmente, los resultados se expresan en base a una curva

de  referencia estandar de  nitrito  (0 -100  uM de  N02-),  Ia que se prepara  para  cada

ensayo  independiente,   para  asi  obtener  una  cuantificaci6n  exacta  de  N02-  en  las

in uestras experimentales.

4.2.12  Niveles de GSH:  Los niveles de glutati6n reducido  (GSH) fueron determinados

como esta descrito en (Nt]fiez y col., 2004). Celulas SH-SY5Y fueron crecidas durante

8 dfas y luego sometidas a tratamientos con concentraciones crecientes de   Fe por 48

horas.   Los  niveles  intracelulares  de  GSH  fueron  expresados  como  nmoles/mg  de

proteina.
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4.2.13 Estudio del factor de transcripci6n NFtcB:

A)  Inmunodetecci6n  de  NFXB:  La  actividad  del  factor  de  transcripci6n  NFKB  fue

determinada  a  traves  de  la  detecci6n  de  la  subunidad  p65  en  extractos  de  proteina

nuclear.  C6lulas SH€Y5Y fueron crecidas  por 8 dias y luego expuestas a diferentes

concentraciones  de  Fe  por  48  horas  de  Fe.  Los  niveles  de  estas  proteinas  fueron

determinadas   por  analisis   de  Western   blot  previamente  descrito.   La  diluci6n   del

anticuerpo contra p65 fue de 1 :1.000.

8) lnmunocitoquimica de NFicB:  La actividad de este factor de transcripci6n tambi6n

fue   estudiada   mediante   ensayos   de   inmunocitoquimica.   C6lulas   SH-SY5Y  fueron

crecidas en cubreobjetos durante echo dias y luego tratadas per 48 horas con 80 iiM

de  Fe.  A  continuaci6n  las  c6Iulas  fueron  lavadas  y  fijadas  en  parafomaldehido4%

sacarosa  por  10  minutos  a  37°C.  Luego  estas  celulas  fueron  permeabilizadas  por 5

minutos  con  PBS-Trit6n  X-100  0.2%  y despu6s  bloqueadas  por  1  hora  a temperatura

ambiente   con   PBS-5%   BSA.   Una   vez  finalizado   el   bloqueo,   las   o6lulas   fueron

incubadas con el anticuerpo anti p65 (1:100) durante la noche en una camara htimeda

y   lL|ego   incubadas   por   1   hora   con   anti   lgG-Rodamina   a  temperatura   ambiente.

Finalmente,  con  el fin  de  observar los  nticleos  de  estas  celulas se  utiliz6  el  marcador

nuclear H6echst (color arul).

4.2.14   Analisis   estadistico:   Las   variables   fueron   medidas   en   triplicado   y   los

experimentos   fueron   repetidos   al   menos   dos   veces.    La   variabilidad   entre   [os

experimentos fue menor al 20%. Anova fue el test estadistico utilizado para determinar

las  diferencias  en  promedios y i-student  (test de  comparaci6n  mriltiple Bonferronni y
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Dunnet)   fue usado para comparar estos valores.  Las diferencias fueron consideradas

significativas si p < 0.05.
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V.    F2ESULTADOS

5.1 Fe y estrfes oxidativo.

5.1.1 Viabilidad ce[ular en c6[ulas SH€Y5Y sometidas a peroxido de hjdr6geno.

Inicialmente  celulas  SHSY5Y  fueron  expuestas  a  H202  para  deteminar  su

sensibi[idad a esttes oxidativo.  Las celulas fueron crecidas per 8 dias en condiciones

nomales y luego fueron tratadas con 50. 250 y 500 iiM de H202 por 30 y 60 minutos

respectivamente (Figura 3A).  Los resultados obtenidos demuestran que estas c6]ulas

son  sensibles  a  esttes  oxidativo  ya  que  se  observa  un  aumento  significativo  en  la

muerfe celu[ar inducido par H202 tanto en fi[nci6n de la concentraci6n (p < 0.01) come

del tiempo de exposici6n.

Per otra parte quisimos determinar si  la  muerfe celiilar en  presencia  de  H202

efectivamente era mediada par esttes oxidativo;  para esto las celulas fueron tratadas

con diferentes concentraciones de H202 por 60 minutes en presencia del antioxidante

NAG.  Los  resultados  obtenidos  (Figura  38)  confirman  que  la  muerte  celular  de  las

celulas SHSY5Y fue mediada por estie§ oxidatwo ya que el uso del antioxidante NAG

contraiTest6  Ia  disminuci6n  en  la  sobrevida  de  estas  celi]las  sometidas  a  estfes

oxidativo inducido por H202.
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8)

50                  250

H202,  HM

2sO                 500

Lt02, uM
50

Figtira 3: Viabiljdad celufar en celulas Sl1€Y5Y expuesfas a H202. A) Celula§ SHSY5Y
fueron culti`rades con  50, 2sO y 500 I.lyl de H202 per 30 y 60 minutes. La viabilidad celular
fue ddemil`ada rnediante ertsayos de MTT. ": p < Otol en rferencia al control (sin 11202),
M*: p < a.001  eh roferencia al control. #: p < 0.01 en nrferencia al control, #: p < a.001
en rferencia al contol. 8) N<]oetil cisteina, MAC, 10 inN fue litilfado come ahtioxidante
para conharrestar el efecto del H202 sobre la viabilidad de eseas celulas. a: 50 iiM H202 +
MAC en relaci6n a 50 |iM H202, p < a.05; I): 2sO |iM H202 + MAC en relaci6n a 2sO iiM H202,
p < 0.01; c: 500 ttM H202  + MAC en relaci6n a 500 iiM H202, p < 0.001.

5.1.2 Viabiljdad celular en celulas SHSY5Y soriietidas Fe

A continuaci6n quisimos deterTninar muerte celular inducida  per Fe.  Para esto

celulas SHSY5Y fueron sometidas por 48 horas a diferentes concentraciones de Fe y

liiego la viabilidad celular fue dcterminada oomo se describe en materiaLes y metodos.

De  acuerdo   a   los  datos   presentados  en   la   Figura  4A   podemos  observar  una

disminuci6n en la viabilidad de estas c6lulas en funci6n de la concentraci6n de Fe; sin
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embargo  no  se  observa  cambios  significathros  en  la  p6rdida  de  viabilidad  celular

ouando las c6Iulas fueron culti`/adas per 2 dias entre 5 y 20 ilM Fe. En cambio, ouando

las celulas son inoubadas sobre 40 pM de Fe se obser`/a un aumento significat`/o de la

muerte celular (p < 0.01 ). Cabe recalcaT que una fracci6n de estas celulas se mantiene

viables con altas concentraciones de Fe en el medio de cultwo.

A  continuaci6n  quisimos  observar si  la  muerfe  celular  provocada  por  Fe  era

mediante la fomaci6n de estfes oxidativo. Para esto inoubamos celulas en 80 ilM de

Fe  mas  un  antioxidante,  DMTU,  en  el  medjo  de  oulti`ro  (Figura  48).  Los  resuftados

muestran un aumento en la sobrevida ouando DMTU fue utlizado, indicando asi que el

efecto de Fe en la muerte celular de SHSY5Y fue a travts de un aumento del estfes

oxidativo.

A)

7     10    20    40    cO   100200300400500

Fe,"

a)

7wMFe      80pMFe  80ul`AFe+DMl\J

Figura  4:  yiabilidad  celular en  c6lulas  SllsY5Y  expliestas  a  Fe.  A)  Cchilas  Sl1€Y5Y
fueron  cuhivades  con   7,  10,  20,  40,  80,  loo,  ZOO,  300,  400 y  500  iLM  de  Fe:I\lTA (1:2.2
•nol:mol)  per 48 horas. La vjatiilidad celular fue determinada irrediante eflsayos de MIT.
":  p  <  0.01  en  rrferencia  a  7  I.M  Fe,  "':  p  <  a.001  ®n  lieferencia  a  7  iiM  Fe.  8)  Para
deteminar sj  el  decto del  Fe sabre  la  muerfe celular es  producto de  una  aberaci6n
oxidati`/a en el ambiente de esfas celtilas, 0.5 inN de DMTU fue agtegado al med!o de
eulti`/a par 48 horas en presencia de 80 [IM Fe. `: p < 0.05 en rrferencia al confrol 0 ilN
Fe).
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5.1.3 Incorporaci6n de Fe per celulas SHi5Y5Y.

A    continuaci6n    quisimos    determinar    la    incorporaci6n    de    Fe    en    celulas    de

neuroblastoma SHSY5Y y en celulas de neuroblastoma diferenciadas con  10 LIM de

acido  retinoico  a  un fenotipo  neuronal  (Encinas  y col.,  2000).  Ambos tipos  celulares

fueron  cLlhi`/ados  per  48  horas  en  medio  regular  (8  uM  de  Fe)  y  en  media  con

9obrecaTga  de  Fe  (80  uM),  realizandose  luego  el  ensayo  de  incorporaci6n  de  55Fe

descrito previamente en materiales y metodos. Los resultados obtenidos en la Figura 5

muestran un significathro aumento en  la incorporaci6n de Fe en oelulas expuestas a

sobrecarga de este metal en ambos tipos celulares. Per otra par(e, no se observaron

cambios  sisnificati`/os  en   la  incorporaci6n   de   Fe  entre  ambos  tipce  de   cultivos

oelulares, postulando a esfas celulas oomo un buen modelo de estudio neuronal.

80
Fe.  ulw

Figura 5: lncorporaci6n de esFe eii c6lulas Sl+SY5Y. C6lulas de noiiroblastoma humane
SH€Y5Y  y  celulas  diferencjadas  a  un  fenotipo  rieurona]  con  fcido  retiiioioo  (10|un)

:r=l##=eipe±:A:r¥e#mT=jd°angnu[::Y:#a=renfa.deErg#fife:ejfl:°#
niveles de esFe iritracelulares come funci6n de las diferentes concendraciones de esFe eri
el medio de cultj`ro. Ia incorporacj6n de esFe foe expresada coma nmoles de esFe/ mg de
pdeina. ae*: p < o.o01 en rrferencia a 8 ilM Fe. # p < 0.001 en derencfa a 8 iiM Fe.
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5.1.4 Corrfenido de Fe en c6lulas SIIISY5Y.

AI observar un aumento en la incorporaci6n de 55Fe per parfe de las oelulas SHSY5Y,

a  continuaci6n  quisjmos  medir  los  niveles  de  Fe  total  en  estas  oelulas  mediante

espectrometria de absorci6n at6mica. AI aumentar la concentraci6n de 7 a  10 LIM de

Fe  en  el  medio  de  ourtivo  se  obsenra  un  aumento  eri  los  niveles  de  Fe  intracelular

(Figura 6). Este incremento a su vez, se mantiene cuando las c6lulas son expuestas a

concentraciones de sobrecarga de Fe (20 - 80 uM).

10             20             40             80

Fe, ul,

Figula  6:  Contenjdo  intrace[ular  de  Fe  en  c6lulas  SHSY5Y.  Celulas  SHSY5Y  fuerol.
incubadas  per t]os  dies  con  7,  10,  20,  40 y  80  iLIvl  de  Fe.  Luego esfas  celtJlas fueron
desprendidas del plastioo y resl]spendidas en bifrfer sa«no. Lee niveles hales de Fe
intracelulares fueron d®teminados en un espectfomctro de absorci6n at6mica. El graeco
muestra  lee  hiveles  de  hales  de  Fe  inhaceltilar  ooirro  funci6n  de  las  diferentes
concentraciones  de  Fe  presendes  en  el  media  de  culti`ro.  Los  niveles  de  Fe  fueron
expresidos ooirro nmoles de Fe/ mg de pdeina. .: p < 0.05 en referencia al contiol (7 I.M
Fe).

5.1.5 Determiriacj6n de dafio oxidathro inducido per Fe en celulae SHSY5Y.

La  habilidad  del   Fe  para   inducir  dafio  oxidativo  en  c6lulas  SHSY5Y  fue

evaluado mediante la producci6n de  ROS y por la formaci6n de aductos de  HNE en

proteinas.
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La producci6n de ROS mediada pop Fe se observo mediante fluorescencia de DCF. Se

encontr6 una re]aci6n directa entre sobrecarga de Fe y fliiorescencia de DCF,  con  la

fluorescencia   distribuida   uniformemente  a  teves  de   [as  celu[as   (Figura  7A).   La

cuantificaci6n  de  sobrecarga  de  Fe  en  estas  celulas  muestra  que  la  producci6n  de

ROS aumenta significativamenfe cuando las celulas son incubadas en 7, 40 y 80 L]M

de   Fe  en  comparaci6n  con  celulas  deficientes  de  este  metal.   La  intensidad  de

fluorescencia  observada  en  celulas expuestas  a  80  ilM  de  Fe  puede deberse  a  un

proceso  adapfativo de fas c6lulas sobrevivientes,  ya que en estas condiciones  existe

una  marcada  muerte  celular  (aproximadamente  50%.  Figura 4A).  Sabre  [a  base  de

estos resultados  podemos establecer una re[aci6n directa entre sobrecarga de  Fe y

producci6n de especies reactivas de oxigeno en celulas SH€Y5Y. A su vez quisimos

observar el efecto del antioxidante DMTU sobre la producci6n de ROS inducida por Fe.

Como muestra ]a figura 7C, c6Iulas incubadas con 80 LiM de Fe mss DMTU presentan

una disminuct6n en los niveles de f]uorescencia de DCF.

Otra manera de determinar dafio oxidativo es medjante la formaci6n de aductos

de  HNE  en  proteinas  modificadas  per esttes  oxidativo  (materia]es  y  metodos).  Para

probar este dafio en proteinas inducido por Fe, determinamos [a formaci6n de aductos

de  HNE  como  funci6n  de  Fe  en  el  medio  de  cultivo.  Inmunoreactividad  contra  el

antiouerpo  monoc[onal  llNEJ-2  reve]a  un  aumento  en  aductos  de  HNE  en  algunas

proteinas cuando el Fe en el medjo de oultivo aument6 de 10 iiM a 20 LJM (Figura 8).

Estos resultados indican que el Fe produce modificaciones oxidativas a proteinas.

36



A)

C)

40  LLM

80 I,M 80 uM + DMTU 80sO
0.5

Fe. IIM
Dmu, mM

Figura 7: Dafio oxidati`/o en c6ItJlae SH6Y5Y inducido per Fe. A) Celulae SH€Y5Y fueron
crecjdas dtirante 8 dfas en media de culthro regular y [uego incubadas por 48 horas en
medio si.plemenfado con 7, 20 y 80 iLM de Fe. Las celulas fuoron cargadas con DCDHF-
DA  y  la  fluorescencia  de  DCF  fue  dctem[hada.  [magenes  representativas  de  culGvos
celulares son mostradas eh A. 8) Cuantificaci6n de la intensidad de fliJorescencfa de DCF
en  cultivos  celulares  solnetidos  a  diferentes  concentraciones  de  Fe.  "*:  p  < O.col  en
rrferencia  a  1   I.M  Fe.  C)  El  antioxidante  DMllJ  (a.5  mM)  fue  suministrado  a  c6Iu[as
SHSY5Y en presencia de 80 [LIvl de Fo por 48 rloras, con ol fin de condrestar ®1 efecto de
Fe sobre la producci6n de ROS. D) Cuantificaci6n de la irrfeneidad de fluoresc®ncia de
DCF en clJlti`/os ce[ulares sometidos a 80 iiM Fe on presencia de DMTU. -: p < 0.001 en
referencia a 80 pr Fe.
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Figura 8: El dafio oxidati`/o a proteinas fue deteminado per la foimaci6n de aductce de
HNE.  Trejhta  ug  de  extractos  de  c6liJlas  SHSY5Y  ctllti`/adas  per  dos  dfa  en  media
MEN/F12   silplemenfado   con   7,   10,   20,   40   y   80   ]iM   de   Fe   fueron   sometidos   a
inmunodetecci6n  per  Western  blo(  Iisando  el  anticuerpo  monoc[onal  HNEJ-2,  el  qile
detecta  aductos  de  HNE  en  proteinas.  Las f]echas  muestran  las  proteinas que fueron
mayormente mod.rficada§ per el aumento de Fe.

5.2 lRP y Fe.

5.2.1 Estudios de acth/idad de lRpl de uni6n a RNA mediada pop Fe.

De acuerdo a los conocimientos que se tienen sobre los mecanismos de control

de la homeostasjs oelular de Fe,  un aumento en los niveles de Fe intracelular deben'a

inhibir la activided  lRP, finalizando asi,  el proceso de incorporacj6n de Fe.  En base a

esto, quisimos deteminar [a actividad lRP en funci6n de concentraciones crecjentes de

Fe mediante ensayos de band shift en celulas SHSY5Y expuestas durante 48 horas a

este  metal.  La  actividad  tanto  de  IRpl  y  de  lRP2  fue  diferenciada  por el  uso  de  P-

Mercaptoetanol  para  la activaci6n especifica de  lRpl  y per un ensayo de SuperLshift

inducido per un  antioueipo especifico contra el dominjo exclusivo de 73  aminoacidos

de lRP2.
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La Figi[ra 9 muestra qile un aumento en [as concentraciones de Fe en el medio

de cultivo 1.5 a 20 i]M resulfa en una disminuci6n de la  acti`ridad de lRP. Sin embargo,

un aumento en  [as concentraciones de Fe en e]  medio de 40 y 80 iiM jncrementa la

actividad  de  lRP.  Esta  reactivaci6n  de  IRP  mediada  por Fe fue  acompafiada  por un

aumento en la incorporaci6n de Fe (Figuras 5 y 6), sugiriendo que la actividad de lRP

es funcional. Cabe recalcar que las condiciones en que se realiz6 este ensayo en las

c6Iulas SHSY5Y no fue posible separar las bandas de  lRpl  e IRP2.  Los resultados

obtenidos   en   este   experimento   concuerdan   con   los   descritos   para   c6[ulas   de

neuroblastoma de rat6n N2A (Ntifiez-Millaoura y col., 2002). En este trabajo se muestra

que un aumento de Fe de 1.5 a 20 uM resulta en una disminuci6n de la  actividad tanto

de [Rpl  come de lRP2. En cambio,  un aumento en las concentraciones de Fe en el

medio de 40 y 80 i]M elimina completamente la actividad de lRP2, pero [a adividad de

lRpl aumenta en un ambiente de sobrecarga de Fe.
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Figure   9:   De(eminaci6n   de   la   actividad   [RP   en   celulas   SH€Y5Y   expuestas   a
concentraciones crecieutes de Fe. A) C6lulas SH€Y5Y fueron incuhadas per dos dias efi
medio MEN/F12 suplemenfado coTi 1.5, 7,10, 20, 40 y 80 ilM de Fe. Le acG`ridaid de union
a  IRE  foe  determjnada  en  extractos  celulares  rnediarfe  ensayos  de  band  shift.  La
acti`ridad e§pecffica de IRpl  fue identificada por §u  acti`/aei6n  con  BMercaptoetinol y
per su resistencja a los ensayo§ de super shift con un antjcuerpo antj lFtp2, mienhas que
la actividad de IRP2 fue identjficada a travts de encayos de super shit( con un anticlierpo
especifico para esta proteina. 8) Cuantificaci6n de la actividad de [RP1. Ia cuantificaci6n
de la acti`/idad de lRpl fue detemirtada de [a raz6h entre la actividad en ausencia de P-
Mercaptoefanol  y  de  la  acG`ridad  en  presencia  de  quercaptoefanol.  ':  p  <  0.05  en
referencia a 1.5 y 80 I.M Fe, respecti`ramerfe.

5.2.2 Estudies de niveles de expresi6n de IRpl mediado per Fe.

Producto de  que  el  aumento  observado  en  la  adividad  de  lRP  pudo deberse  a  un

aumento en los niveles expresi6n de lRP1, a continuaci6n determinamos los niveles de

proteina en funcj6n  de  Fe.  Extractos de  celulas  SHSY5Y previamente tratadas con

concentraciones  crecientes  de  Fe  fueron  analizados  per  ensayos  de  Western  blot

(Figura  10).  Los  resultados  obtenidos  muestran  una disminuci6n  en  los  niveles de  la

proteina en  condiciones de sobrecarga de  Fe  (mango 20 a  80  I+M).  Sobre  la  base de
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estos  resultados  podemos  concluir que  el  aumento  de  la  actividad  de  IRpl  no  fue

producto  de  un  aumento  en  los  niveles  de  proteina.  Por  lo  tanto  estos  resultados

sugieren que la pequefia cantidad de proteina presente en condiciones de sobrecarga

de Fe (40€0 LLM) se encuentra muy activa.

A)

a)

EEE  a     ife-98KDa
7                 10             20               40               cO       Fe,pM

::FTfiH
7       10     20     40     80

Fe, pr

Figura  10:  lnmunodeteccj6n de [Rpl  en celulas SHSY5Y tratadas ¢on concentraciones
crecienfes de Fe. A) Celulas SHSY5Y fueron crecidas durante 8 dias en media de culti`ro
nglJlar y ltiego incubadas en medio MEN/F12 en presencia de 7,10, 20, 40 y 80 I+M de Fe
per 48 horas. Luego, Ice niveles de expresi6n de lRpl en 30 pg de exhactos proteicos de
estas celulas ftJeron analizados par Vvestem blot IJsando un anticuerpo especifico contra
lRP1.  8)  Cuaritificaci6h  de  los  nive[es  de  expresi6n  de  lRpl   per  densjtometria.  ha
cuandicaci6n  de  los  niveles de IRpl  fue determinada de la raz6n entre las nive[es de
lRpl y de los niveles de expresi6n de actiira. ut*: p < O.col en referehcia a 7 iiM Fe.

5.2.3 Estudjos de nitracj6n de lRpl jndticido por Fe.

Una de las vias par la oual  NO induce dafio celular es mediante su  reacoi6n con 02-

para formar peroxjnitrito (OONO), un potente oxidante que se une a residues tjrosina y

surfidrilos en  proteinas. Ademas,  esta demostrado que el  OONO- modula  la  actMdad
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aconitasa/uni6n a RNA de lRpl  por una interacci6n directa con grupos sulfidn.los en el

ndcleo Fe-S de lRP1  (Bouton y col.,1997).

La  formaci6n  de  OONO-  puede  ser  evaluada  usando  anticuerpos  anti-nitrotirosinas.

debido  a  que  el  OONO-  puede  modificar residuos  tirosina  para  formar  3-nitrotirosina.

Ademas, nitrotirosinas son el mayor producto del ataque de OONO- en proteinas; y por

lo tanto,  la  nitraci6n  de tirosinas  es  el  principal  marcador de  la formaci6n  de  OONO-.

Para  determinar el  posible  rol  del  Fe  en  la  producoi6n  de  OONO-,  c6lulas  SH-SY5Y

fueron expuestas a concentraciones crecientes de Fe y luego la formaci6n de OONO-

fue analizada  mediante ensayos de Western blot con  un  anticuerpo anti nitrotirosina.

Los resultados obtenidos muestran que un aumento en los niveles de Fe en el medio

de  cultivo  produce  un  incremento  en  la  nitraci6n  de  residuos  tirosina  en  proteinas,

sugiriendo  un  aumento en la producci6n de OONO-.  Una de las proteinas modificadas

encontradas en este expen.mento fue lRP1  (Figure 11). Para verificar que los residuos

de tirosina nitrados correspondian a los de la proteina lRP1,  se realiz6 un lavado a las

membranas incubadas previamente con anti nitrotirosinas y luego fueron re-incubadas

con  el  anticuerpo  anti  lRP1.  En  ambos  casos  se  detect6  una  proteina  de  98  KDa.

Sabre la base de estos resultados podemos establecer que el Fe fue capaz de inducir

la  nitraci6n  de  residuos tirosina de  lRP1,  sugiriendo  asi  un  aumento  en  [a  producci6n

de OONO-en estas celulas.
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A)

lRP1- --

Marcador Peso Molecular
KDa

-175-+rf¥-85
Fe, HM               7                 10              20               40               80

7       10      20      40      80

Fe,  HM

-62

Figura 11. Nitraci6n de lRpl  inducida por Fe. A) Celulas SH€Y5Y fueron crecidas durante
8  dies  y  luego tratadas  por 48  horas con  conceritraciones crecien(es de  Fe.  Extractos
celulares  fueron  preparados  y  los   hiveles  de  nitraci6n  de  tirosina  en  lRpl   fueron
determinados  eh  30  ilg  de  proteinas  mediante  ensayos  de  Western  blot  usando  tin
anticuerpo  ahti  nitrotirosinas.  8)  CLlantificaci6n  de  lce  njveles  de  nitraci6n  de  residuos
tlrosihas  en  lRP1.  La  cuaritificaci6n  fue  determinada  de  la  raz6n  entre  los  niveles  de
nitracl6n de lRpl  y de los niveles de proteina lRpl  total. *:  p < 0.05 en referencia a 7 I.M
Fe, **: p < 0.01  en referencia a 7 iilv] Fe, ***: p < 0.001  en referencia a 7 LLM Fe.

5.3 NO e lRP1.

5.3.1 Efecto de NO sobre la actividad de lRpl mediada por Fe.

Ml]ltiple evidencia concluye que  uno de los factores que modula a  lRpl  a  nivel

fisiol6gico es el 6xido nitrico (Bouton,1999).  Es posible entonces, que el NO juegue un

rol  en  el  efecto  de  la  acumulaci6n  de  Fe  sobre  la  actividad  de  lRpl  en  celulas  SH-

SY5Y.  Para  esto,  la  actividad  lRpl  fue  determinada  por  ensayos  de  band  shift  en

c6lulas  expuestas  a  inhibidores  de  las  NOS  o  dadores  de  NO  respectivamente,  en

presencia de Fe. Cuando las c6lulas fueron expuestas a diferentes concentraciones del
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inhibjdor   competitivo   de   las   NOS,   NG-Nitre-L-arginina   (L-NNA),   se   observ6   una

progresiva disminuci6n do§is dependiente en la actividad de lRP1  (Figura 12A-B). A su

vez,  cuando se evalu6 el efecto de L-NNA en funci6n del tiempo tambien se observ6

una disminuci6n tiempo-dependiente (Figura 12C-D).

A  continuaci6n,  quisimos  observar  si  esta  modulaci6n  sobre  la  actividad  de

lRpl  por NO  se  mantenia  en  un  ambiente de estfes  oxidativo  inducido  por Fe,  para

esto  c6lulas  SH-SY5Y fueron  expuestas  a  una  concentraci6n  alta  de  Fe  (80  I-M)  en

presencia de  L-NNA observandose  una  marcada  disminuci6n  en  la actividad  de  lRP1

(Figura  13).  Por el  contrario,  cuando a  ce]ulas  incubadas con  10  iiM  de  Fe se agreg6

un   dador  de   NO,   SNAP,   a   distintas   concentraciones,   se   observ6   un   progresivo

aumento  en  la  actividad  de  lRP1  (Figura  13).  Estos  resultados  sugieren  que  el  NO

media   la   activaci6n   de   lRpl   en   un   ambiente   de   estfes   oxidativo   en   celulas   de

neuroblastoma humano SH-SY5Y.

Por   otra   parte,   como   experimento   control   evaluamos   el   rol   del   inhibidor

competitivo de las NOS, L-NNA y del dador de NO, SNAP sobre los niveles de N02- en

estas celulas (Figura 14).
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A) Concentraci6n dependiente

L-NNA, mM         0

C) Tiempo dependiente

D)

0    0.01   0.1    0.5      1       10

L-NNA.  mM

Tiempo (h)               0

mempo,  horas

Figura 12: Papel eel NO sobre la actividad de lRP1. A) Pare deteminar el rol de NO sobre
la actividad de lRP1, celtilas SHISY5Y fueron incubadas per 48 horas en medio IVIEIvlfil2
suplementado con 0.01, 0.1, 0.5,1  y 10 mM de NG-Nitre-Larginina, L-NNA. La actividad de
lRpl  fLie determinada mediante ensayos de band shit(. 8) Cuahtjficaci6n de la actividad
de  IRpl  en funci6n  de diferentes concentraciones de LJVNA. *:  p < 0.05 en referencia al
control  (a  iiM  L-NNA),  ***:  p  <  0.001  en  referencia  al  control.  C)  Actividad  de  IRP1  ®n
funci6n del tiempo de tratamiento con L-NNA. C6lIJlas SH€Y5Y fueron incubadas por 12,
24,  36  y  48  horas  con  1  mM  de  L-NNA.  D)  Cuahtificaci6n  de  la  actividad  de  lRpl  en
funci6n  del tlempo de exposicj6n  a  L-NNA. *:  p < 0.05 en  referencia al  control  (0  iLM  L-
NNA).
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A)

RP1---   1111,  *],  I  *   I,   ac
Fe, HM
SNAP, tlM
L-NNA,  mM

10                10                10                   10                 10                   80                80
0                 1                10               100             500                    0                 0
0000 001

Fe,L"           1010101010         80  80
SNAP,t"      0110100500        0    0
L-NNA,mM    0    0     0     0     0           0     1

Figure  13:  Papel  del  NO  sobre  la  acti`ridad  de  lRP1.  A)  Actividad  de  lRpl  en  c6ILilas
trafadas con 10 LLM de Fe en presencla de 1, 10,loo y 500 itM del dador de NO, SNAP per
6  horas.  A  su  vez,  se  muestra  la  actividad  de  IRpl  eh  extracto§  de  c6lIJla§  SH€Y5Y
previamente cultivadas por 2 dias con 80 ilM de Fe en presencia o ausencia de 1  mM de
L-NNA. 8) Cuantificaci6n d® la actividad de lRP1. M: p < 0.01  en referencia al control (0 LLM
SNAP), #: p < 0.05 en referencja a 80 ilM de Fe.

Control            L-N NA             SNAP

Figura  14:  Los  niveles  de  N02- fueron  determinades  en  c6lulas  SH€Y5Y  previamente
tratadas con el inhibidor de las NOS, L-NNA y el dador de NO, SNAP, respectivamente. La
producci6n   de   N02.  fue  determlnada   en   el   medlo  de   cultivo   Litllizando   un  ensoyo
colorimetrico basado en la reacci6n do Griess. a:  p < 0.01  en referencia al control, b:  p <
a.001 en referencia a celulas (ratada§ con 1 mM de L-NNA.
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5.4 Fe y NFKB.

5.4.1  Efecto de NFKB en la activaci6n de lRpl  mediada por Fe.

A continuaci6n quisimos observar si NFKB es parte de la via de transducci6n de

sefiales   en   la  activaci6n   de   IRP1.   Para  probar  esta   hip6tesis,   las   celulas  fueron

tratadas con diferentes concentraciones del inhibidor de este factor Salicilato de Sodio,

Nasal.   La  disminuci6n  en  la  actividad  de  lRpl   fue  directamente  proporciona[  a  la

concentraci6n de Nasal, es decir, a medida que se aument6 la concentraci6n de Nasal

se observ6 una marcada disminuci6n en la actividad de esta proteina con respecto al

control  (Figura  15A).  Luego  medimos  la  actividad  de  IRpl  en  funci6n  del  tiempo  de

tratamiento con  Nasal.  Los resultados mostraron que la inhibici6n de IRpl  tambien fue

tiempo dependiente (Figura 15C). Por lo tanto, NFKB estaria en la via de transducci6n

de sefiales en la modulaci6n de la actividad de lRP1.
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A)

C)

lRP1 ----   I,![r,   ,EP
Fe,  HM                   1.5                      1.5                    1.5
Nasal, mM        0                      1                    2

RP1-I I I
Fe,  u.M                1.5                 1.5                   1.5
Tiempo. h         0                 12               24

a)

Nasal,  mM

llempo,  horas

Figura 15:  Papel del factor de transcripci6n  NFKB sabre la activjdad de lRP1. A) Celulas
SH€Y5Y fueron tratadas par 48 horas con 1.5 iiM de Fe en presencia de 1, 2 y 5 mM del
inhibidor de  NFKB,  Nasal.  Le  activil)ad  de  lRpl  rue  deteminada  mediante  encayce  de
band Shift.  a)  Cuantificaci6n  de la  actividad  de lRpl  en funci6n  de la  concentraci6n de
Nasal. *: p < 0.05 en referencia al control, **: p < 0.01 en referencia al control. C) Acti`/idad
de  lRpl   eh  funci6n  del  tiempo  de  tratamiento  con   Nasal.  Celulas  SHSY5Y  fueron
incubadas par 12, 24, 36 y 48 horas con 1  mM de Nasal. D) Cuantificaci6n de la actividad
de lRpl en funci6n del tiompo de exposici6n a Nasal. *: p < 0.05 en referencia al control.

5.5 NO y estr6s oxidativo.

5.5.1  Determinaci6n del contenido del pool de  hjerro reactive (LIP).

De  acuerdo  a  lo  observado  en  otros  modelos  celulares  como  Caco  2  (Ntlfiez y  col.,

2001),  N2A y neuronas de hipocampo (NdFiez-Millaoura y col., 2002), celulas SH-SY5Y

sometidas  a  sobrecarga  de  Fe  (80  uM)  presentan  un  significativo  jncremento  en  los

niveles  de  LIP  comparados  con  c6lulas  oultivadas  en  medio  de  oultivo  esfandar  (a:
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p  <  0.001)  (Figura  16).  Estos  resultados  pueden  deberse  a  que  un  aumento  en  la

actividad  de  lRpl   resulta  en  un  aumento  de  la  incorporaci6n  de  Fe  y  por  ende  un

incremento en los niveles del LIP. A continuaci6n investigamos el efecto del NO sobre

el  LIP.  Cuando las c6lulas fueron incubadas en 80 uM de Fe mss L-NNA resulta en un

aumento sign.rficativos en  los niveles de LIP comparado con celulas tratadas solo con

80 uM de Fe (b:  p < 0.001).  Por el contrario,  cuando se uso el dador de NO,  SNAP se

observ6 una marcada disminuci6n en los niveles de LIP (c:  p < 0.001) (Figura  16).  Los

niveles  del  pool  de  hierro  reactivo  expresados  en  unidades  de  fluorescencia  fueron

8612 ± 770;  23001  ±  1405;  29345 ±  1390 y  17436 ±  1260  pare  c6Iulas control  (7  pM

Fe),   c6lulas  cultivada§  en  80  I-M  Fe,   80  uM  Fe  +  L-NNA  y  80   i]M   Fe  +  SNAP,

respectivamente.  Estos resultados sugieren que contrario a lo esperado, el NO regula

negativamente los niveles de LIP y por ende la formaci6n de ROS mediante la reacci6n

de  Fenton.   Una   posible  explicaci6n   para  estos  resultados  es  que  el   NO  estaria

quelando  el  Fe  intracelular libre  mediante  la formaci6n de complejos  NO-Fe  (Wanat y

col.,  2002).
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80 I+M Fe
+ SNAP
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5000

0
Fe, pM
L-NNA,  1  mM
SNAP, 0.1  mM
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80 tJM  Fe
+ L-NNA

8080
+.
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Figura  16:   Determinaci6n  del  contenido  de  Fe  reactivo.  A)  C6lulas  SH-SY5Y  fueron
tratadas por 48 horas con 80 tlM  Fe, 80 iiM  Fe + 1  mM L-NNA y 80 LLM Fe + 0.1  mM SNAP,
respectivamente.  EI  LIP se deterinin6 por medici6n del apagamiento de calceina. SIH es
uh quelahte permeable que toma el Fe desde el complejo ¢alcefria-Fe aumenfando asi la
fluorescencia de la calceina. El hivel del LIP es directamente proporeional al aiJmento de
la   fluorescencia   de   la   calceina   inducido   pop   el   SIH.   La   Figure   miJestra   trazce
represenfativos  de  los  nive[es  de  fltJorescencia  de  calceina  intracelular  obtenidos  en
estas celulas. 8) Cuantificaci6n de los niveles de pool de hierro reactivo en c6lulas SH-
SY5Y.  a:  80  LLM  en  relaci6n  a 7  iiM,  p < 0.001,  b:  80  ilM +  L-NNA en  relaci6n  a  7  iiM,  p <
0.001, 80 iiM + SNAP on relaci6n a 7 wM, p < 0.001.
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5.5.2 Deteminaci6n de niveles intracelulares de GSH.

La propiedad protectora del NO fue tambien investigado en estas celulas en un

ambiente de  estfes  oxidativo  inducido  por Fe.  Para esto,  determinamos el  efecto del

NO  en  los  niveles  de  glutati6n  reducido  (GSH),  el  cual  es  el  principal  antioxidante en

neuronas,  ya  que  las  defensas  reductoras  neuronales  estan  determinadas  en  gran

parte, por los niveles de GSH (Cooper,1997).

Cuando las c6lulas SH€Y5Y fueron ourtivadas en 80 LIM de Fe en presencia de SNAP

se  observ6  un  aumento  significativo  en  los  niveles  de  GSH  con  respecto  a  celulas

cultivadas s6lo en  presencia de 80  uM de  Fe (a:  p < 0.001);  mientras que en o6lulas

expuesta§  a  L-NNA  se  observa  una  disminuci6n  signfflcativa  con  respecto  a  c6lulas

tratadas  con  80  uM  de  Fe  y  SNAP  (b:  p  <  0.001)  (Figura  17).  De  estos  resultados

podemos concluir que el NO a trav6s de la uni6n a Fe labil disminuye la carga oxidativa

en celulas SH€Y5Y.

Fe, 80 uM                    +                  +                  +
SNAP,   O.1  mM           -                    +
L-NNA,1  mM                 -

Figura  17:  Niveles de GSH en c6lula§  SHi5Y5Y.  C6Iulas SH€Y5Y fueron  creeldas par 8
dias en medios de culti`/a regular y luego trafadas per 48 horas con 80 uM de Fe y con 80
wM de Fe en presencia del dador de NO, SNAP, y en presencia del inhibidor de [as NOS,
L-NNA. Extractos celulares fLleron preparados y los njve]es de GSH fueron detorminados
come se describe en (Nt)fiez y col., 2004). a: 80 iiM + SNAP en relaci6n a 80 |iM, p < 0.001.
b: 80 ttM + L-NNA en relaci6n a 80 pM + SNAP, p < a.001.
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5.5.3 ProdLlcci6n de ROS y formaci6n de aductos de HNE.

A  continuaci6n  quisimos  determinar el  papel  del  NO  sobre  el  estfes  oxidativo

inducido   por   Fe   en   celulas   SH-SY5Y.   Para   esto,   la   producci6n   de   ROS   fue

determinada  mediante  fluorescencia  de  DCF  y  la  formaci6n  de  aductos  de  HNE  en

proteinas modificadas fue determinada por un  ensayo de inmLlnoreactividad contra el

anticuerpo monoclonal HNEJ-2. Como muestra la figiira 18A, cuando estas celulas son

tratadas con 80 [iM de Fe mss el dador de NO, SNAP, se observa una dismjnuci6n en

los niveles de fluorescencia de DCF con respecto a c6lulas tratadas s6lo con Fe.

Por otra parte cuando deteminamos los niveles de HNE en c6lulas expuestas a

sobrecarga de  Fe (80  prM)  en  presencia de SNAP,  observamos  una disminuci6n en  la

formaci6n de los adiictos de HNE en proteinas (Figura 18C).
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80HM 80 LIM + SNAP

125

100

75

50

25

--
`,

-i.
TO-fo     pMFe

-        100       tJMSNAP
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0.1          SNAP, mM

Figura  18:  Papel  del  NO  sobre  el  dafto  oxidativo  inducido  por Fe.  A)  Celulas  SHSY5Y
fueron  crecldas  dlJrante  8  dias  en  medio  de  cultivo  regular y  luego  jncubadas  per 48
horas  en  medio suplemeiltado con 80  LLM  de Fe en ausencia y  presencia  de SNAP.  Las
c6lulas  fueron  ca.gadas  con  DCDHF-DA  y  la  fluoresoencia  de  DCF  foe  determinada.
Imagenes representativas de cultivos celu[ares son mostradas en A. 8) Cuantificaci6n de
la  intensidad  de fluorescencia  de  DCF  en  cultivos  celulares sometidos a  80  rM  Fe en
presencla de SNAP. "*: p < 0.001 en roferencia a 80 iiM Fe C) SNAP fue adherido al medio
de cultivo con el fin de determinar el papel del NO sobre la formaci6n de aductos de HNE.
Treinta  Lig  de  extractos  de  c6lulas  SHSY5Y  previamente  cLIItivadas  por  dos  dias  en
media   MEMIfl2   suplementado   con   80   |iM   de   Fe   y   SNAP,   fueron   sometidos   a
inmunodetecci6n  por  Western  blot  usando  el  anticuerpo  monoclonal  HNEJ-2,  el  cual
detecta aductos de HNE en proteinas. Las flechas muestran algunas de las proteinas que
fueron modificadas por la presencia de SNAP.
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5.6 Nive[es de proteina y de acti\/jdad de fas NOS inducida per Fe en c6lulas SH-

SY5Y.

Para   observar  el   efecto  de   Fe  en   la   modulaci6n   de   los   niveles   de   NO,

estudiamos  la  modulaci6n  de  los  niveles  de  proteina  de  las  NOS.    En  extractos  de

c6lulas  SH-SY5Y  tratadas  con  crecientes  concentraciones  de  Fe  por  48  horas  se

determin6  mediante  Western  blot  los  niveles  de  expresi6n  de  nNOS  (Figura  19A)  e

iNOS  (Figura  198).  Como  se  observa  en  la  Figure,  ambas  proteinas  presentan  una

conducta  bifasica en funci6n de  las concentraciones  de  Fe.  Los  niveles de  expresi6n

de nNOS aumentan cuando las celulas son tratadas con 7 y 40 pM de Fe; en cambio,

estos niveles disminuyen cuando las celulas estan expuestas a 80 HM de Fe.  Par otra

parte, los niveles de expresi6n de la iNOS son opuestos a los observados para la NOS

neuronal.  Un aumento en los niveles de iNOS es observado cuando las c6lulas fueron

tratadas con 20 y 80 prM de Fe, respectivamente. Estos resultados pueden sugerir que

las c6lulas controlan en cierta forma la producci6n de NO debido al potencial citot6xico

de esta molecula a trav6s de la modu]aci6n compensatoria de los niveles de expresj6n

de las NOS.
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C)

7             10             20            40            80       uM Fe

iNOS

Actina
7            10             20            40            80     HMFe

--- nNOS
iffigHI  iNOS

7         10       20       40        80
Fe,  „M

155 KDa

130 KDa

Figura   19:   Inmunodeteccj6n   de   nNOS   e   iNOS   en   celulas   SHSY5Y   tratadas   con
concentraciones crecientes de Fe.  Las  celulas  SH€Y5Y fueron  crecidas  dlJrante 8  dias
en  condiciones normales y luego tratadas con 7,  10, 20, 40 y 80 uM de Fe por 48 horas.
Los niveles de expresi6n de nNOS (A) y de iNOS (8) en 30 ilg de extractos prcteicos de
e§ta§  c6lulas  fueron  analizadas  por  Western  blot.  C)  An6lisi§  den§itom6trico  de  los
niveles de proteina de nNOS e iNOS. *:  p < 0.05 en  referencia a 7  I+M  Fe, ut:  p < 0.01  en
referencia a 7 LLIVI Fe. #: p < 0.01  en referoncia a 7 I.M Fe
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5.7 Producci6n de NO inducido per Fe en celulas SH€Y5Y.

Una  vez  determinada  la  modulaci6n  de  la  expresi6n  de  las  NOS  por  Fe,  quisimos

observar si  esta  inducci6n  se  reflejaba en  un  aumento en  los  niveles  de  NO;  el  oval

puede  ser  medido  a  traves  de  la  producci6n  de  N02-.   Los  niveles  de  N02-  fueron

determinados del medio de oultivo luego de que las oelulas SH€Y5Y fueron tratadas

con crecientes concentraciones de Fe durante 48 horas (Figura 20A).  De acuerdo a lo

esperado,  Ios  niveles  de  N02-  aumentaron  en  el  medio  de  oumavo  en  funci6n  de  la

concentraci6n  de  Fe  (10  a  80  prM).  Ademas,  quisimos  observar  la  producci6n  NO  en

funci6n del tiempo de tratamiento con  Fe (Figure 208).  De estos resultados podemos

observar que los niveles de N02- aumentaron en funci6n del tiempo de expo§ici6n con

Fe.

A)

7         10       20       40       80

Fe,  HM

a)

10           20          30          40          50

Tiempo,  horas

Figure 20: Niveles de NO en c6lLilas SH€Y5Y. A) C6lulas SHSY5Y fueron crecidas par 8
dies en  medio de cillti`ro normal y  luego  incubadas  par 24 horas  en  medio de cuthro
suplementado  con  7,  10,  20,  40  y  80  pM  de  Fe.  La  producci6Ii  de  NO  fue  est]mada
medlanto la detormlriacj6n de N02. on el medjo d® culti\ro. *: p < 0.05 eli reforencia a 7 I+M
Fe. B) Producci6n de N02-en funcj6n del tiempo de tratamiento con Fe. CellJlas SH€Y5Y
fueron tratadas con 80  I.M de Fe por diferentes ttempce (248 I`oras). ae*:  p < 0.001  en
referencia al control (sin tratam]ento con Fe).
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5.8 Activaci6n de NFKB inducida por Fe en c6lulas SH€Y5Y.

A continuaci6n estudiamos el  efecto del  Fe sobre  NFKB.  Para esto evaluamos

la translocaci6n al ndcleo de la subunidad p65 mediante ensayos de Western blot y per

microscopia    de    inmunofluorescencia.    Celulas    SH-SY5Y    fueron    tratadas    con

concentraciones   crecientes   de   Fe   por   2   dias.   Los   resultados   obtenidos   de   los

experimentos  de Western  blot  muestran que  el  Fe  (20 y 80  HM)  indujo  ligeramente  la

presencia  de  la  subunidad  p65  en  extractos  de  proteina  nuclear  (Figura  21).  Por su

parte,  los ensayos de inmunocitoquimica muestran que el Fe indujo la translocaci6n de

la subunidad p65 al nucleo (Figura 22).

A)

- f- RE Actina

20              40               80      pMFe

Fe,  LIM

Figura 21: Activaci6n de NFKB inducida por Fe. A) Inmuhodetecci6n de la subunidad p65
en extractos nucleares de celulas SH-SY5Y previamente tratadas con 7,10, 20, 40 y 80 iLM
de  Fe  per  2  dias.  8)  Cuantificaci6n  de  los  niveles  de  expresi6n  de  p65  en  extractos
nucleares de c6lulas SH€Y5Y. *: p < 0.05 en referencia a 7 iLM Fe.
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lnmunodetecci6n de NFKB (p65)

Control

lnmunodetecci6n de NFtcB (p65)-H6echst

Control

80 LIM  Fe

80  LLM  Fe

FI9ura 22: Activaci6n de NFKB inducida per Fe. Inmunocjtoqufmica de la subun]dad p65.
Celulas  SHSY5Y  fueron  crecidas  en  cubreobjetos  por 8  dies  en  med]o  MEMIfl2,  10%
FBS y luego tratadas per 48 horas con 80 iiM Fe. Se muestran imagenes represehfathras
de cultivos celulares.
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Vl.    DISCUSION

Los niveles celulares de hierro son altamente controlados, ya que por una parte

es   fundamental   que   las   celulas   obtengan   suficiente   Fe   para   sus   necesidades

metab6licas;  y al  mismo tiempo,  se  controla su  exceso debido a  la formaci6n  de  ROS

mediante la reacci6n de Fenton.

Las proteinas lRpl  e IRP2 son componentes esenciales del mecanismo por el

cual  los  vertebrados  regulan  el  metabolismo  celular del  Fe.  La  actividad  de  lRP2  es

fundamental  para el balance celular de  Fe en  condiciones fisiol6gicas,  mientras que la

actividad de lRpl  esta relacionada con procesos de estfes oxidativo y la homeostasis

de este metal.  En este trabajo encontramos que las celulas SH-SY5Y tienen actividad

IRP1;  pero  contrario  a  lo  esperado,  esta  activaci6n  es  inducida  por estfes  oxidativo,

resultando en  un  aumento en  la incorporaci6n celular de Fe.   Observamos que si bien

la  actividad  de  lRpl  decrece cuando  las concentraciones de Fe van  desde  1.5  a 20

uM.  un fuerte  incremento  en  la  actividad  de  lRpl  resulta  cuando  las  concentraciones

de  Fe  aumentan  sobre 40  ijM  (Figura  9).  Estos  resultados  pileden  interpretarse  en

terminos  de  que  a  altas  concentraciones  de  Fe,  IRpl   se  vuelve  resistente  a  una

inactivaci6n mediada por Fe y sugiere un papel del estfes oxidativo sobre la actividad

de  IRpl  y  la  homeostasis  de  Fe.  La  reactivaci6n  de  lRpl  fue  acompafiada  por  un

aumento  en  la  incorporaci6n  de  Fe  (Figura  5),  lo  cual  indica que  esta  activaci6n fue

funcional.  Este circuito de retroalimentaci6n positiva de un aumento en la incorporaci6n

de  Fe  mediada  per Fe resulta en  un  aumento del  Fe  intracelular,  aumentando asi el

estfes oxidativo mediado por la reacci6n de Fenton.  Ademas no todo el Fe intracelular

fue guardado  en ferritina,  ya que un  aumento en  la concentraci6n  de  Fe extracelular

incrementa a su vez el pool de hierro reactivo,  LIP (Figura 16).
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Por otra  parte,  una sobrecarga de  Fe en  el  medio de  cultivo fue acompafiada

por una disminuci6n en  los niveles de proteina de  lRP1  (Figura  10).  El aumento de la

actividad de  lRpl  observado a pe§ar de la disminuci6n en los  niveles de expresi6n de

esta   proteina   puede  deberse  a  que  en  condiciones  normales  s6Io  una  pequefia

fracci6n  del  total  de  IRpl   esta  activa  como  proteina  de  uni6n  a  RNA;   lo  que  se

asemeja a lo observado en otros tipos celulares (Campanella y col., 2004).  En cambio,

cuando  las  celulas  son  expuestas  a  estfes  oxidativo  inducido  por  Fe  la  fracci6n  de

lRpl   total  con  actividad  de  uni6n  a  RNA  aumenta  significativamente.  Por  lo  tanto,

esttes  oxidativo  inducido  por  Fe  desplaza  el  equilibrio  aconitasa/uni6n  a  RNA  hacia

actividad  de  uni6n  a  RNA.  Finalmente,  Ia  disminuci6n  en  los  niveles  de  proteina  de

lRpl  observado  en  celulas  con  §obrecarga  de  Fe  puede  resultar de  una  respuesta

autoregulatoria  en  un  intento  por  disminuir  la  actividad  de  lRpl   y  mantener  asi  iin

adecuado control de la homeostasis de Fe.

En este trabajo  a su vez determinamos que el  Fe induce dafio oxidativo  a  las

celulas SH-SY5Y evaluado mediante la producci6n de ROS (Figura 7A) y a traves de la

formaci6n de aductos de HNE en proteinas (Figura 8). Ademas, una sobrecarga de Fe

en el medio de cultivo produce un aumento en la muerte celular, ya que cuando estas

celulas  son  expuestas  a  80  pM  de  Fe  aproximadamente  la  mitad  de  estas  muere

(Fjgura 4).  Por otra  parte,  el  uso del  antioxidante  DMTU demostr6 que  los efectos del

Fe  son  producto  de  su  participaci6n  en  la  generaci6n  de  ROS  y  por  ende  de  dafio

oxidativo.  Una  posible  explicaci6n  a  estos  resultados  es  que  estos  eventos  sean  un

mecanismo   de   suicidio   celular  por  aquellas   celulas   que   no   logran   mantener  un

adecuado estado  redox entrando  a  un  ambiente  pro-oxidante y finalmente terminado

en   muerte   celu]ar.   Cabe   recalcar   que   estos   resultados   fueron   similares   a   los
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encontrados en celulas de neuroblastoma de rat6n N2A y en neuronas de hipocampo

(Ndfiez-Millacura y col., 2002).

Pape] del NO en e] metabolismo celular de] hierro.

En  este  estudio  quisimos evaluar el  papel  del  oxido  nitrico  en  la  activaci6n  de

lRpl   inducida  por  Fe.  NO  es  una  mol6cula  sefializadora  que  en  presencia  de  02

produce   oxidaci6n   y/o   nitraci6n   de   especies   reactivas   que   forman   aductos   S-

nitrosotiolados o disulfidos en proteinas. Ademas, potentes oxidantes derivados de NO

tales coma peroxinitrito tambien pueden producir alteraciones oxidativas.

Estudios   previos   han   determinado   que   el   NO   y/o   productos   relacionados

pueden activar a lRP1  (Bouton,1999).  La ganancia de la actividad de uni6n a RNA. sin

embargo, va acompafiada por una disminilci6n en los niveles de expresi6n de lRpl  en

funci6n    del    NO    (Oliveira    y    Drapier,    2000);    demostrando    qile    el    NO    afecta

jndependientemente,  pero  en  el  mismo  curso  de  tiempo,  la  actividad  y expresi6n  de

lRP1.  Finalmente  estos trabajos  demuestran  que  los  cambios  de  lRpl  tanto  a  nivel

transcripcional como traduccional son dependientes del tiempo y estan correlacionados

con  la  cantidad  de  NO  producido.  Por consiguiente,  la  perdida  de  expresi6n  de  lRPI

puede resultar de un circuito regulatorio, que puede envolver a la misma lRpl  luego de

la exposici6n  a  NO  o  a  una  molecula derivada de este  O^/eis§  y col.,  1994;  Oliveira y

Drapier, 2000).

En  este  trabajo  encontramos  que  el  NO  es  uno  de  los  mediadores  de  dafio

oxidativo  inducido  por hierro en  celulas SH-SY5Y ya  que participa en  la activaci6n  de

lRpl  inducida  por  Fe.  Sin  embargo,  tambien  observamos  que  el  NO  ejerce  efectos

protectores que aminoran directamente el estfes oxidativo inducido por Fe. El papel del

NO sobre la actividad de lRpl  fue determinada por ensayos de band shift.  L-NNA, que
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es  un  inhibidor competitivo  de  las  NOS  disminuye  significativamente  la  activaci6n  de

lRpl  inducida  por Fe  (Figura  12).  En  cambio,  cuando  las  c6Iulas fueron tratadas  con

SNAP,  un  dador  de  NO  observamos  un  aumento  de  la  actividad  de  esta  proteina

(Figura   13).  Estos  resultados  en  conjunto  con  estudios  previos  indican  que  el  NO

indilce  la  actividad de  IRpl  y sugieren fuertemente que  el  NO media  la  activaci6n de

IRpl  inducida por Fe.

Par otra parte, producto de que el Fe produce el ani6n super6xido a trav6s de la

reacci6n  Haber-Weiss,  es  posible que un exceso de  Fe  resulte en  un  aumento en  la

producci6n  de  peroxinitrito  (OONO-),   mediante  de  la  reacci6n  entre  02.-  y  NO.   EI

OONO-   resultante   puede   reaccionar   con   grupo§   cistefna   y/o   tirosina   de   lRP1,

desplazando asi la actividad  aconitasa de  lRpl  hacia  la actividad  de  uni6n  a  IREs.  El

mecanismo por el cual OONO- inhibe la actividad aconitasa de IRpl  podria estar dado

por la remoci6n  de uno de los  Fe del  ntlcleo 4Fe4S,  presumiblemente el  Fe labil,  el

cual  esta  en  el  sitio  activo  de  la  uni6n  de  citratofisocitrato,  alterando  asi  la  actividad

enzimatica  de  esta  proteina  (Soum  y  col.,  2003).  Otra  via  por la  cual  OONO-puede

activar  a  IRpl  es  mediante  el  aumento  de  Ca  intracelular  (Radi  y  col.,  2002).  Este

incremento  en  los  niveles  de  Ca  inducirja  una  activaci6n  de  las  NOS  constitutivas

(nNOS y eNOS)  lo que conlleva  a  un  aumento en  los niveles de  NO y por ende una

activaci6n  de  IRpl   como  proteina  de  uni6n  a  RNA.  Finalmente,  esta  descrito  que

OONO-  puede  aumentar  los  niveles  celulares  de  NO  via  activaci6n  de  la  iNOS  en

c6lulas del epitelio  intestinal  (Banan  y col.,  2001).  Estos  antecedentes  indican  que un

aumento en los niveles de OONO- puede activar a lRpl  como apoproteina a trav6s de

la modulaci6n de la actividad de las NOS.

En este trabajo encontramos que el Fe induce la nitraci6n de tirosinas en lRpl

en funci6n de la concentraci6n de este en el medio de cultivo (Figura 11), lo cual es un
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fuerte indicio de que el Fe induce la producci6n de OONO- en las celulas SH-SY5Y. Sin

embargo, Ios efectos de la nitraci6n de tirosinas en lRpl  no estan claros, ya que tanto

inhibici6n  (Gonzalez  y  col.,  2004)  coma  activaci6n  (Castro  y  col.,  1998)  de  [Rpl  en

funci6n   de  OONO-  han  sido  reportado  en   otros  tipos  celulares.   Por  lo  tanto,   Ia

respuesta  de  IRpl  a  peroxinitrito  observada  en  este  trabajo  puede  depender de  los

sistemas   antioxidantes    presentes   en    estas    celulas;    en    particular,    Ios    niveles

intracelulares de GSH, determinando asi el efecto neto del NO, ya sea el de activaci6n

o  de  inhibici6n  sobre  lRP1  (Castro  y  col.,1998).  Debido  a  que  las  c6Iu]as  SH-SY5Y

tienen comparativamente bajos niveles de GSH (Ndfiez y col., 2004), es posible que la

nitraci6n de tirosinas de lRpl  observada pueda tener un efecto estimulatorio sobre la

actividad de esta proteina en estas c6lulas.

En  este  estudio  a  su  vez  observamos  un  efecto  protector  del  NO  contra  el

estfes oxidativo inducido por Fe.  Encontramos que el  NO produce una disminuci6n en

los  niveles  LIP  (Figura  16).  EI  LIP  es  definido  como  un  pool  de  Fe  de  bajo  peso

molecular (Fe+2 y  Fe+3)  d6bilmente  unido,  ya  que  esta  asociado  con  una variedad  de

ligandos con  baja  afinidad  (Kruszewsky,  2003).  Ya que  una  alta afinidad de  uni6n del

NO por Fe ha sido establecida (Wanat y col„ 2002), es posible que la disminuci6n del

LIP por el NO se deba a la union de este al metal. La disminuci6n en los niveles de LIP

puede  traducirse  en  una  disminuci6n  del  esttes  oxidativo  inducido  por  Fe  en  estas

c6lulas.  Estos  resultados  concuerdan  con  los  obtenidos  por  (Ch6nais  y  col.,  2002)

donde   se   produce   una   disminuci6n   del   LIP   bajo   inducci6n   con   NO   en   c6lulas

microgliales de rat6n BV-2, pero discrepan con los observados en celulas endoteliales

de  bovino  (Ramachandran  y  col.,  2004),  donde  un  incremento  del  LIP  es  observado

bajo una estimulaci6n  cr6nica con  NO.  Sobre la base de estos resultados,  es posible

postular que la respuesta del  LIP a  NO  puede depender del tipo celular,  lo cual  puede
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reflejarse  en  caracteristicas  celulares  especificas  de  la  homeostasis  del  Fe.  Por otra

parte,  el  significado  en  la  disminuci6n  de  LIP  puede traducirse  en  la  reducci6n  de  la

producci6n  de los  niveles  de  ROS  inducida  par Fe,  como  un  mecanismo de defensa

por parte de las celulas que producen NO/ROS (Chenais y col., 2002).

Estudios  previos  han  demostrado  que  la  alta  afinidad  del  NO  por  Fe  puede

resultar en la remoci6n del Fe de centros Fe-S o por la formaci6n de complejos Fe-NO

dentro de las proteinas que contienen estos centros.  Con respecto a esto t]ltimo, esta

demostrado que el NO forma complejos con una sen.e de proteinas que contienen Fe,

como  por ejemplo ferritina  (Wardrop  y  col.,  2000).  NO  intercepta  al  Fe  antes  de  ser

incorporado en ferritina y aparece como un agente indirecto en la movilizaci6n de Fe de

esta proteina. La remoci6n de Fe de ferritina por NO puede producirse por dos posibles

mecanismos:  quelaci6n directa del Fe unido a ferritjna o por quelacibn del pool de Fe

labil,  permitiendo asi la liberaci6n de e§te metal por ferritina (Wardrop y col., 2000). Sin

embargo, estudios actuales han demostrado que para movj[izar e] Fe desde la proteina

ferritina es requerido un activo metabolismo celular mss que la quelaci6n directa del Fe

unido a ferritina.

El efecto de NO en disminuir los niveles de LIP es contrapuesto con la habilidad

de  N0  en  aumentar  la  actividad  de  uni6n  a  RNA  de  lRP1.   Sin  embargo,   estos

resultados sugieren que los efectos del NO son complejos y que esta envuelto en una

variedad  de procesos en  la  homeostasis de]  Fe.  Es asi que hay evidencia  de que el

6xido     nrtn.co     contribuye     al     estfes      oxidativo     neuronal     en     enfermedades

neurodegenerativas  (Heneka y col.,  2001;  Luth y col„  2001);  y por el  contrario,  actda

como  protector del estfes  oxidativo  inducido  por Fe  en  astrocitos  (Robb y col.,  1999).

Finalmente,  un  mecanismo  adicional  por el  cual  NO  protege  a  las  celulas  de  estfes

oxidativo es a trav6s de la neutralizaci6n del ani6n super6xido. Sin embargo, lo anterior

64



induce la formaci6n de OONO-, el cual a pH fisiol6gico rapidamente se protona a acido

peroxinitroso (OONOH), quien se descompone y produce OH.-. Por lo tanto, esta tardia

reacci6n  podria  entonces  aumentar el  esttes  oxidativo  mss  que  disminuirlo  (Robb  y

col.,1999).

Como   se   menciono   anteriormente,   el   efecto   del   NO   debe   sitilarse  en   el

ambiente  rediictor  que  presentan  distintos  tipos  celulares.  Por su  parte,  uno  de  los

principales sistemas antioxidantes que presentan la§ c6Iulas neuronales es el glutati6n

reducido  (Cooper,  1997).  Estudios previos han  mostrado que los  niveles de GSH  en

c6lulas    SH-SY5Y   sometidas    a    estfes    oxidativo    inducido    por    Fe    disminuyen

significativamente  (Ntifiez  y  col.,  2004).  Para  evaluar  el  rot  del  NO  sobre  el  esttes

oxidativo inducido por Fe, en este estildio determinamos los niveles de GSH en c6lulas

tratadas con sobrecarga de Fe (80 HM) en presencia del inllibidor de las NOS L-NNA y

en presencia del dador de NO, SNAP (Figura 17), respectivamente. Un aumento en los

niveles  de  GSH  fue  encontrado  en  c6Iulas  tratadas  con  SNAP,  mientras  que  el

contenido  de  GSH  disminuy6  cuando  las  c6lulas  fueron  tratadas  con  el  inhibidor  L-

NNA. AI ser GSH el antioxidante mss importante en las neuronas, nuesti.os resu]tados

sugieren que el  NO participa en  la  respuesta antioxidante  mediada  por GSH  contra el

estfes oxidativo inducido por Fe. El mecanismo por el cual el NO incrementa los niveles

de GSH es desconocido, sin embargo nuestros datos muestran que el NO disminuye el

LIP,  y  que  existe  una  correlaci6n  inversa  entre  los  niveles  de  LIP  y  GSH  a  altas

concentraciones  de  Fe  (Ndfiez  y  col.,  2004).  Par  lo  tanto,  es  posible  pensar que  el

aumento en los niveles de GSH inducido por NO fue secundario a la disminuci6n en los

niveles del  LIP.  Otra evidencia del  papel  protector del  NO  esta dada  por el trabajo de

Rauhala  y col.  En  este estudio los  autores demuestran que  la forma S-nitrosilada  de

GSH,  GSNO,  un  putativo  dador  de  NO,  puede  proteger  a  las  neuronas  de  esttes
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oxidativo    (Rauhala    y    col.,    1998).    Este    trabajo    sugiere    que    las    propiedades

antioxidantes de GSNO contra el dafio oxidativo inducido por Fe fue mediado por NO.

Finalmente,  este  mecanismo  de  protecci6n  puede  explicar que  algunas  c6lulas  sean

mss  resistentes al dafio oxidativo cuando tiene altos  niveles de GSH  y a su vez nos

ayuda a entender la biologia del NO y algunas de sus propiedades antioxidantes.

Pape[ del Fe en la producci6n de NO

EI  NO  es  sintetizado  del  aminoacido  L-arginina  por  las  6xido  nitrico  sintasas

(NOS).  Para determinar el rol del Fe sobre los niveles celulares de NO. determinamos

los niveles de expresi6n de las proteinas nNOS e iNOS. En ambos casos encontramos

que los niveles proteicos de nNOS e iNOS presentan una conducta bifasica en funci6n

de  la  concentraci6n  de  Fe  (Figura  19).   Las  diferencias  en  lo§  niveles  de  proteina

observadas entre nNOS e iNOS pueden deberse a una posible modulaci6n que e] NO

ejerce  sobre  su  propia  sintesis.   Estudios  en  cultivos  de  astrocitos  han  puesto  en

evidencia  el  papel  que tiene el  NO  sobre su  sintesis  ITogashi y col.,  1997).  En  este

trabajo los ailtores mostraron que a concentraciones fisiol6gicas de  NO como las que

se alcanzan con la actuaci6n de nNOS, supn.men la expresi6n del gen que codifica a la

iNOS por mecani§mos ljgados a la inactivaci6n del NFTCB (Togashi y col.,  1997).  Estos

mecanismos  incluyen  la  inducci6n,  estabilizaci6n  e  interferencia  en  el  proceso  de

fosforilaci6n   de   la   subunidad   inhibitoria   IKBor   (Peng   et   al.,    1995),   asf   coma   la

interferencia del NO sobre la uni6n de NFKB a ]a regi6n promotora del gen que codifica

a   la   iNOS   (Qu  y  col.,   2001).   A  su  vez,   otros  estudios  nan  determinado  que  los

mecanismos que promueven  la inducci6n de la iNOS  inhiben  fapidamente la actividad

de las NOS constitutivas a trav6s de la fosforilaci6n de residuos de tirosina presentes
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en estas enzimas,  disminuyendo  las concentraciones  intracelulares  de  NO  (Qu et al.,

2001).  Sobre  la  base  de  nuestros  resultados  es  posible  postular  entonces  que  la

diferencia  observada  en  los  niveles de  expresi6n  de  nNOS  e  iNOS  en funci6n  de  la

oferta  de  Fe  se  debe  a  una  regulaci6n  de  las  celulas  para  controlar  los  niveles

celulares de NO.

En el presente estudio a su vez determinamos el efecto de la sobrecarga de Fe

en el medio de cultivo sobre la generaci6n de N0 en celulas SH-SY5Y. Cuando estas

c6lulas fueron  incubadas con  Fe  observamos un  incremento en  la producci6n de NO

en funci6n de la concentraci6n del metal y del tiempo de exposici6n a este (Figura 20A-

8).

Estudios previos a este trabajo han puesto en evidencia que el estfes oxidativo

mediado  por  ROS  y/o  RNS  induce  la  activaci6n  de  la  iNOS  (Shimizu  y  col.,   1998;

Banan  y  col.,  2001).  Par  lo  tanto,  el  aumento  en  los  niveles  de  NO  en funci6n  de  la

oferta de Fe observado en este estudio podrla deberse a una inducci6n en la actividad

de las NOS, principalmente de la iNOS, a trav6s de la producci6n de ROS. Finalmente,

es posible que la modulaci6n en los niveles de expresi6n de las NOS en funci6n de la

oferta de  Fe pueda ser una respuesta regulaton.a para disminuir la actividad de estas

enzimas y mantener as[ niveles adecuados de NO. Cabe recalcar que es fundamental

para  las  c6lulas  controlar los  niveles de  NO,  debido  a  las  mt]ltiples  interacciones  que

6ste  presenta,  y  que  de  a]guna  manera  condicionan  a  que  el  NO  tenga  un  papel

antioxidante  y/o  protectora  a  bajas  concentraciones  fisiol6gicas,   o  pro-oxidantes  y

deletereas a a]tas concentraciones.
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NFtcB y niveles celulares de Fe

Con   respecto   al   papel   del   factor   de   transcn.pci6n   NFKB   en   la   via   de

transducci6n en la activaci6n de lRpl  inducida por Fe, los resultados presentes en este

trabajo demuestran que NFtcB participa en la activaci6n de lRP1, ya que cuando estas

c6lulas  fueron  tratadas  con  el  inhibidor  Nasal,   se  produce  una  disminuci6n  en  la

actividad  de  lRpl  en  funci6n  de  la  concentraci6n  y del  tiempo  de  tratamiento  con  el

inhibidor (Figura  15).

Por  otra  parte,  estudiamos  el  efecto  del  Fe  sabre  la  via  de  transducci6n  de

sefiales en la activaci6n de NFKB en c6lulas SH-SY5Y, ya que estudios han puesto en

evidencia que este factor de transcripci6n  es  inducido  por estfes  oxidativo  (Marshall y

col.,  2000).  En  este trabajo  evaluamos  la  respuesta  de  NFKB  a  Fe  a traves  de  dos

tecnicas.  Mediante ensayos de Western blot observamos que cuando  las celulas SH-

SY5Y  fueron  incubadas  con  concentraciones  crecientes  de  Fe  se  produce  un  leve

aumento de la subunidad p65 en extractos de proteina nuclear (Figura 21). A su vez, a

trav6s de ensayos de inmilnocitoquimica observamos la translocaci6n de la subunidad

p65 al  nucleo  cuando  las  celulas son  incubadas  con  80  prM  de  Fe  (Figura 22),  Io que

indic6 la activaci6n de este factor en funci6n de este metal.  Por lo tanto,  al ser NFKB

activado  por estfes  oxidativo,  nuestros  resultados silgieren  que  la  activaci6n  de  este

factor inducida  por Fe  observada  en  este estudjo  se  deba  a  una  indilcci6n  en forma

indirecta  mediante  la  formaci6n  de  ROS  y  por  ende  en  la  inducci6n  de  genes  en

respuesta a NFKB (Li y Kan.n.1999).

Sin embargo, cabe recalcar que la actividad de NFKB es sensible tanto a estfes

oxidativo como a estfes nitrosativo  (Schoonbroodt y Piette,  2000;  Marshall y Stamler,

2001).   Por   una   parte,   un   ambiente   citoplasmatico   oxidativo   e§   asociado   con   la
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activaci6n  de   NFKB.   En  cambio,   oxidaci6n  y  nitraci6n  del  heterodimero   (p65-p50)

previene  la union  a  DNA.  Dentro de  los  posibles  mecanismos que participan  en  este

proceso   podemos   mencionar  la   inhibici6n   de   la   degradaci6n   proteolitica  de   lKBci

mediante  un  incremento  en  la  transcripci6n  o  por  estabilizaci6n  del  mRNA  de  esta

proteina y  la  nitrosilaci6n  del  residuo  de  cisteina  62 de  la  subunidad  p50  previniendo

as[  la  activaci6n  de  NFKB  en  su  uni6n  a  DNA  (Marshall  y  col.,  2000).  Finalmente,  es

posible  concluir que  la§  modificaciones  oxidativas  que  modulan  la  actividad  de  NFKB

ejercen un control dual sobre 6ste. La activaci6n o inhibici6n   de este factor por estfes

oxidativo posiblemente se relacione con las vias de sefializaci6n involucradas en cada

evento en particular y depender de la duraci6n del evento,  las circunstancias y del tipo

cellllar.

En  resumen,  en  esta  tesis  encontramos  que  celulas  SH-SY5Y  presentan  un

feedback  de  captaci6n  de  hierro  inducido  por  hierro  lo  cual  resulta  en  mss  hierro

intracelular, aumentando asi el estfes oxidativo. Sin embargo, al igual que neuronas de

hipocampo  y  c6lulas  N2A  (Ntlfiez-Millacura  y  col.,  2002),  estas  celulas  responden  al

estfes    oxidativo    inducido   por   Fe   generando    mecanismos   de   protecci6n    para

contrarrestar el dafio oxidativo celular.  Por lo tanto,  Ios mecanismos antioxidantes son

Lina  importante  respuesta  adaptativa  contra  el  dafio  oxidativo  inducido  por  Fe.  Sin

embargo,  desafortunadamente  las  celulas  no  pueden  perpetuamente  acumular  Fe  y

por t]ltimo el mecanismo homeostatico controlado por el sistema lRP falla.

En  este  estudio  encontramos  que  la  actividad  de  lRpl   es  inducida  par  un

exceso de Fe en el medio de cultivo y que esta actividad es bloqueada por el inhibidor

competitivo de las NOS,  L-NNA y par el inhibidor de NFKB, Nasal. Estos resultados por

lo tanto evidencian que tanto el NO y NFKB median la activaci6n de IRP1. A su vez,  un
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rol protector del NO fue tambien observado, ya que el NO disminuye el pool de hierro

reactivo y aumenta  los  niveles celulares de  GSH.    Par lo tanto,    en  respuesta a  una

acumulaci6n de Fe, NO puede mediar tanto una respuesta pro-oxidante (activaci6n de

IRP1 ) y una re§puesta antioxidante en c6lulas de neuroblastoma SH-SY5Y (Figura 23).

El  resultado final,  ya  sea sobrevida  o  muerfe  celular va  a  depender de  la  capacidad

reductora   del   medio   intracelular,   de   procesos   adaptativos   en   lo   referente   a   la

homeostasis celular de Fe, como por ejemplo ilna djsminuci6n del transportador DMTl

y  de  los  procesos  adaptativos  que  contrarrestan  la  carga  oxidativa  como  los  son  el

aumento del GSH y la disminuci6n del LIP.
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Acciones pro- y anti®xidantes del NO

Figllra 23: Modelo propLlesto para la activaci6n do lRpl  per estrfes oxidati`ro indticido par
Fe.  Respuesta pro®xidante y antioxidante del NO en celulas SH€Y5Y sometidas a una
sobrecarga  de  Fe.  Un  aumento  en  el  LIP  produce  un  ciclo  positivo  consistente  en  un
aumento del estrfes oxidativo, la activaci6n de NFKB, un incremento en NO,  Ia activaci6n
de  IRpl   y  Lin  aLlmento  en  la   [ncorporacl6n  de  Fe.  Antioxidantes,  inhlbidores  de  la
preducci6n  de  NO  a  de  la  activacl6n  de  NFKB  rompen  este  cicto.  EI  NO  promucve
acciones  de  regulaci6n  negati`/a  al  inducir de  la  sintesis  de  GSH  y  al  disminuir el  LIP.
Normalmente, las celulae estan en un balance eh el qtJe los elementos pro-xidantes (par
ejemp[o Fe) se cohtrapesan con e[ementos antf®xfdantes (per ejemplo GSH).
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VII.    CONCLUSIONES

1.    El  hierro  induce  un  incremento  en  la  producci6n  de  dafio  oxidativo  y  muerte

celular mediante la generaci6n de ROS en celulas SH-SY5Y.

2.    Una  sobrecarga  de  Fe  produce  un  incremento  en  la  actividad  de  lRpl  y  una

djsminuci6n en los niveles de expresi6n de la proteina. Por lo tanto, el Fe afecta

independientemente pero en el mismo curso de tiempo la actividad y expresi6n

de esta proteina.

3.    El  6xido  nltrico  participa  en  la  activaci6n  de  lRpl  inducida  por  Fe  en  celulas

SH-SY5Y.

4.    El  incremento en  los  niveles de 6xido  nitrico y la  modulaci6n  en  los  niveles de

nNOS  e  iNOS  en funci5n  de la  oferta de  hierro,  sugiere  una relaci6n  entre la

actividad  de  las  6xido  nitrico  sintasas,  producci6n  de  NO  y  la  activaci6n  de

lRP1.

5.    El  factor  de  transcripci6n   nuclear  NFKB   participa   en   la   sefializaci6n   de   la

activaci6n del sistema IRE/lRP.

6.    EI  Fe  induce  la  translocaci6n  al  ntlcleo  de  la  subunidad  p65  de  NFkB,  lo  que

sugiere que en estas condiciones se induce una respuesta a estres oxidativo.

7.    Finalmente  podemos  concluir  que  si  bien  el  NO  es  un  factor  pro-oxidante  al

estimular a  IRP1,  puede contrarrestar este efecto favoreciendo  una  respuesta

antioxidante al disminuir los niveles de LIP y aumentar los niveles de GSH.
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