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RESUMEN

Dos     cat-acteristicas     1.elevantes     en    multiples     enfermedades     neurodegenei.ativas.,

incluyendo la enfei.medad de Alzheimei., son la inflamaci6n y la acumulaci6n de hierro

en  neuronas  y  mici.oglias.   Consecuentemente,   el  estudio   de  la  asociaci6n  enti.e  la

inflaniaci6n  y  la  acunulaci6n  de  hiei.1.o  en  c51ulas  del  sistema  nervioso  ceiitral  es

1.elevante para entender la contribuci6n de  esos pl-ocesos  en la pi.ogi.esi6n de la niuei.te

neuronal.  En  esta tesis,  se  pi-ob6  la hip6tesis  de  que  ambos  fen6menos  se  encuentran

interconectados,  siendo la inflamaci6n un iiiductor de acumulaci6n de hiei-ro.  Para ello

se  analiz6  el  efecto  de  citoquinas  pro-inflamatorias  sobre  la  expi-esi6n  de  pi-oteinas

asociadas a la homeostasis de hien.o como DMT1, FPNl y hepcidina, asi conio tambi6n

su efecto sobre el contenido de hieri.o de neuronas, astrocitos y microglias. En paralelo

se analiz6 el efecto de hepcidina sobre la homeostasis de hieiro y se evalu6 un nuevo rol

de hepcidina como modulador de la respuesta inflamatoria inducida por el ti.atamieiito

con el p5ptido AP.  Se deter.min6  que TNF-Ci, IL-6  o LPS  inducen un inci.emento  de la

expl-esi6n de DMTl y una disminuci6n de la expl-esi6n de FPNl  en neul.onas, astrocitos

y  microglias.    Estos  cambios  conllevaron  a un  incl.emento  en  el  contenido  celular  de

hierro   solamente   en  neuronas  y  mici-oglias.   Adicionalmente,   TNF-or,   IL-6   y   LPS

indujeron un incl.emento  en la oxidaci6n de grupos tioles y potenciaron en neui.onas la

genei-aci6n  de ROS  pi-oducidas  por el tratamiento  con hiei.1.o.  Se  enconti.6  que  TNF-or,

IL-6 o LPS inducen la expi.esi6n de hepcidina en astrocitos y microglias per-o no asi en

nel.11-onas.  A  su  vez,  el  tratamiento  con  hepcidina  1.edujo  la  expi-esi6n  de  FPNl   en

neuronas,  astrocitos  y  lnicroglias  e  iiici.ement6  la  expresi6n  de  DMTl  en  inici.oglias,
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potenciando  la  acuniulaci6n  de  hien.o.     Con  respecto  a  su  rol  anti-inflamatoi-io,  se

obsei-v6   que   el  pi-e-tratamiento   con  hepcidina  redujo   kL  expresi6n  y   secreci6n   de

citoquinas  pro-inflamatorias  TNF-or  e  IL-6  en  asti.ocitos  y  microglfas  ti.atados  con  el

p5ptido AP. El pretratamiento con hepcidina tambi5n 1.edujo la toxicidad sobre neuronas

de medios condicionados obtenidos desde astrocitos y mici.ogl±as tratadas con AP. Esta

actividad  fue  col.roborada  z.7?  iJz.i;o,  ya  que  la  inyecci6n  estel.eotaxica  intracei.ebral  de

hepcidina  1-edujo  la  activaci6n  glial, .el  dafio  oxidativo,  el  auinento  de  DMTl  y  la

acumulaci6n de hiei-ro en ratones co-inyectados con p6ptido AP. I;os datos obtenidos en

este   tl.abajo   sustentan   la   idea   de   rna  1.elaci6n   causal   enti.e   la   inflainaci6n  y   la

acumulaci6n de hierro, asi como tambi6n un nuevo 1-ol de hepcidina en la modulaci6n de

los  pi.ocesos  inflamatoi-ios.  Debido  a  que  el  hiei.ro  redox-activo  produce  el  altamente

dafiino   i.adical   hidi-oxilo,   la   acunulaci6n   de   hierro   generada   por   los   estfmulos

inflamatorios     podria     conti.ibuii.     a     la     progl-esi6n     de     vat.ias     enfei.medades

neui-odegenei.ativas que tienen un componente inflamatoi-io.

xvii



ABSTRACT

Inflammation   and   iron   accumulation   ai.e   pathognomonic   signs   in   a   variety   of

neurodegenerative diseases, including Alzheimer' s disease. Consequently, the study of cl

putative  association  between  inflammation  and  iron  accumulation  in  central  nei.vous

system cells is 1.elevant in oi.der  to under.stand the contribution of these processes to the

progression  of  neuronal   death.   In  this   thesis,   we  tested  the  hypothesis   that  both

phenomena ai-e licked, with inflammation acting as an inducer of ii.on accumulation. To

this end, we analyzed the effect of inflammatory cytokines on the expression of the iron

homeostasis  associated pi.oteins DMT1,  FPNl  and hepcidin as well  as their-impact on

cell  ii.on  content  in  neurons,  astl.ocytes  and  microglia.  In  addition,  we  evaluated  the

effect  of hepcidin  on  brain  iron homeostasis,  and  its  new 1.ole  as  a modulator  ol-` the

inflammatory  response  induced  by  the  AP  peptide  in  astrocytes  and  mici-oglia.    We

found that exposui.e of neui.ons, astrocytes and micl.oglia to TNF-cl, IL-6 oi-LPS 1.esulted

in iiicreased DMTl  expression and deci.eased FPNl  expl.ession.  These  changes lead to

an iiici-ease  in cellular. iron content in neurons  and microglia, but not in astrocytes.  In

addition,  exposui-e of iieurons to TNF-or, IL-6 and LPS increased the oxidation o±` thiol

groups and enhanced the generation of ROS. We found tliat TNF-or, IL~6 or LPS induced

hepcidin  expression  in  astrocytes  and  micl.o.glia  but not  in neurons.  In turn,  hepcidin

treatment 1.educed FPNl  expi.ession in neurons,  asti.ocytes  and microglia and inci-eased

DMTl  expi-ession in microglia,  enhancing iron accumulation in these  cells.  Regal.ding

the  anti-inflainmatory  role  of hepcidiri,  we  observed that pi.e-treatment with hepcidin

1-educed  the  expi.ession  and  secretion  of TNF-ci  and  IL-6  in  asti.ocytes  and  mici.oglia
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ti.eated  with  AP  peptide.  Additionally,  hepcidin  1-ecluced  neurotoxicity  generated  by

ti.eatment with  the  conditioned  media  obtained  fi.om  astrocytes  and  mici-oglia  treated

with  AP.   This  pi-otective   activity  was   confll.ned  in  vivo.   Stet.eotaxic  intracei-ebral

injection of hepcidin reduced glial activation,  oxidative damage and iron accumulation

ti-iggered by  AP  injection in mice.  Ovel.all,  the  data pl.esented in this  thesis  suppoi.t  a

causal relationship between inflammation and neui.onal ii.on accumulation,  as well as  a

new 1.ole  for. hepcidin in modulating  inflammatory  processes.  Given that redox-active

iron produces the highly damaging hydroxyl free 1.adical, iron accumulation induced by

inflammatory stimuli could contribute to the pl-ogl.ession of neurodegenei-ative diseases

that have an inflammation component.
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1.   INTRODUCCION

1.1. Antecedentes bibliogrfificos

1.1.1.   Erf ermedad de Alzheimer

S)7

La  enfermedad  de  Alzheimer  (EA)  es  la  enfermedad  neurodegenerativa  con  mayoi.

incidencia a nivel mundial.  Se estima que afecta a aproximadamente un 1% a 3% de la

poblaci6n menor a los 65 afros de edad y aumentando hasta 30°/o a 500/o en los mayores

de 85  afros.(!±±£p://www.alzLQ±:g).

La EA  clinicamente  se  caracteriza por una p6rdida progresiva  de  la memoria y  otras

habilidades  cognitivas,  siendo  la principal  causa de  demencia(!±±;±p://www.alz.org).  Las

caracteristicas neuropatol6gicas distintivas incluyenla p5rdida de sinapsis y una muerte

neuronalselectiva,   principalmente   de   neuronas   glutamat5rgicas   asi   como   algunas

neuronas  colin5rgicas  y  adren6rgicas.  Lasregiones  afectadas  incluyen  la  capa  11  de  la

corteza entorinal, 1as  capas pirainidales  del hipocampo y ciertas  dreas  de la neocorteza

frontal,  temporal  y  parietal(IIoltzman  y  cols.  2011).  Adicionalmente,la  caracteristica

histopatol6gica distintiva es la presencia de agregados proteicos llamados placas seniles

(Glenner  y  Wong   1984a,  Glemer  y.Wong   1984b,  Masters  y  cols.   i985)  y  ovillos

neurofibrilares  @allatore  y  cols.  2007,  Braak y  Braak  1998).  ias  placas  seniles  son

agregados proteicos extracelulares compuestos p,rincipalmente por el p6ptido P-amiloide

(AP,  por  amyloid  P),  mientras  que  los  ovillos  neurofibrilares  coustituyen  agregados



inti.acelulai-es  de  la proteina tan denominados  fllamentos  helicoidales pal.eados  (PHFs,

poi. Paired Helical Filaments).

La etiologia de la enfermedad aun es  descon6cida, pero  se ha propuesto  que el evento

inicialseria  un   incremento   en   la   generaci6n  y   agl.egaci6n   de   p6ptidoAP,   el   cual

desencadenaria cambios  celulares produciendo  finalmente la agi.?gaci6n de la pi-oteina

tau y  la  inuei.te  celulai-.  Esta teorfa  es  conocida  como  laL  "hip6tesis  de  la  cascada  del

amiloide" (Hardy y Selkoe 2002, Hardy 2009, Master.s y Beyreuther 2006).

El p6ptido Apes producido  a trav6s de la prote6lisis  de rna protefna de mayor- tamafio

denominada proteiiia pi-ecui.sol.a del amiloide (APP, pot. amyloid precursor protein).  La

APP  es una glicopi-oteina de transmembi.ana tipo  I  de  110  a  1301d)a y  se piensa qi.I.e

i-egula eldesarrollo, sobrevida y repai.aci6n neu.onal (Tuniel. y cols. 2003, P1.illei. y cols.

2006).  Su  expresi6n es 1.egulada du.ante  el  desarrollo  (Small y  cols.  1992,  Lee y  Cole

2007) e incrementindose dui.ante la diferenciaci6n neui-onal y el crecimiento de neuritas

(Clarris y cols.1995). La APP z.77 i;z.i/opuede ser procesada a ti.av6s de 2 nitas:  1a via no

amiloidogenica y la via ainiloidog6nica (Figui.a 1). En la via no amiloidog6nica, la APP

es  col.tada  por  2  proteasas  denominadas  secretasas.  El  prilner  corte  lo  1-ealiza  la  or-

seci.etasa,  generando  un  fi.agmento  soluble  or-APP  (sAPPCi).  El  fi.agmento  C-temiinal

i-estante  denominado  C83, posterior-mente  es  cortado por el  complejo  d6 la y-secretasa

libel.ando el fragmento P3, el cual se ha descrito que no posee toxicidad Orunan y Small

2000).  En  la  via  amiloidog6nica,  la  APP  es  procesada  poi.  la  P-secretasa,  tambi5n

denominada  BACE1,   generando   un  fi.agmento   soluble   de   la  APP   (SAPPP)   y   un

2



fragmento C-terminal denominado C99. Este fragmento es posteriormente cortado por la

y-secretasa generando  asi  el  Api.4o y/o  el  Api.42(Haass  y  Selkoe  2007).EI  AP  tiende  a

agregarse (especialmente  la especie Apt_42) (Yam y Wang 2006)  fomando olig6meros,

fibrillas y/oplacas (Benseny-Cases y cols. 2012).

Via ix] am-froido8inica

P3  o   yseerete¥

lr-wh~givrfu
oiecretasa RACE-1

C99LILRIEmE
NO Balsas liFiidicas                                                                    Ba (sas ltryidicas

iFTmiiE
trpnrfude
genesenalnfro

Figura  I.  Esquema  del  procesamiento  de  la  proteina  precursora  del  amiloide  (APP).  La
escisi6n por la ct-secretasa en el interior de la proteina inicia el procesamiento no amiloidog6nico
de la APP.  Se libera un ectodominio de la APP llamado sAPpcl, dejando un fragmento carboxi-
terminal de  83  residuos.  C83  luego  es  digerido por la y-secretasa,  1iberando el  fragmento p3  al
medio    extracelular    y    un    dominio    intracelular    de    la    APP(AICD).    El    procesamiento
amiloidog6nico  se  inicia por el  corte  de  la  APP  por  a-secretasa,  lo  que  genera  el  SAPPP  yun
fragmento remanente C99 que tambien es sustrato de la y-secretasa. El corte por la y-secretasa se
produce dentro de la membrana celular ``prote61isis intramembranosa regulada" y genera el AJ3 y
el AICD. AICD se dirige al ndcleo y regula la expresi6n g6nica, mientras que el AB en el medio
extracelular inicia su agregaci6n. Modificado de (Querfurth y LaFerla 2010).

En 1990 Yankner y colaboradores propusieron que el AP posee un rol dual en el cerebro,

ya que ejerce una acci6n neurotr6fica en la diferenciaci6n de neuronas, mientras que a

altas   concentraciones   causala  degeneraci6n  de  neuronas  maduras   (Yankner  y  cols.
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1990).   Adicionalmente   se   lia  1-eportido   que   concentraciones   bajas   de   AP   pueden

estimulai. la libel.aci6n pre-sinaptica de neui-oti.ansmisoi.es excitatc;1.ios como  aspartato y

glutamato,  mieiiti-as  que  concentracioiies  altas  inhiben  dicho  pl-oceso  (Mui.a  y  cols.

2012).  En hunanos,1as concentraciones  en el liquido  eel.ebi.oespinal  (CSF)  de Ap I.4o y

Api.42 son de alrededor de  1500 and 200 pM 1-espectivamente (Giedi.aitis y cols.  2007).

Estas   se   ham   visto   incrementados   en  pacientes   con   detel-iol.o   cognitivo   leve   que

progi.esaron a EA (Williams y cols. 2011a).

Una   de   las   evidencias   mas   impol.tantes   sobl-e   el   1.ol   patog5nico   del   Af},   es   que

mutaciones  de  la APP  o  las presinilinas  (componentes  del  complejo  de la y-seci.etasa)

que generan un iiici.emento en la prodricci6n de AP, se encuenti.an asociadas con foi-mas

familiares  de  EA  (Bagyinszky  y  cols.  2014,  Piacei.i  y  cols.  2013).  Adicionalmente

1.atones    ti.ansg6nicos    que   posee    sobreexpresan    las    pi.oteinas    hunanas    mutadas

desan.ollan  caractei.isticas  neuropqtol6gicas  similai.es  a  la  EA  (Oddo  y  cols.  2003b,

Oddo   y   cols.   2003a,   LaFerla  y   Oddo   2005).   Tambi6n   se  ha  demostrad;   que   la

administraci6n  de  AP  intl-acei.ebralmente  en  animales  (Mol-imoto  y  cols.  1998,  Ruiz-

Munoz y  cols.  2011,  Tsulouda y  cols.  2009,  Perez-Severiano y  cols.  2004, Kin y  cols.

2004)  o  en neuronas  en  cultivo  (Bruce  y  cols.  1996,  Busciglio  y  cols.  1993,  Hart.is  y

cols.1995) produce neul.otoxicidad.

El   ef`ecto  neurot6xico   del  AP   se  ha  asociado   a  rna  disminuci6n  de  la  actividad

mitocondi-ial  (Shearman y  cols.  1994),  a un incremeuto  en  la producci6n  de  especies

reactivas  del  oxigeno(ROS,  pol.  1.eactive  oxygen  species)  (Behl  y  cols.   1994),  a  un



inci.emento  en las  concentraciones de calcio  intracelulai. (Mattson y  cols.  1993, Pike y

cols.   1993),  potencia  la  excitotoxicidad  de  aminoacidos  excitatorios  (Mattson  y  cols.

1992), inci.ementa la actividad enzimatica de las fosfolipasas A2, C y D (Kanfer y cols.

1998), disminuye la sfntesis y libel.aci6n de acetilcolina desde el sistema colin6rgico del

cerebro anterior basal (Kal. y cols.1996, Vauchel-y cols. 2001) e induce la libel.aci6n de

citoquinas, activando la i.espuesta immune (Araujo y Cotman 1992).

1.1.2.   Ilrflamaci6n en la enfermedad de Alzheimer

La  respuesta  inflamatoria  en  el  tejido  nervioso,  denominada  neuroinflamaci.6n  se  ha

1-elacionado      esti.echamente      con      el      desaITollo      de      diversas      enfemiedades

neui.odegenera.tivas, incluyendo la EA (Heneka y cols. 2015b, Wisniewski y Goni 2015,

Liu y  cols.  2014,  Zhang y Jiang 2015,  Sui y  cols.  2014).  Esta incluye la activaci6n de

mici-oglfas, asti.ocitos, macr6fagos y linfocitos 1-esultalido en la libel.aci6n de mediadoi-es

inflamatorios  enti-e  ellos  citoquinas,  quimioquiiias,  neuroti.ansmisoi.es,  ROS  y  6xido

niti-ico  (NO, por niti.ic oxide)  (Bai-rientos y cols.  2015, MCGeer y MCGeei-1995, Floyd

1999.. Smith y cols. 2012).

El  analisis  de cei-ebros post-mortem de pacientes  con EA han revelado la presencia de

abundantes mediadores  inflamatoi-ios  enti.e  ellas  intei-1euquina-6  (IL-6),  inter-1euquina-1

(IL-1)  y  factol.  de  neci.osis  tumoi-al  al fa  (TNF-cly,  asl  como  .tambi6n  pi.oductos  de  la

activaci6n del complemento y estr5s oxidativo (Figui.a 2) (Glass y cols. 2010). Si bien la

inflamaci6n no  es 1-esponsable del inicio  de la elifei.medad, si se ha visto  asociada a la
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progresi6n de 6sta (Wisniewski y Goni 2015).

Figura  2.  Componentes  inflamatorios  en  la  Enfermedad  de  Alzheimer.  El  p6ptido  AP,
producido por el clivaje de la APP, forma agregados que activan a la microglia, por sefializaci6n
a trav6s de TLRs y RAGE. Esos receptores activan a los factores de transcripci6n NF-ICB y AP-
1,  los cuales a su vez inducen la producci6n de ROS y NO. Asimismo inducen la expresi6n de
mediadores inflamatorios como citoquinas, las cuales acthan directamente sobre las neuronas asi
como  tambi6n  estimulan  a  los  astrocitos,  quienes  amplifican  las  sefiales  pro-inflamatorias,
induciendo efectos neurot6xicos. La apoptosis y necrosis de las neuronas resulta en liberaci6n de
ATP, el cual activa a la microglia a trav6s del receptor P2X7. La microglia tambi6n puede tener
roles protectores a trav6s de la fagocitosis del AP. Modificado de (Glass y cols. 2010).

La funci6n de las microglias incluyen el soporte y protecci6n neuronal y constituyen el

principal  componente  de  la  respuesta  inmune  en  el  sistema  nervioso  central  (SNC)

(Michell-Robinson  y  cols.  2015).  Sin  embargo  posee  efectos  neurot6xicos  cuando  es
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activada cr6nicamente. EI AP puede 1.eclutai. y activai. a las microglias, las que a trav6s

de sus l-eceptol-es 1-eceptol.es scavenger que median su adhesi6n a superflcies recubiei.tas

de I-ibi-illas amiloides, conduciendo a la pl.oducci6n. de ROS e imnovilizaci6n celulai-. EI

AP  es  capaz  de  actival.  a  las  micl.oglias  uni5ndose  a  1-eceptores  de  compuestos  de

glicosilaci6n avanzada (RAGE) y factor estimulante de colonia de macr6fagos (M-CSF)

(Lossinsky  y  Shivers  2004,  Fang  y  cols.  2010),  y  1.eceptol.es  de  reconocimieiito  de

patrones (PRR) (Hal.ry 2013, Fang y cols. 201'0, Zhang y cols. 2012b, Landreth y Reed-

Geflghan 2009, Jim y cols. 2008), incluidos los 1-eceptoi.es de superficie tipo toll (TLR)-2

y  TLR-4  (Udan y  cols.  2008,  Waiter y  cols.  2007,  Stewart y  cols.  2010,  O'Halloi.an y

cols. 2014, Lotz y cols. 2005, Costello y cols. 2015). La uni6n del AP a estos receptoi.es

inicia vias de sefializaci6n que conducen a la activaci6n celular, a trav6s de modulaci6n

de  la  expl.esi6n  g5nica  por  los  factores  de  tl.anscripci6n  AP-1,  NF-ld3,  IRF3  e  IRF7

(Kaisho y Akira 2006).

Las mici.oglfas activadas por AP muestran un incl.emento de la expresi6n en la super.flcie

celulai.   del   complejo   pi.incipal   de   histocompatibilidad   de   clase   11   junto   con   un

inci.emento  en  la  secreci6n  de  IL-1P,  IL-6,  TNF-or,  IL-18,  proteina  iiiflamatoi-ia  de

maci.6fagos (MIP-1 a) y pi-oteinas del complemento (Akiyama y cols. 2000).

Los  asti.ocitos  son  las  c5lulas  gliales  mas  abundantes  en  el  eel-ebro  huniano  (Tab2Lta

2015).  Curnplen funciones  de  soporte. bioquimico  de  c6lulas  endoteliales  de  la bari-era

hematoencefalica,  pi.oducci6n  de  nutrientes  pal.a  el  tejido  net.vioso,  mantenci6n  del

equilibrio i6nico exti.acelular y reparaci6n del cei.ebro y medula espinal 1uego de lesi6n



poi.  ti.aulna  (Tabata  2015).  Al  igual  que  las  microglias,  los  astrocitos  activados  son

capaces   de   sect.etai-mol6culas   pi.o-inflamatorias   como   IL-1P,   IL-6,   TNF-Ci,   IL-18,

pi.ostaglandinas,  leucotrienos,  tromboxanos,  factol-es  de  coagulaci6n  y  protefnas  del

complemento  (Lee  y  cols.  2010,  Heneka  y  c`ols.  2015a,  Heneka  y  cols.  2015c).  Los

astrocitos presentan en su supel.ficie 1-eceptol-es RAGE asi coino tambi6n algunos TLR,

eiitre ellos TLR-2 y TLR-4 (Alarcon y cols. 2005, Sasaki y cols. 2001, Salminen y cols.

2009, Jim y cols. 2008) los cuales receptol.es reconocen el AP e inducen la activaci6n de

vias de sefializaci6n intracelular (Foi-loni y cols.1997).

Tanto  microglfas  como  en  astrocitos  activados  por  AP  presentan  activaci6n  de  ,1a

NADPH oxidasa (NOX) e inducci6n de la sintasa de 6xido nftl-ico (iNOS, poi. .inducible

niti.ic  oxide  sintase),  lo  cual  genera  un  aumento  en  la  producci6n  de  pei.6xido  de

hidr6geno y NO respectivamente, los cuales genei.an dafio  oxidativo y muerte neui.onal

(Lazarowski y cols.1990, Vodovotz y cols.1996, Buttei-field y cols. 2007).

La  NOX  es  la  principal  fuente  1.egulada  de  genel.aci6n  de  ROS.  Se  compone  de  un

complejo proteico organizado all.ed?dol. de una proteina de tl.ansmembl.ana que posee la

actividad  catalitica,  de  la  cual  se  conocen  5   isofoi.mas  llamadas  NOX1-5.  La  mas

estudiada, la NOX2 o gp91phox, posee rna alta expl.esi6n en c6lulas del sistema inmune

innato iiicluyendo microglias y se piensa que es la isofoi.rna predomiliante en asti.ocitos

(Skalnik y  cols.1991, Noh y Koh 2000, Lavigne y  cols.  2001,  Abi-amov y  cols.  2004,

Pawate  y  cols.  2004).  Varios  estimulos  activan  el  complejo  de  la NOX2,  entre  ellas

citoquinas TNF-Ch y IL-1P, agonistas de TLR, peroxinitrito, la proteina del complemento



C5a y  proteasas.  (Yang y  cols.  2009,  Sareila y  cols.  2011,  Yang y  cols.  2013).  Se  ha

observado que las microglias de pacientes con EA presentan activaci6n de la NOX2, lo

que  se  asocia a un inci.emento  en la producci61i  de ROS  y  toxi6idad  en  las  neuroiias

vecinas  (Shimohama  y  cols.  2000).  Tambi5fi  se  ha  obsel-vado  un  incremento  en  el

ARNm de la NOxl  y NOX3  en el 16bulo frontal de pacientes con EA (de la Monte y

Wands  2006).  Poi.  otl.a  pal.te  estudios  z.77  i;I.frro  utilizando   co-cultivos   de  neui-olias  y

astrocitos se obsel.v6 que la muerte neul.onal pl-oducida por el p5ptido AP es dependiente

del inci-emento  de calcio en el citoplasma concomitante con un aumento  en los niveles

de ROS, rna disminuci6n del glutati6n y disipaci6n del potencial de membi-ana interna

mitocondrial   en   astrocitos,    fen6menos    que   son   bloqueados   usando    inhibidoi.es

fat.m2icol6gicos  de la NOX  (Abi.amov y Duchen 2005,  Park y  cols.  2008,  Abramov y

cols.  2004).  Resultados similares se h;n obtenido utilizando microglias,  en donde estas

potencianlatoxicidadinducidaporelp5ptidoAPenneuronasati:av6sdelaproducci6n

de ROS (Qin y cols. 2002).

Auiique  la  expresi6n  de  la  iNOS  es  baja  en  cerebl.o  en  condiciones  fisiol6gicas,  se

incrementa   fuertemente   durante   gliosis   en   situaciones   patol6gicas   como   la   EA

(Vodovotz y  cols.  1996,  Smith y  cols.  1997b,  Wallace y  cols.  1997,  Seyidova y  cols.

2004, Aliev y cols. 2009). Los inediadores inflamatorios el LPS, TNF-or, IL-1P y IFN-y

inducen la transci.ipci6n de la iNOS en astrocitos y mici.oglias, a ti.av5s de la activaci6n

de  los  factores  de  transcl.ipci6n  STATl  y  NF-kB  (G1.zybicki  y  cols.  1996,  Hewett y

Hewett2012).
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Se  ha propuesto  la  existencia  de  un  cil.cuito  de  retl.oalimentaci6n positiva  en  que  los

ROS y la citoquinas pro-inflamatoi-ias. De esta manei.a los ROS, a ti.av6s de la activaci6n

de factores  de transci.ipci6n NF-ld3, AP-1  y Nrf-2 inducen la expi.esi6n de mediadoi.es

inflamatorios  como  Cox-2,  MCP-1,  IL-6,  TNF-or,  IL-lG,  and  II;-1P  (Hensley  y  cols.

2000.  Thannickal  y  Fanburg  2000,  Ueda y  cols.  2002,  Ridder  y  Schwaningei.  2009,

Kitazawa y cols.  2011,  Guo y  cols.  2012, Kawamoto y cols.  2012,  Phani y  cols.  2012,

Song y  cols.  2012,  Zhang y  cols.  2012a,  Tobon-Velasco  y  cols.  2013).  Estos. a su vez

aunientan el esti.5s oxidativo por medio de la activaci6n de NOX e induccion de iNOS.

1.1.3.   Rol del lrierro en la eiifermedad de ALlzheiner

El hierro  es un elemento  esencial pal.a la funci6n neurol6gica nor.mal.  Varios procesos

biol6gicos  en  el  cei.ebro  son  dependi;ntes  del  hieiTo,  incluyendo  el  desarrollo  (Beat.d

2003),1a sfntesis de neurotransmisores (Agal.wal 2001),1a mielinizaci6n (Schulz y cols.

2012)  y  funciones  basicas  celulai.es  como  son  la  producci6n  de  eiiei-gia  (Malkin  y

Rabinowitz  1967), ya que este metal actha como cofactoi-de diversas enzimas (King y

Huang 1984, Namgaladze y cols. 2002). Sin embargo el hierro es un elemento ;ltamente

1-eactivo,  pudiendo   a  tl.av5s   de  la  llamada  1.eacci6n  de  Fenton  producir  el  radical

hidl.oxilo,  el  cual  es  altamente  t6xico  para  la  c6lula,  ya  que  produce  la  oxidaci6n  de

lipidos,   ADN  y   pi.oteinas,   promoviendo   la  muerte   celular  y   contribuyendo   en  el

desai.1.ollo de vai.ias enfei.medades neurodegenerativas incluyendo la EA (Nunez y cols.

2004, Nunez y cols. 2012, Zigler y cols.1985).
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Reacci6n de Fenton:

Fe2++H202     +   Fe3++.OH+OH-     AG=-27.OKJ/mol

A  difei-eiicia  del  ani6n  1.adical`  supel.6xido  y  el  per.6xido   de  hidi.6geno,  no   existen

defensas celulares destinadas a eliminar el 1.adical hidroxilo, pot- 1o que hay una relaci6n

dii-ecta entre su pi-oducci6n y el dafio oxidativo.

Los   niveles   celulai.es   de   hiei-ro   son  regulados   por  transpoi.tadores   y  pi.oteinas   de

almacenamiento, sujetos a una compleja cool.dinaci6n de su transcripci6n y traducci6n.

Las proteinas participantes incluyen :

1.-Ti-anspoi.tador de metales divalentes  1  (DMT1, poi. divalent metal ti.ansporter  1).  Su

funci6n es la incorpoi.aci6n de hieri.o al citoplasma desde el medio externo. En el cerebi.o

es expresado tanto en neuronas coino en gllas, c51ulas vasculares y celulas ependimales

del tei-cei. ventriculo  (Gunshin y cols.1997, Williams y cols. 2000, Burdo y  cols. 2001,

Rathore y cols. 2012). La expresi6n de DMTl es regulada a nivel ti.ansci.ipcional por los

factor-es de transcripci6n NF-kB, factor: iiuclear Y e HIP-1  (Pal.adkar y Roth 2006b, Lis y

cols.  2005, Wang y  cols.  2010a) y a nivel traduccional pot.1as pi.oteinas  de 1.espuesta a

hiei-ro  IRpl  y IRP2  (IRP, pot. ii.on regulatory protein).  En ausencia de hiei.ro,  IRpl  se

activa y estabiliza el ARNm de DMT1, aunentando su expresi6n. Pot. otra parte IRP2 se

encuenti.a  constitutivamente  activo,  sieiido  degi.adado  por  el  pi.oteasoma  criando  se

geiiei.a dafio oxidativo inducido poi. hieiTo (Gan.ick y Gal.rick 2009).
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2.- Transferrina (Tf) es una proteilia producida por los oligodendrocitos y su funci6n es

el  transporte  extracelular  de  hierl.o.  La  Tf unida  a  hiel.1.o  es  capaz  de  asociarse  a  su

1-eceptor   (TfR,   poi.   transferrin   recep.tor)   presente   en  la   membi.ana  plasmatica.   EI

complejo   TF-TfR  es   endocitado,  permitiendo   asi   la  incoi-pot.a`ci6n  de  hiei.ro   a  las

c6lulas(Harding  y   cols.   1983).   Dos  receptol.es,  TfRl   y  TfR2,   se  expi-esan  a  nivel

cel.ebral, siendo el pi.imero el presente en neuronas y el segundo en c5lulas endoteliales

(Leitnei.  y  Connoi.  2012).  La  isoforina  expi.esada  en  astrocitos  y  mici.ogllas  es  aun

motivo   de   controvei.sia.   La  transcripci6n   de   TfR  es   estimulada  por   el   factor   de

ti.ansci.ipci6n  HIF-1   (Albei-ghini  y  cols.  2005,  Rolfs  y  cols.   1997),  ihientras  que  su

traducci6n es regulada pot. IRP1/2 similal-mente a lo obsel.vado con DMT-1.En ausencia

de hieri-o, IRP1/2 se une al 3 'UTR del ARNm del TfR, estabilizandolo y aumentando la
(

expi-esi6n de la proteina (Zaldn 1992).

3 .-Feri.opoi.tina (FPN1), es una proteina de membrana cuya funci6n es la del expoi.te del

hieri-o  intracelulai..  Su  expresi6n ha  sido  desci.ita  en neuronas,  astrocitos  y  microglias

(Burdo  y  cols.  2001,  Moos  y  Rosengren Nielsen  2006,  Song  y  cols.  2010).  FPNl  es

regulado  transci.ipcional,  traduccional  y  posti.aduccionalmente.  El  promotor  de  FPNI

posee  elementos  de 1.espuesta a HIF (Taylol. y cols.  2011),  al factoi. de transcripci6n de

metales   1   (MTF-1,  por  metal  ti.anscription  factor-   1)  y  a  Nrf2   (poi.  nuclear  factor.

erythi.oid  2  INF-E2]-1-elated  factor 2)  (Harada y  cols.  2011,  Ward  y  Kaplan 2012).  A

nivel traduccional tambien es 1.egulado por IRP1/2. En ausencia de hierro IRP1/2 se une

a la region 5 'UTR del ARNm de FPN1, impidiendo la traducci6n de la pi.oteina, lo cual

genei.a  la  disminuci6n  de  su  expresi6n  (Abboud  y  Haile  2000,  MCKie  y  cols.  2000,
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Lymbousscki  y   cols.   2003,   Muckenthaler  y   cols.   2008).   Finalmente   la  regul2ici6n

posti-aduccional  de  FPNl   esta  determinada  por  hepcidina,  la  cual  al  unirse  a  FPNl

induce su internalizaci6n y degradaci6n (vcr mas adelante).

4.- Fei-ritina (Ft)es la proteina encargada del almacenamieiito  de hierro en forma 1-edox

inactiva  dentro  de  la c61ula (Salgado jJ  cols.  2010).  Es un  complejo  compuesto  por 24

subunidades  de  mon6meros  de  H y  L  fel-1-itina  (FtH,  FtL)  pudi;ndo  almacenai.  hasta

4,500   atomos  de  hieITo  en  forma  de  complejos  oxohidi-oxil  difen.icos  ci.istalizados

(Harrison  y  Arosio   1996).  La  FtH  contiene  la  actividad  feri.oxidasa,  permiti5ndole

coiivertir el Fe2+ a Fe3+, mienti.as que la FtL posee la pal.ticularidad de ofi.ecei- 1.esiduos

de  aminoacidos  acidos  en la superficie  que  facilita la nucleaci6n y miner.alizaci6n del

hierro  (Balla y cols.  1992, Levi y cols.  1992). Poi-ende Ft em.iquecidas en subunidad r[

se  eiicuentran  asociadas  a  rna  disminuci6n  del  dafio   oxidativo  asociado  al  hierro,

mienti.as   que   las   euriquecidas   en   subunidades   L   se   asocian   pi.incipalmente   al

almacenamiento de hien.o a lal-go plazo (Levi y cols.  1992, Cormoi. y cols.  1995, Zecca y

cols.2004).Ftesexpresadapi.incipallrienteenmici.ogliasyoligodendi.ocitos,aunquesu

composici6n es diferente  entre ambos tipos celulai-es: mienti-as las inicroglias  expi-esan

pi-incipalmente la subunidad L, 1os oligodendrocitos expl.esan cantidades equivalentes de

ambas  subunidades(Comor y  cols.  1994).  Los  astrocitos  expresan niveles  bajos  de Ft,

ci.rya  composici6n  varia  dependiendo  de  su  ubicaci6n  en  el  cerebi.o  (Connor  y  cols.

1990).  La  expresi6n  de  feri.itina  es  regulada  a  nivel  transcripcional  y  ti.aduccional

(Kooi.ts y Viljoen 2007).  Al igual  que FPNl  en ausencia de hierro IRP1/2  se une  a la
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1.egioii   5'UTR   del   AENm,   impidiendo   la   traducci6n   cle   la  proteina  y   pot.   ende

disiniiiuyendo la expresi6n de la protelna (Koorts y Viljoen 2007). .

En  1953  aparece  la  primera  evidencia  que  muestra  un  inci.emento  del  contenido  de

hiei.ro  en  pacientes  con  EA  (Goodman  1953),  siendo  confii.mado  posteriormente  en

mriltiples  estudios  (Comor y  cols.  1992a,  Coimor y  cols.  1992b,  Collingwood y  cols.

2005.  Meadowci-oft y  cols.  2009, Uusiinaki y cols.  2013). La acumulaci6n de hiei.1.o  se

asociaa los ovillos neurofibi-ilai.es y a las placas seniles (Smith y cols.  1997a), fen6meno

que se observa principalmente en la corteza y no en el cerebelo, 1o cual consistente con

el per-fil anat6mico de neurodegeneraci6n en la EA (Andi-asi y cols.1995).

Adicionalemente se ha observado un inci.emento del contenido de. hieri.o inti.acelular en

neuronas    y  microglias,  sugiriendo  que  algunos  de  los  componentes  que  regular  la

homeostasis celulai. de hiei-ro pudiesen encontrarse alterados (Benkovic y Comor 1993,

Lovell y  cols.1998, Anthai.am y cols. 2012). De hecho, varias pi-oteinas que regulan la

homeostasisdehierromuesti.ancambiosensuexpresi6nenlaEA(Bush2013).

Se ha  obsei.vado  un anmento  en la expresi6n de Fn en cerebros  de pacientes  con EA,

particular.mente  en  las  microglfas  ubicadas  dentro  y  all.ededoi.  de  las  placas  seniles

(Connor y  cols.  1992a).  A  su vez,  en  cerebl.os  de pacientes  con EA,  Tf es  expl.esada

ect6picamente en asti-ocitos (Connoi-y.cols.1992a), inci.ementindose su expi.esi6n en la

col.teza frontal(Loeffler y cols.  1995).  Asimismo  se ha observado un incremento  en la

expresi6n  de  DMTl  en  col.teza  e  hipocampo  en ratones  ti-ansg5nicos  modelos  de  EA
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(Zheng y  cols.  2009) y  se  encuentra co.localizando  con las placas  seniles  en la corteza

cei-ebral  de  pacientes  con  EA  (Zheng  y  cols.  2009).  Con  1.especto  a  FPN1,  se  ha

observado  ulia  disminuci6n  en su  expresi6n  en pacientes  con EA  (Raha y  cols.  2013.,

Ci-espo  y  cols.  2014).  Todos  los  cambios  observados  en la  expl-esi6n  de pi.oteinas  que

regulan la homeostasis  de hieri-o  apuntan clai.amente  a un fenotipo  de  acumulaci6n de

hiei.1.o,  con  un  1-iesgo  evidente  para  e|  desai.rollo  de  la  neurodegeneraci6n  a tra:v6s  de

dafio oxidativo.

Se ha propuesto  que la acuniulaci6n de hien.o  en la EA contribuiria a la generaci6n de

esti.6s oxidativo y a la agregaci6n de proteinas (Gallagher y cols. 2012). Se ha repoi.tado

que  el  hieri.o  promueve  la  agregaci6n  del  p5ptido  AP  I.7€  1;I.fro  (Mantyh  y  cols.   1993.,

Huang  y  cols.  2004),  1os  cuales  son  t6xicos  en  c6lulas  en  cultivo,  al  genei.ar  dafio

oxida.tivo  pl.obablemente  a trav5s  de  la producci6n  de  ROS  asociado  a la reacci6n de

Fenton    (Huang   y    cols.    2004,    Schubert   y    Chevion    1995,    Liu   y    cols.    2011).

Adicionalmeiite el hierro tambi6n inci.ementa la fosfo1.ilaci6n e induce la agi.egaci6n de

las  formas  hipei.fosforiladas  de  tau  (Yamamoto  y  cols.  2002,  Amit y  cols.  2008).  El

hiei.ro colocaliza con los ovillos neu.ofibi-ilares actuando como una fuente de genei-aci6n

de ROS delitro de las neuronas (Smith y cols.1997a, Sayl.e y cols. 2000).

1.1.4.   Relaci6n eutre la inflc[maci6n y el hierro

Hasta    ahoi-a    la    inflamaci6n    y    la    acumulaci6n    de    hieri.o    se    ham    estudiado

independientemente como dos eventos fuertemente I.elacionados con la niuerte neuronal
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en   varias   enfermedades   neurodegenerativas,   incluyendo   la   EA,   per.o   existe   poca

evidencia acei.ca de  su inteii.elaci6n en neurodegeneraci6n.  El hierro y  su homeostasis

estali  intimamente  ligados  a la respuesta inflamatoria y  el  ejemplo  mas  obvio  de  esta

i.elaci6n  esta  en  la  denominada  anemia  poi.  inflamaci6n  o  aiiemia  de  enfei.medades

cr6nicas.  Esta 1.elaci6n puede  ser  directa  o  indil.ecta  a tl-av6s  de  hepcidina,  1a  que  se

detallara mas adelante.

Poi.  ejemplo,  1a  inyecci6n  de  ratones  con  TNF-Ci  1.esulta  en  la  generaci6n  de  rna

hipei-f`erritinemia y  la retenci6n  de  hien.o  en  el  sistema 1.etlculo-endotelial,  genei.ando

anemia   (Alvai.ez-Hemandez   y   cols.    1989).   El   tl-atamiento   con   TNF-or   o   IFN-y

incrementa los niveles del ARNm pal.a la FtH en macr6fagos (Fahmy y Young 1993), y

la expresi6n de DMTl  en c5lulas bi.onquiales epiteliales (Wang y cols. 2005).

Los  cambios  obsei-vados  en  los  transportadores  pueden  ser  explicados  a  ti.av5s  de  la

modulaci6n  de  la  actividad  de  IRP1/2  (Mulero  y  B1.ock  1999).  La  estimulaci6n  de

maci.6fagos con IFN-y, TNF-or y LPS produce un inci-emento  en la capacidad de uni6n

de IRpl  elRP2 a sus ARNm blancos, I.educiendo la expresi6n de FPNl e inci-ementando

la  expresi6n  de  DMT1.   Interesantemente  el  pl.e-tratamiento   con  la  citoquina  anti-

inflamatoria IL-10  revierie  esta respuesta  (Wai.drop y  Richardson 2000,  Yang  y  cols.

2002`  Ludwiczck y  cols.  2003,  Wang  y  cols.  2005).  Adicionalmente  la  expi-esi6n  de

DMTl  es regulada transci.ipcionalmente poi-el factor de transcripci6n NF-icB (Pal-adkar

y Roth 2006a), cuya activaci6n se encuenti.a rio abajo de I.eceptores de citoquinas como

el receptoi-de TNF (TNFR) y el 1.eceptor de IL-1  (IL-1R), asl como tambi5n dela via de
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sefializaci6n activada por LPS (Rothwell y Luheshi 2000, Teeuwsen y cols.  1991, Hanke

y Kielian 2011b).

Recientemente se ha empezado  a analizai- la 1.elaci6n enti.e el hiei-1.o y la inflamaci6n a

nivel del SNC. Se observ6 quela inyecci6n inti.apei.itoneal con turpentina, un inductoi. de

inflamaci6n de 1.espuesta aguda, genera un aumento en la expresi6n de TfR, Fn.e IRP1/2

asi  como  una disminuci6n  de FPNl  y  DMTl  en  el  cei.ebl.o  de  1-atones  (Malik y  cols.

2011).    Adicionalmente    se    1-epol.t6    un    incl-emento    en    el    contenido    de    hieri.o,

pal-ticulai.mente dentro de mici-oglias reactivas cercanas a los vasos saiigulneos, per.o Ilo

en  asti-ocitos  1.eactivos,  en un modelo  animal  de  esclerosis  mtiltiple  (Williams  y  cols.

2011b).  Se  ha  repoi.tado  que  citoquinas  pi.o-inflamatol.ias  afectan  la  homeostasis  de

hierro   en   astrocitos   y   microglias   diferencialmente.   Los   asti.ocitos   hipocanipales

activados  tienen  mayoi-  expresi6n  de  DMTl  en  compal.aci6n  con  asti.ocitos  inactivos

(Pelizzoni  y  cols.  2013).  El  ti.atamiento  de  asti-ocitos  col.ticales  con  TNF-cL  induce  un

aumento  en  la  expl.esi6n  de  DMTl  y  FnL  asl  como  tambi6n  rna  reducci6n  en  la

expresi6n de FPN 1, generando un inci.emento en la entrada de hierl.o pel-o sin difei.encias

en   su   expol-te.   Mientras   que   el   ti-atamiento   de   microglfas   con  TNF-or   genei.a  un

inci.emento en la expresi6n de DMT1, FnH, FnL y FPN1, produciendo un aumento en la

incorporaci6n  de  hierro,  tambien  sin   altei.ai-  su  salida   (Rathore  y   cols.   2012).   La

activaci6n  de  los  asti-ocitos  les  permitii.ia  desarl-ollar  una  eflciente  pi-otecci6n  conti-a

esti-es  oxidativo  y  muerte  celulai.  inediada  poi-  hierro,  a  trav6s  dela  activaci6n  de  la

expi.esi6n de vat.ios genes involucrados en el control del estado redox celular (Macco y

cols. 2013).
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En  cultivos  de  neui.onas  mesencefalicas  ventrales  el  tratamiento  con  IL-1P  .o  TNF-c/.

aumenta la expresi6n de DMTl y TfR y reduce la expl.esi6n de FPN1.,1o que se ti.ziduce

en un, inci-emento  en  la eiitrada de hieri.o  asi  como una disminuci6n en su salida.  Estos

cambios se encuenti-an asociados a un anmento en kL expi.esi6n de IRP inducido poi. 1as

citoquinas  y  pueden  sel.  revel-tidos  con  el  uso  de  antioxidantes  (Wang  y  cols.  2()13).

Usanclo  un modelo  de  enfei-medad  de Parkinson i]or inyecci6n  de LPS  se  obsei.v6  un

inci.emento  en  el  contenido  de  hiei.ro  en  la  misma  regi6n  en  donde  se  produjo  la

activaci6n  glial,  asi  como  tambisn  una  disminuci6n  en  la  expl:esi6n  de  FPN1.  Esta

1.es.puesta tambi6n fue observada de SH-SY5Y, una linea celulal. dopamihergica, tras del

ti.ataniiento con medio condicionado euriquecido en citoquinas pro-inflamatorias (Zhang

y cols. 2014).

Po.r otra parte se ha repoi-tado en cultivos pi.imarios de microglias que la administraci6n

del quelaiite de hiel-ro  defer.1.oxalnina 1.educe la producci611 de ROS y NO inducidas poi.

hiei.1.o  asi  col:mo tambi6n la pl.oducci6n de citoquinas pl.o-inflamatoi.icls  coino  TNF~  Ci  e

ILnl|3 (Ra.thnasamy y cols. 2011), sugil.iendo un carc4cter bidil.eccional de la 1-egulaci6n.

Finalmente,  Ia  identificaci6n  reciente. en  el  SNC  de  la  hepcidina,  lma  hormona  que

interviene  en  la  1.elaci6n  entre  la  homeostasis  del  hiel.ro  y  la  inflalnaci6n  sist6mica.,

introduce un nuevo pai`ticipante en los pi.ocesos neurodegenerativos.
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1.1.5.   Hepcidina coma regulador maestro de la homeostdsis de hierro

Hepcidina es un p6ptido  cati6nico  de 25  aminoacidos  secretado  principalineute por  el

higado  al tor-rente sanguineo. Es sintetizado  como un pi.ecui.sor de  84 aminoacidos que

luego  de dos cortes proteoliticos sucesivos genera el p5ptido maduro  (Scamuffa y cols.

2008).    Inicialmente    hepcidina    fue    descrita    como    un    p6ptido    con    actividad

antimici.obiana,  sin embargo  estudios posteriores 1.evelai.on su funci6n como 1.eguladol-

maestro  de  la  homeostasis  sist6mica  de  hierro  (Nicolas  y  cols.  2001,  Pigeon  y  cols.

2001).

?

Los niveles de hiei.i.o en la sangre dependen de dos pl-ocesos, el reciclaje de hien.o desde

916bulos rojos senescentes y la absorci6n intestinal desde la dicta. El pi-imero conti.ibnye

al 95% del hieri.o circulante, mienti.as que la absol.ci6n iiitestinal coinponen cerca de 5%

(Kenma y cols. 2008).

Hepcidina es capaz de regular los dos pi.ocesos anteriormente desci.itos: en macr6fagos y

oti.os  tipos  celulares  hepcidina  induce  la  endocitosis  y  degi.adaci6n  lisosomal  FPN1

(transpoi-tadoi-  de  salida  de  hierro)  provocando  rna  acunulaci6n  de  este  metal  en  los

tejidos, con la concomitante reducci6n de sus niveles plasmaticos (Nemeth y cols., 2004,

De  Domenico  y  cols.  2008,  Kovtunovych y  cols.  2010).  Por  otra pal-te  en  c6lulas  del

epitelio duodenal, hepcidina disminuye la expi.esi6n deDMT1  (ti-ansportador de entrada

de hiei.ro) reduciendo la incoaporaci6n de este metal desde la dicta (Mena y cols. 2008,

Chaston y cols. 2008).
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La sintesis de hepcidina es regulada en 1.espuesti a mtiltiples estimulos, que inclnyen la

inflamaci6n  (Lee  y  cols.  2004, .Lee  y  cols.  2005,  Matak y  cols.  2009),  1os  niveles  de

hiei-ro plasmaticos (Gao y cols. 2009), la hipoxia Ovicolas y cols. 2002,  Silvestri y cols.

2008, Volke y cols. 2009) y el esti-6s de reticulo (Oliveii-a y cols. 2009).

La expresi6n de hepcidina auinenta en 1.espuesta a citoquinas pi.o-inflamatorias conio el

TNF-Ci, IL-6  e Il-1P  Oricolas y  cols. 2002, Nemeth y cols.  2003, Nemeth y  cols.  2004,

Lee y cols. 2004, Lee y cols. 2005, Dzikaite y cols. 2006, Matck y cols. 2009), asi conio

tambi5n rio debajo de la activaci6n de TLR2 y TLR4 (Peyssomaux y cols. 2006, Sow y

cols.  2007,  Theui-I y  cols.  2008,  Koening y  cols.  2009).  La regulaci6n de  la expi-esi6n

95nica de hepcidina mediada por inflamaci6n ocuri.e a ti.av5s de la gictivaci6n del factoi-

de  transci.ipci6n  STAT-3,  el  cual  posee  sitio  de  uni6n  en  el  promotor  de  hepcidina

(Verga Falzacappa y cols. 2007, Wi.ighting y Andi.ews 2006).

La transcripci6n de hepcidina aunienta en respuesta a un inci.emento  de los niveles  de

hien-o  plasmaticos.   Esta  regulaci6n  depende   de  la  pi.otefna  d`e  la  hemocromatosis

humana  (HFE),  1a  cual  cuando  los  niveles  de  satui.aci6n  de  T±` son  altos  fomia  un

complejo  con  TfR2,  estiinulando  la  transcripci6n  de  hepcidina  (Kemna y  cols.  2008,

Gao y cols. 2009).

'
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1.1.6.   He:pcidina coma modul,adol' de la respuesta infla,mqloria

Evidencia reciente sugiere que hepcidina podria tener un 1-ol anti-inflamatoi.io. La uni6n

de hepcidina a FPNl  y su posterior endocitosis en macr6fagos se acopla a la activaci6n

de la via de transducci6n de sefiales de la tirosina quiiiasa JAK-2, que fosfoi-ila y activa

al  factor  de  ti.ansci.ipci6n  STAT-3,  disminuyendo  la  expl-esi6n  de  las  citoquinas  pi.o-

inflamatorias   IL-6   y   TNF-or   ?   induciendo   la   expresi6n   desocs-3,   una  mol6cula

adaptadoi.a  que  1-egula  negativamente  la  via  de  sefializaci6n  de  las   citoquinas  pi.o-

inflamatorias (De Domenico y cols. 2009, De Domenico y cols. 2010).  Concoi.dante con

esto el pre-tratamiento  con hepcidina en 1.atones 1.educe la expi.esi6n hepatica de IL-6 y

TNF-or  y  la  muerte  pl.oducto  de  una  inyecci6n  letal  de  LPS.  Por  otra  pal.te  ratones

haocko#f de hepcidina, presentan una mayor sensibilidad a la toxicidad del LPS, 1o oual

es revertido poi-inyecci6n de hepcidina sint5tica (De Domenico y cols. 2010).

La actividad anti-inflamatoria de hepcidina tambi6n ha sido evaluada en otros modelos,

como la ictericia obstructiva, observindose tambien una disminuci6n de la expi-esi6n de

TNF-cL y MCP-1  y protecci6n frente a la muel-te (Huang y cols. 2012). Adicionalmente

en  un  modelo  de  dafio  pulmonai.  agudo  inducido  poi-  septis  polimici.obiana mediante

cimgia  de  ligadui.a  y  punci6n  cecal,  se  ha  observado  que  la  ausencia  de  hepcidina

incrementa la mortalidad y la sevei-idad de la enfei.medad. Interesaiitemente macr6fagos

alveolares  obtenidos  de I.atones lmockdown  de hepcidina tienen .altei.ada su capacidad

±`agocitica comparado  con macr6fagos  obteliidos  desde ratones  contl.oles  (Chen y  cols.

2014).  Debido  a que  la expl.esi6n de hepcidina es   regulada por los niveles  de hieri.o,

21



ratones  con  deficiencia  de  este  metal  (y  por  la  tanto  bajos  niveles  de  hepcidiiia)

presentan  una  mayor  1-espuesta  inflamatorias  al  LPS,  efecto  que  e  1-evertido  i]or  la

administraci6ii  de  hepcidina  ex6gena.  Este  efecto  es  independiente  de  la  funci6n  de

hepcidina  sobre  el  metabolismo  de  hien.o,  ya  que  utilizando  1-atones  Tmprss6  -/-  1os

cuales  se  caracterizan  pot-  tener  anemia  por  deficiencia  de  hierro  y  a  su  vez  altfl

producci6n de hepcidina tiene rna 1.espuesta inflamatol.ia melior que ratones expuestos a

rna dieta baja en hiei.ro (Pagani y cols. 2011).

1.1.7.   Hepcidina en el sistema nervioso central

Se  ha  observado  la presencia  de  hepcidina  en varias  regiones  del  cerebi.o  incluyendo

bulbo     olfatoi.io,     corteza    cei.ebi.al,    hipocainpo,     amigdala,    .talamo,    hipotalanio,

mesenc6falo,  cerebelo,  asi  como  tambi6n  en  el  ganglio  de  la 1.aiz  doi-sal y  el  sistema

nervioso   periferico,    determinado   a   trav5s   de   diversas   t6cnicas   como   RT-'PCR,

hibl.idaci6n I.7? s'z.fz! e irmunohistoquimica (Zechel y cols. 2006).

Se  ha  1.eportado   la   expresi6n  de  hepcidina  en  c61ulas   gliales,   neui.onas  y   c6lulas

elidoteliales  de  plexus  coroideo  (Zechel  y  cols.  2006,  Marques  y  cols.  2009).  Se  ha

obsel-vado un inci.emento del ARNm de hepcidina durante el envejecimiento en corteza,

estriado e hipocampo (Wang y cols. 2010b).

Existe  evidencia que  la expresi6n de hepcidina en el  cei-ebi.o  es 1-egulada de un modo

similar a lo observado en hepatocitos, incrementando su expresi6n en corteza y esti-iado
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ante  un  estfmulo  inflamatorio  sist6mico,  como  la  inyecci6n  inti.apei.itonial  de  LPS

(Wang y  cols.  2008).Esta respuesta se ha obsei.vado tambi6n en el plexus  coroideo, lo

que  col.relaciona  con  un  incremento  de  los  niveles  de  pro-hepcidina  en  el  liquido

cefaloraqufdeo (Mal.ques y cols. 2009).

La funci6n de hepcidina en el cerebro  se ha estudiado pl.incipalmente  en 1-elaci6n a la

homeostasis  del hieITo.  Se ha observado  que tanto  la inyecci6n inti.acerebi-oventricular

de  hepcidina  como  el  tratamiento  de  cultivos  pl.imarios de  neui.onas  o  asti.ocitos  con

hepcidina, reduce los niveles de FPNl y altera la expi.esi6n de oti.as pi.otefnas asociadas

a  la  homeostasis  de  hiei.ro  como  son  DMT-1,  la  ferroxidasa  cemloplasmina  y  TfR1

(Ding  y  cols.  2011,  Du  y  cols.  2011,  Li  y  cols.  2011).  Adicionalmente  en  c51ulas

endoteliales    hepcidina    tambi6n    disminuye    la    expresi6n    de    FPN1,    DMT-1    y

TfRlsuprimiendo la acuniulaci6n de hien.o en el cerebro (Du y cols. 2014).

Recientemente   se  ha  1.epoi.tado   la  isquemia   eel-ebl.al   induce   un  incremento   en  la

expresi6n de hepcidina en col.teza, hippcampo y estl.iado en pal.alelo con un incremento

en fei-1-itina y  de  los niveles  de hierro  libi-e,  asi como  tambi5n una disminuci6n de los

niveles de FPN1  (Ding y cols. 2011).A su vez en un 1.at6n ti.ansg6nico modelo de EA y

tejido postmortem obtenido desde pacientes que sufriei.on esta patologia, se observ6 una

disminuci6n de  la expresi6n tanto  de hepcidina como  FPNlen  el hipocampo.  (Ralia y

cols.  2013).

Hasta la fecha no existen estudios que muestren si hepcidina pal.ticipa en la modulaci6n
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de la respuesta inflamatoria en el  eel.ebi.o y  existe muy poca informaci6n acerca de  la

1-egulaci6n  de  la  homeostasis  de  hieiTo  dependiente  de  la  inflamaci6n  en  el  SNC.

Deter-minar si hepcidina constituye un conector molecular entre la neuroinflamaci6ii y la

acumulaci6n  de  hierro   1.esulta  esencial   debido   al  1-ol   critico   que  juegan  estos   dos

procesos en la patog5nesis de enfermedades neurodegenel.ativas ci.6nicas en genei.al y en

la  EA  en  pal.ticular  (Heneka y  O'Banion  2007,  Perry  y  cols.  2010,  Pomai.a  y  Sidtis

2010).
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1.2. Hip6tesis de trabajo

IL-6 y  TNF-or inducen acumulaci6n de hien-o  en neui.onas  directamente  a trav6s  de  la

modificaci6n de la expresi6n de .los transpoi.tadores de hierl.o, e indii.ectamente mediante

la inducci6n de la expresi6n de hepcidina por astl.ocitos y micl.oglfas,  1a que atem'1a la

secreci6n de estas citoquinas inducida por el peptido beta-amiloide.

1.3. Objetivo general

Estudiar el rol de la IL-6 y el TNF-or en la acunulaci6n de hiei.ro en neuronas, asti.ocitos

y microglias y evaluar el 1.ol de hepcidina en la modulaci6n de la 1.espuesta inflamatoi.ia

inducida por el p5ptido P-amiloide.

1.4.  Objetivos especfficos

1.4.1.   Evaluai-el efecto  de las  citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-Ci  en la

expresi6n   de   DMT1,   FPNl    y   hepcidina   en   neuronas,   astrocitos   y

mici.ogllas.

1.4.2.   Determinar el efecto  de hepcidina en la expresi6n de las  citoquinas pi.o-

inflamatorias IL-6 y TNF-Ch, inducida por el p5ptido P-amiloide en cultivos

de astrocitos o mici-oglfas.
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1.4.3.   Analizai.  el  efecto  en  el  estr6s  oxidativo  y  muei-te  neuronal  de  medios

condicionados por  astrocitos  o  micl-oglias tl-a.tados  con p6ptido  P-amiloide

y/o hepcidina.

1.4.4.   Estudiai.  el  efecto  de hepcidina en la activaci6n glial,  esti.5s  oxidativo y

dishomeostasis de hierro en cel.ebi-os inyectados con p6ptido P-amiloide.
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2.   MATERI.AIL.ES Y METODOS

t`

2.1. Materiales

ky.
2.1.1     Reactivos genei.ales y p¢ptidos

Dimetilsulfoxido(DMSO)  (#D2650,  Sigma-Aldrich);  1,1,1,3,3,3-Il-exafluoro-2-propanol

(HFIP.     #3i25244-25G,     Sigma-Aldrich);     Hepcidina     sint6tica     hunana     (4392-s,

Peptidelnstitute),    Lipopolisacdrido    deE.    CoJz.,    026:86    (#L2654,    Sigma-Aldrich);

Interleuquina  6  (#206nlL-010  RyDsystelll.s);  Factor  de  liecrosis  tumoral  cl  (#210-TA-

020,  RyDsystems);  p6ptido  P-amiloide  1-42  (#H6466  #H.1368,t  Bachem)  p5ptido  P-

amiloide 42-1  (#H3976, Bachem).

2.1.2     Matel'ial bzol6gico

En  este  estudio  se  utiliz`aron  c61ulas  obtenidas  desde ratas  Sprague-Dawley y  ratones

C57BL/6 para los expel-imentos de inyecci6n estereotaxica.

2.1.3     Cultivo celular

De  Gibco-BRL,  Life  Technologies,  se  obtuvo:  Minimal  Essenti'al  Medium.  (MF,M),

medio de cultivo F-12 Nutrient Mixture, aminoacidos no esenciales (MEM),, Suero f`et2il

boviiio   (FBS),   Suero   de   caballo   (HS),   Buffer  Fosfa[o   1X   (Pj3,§  1k}:   mezcla   de

antibi6ticos/antimic6ticos  (Sti-eptomicina,  Penicilin2l  y  Anfoteridina, 8),  tripsina  5mM

EDTA,   tripsina  25mM,,  .Neurobasal   y  :s`iip!€.`iTnento   827.   De   laboi-atorios   Sandelson
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(Santiago,   Chile)   se   obtuvo   agua  Jb-idestilada   de   calidcid   iny.ec,ta`ble.   De   Coming
.,

Incoi.porated O`-Y, USA) se obfuvieron placas d;` oultit/,o de  10 cm y 35 mm de diameti.o

y placas de cultivo de, 96, 48, 24. y 6 p`ociilos. De JSP (Santiago, Chile); se obtuvo cubi.e

objetos para cultivo.  De Millipore  (Billet.ic#.#;£USA)  se obtuvo unidades. de filti.aci6n de

500 ml Icon pol.o d`e o,2 LLm.                                     I

2.1.4    Aliticuerpos

Los   anticuei.pos   utilizados   erl   este   estudio   fueron   los   siguientes:   Anti-panDMTL1

(conej`o.:  Biosynthesis, USA).  Aiiti-MTP 1  (¥.anejo #MTP 11-A,AlphaD,i,agnostics).  Anti-

or-tubulina     (rat6n     #T61993Sigma-Aldrich)-.     'Anti-hep8idina.     (conejQ     #-HEPcl l-

A,AlphaDiagnostics).  Anti-GFAP  (rat6n  #C9205,  Sigma-Aldi.ich).  Anti-Cdi lb  .(rat6n

#MCA375G,   Serotec).   Anti-Tujl   (mouse:   Promega   #G7121).Anti   4-IINE   (conejo

#HNE11-S,, Alpha  Diagnostics).Anti-ibal  (conejo  #019-19741,  WAKO).  Anti-Ig,G  de

1-at6n(conejo  #31450:  Thermo  Scientific)..  Anti-IgG  de  conejo  (cabi-a  #31460.  Sigma-

Aldrich.).Anti-IgG  de  rat6ii  biotinilado  (cabiTa #BA-9200,  Vectoi.).  Anti-IgG  de  conejo

biot`iiiilado   (cabi.a  #BA-1000,   Vector)-:   Anti-Ig,G   de   I-a[6n   Alexa  Fluor.  48,8   (cabra

#A11001,    Invitrogen).   Anti-IgG    de    conejo    Alexa,   Fluor   488    (cabi.a   #A11008,

Invitrogen). Anti-IgG de 1-at6n Alexa Fluol-532  (cabi-a #A11002` Invitrogen).  Anti-IgG-

de conejo Alexa Fluoi-532 (cabra #A11009, Invitrogen).
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2.1:5    Sontlas f lut}rescen.ies

'-,     [J-`*;

',..-A

)

2` ,7` -diclorodihidrofluoresceiiia-dia`cetato (DCDHF-Arfl) (#D3 99, Iirviti.ogen); calceina-

AM  (#C3100Mpa Invitrogen).;  TO--PRC)--3  (#T36053  Invitl-og,en);  yodul.o  de propidio  PI

#q,

(#P3566,  life  teclinologies);  Alexa  Fluor  555  C2-maleimida.  (#A20'346,  Inviti.ogen)  y

AlexaFluor488C5-maleimida(#A10254,Invitl-ogen).

2.1.6     Equipos

Incubadoi. con inyecci6n de  C02 modelo  3141  (Thermoscientific, USA),  Caiiipana de

cu'1tivo  con  flujo  vet.tical  (Jouan,  Francia),  Campana  de  cultivo  con  flujo  hot.izontci.I

0Vuai.Te,,  USA),  Carnal.as  electrofoi.6ticas  (Bio-Rad  Laboratoi.ieslnc,  USA),  Fuente  de

Poder PS  4010-2  (Sigma-Aldrich,  USA),    Centi-ifuga Mikro  22R ,(Hattich,  Alemania),

Lector de Placas ELISA SUNRISE (Tecan Tradilig AG, Suiza), Lector de Fluol-escencia

Synergy  2TM  (BioTek,  USA)  Mici.oscopio  confocal,  Carl  Zeiss  510  Meta  (Carl  Zeiss

AG.,  Alemania),   T1.ansiluninadoi.  UV   (UVP  Inc.,   USA)   y   Centrifuga  Rotiiia  SSR

(Hettich,  Alemania).  Estei-eotaxico  con  consola  digital  modelo  940 '.(Kop-finsti.unients),

bomba  de  inyecci6n  estei.eotaxica  modelo  Le.gato   130   (KD   Scientific),  Unidad  de

anestesia  para  isofluoi.ano  modelo  U-410  (Univentor)  y    bomba  peristaltica  ,modelo

Minipuls 3  (Gilson).     I

2.1.7    Parti,dores

Los partidoi.es utilizados en este estudio se muesti.an en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Secuencias de los paFtidores utilizados en el es€udio.

SI'mbolo            NolnlJl.e del gen            Especie                         Secuencia
Forwar(I

Secuencia                          Tin
Revel.se

`A.6'tina`;:S:a;i.#K*T,:r'j3J::.i;:;§A%tii.iaS"±`:-

}6tina,I.;A:;a;:¥K*;::~;S::TJt:::{>%ib*:`ii:`9:rf¢~`::+,:.::`',~.f^::¥a
a.                   '+-y,I,.:t':,`       ,:€`-:`:;,i:`s  i,`?;  `t        .,                      [`u          ,,

DMT I              Tl.anspoi-tfldor de                Rata
metales divalentes '1

__`..            ~,.*.<i`f,.i:f,:.         `,.*.a.  I:                .ry.hj|?.`.~   j.i..              +        i.+         I.x*Liv``".ey.I

Hepc

fi!,i-6,:;r§?gi£E-r#;;

TNF-a.

I-Iepcidina                       Rata

i.a;i:.6i:`.a;-.,i€'c;6's-i;
tumoi.al al fa

5 -TGATtccTGACC
CGGTCTATC-3`

5'- GGCAACAGAC
GAGACAGACT-3`

Rata             5 '-CACCACGCTCITC
TGTCTACTGAAC-3 `

5 -CAATCCTCCAG
CCTATTCCA-3`

;++.;   ` h    i.GTGJG`C!t3:AA:a;33.,.;§;.

5,r:.L5A.,a;cTt*E¥€G=6.   `,
TCTCTATGT-3 `

5'-CCGGACTGCGTGAT
GTCTAAGTACT-3`

5,9OC:

58OC,

589C'

58OC

r~.```r6ooCL=.;I

59OC

2.2. M6todos

2.2.1     Cultivo primarios

Cultivo 1)rimario de neuronas hiDocamDales:

Las neui-onas fuel.on aisladas desde hipocampos de embl.iones de ratas  Spi-agueDawley

de  18  o  19  dias  post  coito. y  cultivadas  como  se  describe  en  (Kaech y  Bankei.  2006).

Bi.evemente  se .extraen  los  hipocampos  y  se  ti-ansflel.en  a  una  Soluci6n  de  0.25%  de

ti.ipsina  en  tamp6n  Hank's   salino   (HBSS)   y   se   incriban  pot.  20   minutos   a   37°C.

Imnediatamente  se  lavan  dos  veces  con  HBSS  y  el  tejido  se  disgrega  mediante  20

pasadas a ti-av5s de una pipeta Pasteul- con el dialiietl.o 1.educido a la mitad y 20 pasadas
y,iadicionales  a  trav6s  de  una  pipeta  Pasteur  con  el  dialnetro  reducido  al/4.  Luego  las

c5lulas se cuentan en un hemocit6metro y se siembran en neui.obasal con  i0%  desuei.o

de  cciballo  1  mM  de pil-uvato .de -sodio y  Glutamina en placas  de 24 pocillo,s  con cubre
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objetos  de vidrio  a uiia densidad de 90.000  celulas/cm2 pal.a inmunofluoi.escencia o  en

placas de 6 a la misma densidad pat-a exti.acci6n de protelnas y 48 pocillos para eiisayos

de viabilidad. Una hoi-a tras el plaqueo el medio se reemplaza por Neurobasal colt 2% de

827  ,  penicilina  (100U/mL),  esti.eptomicinar`(100LLg/mL),1mMdepii-uvato  de  sodio  y

GlutaMAX.

Cultivo Drimario de glias col-ticales:

Las  glfas  corticales fuel.on aisladas desde  corteza de neonatos  de 1.atas  Sprague Dawley

de 1  o 2 dias post natal. Pal.a ello las col.tezas son disectadas en medio HBSS y digei-idas

utilizando  tripsina  0,250/o  suplementada  con  0,5  mg/ml  de  DNasa  I.  Las  c51ulas  ,se

siembi.an  en  frascos  de 75  cm  e  incuban  en MEM-F12  10%FBS  a  5%C02,  donde  el

medio  de  cultivo  es reemplazado  cada 3  dias\.  Despu6s  de  13  dias,  el  cultivo  mixto  de

astrocitos  y  mici.oglias,  es  agitado  vigor.osamente  en  un  agitadoi-  oi.bital  a  260  I.pin

durante  16 horas para separai. las c51ulas microgliales. Las microglias son sembl.adas en

MEM-F1210% FBS. Despu5s de 20 min de incubaci6n a 37°C las c6lulas no a`dhei.entes

(principalmente   asti-ocitos)   son   eliminadas   con  un   cambio   de   inedio.   Las   c61ulas

1.emanentes  en el flask nuevamente se  agitan du-ante  72 11 para eliminal. el resto  de las

mici-oglias.  Despu6s de la agitaci6n, los astl-ocitos se tratan con tripsina, se siembi.cln en

placas  de  35  irm,  y  son  ci.ecidos  hasta  80%  coiifluencia,  donde  posterioi.meiite  se

1.ealizan los difel-entes tratamientos.
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2.2.2    Pre|)araci6n de I)6ptido beta-anuloide

El peptido AP, se resuspendi6  en  1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-pi.opanol (HFIP), se alicuot6

en tubos eppendol.f de 1,7 mL y se dejo secai. una noche en una campana de flujo, segl'm

descrito en (Stine y cols. 2011). Los viales.secos con el film que contiene el p6ptido beta

amiloide  fuel.on  guai.dados  en  -80°C  en pi.esencia  de  desecante  liasta  su uso.  Para  los

tratamientos  un vial  de  45  LLg  se  1.esuspendi6  en 2  HL  de  DMSC)  y  poster.ioi.meiite  en

90LLL de PBS-CMF  IX. La soluci6n fue incubada a 37°C dul.ante 72 horas para per-mitii.

su agregaci6n(Hu y cols.  1998).

2.2.3     Tratami,entos

Tratamientos  con  citoquinas:  Neuronas  de  7  DIV  cultivadas     en  medio  neurol]asal

suplemelitado con 827 fuel.on tl.atadas pol.  18 hoi.as con 50 ng/mL de TNF-or,  50 ng/mL

de  IL-6  o   1   Hg/mL     de  LPS.   Asti-ocitos  corticales  cultivados  en  medio  MEMAI12

1%FBS y 7  LLM de hierro, fueron tratados similar.mente dui-ante  1811.oras con 50 iig/mL

de TNF-or, 50 ng/mL de IL-6 o 1  LLg/mi de LPS.

Ti-atamientos colt hepcidinci: Neur.onas de 7DIV fueron tratadas con hepcidina 3 50nM en

medio   neui-obasal   suplementado   con   827.   En   astl-ocitos   los   tl.atamientos   fuel.on

1-ealizados  en  MEMff l210%  FBS.  Sin  embai-go  en  los  experimentos  de  medici6n  de

liberaci6n de citoquiiias, los tratamientos con hepcidina fuel.on 1.eaiizados gil MEM/F12

sin   suero,   suplementado   con   7   LLM   de   Fe-NTA.   Previamente   al   tratamiento   con
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hepcidina las c5lulas fuel.on incubada§ 'c6n.` 10 LLM FeiqTA segiin protocolo de.scrito poi.

.`

De Domenico (De Domenico y cols. 2010)..

Tratamientos  con  p5ptido  P-amiloide:  Culti`vfi§:  de  asti.ocitos  o  ngici-oglias  ci.ecidos  en

medio MEM/F12 sin suero 7 LLM de hiei-ro fuel-on ti.atados con p6ptido P-amiloide a una

coiicenti-aci6n  fmal  de  2  LLM  determinado  por  la  cuantificaci6n utilizando  BCA.  Pal-a

pi-oducir   medios   condicionados   los   ti-atamientos   fueron   realizados   en   Neur-obasal

suplementado con 827 durari_te 24 horas y posterior.mente 1-ecolectados y. utilizados, para

el tratamiento de neuronas hipocampales a los 7 DIV durante 48 horas.
®L5,

2.2.4    Histoquinticaredox

La   histoquimica  redox   se   realiz6   como   se   describe   en   (Hot-owitz  y   cols.   2011).

Bi.evemente,  1uego  de  los  diferentes  ti-atamientos,  la`s  c6lulas  s,on  fijada,s  du-ante  30

minutos  en  una  soluci6n  de  40/o  de  pal.aformaldehido,   1mM  de  N-etilmaleimida,  2

LLMmaleimida Alexa555 y 0,05% triton X-100 pi-epai.ada en PBS pH 7.0. Postei.ioi-mente

son lclvadas  durante  5  minutos  con PBS  tres veces pal-a eliminar el  exceso  de  sonda e

incubadas por 30  minutos  en 5mM tris(2-carboxyetil)  fosfmo  (T.CEP)  en P.BS.  Luego

nuevamente lavadas con PBS durante 30 segundos e incubadas dui.ante otr.os 30 minutos.

con   lmM   de   N-etilmaleimida  y   2   LLM   Maleimida  Alexa488   preparado   en   PBS.
',,i   'ts¢    '}

Fiiialmente., los G.ovei.s., Soll 1'avados durant?. 5. minutos con PHS tres vece`s, completando

asf  la  tin.ci6n y  perni.iti'endo  su  posterioi-  montaje\  en  Fluoi.Save  y analisi.s  a  ti.avers-  de

mici-oscopia confecal.
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g  [:S€+£+S,:  ,    Tl       t`     +a..

2.2.5    Irmunocitoquindca
tL'+

Las   c61ulas   sembi.adas   en   cubre-ot2jetos`   se   lavaron   con   PBS   O'.1M  'y  fijaron   con

paraformaldehido  (PFA) 4% y sacarosa 40/o  en PBS  0.1M   durante 30 minutos a 3,7°C.
•,#S

Luego   se  ,per-meabilizai-on  por  5  minutos  en  0',2%  Ti-iton  X-100  en  PBS   0.1M.  EI

bloqueo   se   realiz6   con   5%   de  BSA   en  PBS   0.1M   a   temi]ei-atura,  ambieiite.   Los

'anticuerpos  primal.ios  se  incubaron en  0,1'%  trit6n,  1%  BSA  en. PBS  0.1M  dun.ante  16

horas  a 4°C. La diluci6n de los anticuei.pos utilizados fue:  anti-tujl  1 :1'.000,  anti-4HNE

1:100..  anti-GFAP   1:100,  ariti-Cdllb   1:100r.  anti-Ibal   `1:500,  ariti-DMT1   `1:500,   anti-

MTP1    1:loo,   anti-hepcidina   1:100   y  TC}SW,RO    1:500.   I,os   anLi.cuei-pos   iseounclarios

coiijugados con Alexa-Fluor se incubai-on en 031'% ti.it6n,1% BSA en PBS IX durante 1

hoi-a  a temper.atura  ambj.erite y  la  dilu.ci6n utilizada fue  de  1:300.  ,Los  cribreobjetos  se

montai-on en un poi.taobjeto con medio de montaje Fluor Sav? Reagent.

2.2.6    Deternvinaci6n de la producci6n de ROE intracelular

Se utiliz6 la sonda DCDHF-DA, pal.a determinar-la producci6n de ROS  @-unez y cols.

2004).En estos expel-imentos, las neuronas fuer`on sembi-adas en placas de 24 pocillos y

al  finalizar los  tratamientos,  1as  c5lul.as  fuel.on  lavadas  con  HBSS  IX ,y  car.gadas  con

5LIM DCDHF-DA en HBSS   du.ante  15 lrinutos. bespu6s ,de `1a car.ga..1as ic6liulas\ fuel.on

lavadas   tres  .veces   con  HBSS.   Pal:ci   el  1-egistl.o`  de   fluorescenci.a ,*|gns„ig6|,*E`Ias   fuel.on

J   ii                 „     ;,.rtl:,I,,rty

incubadas con 300' .uL de HBS.S por pocillo, ty sel`es permiti6 'a. Ias .c6.1ulas uii tiempo de

I

recuperaci6Ii de 5 minu±os a 37°C en.el incriba'dor;,previ6 a i,a obteiici6h .de +los 1-egi`!ti.os.

Para  log  lavados  e! in'cubac`iones  .se JusarQfl  'soluciones  precaleritadas ta  37  °C  y  los

1
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1-egis<t,ros  .fuel-on, obtenido.5 tambieri  a 3'7 +°`¢,  en,hn ieL=.`toi.  cle  fluo3.-escLei:jcia Sy.net.gy  2"
\

(BioTek), usando las longitudes de onda -de :excita'ci6ntiy emisi6n, Ex,''Em, 4`85/`528. Para

la obtenci6n/ de ios 1-egi§tros s€ midi6 `.1'a 'fluoi.esce.icia dun.ante. 5 minutos i]ai.a `obtener la

linear base, tras lo cual se off.eci6 a lasi:c51ulas ¥`*0 LIM cle FAS (Para ia presentaci6ii de los

datos`  `se  divid`i6  cada tclato  de  fluoi.escencia  obtenido  (F)  pot  la  fluoi-escencia  inicial

1-egistrada (FO), obteni6ndose pal-a cada puuto en el tiempo un valoi-de F/FO.        i

2.2.7    Detel.minaci6n de, viabili.dad

La viabilidad fue determinada utilizando caiT`8r?'ihria` y yodui.o de propidio. Brevernente, 1as

c6lul'as ti-atadas, fuel-on.`lavadas  coh HBSSIX a 37°C y i]ostei-ior.mente incuhadas  con 3

[LMcalceina  y   3   LLMyoduro   de  propidio   durante  30  `miiiutos  a  37°C   en  HBSS   IX.

Postei.iormente fie defer-minada la intensidad de fluorescencia usando las longifucles de

onda de excitaci6n y emisi6n,, Ex/Em, 485/528 pal:a la.calceiii.a y 54Q..'600 para el yodui.o

de propidio.' La vifabilidad, `celular fue  deter-mina.da considerando  tant®  la intensida.d  de

fluorescencia de la calc:ina cciii,Lio la del yoduro`tde pi.opidio.`

'`

1

2.2.8    Western blot.

Los  exti.actos  de proteinas .totales ,se  obtuvieron usando  un buffet- +de' exti.acci6n RIPA

(20  mM ti.is-Hcl pH 7,52150 mMNac1,i  mM EDTA,  1  mM EqT4;`ftl,;?/9,t.RE.BL40 y  1°/o
•¥t'.                               ¥         +.,

deoxicolato  de  sodio)  con un coctel  de inhibidoi.es. de pi-oteasas y  PMSF.  Par,.a ello  1as
\

c6lulas  se  lavai-on y  1-asparon  e.n  buffer RIPA  a  4°C 2so`bre  la  placa  de  ctiltivo  con  un

cezJ,5:crq^z7e7~.  El  extracto  Se  recolect6  Jen  tub`os !Eppendorf` e  incLro6  r5  hiinutos  a  4°C.

I
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Luego de este pet.iodo se I..e€i.liza una ceritri.fu.gaci6n ,a 12.000 1.pin d'urari_te  15 minutos. El

sobl-enadante   se   recolect6   y   cuahiific(:.   m`ediante   e

absoi.bancia a.560 \rmi (Bollag y cols.  1996).

illEi

m6todo    de   BCA   midiei`}.`rJo

En   la   separdci6n   electrofoi.6ti.ca,   se   cargal.on   25    iLLg   de   proteina   en   un   'g'el   de

poliacrilamida al 10% ,en con¢iciones denaturantes ,(SDS-PAGE). Uiia vez separadas las

protelnas  se  electi.otransfiriei.on  a  ima  membi.ana  de. niti.ocelulosa  durante  1  hot.a  30

minutos a: 300 rnA a 4°C. Pcira determinar 1`a eficacia .de la ti-ans±`erencia posterioi.mente

la membrana se tii~i6  con 1.ojo  Ponceau.  El  bloqueo  se i.ealizc'j  co; lec`he  desci.emada  al

5% en TBS-T20  (10 mM `Ti.is-Hcl pH 7,5,15.0 mMNacl y  0,1% Tween 20) dui.ante,1

hoi-a   zi   temperatura   ambiente.   Los   anticuei.pos   primarios   se   incubaron   en   leche

desci.emada al  1% en TBS-T20 a 4°C toda la iioche con agitaci6n suave. La, diluci6ii de

anticuerpos   utilizados   rue:   anti-tubulina   1:10.000,   anti-FPN1    1:1,000   y   anti-DMT1

1 :1000.  La incubaci6n  con  el  anticuei.po  secundario  se I.ealiz6  en leche  desci.emada  al
1'

1%  en  TBS-T20  durante  2  horas  a  temperatura  ambiente  con  agitaci6n  suave.   Lci

diluci6n  empleada  de  los  anticuerpos  secundarios  fue  de  1 :10000  para` ,el  anti-IgG  de

conejo y  1 :5000 para el anti-IgG de 1.at6n. Para el revelado se utiliz6 el. kit Supersignal

West  Pico   Chemiluminescent   Substrate  y   la  sefial   fie   detectada  mediante  placas

fotogi-aficas.
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2.2.9    RT-PCR

Se realiz6 RT-PCR contra los ARN .mensajeros de DMT1, FPN1, .rl-Iepcidina, IL-6, TNF-
'

a y Actina. Pal-a extraei-ARN mensq:jero de. DMT1, FPNl y Hepcidina desde iieuronas.,
*.

astrocitos y mici-oglias, se utiliz6 TRlzol segull instllLlcciones del fabl.icante. Para exti-aei-

ARN total desde astrocitos y microgllas se utiliz6 el ldt Qiagen RNeasy miniket. EI ARN

obtenido fue disuelto en agua tratada con DEPC y cuantificadQ, a trav6s de un nanodi.op

(Biotek). La `sintesis del ADNc se realiz6 mediante el uso de la transci.iptasa i-eversa M-

MLV  RT  (Moloney  Murine  Leulfemia  Vii.us  Reverse:  Ti.an§ci.iptase)   usand.o   como

templado   lLLg  de  ARN  total.  En  un  tubo.  `d?`  microcelltl.ifuga  libi-e  de  nucieasas  se

agl.egaron  lLLg de ARN total,1  ILL de oligodT 500 LLg/mL,1LLL de -MixdNTP  10 mM (10

mM  de  cada uno  de  los' nucle6tidos  trisfosfatos  dATP,  dG.TP,  dTTP  y  dcTP)  y  2igua

libi-e de nucleasas. La mezcla fue calentada a, 65°C por 5 miiiutos y eiifi-iada ripidainente

a 4°C. Luego se agreg6 4 LLl de Buffet-RT completo 5X (T1-is-Hcl 250 mM pH 8;3. ,KC1

500 mM, Mgc12   15 mM), 2  Ill de DTT 0,.1  M,1  Ill de Inhibidor de Ribonucleasas y  1

ILL de M-MLV RT. El contenido de los tubos fue mezclado e incubado por 50 minutos a
I

37°C. La i-eacci6n se inactiv6 por caleiitamien€o a 70°C durante 15 minutos.

El   10%  de  ADNc  genei.ado  fue  usado  como  templado  p2ira  la  amplificaci6n  I)oi.  lfl

i.eacci6n en cadena de` 1a polimerasa. En un tubo de microcentrifuga libi;e, de, ,pucleasa`s se
;..

agi.egaron 2,5  Ill de Buffer PCR  1`OX (T1.is-;Hcl t200 mM pll  8,.4, Kcl 500 mM),  I,5  LLl-

de   Mgc12   25   mM,  .0,5   Hl   de   MixdNTP   10   `mM,   0,5   Ill   de   pal-tidor  F67i/vcw.cZ  de

ami]lificaci6n  (10  Hrh),  0,5  prl  de pal-ti.dor jz'evG.yse  cle  amplificaci6n  (10  LLM), :0,5  Ill  de
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rczg  DNA Poliii_lei-as`a  (5  U/.L[1),  2,  Ltl  de  ADNc y  17  Ill  d€  agua libi.e' de  nuc'1easa,s., Los

pal-tidoi-es utilizados y  las  temper-aturas  de  apareainiento  estin  desci-itos  eii. Ia Tabla  1.

Las condiciones d.e PCR y los ampliflcados obtenidos pal.a cada pal.tidoi., se inuestran en

la siguiente tabla:

Tabla 2. Condiciones de PCR realizados.

•Sinibo]o              Tamafio amplificado              ciclos                            Tin

;        Actin
•=    ,:,`,`     ,{:``   (rt"k    .-'

DMTl

.   `Mh.(
Hel)C

•1;:::''3_::,,I

i  ..v,*?  .-

TNF-a

;:i;*4S:,;.::::;gri;f;:Lg:>P19`;P£'p`,`:!i.(+I-`

20l  pb

i',                i``?:.+L`¥SJi:;g,!-:,-

I

190

t .-,. i  ,:  ,`,`~=i.:%ii:fi,`L    ..

36

r       `¥<¥/.;;;,f36,"f.;A ....

+I-f  jfe :j!i¥~.`'         `  `. £,`^< 2*8#Lv&i; ..., }+±i4:`?;

40

:::<„;::<:::`T`;¥f519fEgit: r5i4;::,;:t.   I

58OC

•,.,     5,8Pc.`'-^j

a-'?         f `           ;

•58OC

kf;jE¥L;;:i:;i:::+:.5.ng:.;i;:,,,i.j€,{.;+=.ar;.5`,:,3£:S:;i.;i.S*;;,:;^:=S,:`r:.i:,:`:;g=.I,`€^tg¥cS,.¥,ty#;tr;{£`:,;:I,.`€.t
'.'  i.   i              `.=i|  i.,..`j.t`5ift`f,.i              .                    .i  '{iiz     ~~  £<!tr,3,}:/    ,`.i.i     `ir,"..   '     pr'`EL|`,.a"         `

546 pb                                  28                                59°C

El pi.ogi-ama utilizado fue el siguiente: 2 minutos ,a 95°C, ciclos de 30 segundo.s a 95°C,

1 miiiuto a Tin y 30 segundos a 72°C, seguido pot-una aniplificaci6Ii final de 10 minutos

a  72°C.  Los  amplificados  obtenidos, fueron I.esueltos  en u  gel  de  'agarosa  al  2%  y  las

bandas obtenfdas fuel-on cuantificadas usand'o el. pi-ograma Image J.

2.2.10  Dctdcci6n [le citoquinas

Las  citoquinas  IL-6 y  TNFnCi fuel.on  detectadas  mediante ELISA. (KRC0061  parEL IL-6,

de  I.ata  y  KRC3011  para TNFlor;  Invitrogen)  desde  los  sobrenadantes  dg    cultivos  de

2isti-ocitos o microglias tratados con 2 prM de fibi.illas de peptido AP durante 24 hot-as len

medio MEM/F12 si_n FBS 7 LiM de hierro, ,segtin instrucciones del fabi.icante.
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2.2.11  Inyecciones estereotdxicas

Los   ratones   fueron  anestesiados   con   10   HL/gr  de  peso   corporal   de  rna   soluci6n

compuesta por ketamina (1  mL), xilasina (0,5  mL) y Nacl al 0,9°/o (8,5 mL).  Una vez

anestesiados, se fijaron por la cabeza a un aparato estereotaxico. Posteriormente, la piel

fue  abierta con un bisturi,  se  fij6  el  bregma y  se realiz6  la inyecci6n en el  ventriculo

lateral derecho del rat6n utilizando las  siguientes coordenadas:  antero posterior (AP):  -

0.22 mm, medio  lateral(ML):  1  mm y dorso ventral  (DV):  2.5  mm.  Estas coordenadas

fueron corroboradas inyectando microesferas de poliestireno (beads) marcadas con Cy3

(Figura 3)

Figura  3  Inyecci6n  intracerebroventricular  de  Cy3-beads.  Ratones  de  13  semanas  fueron
inyectados  con  2  LtL  de  una  soluci6n  salina  de  Cy3-beds  en  el  ventriculo  lateral  derecho.  Los
animales fueron sacrificados a las 48 hrs. post-tratamiento por perfusi6n-fijaci6n transaortica con
4%PFA. Los cerebros congelados fueron cortados en 20 Lim con un micr6tomo de congelaci6n.
En  A  se  muestra  una  imagen  de  atlas  esterotaxico  de  rat6n  indicando  las  coordenadas  en  la
cualesse observa la imagen en 8. VLizq, ventriculo lateral izquierdo y VLder, ventriculo lateral
derecho.
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El protocolo de administraci6n de sustancias  se detalla en la Figura 4 y corresponde a

dos inyecciones de un volumen de 2 LtL cada una, separadas por un intervalo de tiempo

de 2 horas. Posteriormente los animales fueron dejados descansar por 72 hrs luego de la

tiltima  inyecci6n  y  finalmente  sacrificados.  La primera  inyecci6n  fue  realizada  con  2

HLde hepcidina o salino a una velocidad de flujo de 0,4 HL/min mediante la utilizaci6n

de una bomba de inyecci6n. A las 2 horas post-anestesia los ratones fueron nuevamente

anestesiados  para realizar  una  segunda  inyecci6n  con  2  HL  de  Apt.42,  Af)42.I o  salino.

Para ello  se  utiliz6 una mascara de  gas  con  isofluorano  al  0.9% y  a una velocidad de

administraci6n de 180 mL/min.

Hepc

Jl
.,on.:.                 :          ;                                           i272

I         ___I LL                                   I
XIIeclna/Kotamlne        laoflLiorano                                                                                                                   IFfllJQ

Figura 4. Protocolo de administraci6n de sustancias. Animales de  13 semanas de edad fueron
anestesiados  con xilacina y ketamina para  luego  via inyecci6n  icv  administrarles  hepcidina.  2
horas post-inyecci6n fueron nuevamente anestesiados utilizando isofluorano y se les administro
una  segunda  inyecci6n  icv  con  p6ptido  AP.  Los  animales  fueron  sacrificados  por  perfusi6n-
fijaci6n transa6rtica a las 72 horas.

Los   grupos   experimentales,   las   concentraciones   y   voldmenes   de   los   diferentes

compuestos inyectados se detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 3. Grupos experimentaies

Gi.upo              P5ptido AP  1-42                P6ptido AP 42-I                          h'epc                      N° tolal  de             N° de
N°                                                                                                                                                                     dosis                 ratones

;i',fa::',.,: ` i:H.:A.il'~i:f,,:`:i:;;:;':a:`;i:*    -'-

1,4.

i:.gi:f~,i/:3fi"l.;Ji``!i..r:f:?`,

``      ...-..,.....?,`     ly=£`          _

•                                .14'Jl

i.ii'8j'/ZR:.ruL:,?i;:::,:i;:=`j.;,44t)p.b£`i

f'`,.

10 ug/2  ul                               I

;::j'~€,;E:=:;;i;;:rd¥#^?;:^:¥i`{L-;{.)t„`~}``+,`}:~:`".rfr.i:::.,)^:j~:,`,..~=,?~.;`:;i;

440pmol/2 ul                        lo ug/2 ul

!^`.;,.I:-+  .:.:..     .`."   ``:i;+4"  '
•`'-     I     ci   .  `',tr

.            ^     -<`L`.,.=fu-.      i        {.? .,...,, `         '

a En grupos 5 y 6, hepcidiiia fue adininistradas 2 hoi.as pi-evio a la admi.nistraci6n de p6,ptido AP

por iliyecci6n iiiti.acerebi.oventricular (icv)

2.2.12  Inmunof luorescencia

Los  cei-ebi.os  de  I-atones  fueron fijados  por perf`usi6n  traliscal-diaca,  disectados,  fijados

dui-aiite   48   hol.as   (4%  pal-afolmaldehido   en   0,1   M  PBS),   cl-iopreservados   en  300/o

sacarosa  y  cortados  en  20  LLmen  un  micr6tomo  de  congelaci6n.  Los'  col-tes  flotaiites

fueron tratados con borohidi.Lu.o s6dico (NaBH4)  1mg/mL durante 10 minutos en PBSIX

pal-a eliminai. la autofluorescencia (Clancy y Caullel.1998). Postel-ioi-mente el tejido fug

permeabilizado  con  Trit6n X-100  al  0.5%,  bloqueado  en 4%  BSA  e  incubado  con  el

anticuei-po  pi.imario.   Los  anticuerpos  utilizados  fueron:   anti-GFAP   1:500,   anti-Ib\al

1:500,   anti-DMT1    1:500,   anti-FPN1   1:250,   anti-Tujl    1:1000  yanti-HNE   1:500.   La

marca  rue  visualizada  usando  Alexa  488  y  Alexa532  conjugado  como  anticuei.pos

seci.mdarios  a  una  diluci6n  de  1:500  y  TOPRO   1:500.  Finalmel-I,te  los  cortes  fuel.on

montados y analizados a ti-av6s de microscopia, a,onfocal.
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2.2.13`  Inmunohistoqulndca

Pal.a la imrmiohistoquimica,1os cortes.flotantes de 20 LLm de espesol. -fuel-on ti.atados ,con

20%  metanol  pal-a  la  eliminaci6n  de  la ,actividad  peroxidasa  end6gena.  El  tejido  fie
r,`r:

permeabilizado  con  Ti.it6n X|100  al  0.5%,  I)loqueado  en  4%  BSA  e  incubado  con  el

anticuei.po  primal-io  anti-Ibal   1 :500.  Postel.iormente  file  incubado  con  un  anticuei.po

biotiiiilado anti-IgG de conejo  1 :250 y luego con el kit ABC (Vectastain). La m'arca ±`ue

1.evelada utilizando  el  substl-ato  para la peroxidasa 3,3-dianino-bermadina  (DAB).  Los

tejidos  fueron  deshidratados  mediante   etanoi,  postel.iol.mente  pasados  pol.  xileno  y

finalemente montados utilizaiido Eulcitt (Fluka).

2.2.14  Pl'ogramtts utilizados

Para la constl-ucci6n de todos los gi-ificos se utiliz6  el programa Graphpadpi.ism 5. En

los  analisis  de  intensidad de  fluoi.escencia de  las  inmunofluoi-escencia en los  col-tes  de

tejido    se    utiliz6    el    pi.ograma    Quantity    Oiie    de    Bioi.ad.    En    el    analisis    de

imnunocitoquimicas y western blot se utiliz6 el pl-ograma Image J.

2.2.15  An,alisis estad{stico

El analisis  estad±stico  se 1.ealiz6 mediante el progi.ama Graph Pad Instat, utilizando un

test ANOVA (Analisis de Varianza) de una via param5ti.ico y no pal-am5ti-ico en ,donde
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los  post test  empleados  fuel.on  el  de' Dunn-ett y  el  de ltruskal-Wallis' respectivamente.

Fliei.on considel-ados significativos vaiol-es de jJ menol-es a 0.05.
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3       RESULTADOS

3.1 Ef;ecto de las citoquinas pro-infoamatorias IL-6 y TNF-olen la expresi6n de DMT1,

FPNl y hepcidina en neuronas, astrocitos y microglias

Lo primero que se realiz6 fue rna caracterizaci6n de los cultivos primarios de neuronas

hipocampales, astrocitos y microglias corticales (Figura 5).

Figura 5. Inmunocitoquimica de cultivos primarios enriquecidos en neuronas, astrocitos o
microglias.  En  lA  y  18  se  muestra  inmunocitoqdimica  de  un  cultivo  primario  de  neuronas
hipocampales marcados con PIII-tubulina (verde). En  lc y  lD se muestra la irmunocitoquimica
deun cultivo de  astrocitos, tefiido con su marcador especifico  GFAP  (amarillo).  En  lE y  lF se
muestra  la  inmunocitoquimica  de  un  cultivo  de  microglias,  las  que  fueron  marcadas  con  un
anticuerpo  contra  Cdl lb  (Rojo),  un  marcador  de  c6lulas  del  sistema  immune.  Los  ndcleos  se
marcaron con TOPRO-3 (azul). Barra = 50 Hm

En  la  figura  5A  y  58  se  observa  la  inmunocitoquimica  de  un  cultivo  denso  (loo.000

c6lulas/cm2) de neuronas de 8 DIV, las cuales fueron tratadas desde 2 DIV con Arac (4

LtM)  para  inhibir  la  proliferaci6n  celular.  El  95%  de  las  c5lulas  correspondieron  a
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iieui-onas que preseiitaban la tinci6n especiflca pal-a PIII-tubulina (vei-de) y un 5% a oti-os

tipos celulai-es no detei-minados. En la figui.a 5C y 5D se muestra la iiununocitoquiniica

de un cultivo  de astrocitos, tefiido con su marcad6r especiflco  GFAP  (amarillo). No  se

observ6 la pi.esencia de neui.onas ni micl.oglias en estos oultivos. En 5E y 5F se muestra

la iirmunocitoquimica  de un  cultivo  de  mici-oglias  marcadas  colt un  anticuexpo  contra

Cdl 1b (Rojo),1o que nos pet.1niti6 determinar  que la pureza de este cultivo es de un 901

95%.

Una vez caracterizados los cultivos, evaluamos el efecto de TNF-cl, IL-6 o LPS sobre lzi

expi.esi6n 'de DMTl  y FPNl  en neuronas., asti.ocitos y microglias. Los cambios a nivel

de proteinas a ti.av6s de 14;eJfcr77 bJof e inmunocitoquimica y cambios a nivel de ARNm a

trav6s de RT-PCR fueron analizados a 1.as  18 hoi.as postltratamiento.

Detei.minamos que TNF-ct, IL-6 y LPS inducen un incremento de aproximadamente 50-

67% en la expresi6n de DMTl junto coino un disininuci6n en un 45-65% de los niveles

de FPNl  en neuronas (Figui.a 6A). En astrocitos el ti-atamiento con TNF-a, IL-6 o LPS

tambi6n  indujo   un  inci-emento   significativo   en  los   niveles   de   pi-oteina  de   DMT'1,

mienti.as  que  tinicamente  el tratamiento  con LPS  genei.6  una  leve  disminuci6n  en  los

niveles  de pi-oteina de FPN1  (Figui-a  68).  Finalmente  el  ti.atamiento  de mici-oglias  con

TNF-Ch,  IL-6  o  LPS  produjo  un  inci.emento  signiflcativo  en  los  iiiveles  expresi6n  de

DMTl  sin alteral. los niveles de expresi6n de FPN1  (Figura 6C).

45



A
cng*    <ifs{f a   `*fo    `fr:h

®ngf:    <i5§{S   `*fo    vS

r3„ir    <iK€S  `*fo    vfb

cu§Kb     €;«:f a      `ivfo      vpfa

cg§b     <;«Sf a      `ivfo      v±

®g§S     <Ff{:f a      `S      vffo

Figura   6.   TNF-a,   IL-6   y   LPS   inducen   cambios   en   los   niveles   de   proteina   de   los
transportadores   de   hierro   DMTl   y  FPNl   en   c6lulas   derivadas   del   SNC.   Neuronas
hipocampales (A), astrocitos corticales (8) y microglias corticales (C) fueron tratadas .con TNF-
cL  (50  ng/ml),  IL-6  (50  ng/ml)  o  LPS  (1  LLg/ml)  durante  18  hrs.,  1os  cambios  en  la  expresi6n
deDMTl  y  FPNl  fueron  analizados  por  WesJe7'77  bJof.  El  panel  de  la  izquierda muestra  bJofs
representativos y el. panel derecho muestra la cuantificaci6n de la densidad de banda. Los valores
representan  el  prom.edio  ±  SEM  (n=  4).  *P<  0,05;  **P<  0,01  y  ***P<  0,001   comparado  al
control. Modificado de (Urrutia y cols. 2014).

46



El  analisis  de  la  expresi6n  de  DMTl  y  FPNl  a  traves  de  inmunocitoquimica mostr6

resultados similares. En neuronas, microglias y astrocitos se observa un incremento en la

inmunotinci6n para DMTl  frente a todos los tratamientos, mientras que en neuronas se

observa una disminuci6n de la inmunotinci6n para FPN1 (Figura 7).

DMT1
Neuronas       Astrocltos     Microglfas

FPN1
Neuronas      Astrocltos      Mlcroglla9

11111
IIEI

Figura 7. Expresi6n de DMTl  y FPNl  en c6lulas derivadas del SNC tratadas con TNF-a,
IL-6   y   LPS   visualizadas   por   inmunocitoquimica.   Neuronas   hipocampales,   astrocitos
corticales y microglias corticales fueron tratadas con TNF-Ci (50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL) o LPS
(I   Lig/mL)  durante   18  hrs,  analizando  los  cambios  en  la  expresi6n  deDMTl   y  FPNl   por
inmunocitoquimica (verde).  Para determinar el tipo celular,  las c6lulas fuero co-tefiidas usando
marcadores  especificos  de  linaje  Tujl   (neuronas),  GFAP  (astrocitos)  y  Cdl lb  (microglias)
(datos no mostrados). Barra = 50 Hm. Modificado de (Umitia y cols. 2014).

Con el fin de determinar si los cambios inducidos por el tratamiento con TNF-o[, IL-6 o

LPS en los transportadores de hierro DMTl y FPNl  se deben a cambios en la expresi6n,

se analizaron los niveles del ARNm a trav6s de RT-PCR, usando partidores especificos
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para cada uno  de ellos (Figura 8). En neuronas tanto  el tratamiento con TNF-.a, IL-6 o

LPS  increment6  1os  niveles  del  mensajero  de  DMT1,  mientras  que  no  se  observaron

difei.encias en los niveles del mensajero de FPN1  (Figura 8A). En astl.ocitos, similar. a lo

obsei-vado  en neuronas,  1os tres. tl.atamientos  generaron un incremento  significativo  en

los   niveles   del   mensajel-o   de   DMT1,   mientras   que   s61o   el   ti.atamiento   con  LPS

disminuy61os niveles del mensajero de FPN1 (Figura 88).

Con 1-especto  a las  microgllas,  1os  tres  tl-atamientos  tambi5n  generaron un incremento

significativo  en los niveles  de ARNm pal.a DMT1, mientras  que los tratamientos  con

TNF-ci o LPS generaron una disminuci6n significativa en los niveles del mensajero de

FPN1  (Figura 8C).

Figura   8.   TNF-u,   IL-6   y   LPS   inducen   cambios   en   los   niveles   de   ARNm   de   los
transportadores   de   hierro   DMTl   y  FPNl   en   c6lulas   derivadas   del   SNC.   Neui.onas
hipocampales (A), astrocitos corticales (8) y microglfas corticales (C) fueron tratadas con TNF-
cL (50 ng/mL), IL-6  (50 ng/mL) o LPS (1  LLg/mL)  durante  18 hrs. Los  cambios  en los niveles de
ARNm   de   DMTl   y   FPNl   fuel.on   analizados   por   RT-PCR.   Los   paneles   muestran   la
cuantificaci6n de la densidad de banda relativa al control. Los valores 1.epresentan el pi.omedio ±
SEM (n= 4). *P< 0,05; **P< 0,01 y ***P< 0,001comparado al control. Modificado de (Urrutia y
cols. 2014).
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\Para  determinar   si  log   cambios   en  la  expresi6n   de   log  transport..adores   de   liiei-i.o,

iiiducidos  poi.  las  citoquinas  pi.o-inflamatorias.  o`.el  LPS  resultan  e,n  acuniulaci6n  de

hiei-ro,  se  apaliz6  el  contenido  total  de  hierro  celular  a  ti.av5s  de  espectr3scopia  de

2Lbsoi.ci6n at6mica.

El tratamiento con TNFncl, IL-6  o LPS  durante. 1i8 hol.a5, incl-ement6 signiflc.ativalnente

el  contenido  celulai.  total  de  hierro  en  neul.onas  y  mici.oglfas,  pero  no  en, astrocitos
i

(Figura 9). Luego de los tl.atamientos, el contenido de hien.o en.mici.oglia.s fue cercano a

400  ng  de  Fe  por  mg  de  pi-oteina,  inientras  Clue  €n  neui.on&s  el  contenido  de  liieri.o
t¥

incremento desde 60 a 100-120 ng de Fe por in.g de pl.oteina. En 2istrocitos el contenido

celular de hi`eii-o se mantuvo en 45-50 ng de Fe por mg de pi.oteina..
I

Neuronas                       Astrocitos                      NIi croglias

Figura 9.  Estinulos inflamatorios inducen  cambios en  el conteni.do int.I-acelular de hierl.o.
Neu.ronas hipocampales,  astrocitos  col.ticales y  microglias  6orticales  .fueron .tratadas `con  TNF-Ch

(50 iig/mL), IL-6  (50 ng/mL), o LPS (1  [Lg/mL) dui-ante  18  hrs, posteriormente e|  contenido total
de   lii?I-ro   rue   determinado   ci   trav5s   de   espectrometrfa   de   absorci6n   at6mjca.   Los   valioi-es
I.epresentan  el   promed`io  ±   SEM   (ii=   3).   **P<  0.,01   compai.ado   al   control   col.respolidiente.
Modificado de (Uiruti'a y cols. 2014).
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Como se mencion6 anteriorii_iente hepcidiiia es ii.n posible cone.ctor eiiti.e la inflamaci6n

y la homeostasis de hierro.  Pol. 1o  cual mos int:el.es6 detel.miller. el tipo  celular productoi.

de  hepcidina  en  el  cerebro,  en respuesta  a  diferentes  estimulos  `inflamatorios  y  hiei.i-o

(Figul.a  10).

Asti.ocitos (Figura  10A) y microglfas (Figura  lop) tratados pot.. 2 .riot-as con IL-6, TNF-

cr.,  Fe  o  LPS  inci.ementaron  significativamente  los  niveles  de  ARNm  de  hepcidina.

Tantos  los  niveles  basales  de  ARNm  de  hepcidina  como  los  estimulados  ±`ueron  mas

altos en astrocitos que en microgllas (Figui.a 10C). En .neuronas no se. detect6 el ARNm

para hepcidina tanto  en  condiciones  basales  coino  frente  a los  difei-entes  ti.atamielitos

(datos no mosti.ados).

El  tratamiento  con  IL-6,  TNF-or,  hierro  o  LPS  tambi5n  inci.ement6  1os  niveles  de

proteina    para    hepcidina    en    astrocitos    y    micl.ogllas,    detectados    a    ti.av5s    de

imiunocitoquinica conti-a hepcidina en los difei.entes cultivosj celulai.es (Figura 10D).
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Figura  10.  Estimulos  inflamatorios  inducen  la  expresi6n  de  hepcidina  en  astrocitos  y
microglias.  Expresi6n de ARNm para hepcidina en astrocitos  (A) y microglia (8)  despu6s  del
tratamiento  con  TNF-tt  (50  ng/mL),  IL-6  (50  ng/mL),  Fe-NTA  (40  HM)  o  LPS  (1   Hg/mL)
durante  2hrs.   (C)  Cuantificaci6n  de  la  intensidad  de  banda  para  los  niveles  de  ARNm  de
hepcidina relativos a astrocitos no tratados. Los valores representan el promedio ± SEM (n= 3).
*P< 0,05;  **P< 0,01  comparado al control.  (D) Inmunofluorescencia para hepcidina (verde) en

astrocitos  y microglias tratados  con  TNF-a  (50 ng/mL),  IL-6  (50 ng/mL),  Fe-NTA  (40  HM)  o
LPS  (1  ug/ml)  durante  2  hrs.  La  co-tinci6n  con  GFAP  o  CDllb  (rojo)  fue  utilizada  para  la
identificaci6n de astrocitos y microglias, respectivamente. Modificado de (Urrutia y cols. 2014).
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Lo  siguiente  a  evaluar  fue  el  efecto  de  hepcidina  sobl.e  los  niveles  de  expresi61i  de

DMTl  y  FPNl   en  neui.onas,  astrocitos  y  microglfas.  Se  desarrollo  un  expel.imento

pi-eliminar  pal.a  detei-minar  la  concenti-aci6n  de  hepcidina  a  utilizar  y  el  periodo  de

tiempo  del  tratamiento,  analizando  su  efecto  en  la  degl-adaci6n  de  FPN1  (Figui-a  11).

Cultivos   de  neui.onas  hipocampales  tl.atados   dui-aute   6   horas   con  hepcidina  a  dos

concentraciones, 350 nM y 700 nM, mostl.al.on una disminuci6n de los niveles de FPNl

de un 50% y 6'5% I.espectivamente (Figu.a llA). Se utiliz61a concentl-aci6n de 350 nM

debido a que cori.esponde a un valor fisiol6gico observable durante iiiflamaci6n (Ganz y

cols. 2008).

Poster-ioi-mente `se evalu6 el tiempo  de ti-atamiento  en neuronas, astrocitos y mici-oglias.

Se obsei.v6 que en los ti.es tipos celulares el maximo efecto en la disminuci6n de FPNl

fue  a las  6 hot.as  de tratamiento, 1-ecupei-indose  a los niveles basales  luego  de 48  horas

post-ti.atamiento (Figul.a Ilo).
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Figura 11. Dependencia del tiempo y La concentraci6n de la disminuci6n de FPNl  mediada
por hepcidina en c6lulas derivadas del sistema nervioso central. (A) Neuronas hipocampales
fueron  tratadas  con  hepcidina  (350  or  700  nM)  durante  6  h  y  los  niveles  de  FPNl   fueron
analizados  por  wes/er#  a/a/  (8).  Neuronas  hipocampales,  astrocitos  corticales  y  microglias
corticales fueron tratadas con hepcidina (350 nM)durante 3-24 hrs y los niveles deFPNl  fueron
analizados por  Wres'/er# a/o/.  Los valores representan el promedio ± SEM(n= 3).  *P<0,05;  **P<
0,01  y***P< 0,001  comparado al control. Modificado de (Umitia y cols. 2014).
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De  acuerdo  a los  1-esultados  pi-eliminares  se  trataron  cultivos  de neui-onas,  astrocitos  y

mici.oglfas  con  350  nM  de  hepcidina  durante  6  hol-as  y  se  evalu6  el  efecto  en  los

transpoi-tadores de hierro FPNl y DMT1.

El    tratamiento    con   hepcidina   indujo    una   1-educci6n    significativzL   de   FPNl    cle

aproxiinadamente 50 % en neui-onas (Figui-a  12A), astrocitos (FigLu-a  128) y microglias

(Figura 12C). Adicionalmente, el ti.atamieiito con hepcidina genei-6 un inci-emento en los

niveles de DMTl  en microglias, no asi en neuronas o asti.ocitos.
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Figura  12.  Hepcidina  induce  cambios  en  FPNl  en  c6lulas  derivadas  del  SNC.  Neuronas
hipocampales  (A),  astrocitos  corticales  (8)  y  microglias  corticales  (C)  fueron  tratadas  con
hepcidina 350 nM durante 6 hrs, posteriormente la expresi6n de DMTl  y FPNl  fue analizada
por Wes./er7z a/of. Los paneles dela izquierda muestran  a/o/s' representativos de cada tipo celular
y `los paneles  de  la  derecha muestran  la  cuantificaci6n de la intensidad  de banda de  DMTl  y
FPN1. Los valores representan el promedio ± SEM (n= 6).**P< 0,01 y ***P< 0,001  comparado
al control. Modificado de (Urrutia y cols. 2014).

El analisis  a trav6s  de  inmunocitoquimica mostr6  resultados  similares.  El tratamiento

con hepcidina reduce la inmunotinci6n de FPNl  en neuronas,  astrocitos y microglias,

junto con un incremento en la inmunodetecci6n de DMTl en microglias (Figura 13)
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Figura 13. Inmunodetecci6n de FPNl  y DMTl  en c6lulas derivadas del SNC tratadas con
hepcidina.  Neuronas  hipocampales  (A),  astrocitos  corticales  (8)  y  microglias  corticales  (C)
fueron tratadas con hepcidina 350 nM durante 6 hrs y posteriormente la expresi6n de DMTl  y
FPN I  (verde) fue analizada por inmunofluorescencia. Para determinar el tipo celular, la c6lulas
fueron  co-tefiidas   usando  marcadores   especificos   de   linaje   (rojo):   Tujl   (neuronas),   GFAP
(astrocitos) y Cdl lb (microglias).  TOPRO (azul) fue utilizado para marcar ndcleo.   Barra = 50
Itm. Modificado de (Umitia y cols. 2014).

Estos resultados pueden ser relevantes en EA donde ha sido ampliamente reportado en

pacientes   un   incremento   en   los   niveles   de   citoquinas   pro-inflamatorias   y   rna
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desregulaci6n de lci horn.eostasis  dc hierro,  obser`./:indose dep6sit-os  de este metal  en las

placas  amiloides,  ovillos  neurofibi.ilal.es  y  en  las  1-egiones  lesionadas  (Smith  y  cols.

1997a,  Bush  2013).  Esta  acunulaci6n  de  hieri-o  s,e  ci-ee  que  podria  participar  en  la

genei-aci6n de estr6s oxidativo lo que llevaria a producir dafio celular y tisular (Rolston y

cols. 2009).

Sobre   'la   base   de   los   antecedentes,   evaluamos   el   efecto   de   las   citoquinas   pro-

inflamatoi-ias  en el tono  oxidativo de neuronas hipocampales.  Pal-a ello utilizamos una

t5cnica desari-ollada recielitemente en donde es posible obtenei. la relaci6n entre gi.upos

tioles oxidados y ,1-educidos preseiites en pi.oteinas utilizando maieinidas conjugadas con

fluor6foros  y asf  obtenei-  infoi-maci6n  del  estado  redox  de  lzL  c6lula  (Hoi.owitz y  cols.

2011).  Obsei-vamos  que un ti.atamiento por 3,0  min con TNF-ct,  11.,-6  o  LPS  induce un

incremento  en  la  1-elaci6n  de  tio.les  oxidados/1.educidos  de  la  c6lula,  pi.obatlemente

debido a un aumento en la producci6.ri de ROS (Figun.a 14). Este iricremento se mantuvo

luego  de  1  hora postLtratani.iQnto.  Estos  canbios rapidos  en el tono redox  de lzi c6lulas

|]odrian  ser  producto  de  la  act.ivaci6n  de  la  NADPH  oxidasa  (NQX),  ya  liue  se  ha

reportado  que  .ciertas  citciquinas  cC!mo  la  IL-6  pueden  producil.  ROS  a  traves  de  la
1

cictivaci6n de la NOX iieuronal (Dugan y cols. 2009).
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Figura   14.   TNF-a,   IL-6   y   LPS   inducen   cambios   en   el   tono   redox   de   neuronas
hipocampales. Neuronas hipocampales fueron tratadas con TNF-a (50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL)
o LPS (I  HL/mL) durante 30 minutos o  I  hora. El estado de oxidaci6n celular fue determinado
utilizando maleimidas conjugadas con fluor6foros que reaccionan con los grupos tioles presentes
en proteinas.  En el panel  superior se muestra una imagen representativa de  la  intensidad de  la
raz6n de oxidaci6n (SS/SH). En el panel inferior se muestra la cuantificaci6n de la intensidad de
fluorescencia de tioles oxidados  dividida por la intensidad de  fluorescencia de tioles reducidos
normalizado por el control.  Los valores representan el promedio ± SEM (n= 30 por condici6n).
***P< 0,001  comparado al control.

A continuaci6n utilizando la misma t5cnica se evalu6 el efecto de las citoquinas TNF-ct e

IL-6  y  de  LPS  en  el  tono  redox  de  neuronas  hipocampales  luego  de   18  horas  de

tratamiento en presencia o ausencia del antioxidante N-acetilcisteina (NAC), con el fin

de determinar si  el  cambio en el tono redox se debe a la producci6n de ROS  y si este

cambio puede ser revertido con el uso de antioxidantes (Figura 15).
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Figura   15.   TNF-a,   IL-6   y   LPS   inducen   cambios   en   el   tono   redox   de   neuronas
hipocampales. Neuronas hipocampales fueron tratadas con TNF-tt (50 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL)
o LPS  (I  Hg/mL) durante  18 horas en presencia o ausencia de N-acetilcisteina (NAC) 0,5  mM.
El   estado   de   oxidaci6n   celular   fue   determinado   utilizando   maleimidas   conjugadas   con
fluor6foros que reaccionan con los grupos tioles presentes en proteinas. En el panel superior se
muestra  una  imagen  representativa  de  la  intensidad  de  la  raz6n  de  oxidaci6n  (SS/SH).  En  el
panel  inferior se muestra la cuantificaci6n de  la intensidad de  fluorescencia de tioles  oxidados
dividida por la intensidad de fluorescencia de tioles reducidos  normalizado por el  control.  Los
valores  representan  el  promedio  ±  SEM  (n=  120  por  condici6n).  ***  P<0,00l  comparado  al
control, ### P<0,00 I  comparado por tratamiento en presencia y ausencia de NAC.

Se   observ6   que   TNF-a,   IL-6   y   LPS   mantuvieron   el   incremento   en   la   relaci6n

oxidado/reducido,  en  neuronas  hipocampales  luego  de   18  horas  de  tratamiento.   El

tratamiento  con  NAC  30  minutos  antes  del  estimulo  con  citoquinas,  disminuy6  la

relaci6n oxidado/reducido en situaci6n control, asi como tambi6n previno el incremento

del estado oxidado de las c51ulas inducido por las citoquinas y el LPS.
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Estos  cambios  en  el  tono  red.ox  podrian  1.e-_flejar  la,  pi.oducci{`ii.  de  ROS  iirducida  por

hierro. Pal.a evaluai- este fen6meno, nell.ronas hipocampales fuel.on tr-atadas con TNF-oL,

IL-6  o LPS  dun.ante  18  hot.as y luego cat.gadas con la-.sonda DCDHF-DA. La DCDHF-

DA   es   hidrolizada   al   iiitei.ioi.   de   la,   c6lula   al'  compuesto   no   ill.'[oi.escente   2',7'-

dihidi-ofluoi-esceina   :i   cual   emite   fluorescencia   al   ser   oxidade   .par   ROS   a   2'7'-

dicloi.ofluoresceina (DCF).` La oxidaci6n de 2',7'-dihidro-flur)resceina -es llevada a cabo

selectiv.amente por  el  1.ad:icai  hidroxilo  o  pol. peroxinitl.ito  en  tanto el  super6xido  y  el

per6xido  de  hide.6geno  no  son  efectivos  (Setsulrinai  y  cols.  2003).  Poi.  1o  tanto,  la

fluore.scencia  emitida  poi-  ia  DCF  relleja  probablemente   la  producci6n  de  1.adical
:

hidroxilo mediada poi.1a 1.eacci6ri. de Fell.tori O\funez y cols. 2004). Una^vez cargadas las

c5lulas  con la sonda,  se  1.egistr6  la intensid`ad de  fli.lot.escenciz]. c',e Ja DCF  luego  de un

ti.atamiento   agudo   con  20   LLM  de  hiel.1.o.   Observamos  que   las   c5,1ulqs  previaniente

ti.ata'das  con TNF-ci,  IL-6  o LPS, mosti.aban un inci.emento ,mayoi. en la intensidad de

fluoi.esceneia de  la PCF  que  las  c5lulqs  conti-ol  (Figui.a  |6A),., indicando  que  en  estas

c5lulas hay una mayoi. producci6n de 1-adical hidro¥ilo, en respuesta, a la ill.corpoi-aci6n de

hieu-o,  a  trav5s  de  la  1-eacci6n  de  Fenton.  Como  conti.ol  se  analiz6  1a  intensidad  de
i1

floi-escencia de la DCF en qusencia de hiel.ro3 para difel-enciar el efe.cto de la ,producci6n

basal de, 1;adical hidi.oxilo por las c51ulas.
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Figura  16.  TNF-oi,  IL-6  y  LPS  potencian  la producci6n de  ROS  generada  por  hierro  en
neuronas   hipocampales. Neuronas hipocampales fueron tratadas con TNF-tt (50 ng/mL), IL-6
(50  ng/mL)  o  LPS   (1   Lig/mL)  durante   18  horas.   Posteriormente   se  registr6  la  emisi6n  de
fluorescencia de la sonda DCF inducida por el tratamiento con 20  HM hierro FAS.  Para ello se
registr6 una  linea base  durante  2  minutos,  tras  lo  cual  se  aplic6  el  hierro.  En A  se muestra  la
curva en donde cada valor de fluorescencia esta dividido por la fluorescencia inicial registrada,
F/FO.  En 8 se muestra las pendientes de las curvas de intensidad de fluorescencia obtenidas para
cada  tratamiento.  Los  valores  representan  el  promedio  ±  SEM  (n=  3).  *P<0,05  comparado  al
control.

En  consecuencia,  la  inflamaci6n  podria  inducir  la  producci6n  de  radical  hidroxilo  a

trav6s de la activaci6n de dos vias paralelas: i) por aumento de los niveles intracelulares

de hierro mediado por el incremento de la expresi6n de DMTl  y ii) por el aumento de

los niveles de per6xido de hidr6geno mediados por la activaci6n de NOX en neuronas.
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Estos cambios podi.fall generar dalio oxidativo acumulativo cori. el [iempo.

3.2 Efecto de hepcidina en la expresi6n de citoqiiinus pi.o-infoamatoi.ias IL-6 y TNF-a.

ileducida por el pgptido B-o[miltoide en cultivos de astrocitos o miei.oglias.

Recientemente  se  repol.t6  una  nueva  funci6r`_  p`ara hepcidina,  1-e.|acionada  a  un  efecto

anti-inflamatorio.  Poi-  esto,  se  evalu6  el  efecto  de  hepcidina  sobre  la  Producci6n  de

citoquinas  pro-irfunatoi-ias   en  astrocitos   o   microgl{as   trat'adas,  con  p5ptido   Api.42.

Pi.eviamente   se   habia   1-eportado   la   inducci6n   de   citoqumas   pi-o-ihilamatoi-ias   en
£,

astrocitos  y  micl.oglias  luego  del  tratamiento ,con AP  (Hu y  cols.  1998, Floden y  co'ls.

2005). Esta 1-espuesta se `encuentra asociada a la activaci6n de TLI# y TLR4> siniilar a

lo  obsei-vado para el LPS` (Stewgr.t y cols. 2010, Walte.1. y cols. 2007, Fassbender y cols.

2004. O'Halloran y cols. 2014, Lotz y cols.. 2005).

'

Con  el  fin  de  evaluar  el  1.ol  anti-in.flamatorio   de  hepcidina,  .cultivos   de  astrocitos

col-ticales fuel-on ti-atados con hepcidina 350 nM. p5ptido AP 2prg/ILL o pi-e-tratados con

liepcidina  2  hot.as  y  luego  con  AP  durante  8  horas  para  posteriormente  analizar  la
I

expresi6n de IL-6 y TNF-Ci a traves de RT-PCR (Figui.a 17AIB). Se utiliz6 como control

adicional 1a secuencia invei-sa del p6ptido AP, denominada AP42.I .
1

Se obsei.v6 que el ,tratamiento con Ap I.42 aument6, signiflca.tivamelite (api.oximadamente

4  veces)  1os  niveles  de  ARIrfuii  tanto  para  IL-6  como  par.a  TNFLch,  mi.entras  que  el'
'

tratamiento con AP42.I not gener6 cambios significativos en los niveles de nell.sajero para
I

3
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IL-6 o TNF-oL, comparado a la situaci6n control, efecto que fue pl.evenido parcialmente

por el pre-tratalniento con hepcidina.
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Figura 17. Hepcidina reduce la expresi6n de TNF-or e IL-6 desde astrocitos tratados con el
p6ptido  AP.  Se  analiz6  la  expresi6n  de  TNF-or  e  IL-6  por  RT-PCR  en  astrocitos  corticales
tratados  con hepcidina  (350 nM), p5ptido AP  (2'Llg/uL,  8 hrs)  o pl.e-tratados  durante 2 hrs  con
hepcidina  y  luego  durante  8  hrs  con  AP.  En  A  se  muestra  una  imagen  representativa  de  la
expresi6n  de  TNF-c[  e  IL-6  a  traves  de  RT-PCR.  En  8  se  muestra  la  cuantificaci6n  de  la
intensidad de banda para los niveles de ARNm de TNF-Ch e IL-6. En C y D astrocitos corticales
fueron tratados  con hepcidina (350 nM), p5ptido AP (2  Hg/uL, 24 hrs) o pre-tratados  durante 2
hrs con hepcidina y luego durante 24 hrs con AP, la secreci6n de TNF-G` e IL-6 fue evaluada por
ELISA.  En  C  se  muestra  la  cuantiflcaci6n  de  la  secreci6n  de  IL-6.  En  D  se  muestra  la
cuantificaci6n de la secreci6n de TNF-or. Los valores representan el pi-omedio ± SEM (n= 3). **
P<0,01; *** P<0,001  comparado al control.
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Postei.ioriiiente  se  evalu6  1a  seci.eci6fl  de  IL-6  y  'n`TF-ci  liiediante  ELISA.  Para  ello,

cultivos  de  astrocitos  col.ticales  fueroii+  tratados  con  hepcidina  350  nM,  p6ptido  AP-

2LLg/ILL  o pl.e-tl.atados  con hepcidina por 2 hol.as y luego  con` el p5ptido Ap I.42  durante

24 horas.  Los medios fueron 1-ecolectados,  centltifugados y los  sobl.enadantes utilizados

para  analizar  la  secreci6n  de  citoquinas  (Figul.a  17C-D).Detei-minamos  que  el  p6|Jtido

Apt_42  indujo  un .aumento  significativo  en la secreci6n  de  citoquiiias  pi.o-in±1amatoi.ias

IL-6  y  TNF-Ci,  mientl.as  que  el' p6ptido  AP42.i no  genel-6  cambios  significativo,s  en  la

sect-eci6n  de  citoquinas  comparado  con  i.a  situaci6n  control.  El  pi-e-tratamiento  con

hepcidina redujo la secreci6n de citoquinas inducida por el p6ptido ,Api'.42.

Adicionalmeiite evaluamQs el efecto de hepcidina sobi.e la expresi6n :y. sect-eci6n de IL-6

y TNF-or inducido pol-Api.42 en cultivos primar'ios  de microglias. Parfl ello, cultivos de

mici.oglfas  col-tica|es  fueron tratados  con hepcidina 350 nM, p6pt.ido AP 2LLg/prL  o pre-
1

ti-atados con hepcidina 2 hol-as y luego  con AP  durante  8  horas, pal-a luego  analizar la

expresi6n  de  IL-6  y  TNF-Ci  a  trav6s  de  RT-PCR  (Figura  18A-B).   Simil2ir  a  lo  qule`

obsei.vamos     en     asti.ocitos,     las     microglias     tratadas     con     Api.42     auinental.on

significativamente  los  liive.les  de  ARNm  pqua  IL-6  y  TNF-Ci,  mientl-as  que  AP42.I no

genei.6   cambios   significativos   en  log  niveles   de  los  lnensajeros,   compi.ado   con  la

situaci6n  control.  El  pi-e-ti-atamiento  con  hepcidina  tambi6n  1-edujo  en  microglias  el
'L

incl.emento en los niveles de expresi6n del mensajero pal.a IL-6 o TNF-or iiiducidos poi.

el ti.atamiento con AP.
I
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Figura 18. Hepcidina reduce la expresi6n de TNF-er e IL-6 desde microglias tratadas con el
p6ptido AP. En A y 8 microglias corticales fueron tratadas con hepcidina (350 nM), p6ptido AP
(2LLg/uL,  8  hrs)  o  pre-tratados  durante  2  hrs  con  hepcidina y  luego  durante  8  hrs  c.on  AP,  la
expresi6n   de   TNF-or   e   IL-6   fue   evaluada  por   RT-PCR.   En   A   se   muesti.a.  una   imagen
1.epresentativa  de  la  expresi6n  de  TNF-Ch  e  IL-6    a  trav6s  de  RT-PCR.  En  8  se  muestra  la
cuantificaci6n de. la intensidad~de banda para los niveles de ARNm de TNF-ot e IL-6. En C y D
astrocitos corticales fueron tratadas con hepcidina (350 nM), p6ptido AP (2 LLg/uL, 24 hrs) o pre-
tratados durante 2 hrs con hepcidina y luego durante 24 hrs con AP, 1a secreci6n de TNF-or e IL-
6 fue evaluada por ELISA. En C se muestra la cuantificaci6n de la secreci6n de IL-6.  En D se
muestra la cuantificaci6n de la secreci6n de TNF-or. Los valores representan el promedio ± SEM
(n= 3). * P<0,05;   ** P<0,01; *** P<0,001  comparado al control.

Se analiz6 1a sect-eci6n de IL-6 y TNF-ci en los medios de cultivos de microglias ti.atadas

con    Apt.42.    Se    observ6    que    los    cultivos    de    microglias    secretan    basalmente
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aproximadamente  80  pg/mL  de IL-6.  El  ti-atamiento  con Api.42 .inci.ementa  este  a  180

pg/mL.  Con  I-especto  a  TNF-Ci  se  observ6  que  e.I  Af}i.42  incremelita  los  niveles  a  12

pg/mL.   En  el   caso   del   tratamiento  utilizando  AP42.I   no   se   opsei.vat-on  diferencias

signili_cativas  en  la  sect.eci6n  tanto  pal.a  IL-6  como  TNF-Ch.  El  pi.e-trataniieiito  con

liepcidina i-edujo el incremento tanto de la secreci6n de IL-6 colno.TNF-or,, inducido por

el ti-2itamiento con Api.42 a valol-es similares al control (Figur-a 18CTD).

En  1.esumen,   1os   datos   indican  que  hepcidina  reduce  la  expl-esi6n  y   secreci6n  de
1

citoquinas  pi.o-inflamatorias  IL-6  y  TNF-or  inducida  por  el  ti.atamiento  corn  Apt.42  en

astrocitos y microglias..

3.3 Efecto en el estrgs oxidativo y muerte de neuronas eJc|}uestas `tl. medi,os

condici,onados |]oi'  gttas tratadas con el p¢ptido fo-anuloide y/o hepcidina.

Lo  siguiente a evaluai. el efecto de los medios  condicionados  de a.sti-ocitos y microglfas

tl-atados  con  el p6ptido  Api.42  sobre la viabilida.d neuronal,  asf  cjomo  la generaci6n  de

estr6s oxidativo. Adicionalinente se analiz6 el posible 1.ol pi.9tector de hepcidina EL Li-av5s

de   la   disminuci6n   de   la   secreci6n   de   las   citoquinas   pi.o-inflamatorias.   Para   ello,

astrocitos  col-ticales  fueron ti-atados  con hepcidina 350  nM,  p6ptido AP  2  LLg/prl  o pi-e-

ti.atados   con   hepcidina   2   horas   y   luego   con   AP   dul.ante   24   horas.`.,Los   medios

condicioiiados 1.ecolectados fueron colocados sobi.e un cultivo de iieuronas hipocampales

de  7  DIV  dul.ante  48  hot-as.  Se  evalu6  el  efecto  d.e  los  medios  condicionado`s  en  la

geiiei-aci6n  de  esti.6s  oxidativo,  a  trav5s  de  analisis  de  la  inmunoi-eactividad  pal-a  4-
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hidroxi-2-nonenal  (4-ENE),  un  h,idroxialquenal  or,P-insa.turado  que  es  pi-oducto  de  la

per-oxidaci6n lipidica c.elulai-. Adema.s, evaluamos la viabilidad neui.oiial (Figui.a 19).

Se obsei-v6 que el medio condicionado obtenidos desde astrocitos corticales ti.atados con

AP I.42 indujo un inci.emento significativo en la imnunoi.eactividad conti-a 4-HNE (Figura

19A-B),   indicando  un  auinento   en  el   estr6s   oxidativo   de   las  .neuronas.   El   medio

coiidicionado   obtenido    desde   astrocitos   ti.atados    con   AP42.I    no.   genei-6    cainbios

significativos en la inmi.moreactividad contra 4-ENE.  Los medios  condicionados desde

asti.ocitos  que  fuel-on  pi-e-tratados  con  hepcidina  y  luego  con  Api.42  mosti-ai.on  una

iimunoi-eactividad conti.a 4-HNE similar a lo obsel-vado en la condici6n control.
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Figura 19. Hepcidina reduce el dafio oxidativo en neuronas hipocampales incubadas con el
medio  condicionado  por  astrocitos  tratados  con  el p6ptido  AP.  Astrocitos  corticales  fueron
tratados con hepcidina (350 nM), p6ptido AP (2 pug/uL, 24 hrs) o pre-tratados durante 2 hrs con
hepcidina  y  luego  durante  24  hrs  con  AP.  Los  medios  obtenidos  fueron  centrifugados  y  el
sobrenadante fue utilizado como medio condicionado. Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron
incubadas  con  estos  medios  condicionados  durante  48  horas.  La  producci6n  de  aductos  de  4-
HNE (peroxidaci6n lipidica) fue analizada por inmunofluorescencia para evaluar dafio oxidativo
asi  como  tambi6n  la  viabilidad  celular  luego  del  tratamiento.  En  A  se  muestra  una  imagen
representativa de la inmunofluorescencia contra 4-HNE (rojo) Tuj 1  (verde) y TOPRO (azul). En
8 se muestra la cuantificaci6n de la intensidad de fluorescencia para 4-HNE y en C se muestra la
viabilidad  celular  a  trav6s  de  ensayo  calceina/yoduro  de  propidio.  Los  valores  representan  el
promedio ±  SEM (n= 3).  * P<0,05;   ** P<0,0l;   ***  P<0,00l  comparado al control.  Barra = 50
[mi. MA= Medio condicionado de astrocitos.
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Adicionalmente,1as c5lulas tratadas con medios condicionados de astrocitos con Api.42,

mostraron rna moi.fologia altel-ada en donde se pueden api.eciar la pet.dida de neun.itas asf

como tambi6n la presencia de vesicula.ciones (Figura 19A). Este fen6meno es nienol. en

celulas tratadas con los medios condicionados de astl.ocitos con AP 1.42 y hepcidina.

Con  respecto  a  la  viabilidad  celulai.,  se  obsel.v6  un  leve  porcentaje,   1%,  de  muei.te

neuronal  producida por  la  incubaci6n  de  medios  condicionados  de  asti.ocitos  ti.atados

con  Api.42,  asi  como  tambi6n  la  incubaci6n  con  medios  condicionados  de  asti.ocitos

tl.atados  con  Api.42 y  hepcidina  mostraron  el  mismo  porcentaje  de  muerte  neuronal

(Figura 19C).

Pal-alelamente se analiz6  el efecto de medios condicionados  de microgllas tratadas  con

AP.  Mici.oglias corticales fueron ti.atadas con hepcidina 350 nM, p6ptido AP 2  LLg/ILL o

pre-tratados  con  hepcidina  2  hot.as  y  luego  con  AP  du.ante  24  horas.  Los  medios

condicionadosi.ecolectadosfueroncolocadossobi.euncultivodeneui.onashipocampales

de  7  DIV  durante  48  horas.  Se  analiz6  inmunoi-eactividad  pal.a  4-HNE  a  trav5s  de

irmunocitoquiniica y muei.te celular a trav5s  de calceina y yoduro  de pi-opidio  (Figui-a

20).
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Figura 20. Hepcidina reduce el dafio oxidativo en neuronas hipocampales incubadas con el
medio condicionado por microglias tratadas con el p6ptido AP. Microglias corticales fueron
tratadas con hepcidina (350 nM), p6ptido AP (2  Hg/Hl, 24 hrs) o pre-tratados durante 2 hrs con
hepcidina y luego durante 24 hrs con a-amiloide.  Los medios obtenidos fueron centrifugados y
el  sobrenadante  fue  utilizado  como  medio  condicionado.  Neuronas  hipocampales  de  7  DIV
fueron incubadas con estos medios condicionados durante 48 horas. La producci6n de aductos de
4-HNE   (peroxidaci6n   lipidica)   fue   analizada   por   inmunofluorescencia   para   evaluar   dafio
oxidativo  asi  como  tambi6n  la  viabilidad  celular  luego  del  tratamiento.  En  A  se  muestra una
imagen  representativa de  la  inmunofluorescencia  contra 4-HNE  (rojo)  Tujl  (verde)  y TOPRO
(azul). En 8 se muestra la cuantificaci6n de la intensidad de fluorescencia para 4-HNE y en C se
muestra  la  viabilidad  celular  a  trav6s  de  ensayo  calceina/yoduro  de  propidio.  Los  valores
representan el promedio ± SEM (n= 3).  * P<0,05 y *** P<0,00l  comparado al control. Barra =
50 Hm. Mpr = Medio condicionado de microglias
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Similar   a   lo   observado   anterior-mente,   se   determin6   que   el   medio   condicionado

obtenidos   desde   microglias   col-ticales   tratadas   con   Apt.42   induce   un   incl-emento

significativo  en  la  inmunoreactividad  contra  4-FINE  (Figura  20A-B)  y  poi.  tanto  un

anmento  en  el  estr6s  oxidativo.  Mientras  que  el  medio  condicionado  obtenidos  desde

microglias  tl.atadas  con  Af}42.i  no  genel.6  cambios  significa[ivos  en  la  iritensidad  de

fluoi.escencia  pal.a  4-ENE   (Figul-a  20A-B).   Asi  mismo   los   medios   condicionados

obtenidos  desde  astrocitos  que  fuel.on pre-ti-atados  con  hepcidina y  luego  con  Apj.42

mosti-ai-on una irmlunoreactividad menol- contra 4-HNE,  similai-  a lo  obsei-vado  con el

medio condicionado conti-ol.

Ademas las c61ulas incubadas con medios condicionados de mici.oglias ti.ata-das colt Ap I.

42,  mostraron una mol-fologia alterada en donde  se pudo  apl.ecial. `1a per.dida de neui.itas

asi como tambi6n la presencia de vesiculaciones (Figura 20A). Este fen6meno fue mayor

que  el observado  en los medios  condicionados  de asti-ocitos, indicando un mayor- dafio

celulai..  La  p6rdida  de  neuritas  asf  como  tambi6n  la  pi.esencia  de  vesiculaciones  es

1-educida en los medios condicionados de microglias tratados con AP].42 y hepcidinfl.

Con i-especto  a la viabilidad,  se  observ6  que la incubaci6n  con medios  condicionados

desde  microglias  ti.atadas  con  Apt.42, produjo  8%  de  muel-te  neuronal,  un  porcentaje

mayoi. que los medios condicionados de asti.ocitos. El medio condicioii'ado de mici-oglfas

tratadas con Api.42y hepcidina pi.odujo una muelfe celular meiiol-, de aproximadamente

un  2%.  Por  lo  taiito,  hepcidina  i-educe  la  toxicidad  de  los  medios  condicionados  de,

astrocitos  y  mici-oglias  ti-atadas   con  el  p6ptido   AP,   probablemente  a  trav6s   de  la
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disminuci6n de  la expi-esi6n .y  secreci6ri de citoquinas pi.o-inflamatorias  que  altei-an la

homeostasis ,de hieri.o y el estado 1.edox, celular generando dafio oxiclativo.

3.4 Efecto de hepcidinci en la activaci6n glial, estrEs oxidativo y dishomeostasis de

J'iieri.o en cerebros inyectados con p6ptido P-anuloide.

De  acuei.do  a  los  datos  obtenidos  en  c51ulas,  en  donde  eiicontrainos  que  hepcidina

reduce  la expresi6n y  secl-eci6n de las  citoquinas pl.o-inflanlatol.ias  TNF-Ci  e IL6  desde

astrocitos y micl.oglias tratados  con AP[.42,  asi como  tambi6n 1-educe  el dafio  oxidativo

de neuronas tratadas con estos medios condicionados, pi.ocedimos a evaluar el efecto del

p6ptido  AF}i.42`y  hepcidina  en  la  activaci.6n  glial,  estl-6s  oxidativo  y  dishomeostasis  de

liierro  I.7?  1;I.vo.  Los  experimentos  correspondientes  a  este  objetivo  se  I-ealizai.on  en  el

laboratoi.io  de Tei.apia Experimental  de  la Neurodegenel.aci6n a cargo  del  Di..  Etierme

Hil-sch  en  el  Centro  de  Investigaci6n  del  Instituto  del  Gel-ebro  y  la  M5dula  Espinal,
I

IIospital  de la  Salpetriei.e,  Paris,  Francia.  Pal.a ello 'se inyect6   en el ventriculo  latei.al

derecho   fibl-illas   del  p6ptido  Apt.42  sin  o   con  hepcidina' en  ratones  machos   c[e   13

semanas de edad (vet. Tabla 3). Se utiliz6 como control una inyecci6n tinicamente con la

soluci6n salina, vehlculo del 1-esto de las inyecciones y un control adicional en donde, se

utiliz6 el p5ptido inverso AP42.I.

:.

Lo .pi-imel-o a evalual. fue el efecto de hepcidina sobre la expresi6n de GFAP en cerebl.os

de 1-atoiies  inyectados  con  P-amiloide  a ti.av5s  de  imiiunofluoi-escencia  (Figura 21).  Se

analiz6  la expresi6n de  GFAP  en 3 1.egiones  del hipocampo  de los ratones inyectados,
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que denominamos U1, U2 y U3  (Figura 218). Ul  con-esponde a 1.uia 1-egi6n ubicada en

la  zona  CAl   del  hipocampo.  U2  col.1:esponde  a  la  regi6n  donde  se  ubica  la  fisui-a

hipocampal  y  U3  col-responde  a  la  capa  polimoi.fa  del  gil-o  dentado.  Se  obsei-v6  que

aumenta  la  inmunoi-eactividad  pal-a  GFAP  en  todas  las  regiories  analizadas  de  los

cinimales  inyectados  con Apt.42, no  asi  en los ratones  inyectados  con AP4,2.„  iiidicando

a.si la presencia de asti-ocitos 1-eactivos (Figura 21A).

Asi mismo se observ6 que el tratamiento con hepcidina tambi6n induce un aumento en

la irmiunoreactividad pal.a GFAP en todas las I-egiones analizadas, pero este auinentoi es

mucho  menoi.  que  el  obsei.vado  con  la  inyecci6n  de  AP|.42.  Iiitei.esantemente  el  pre-

ti.atainiento  con hepcidina redujo  signiflcativamente  el  incl.emento  de  la  expi-esi6n  de

GFAP  en la regi6n U2, genei.ado por la inyecci6n con Api.42, Ademas, se obsei.v6 una

tendencia no significativa de disminuci6n de la marca de CFAP eri las regiones Ul y U3

(Figui.a21C)
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Figura 21. Hepcidina reduce la expresi6n de GFAP inducida por la inyecci6n del p6ptido
AP.   Ratones   fueron   inyectados   con  400  pmol   de  AP,   10   ug   de  hepcidina  o   10   Hg  de
hepcidina/400  pmol  de  AP  en  una  soluci6n  salina.  Los  animales  fueron  sacrificados  a las  72
hrs. post-tratamiento por perfusi6n-fijaci6n transa6rtica con 4% PFA. La imagen corresponde a
un corte de 20 Hm del hipocampo, tefiido contra GFAP (astrocitos) en rojo y TOPRO (ndcleo)
en  azul.  En el  panel  superior se  muestra una imagen representativa  de  la tinci6n,  en  el panel
inferior izquierdo se muestran las 3 areas (U 1, U2 y U3) donde fue cuantificada la intensidad de
fluorescencia  de  la  tinci6n.  En  el  panel  inferior  derecho  se  muestra  la  cuantificaci6n  de  la
densidad de fluorescencia para GFAP. Los valores representan el promedio ± SEM (n= 4). *P<
0,05 comparado al control. Barra = 200 Hm.
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A c!ontinuaci6n se analiz6  el efecto  de hepcidina sot51-e ei nume,1-o, de microglias Iba+ en

cerebros de ratones inyectados con AP (Figura 22). Pfii.a este pi-op6sito, se sereccioiiai-on
'

dos I.egiones para analizar: Al y A2, ambas ubicadas en la fi.sura hipocampal, ya que es

la  zona  en  donde  se  observaron  mas  difei-enatas  en  cuanto  a  la  expi.esi6n. de  GFAP

(Figura  228).  El  tratamiento  con  Apt.42  indujo  un  leve  incl.emento  en  el  m'miero  de

c6lulas  lbal+  en la regi6n A2,  no .asi  en 1.egi6n A1.  Adicionalme.nte  se  obsei:v6  que  la

inyecci6n de AP42.I tambi6n genel.o un leve incremento en numei.o de c6lulas Ibal+, pero

este no alcanz6 a sel. significativo comparado con el colitl.ol (Figura 22A y 22C). El pre-

ti.atamiento  con  hepcidina  conti.ari.est6  el  incremento  en  el  irdmerc`  de  ,celulas  Ibal+

genei.ado por el AP I.42 en la 1.egi6n A2.
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Figura 22. Hepcidina disminuye eL ntimero de microglias en cerebros de ratones inyectados
con p6ptido AP. Ratones fueron inyectados con 400 pmol de AP,10 Lig de hepcidina o  10 Hg de
hepcidina/400 pmol de AP en una soluci6n salina. Los animales fueron sacrificados a las 72 hrs.
post-tratamiento por perfusi6n-fijaci6n transa6rtica con 4%  PFA.  La  imagen  corresponde  a un
corte de 20 Hm del hipocampo, tefiido contra lbal  (microglias) en verde. En el panel superior se
muestra  rna  imagen  representativa  de  la  tinci6n  en  dos  areas  Al  y  A2.  En  8  se  muestra  la
ubicaci6n de las regiones donde fue cuantiflcada la intensidad de fluorescencia de la tinci6n. En
C  se  muestra  la  cuantificaci6n.  Los  valores  representan  el  promedio  ±  SEM  (n=4).  *P<0,05
comparado al control. Barra =  loo Hm.
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Sobre la base de los resultados anteriores se analiz6 la morfologia de las celulas Ibal+ en

esta region, para determinar si existe activaci6n glial en respuesta a la inyecci6n de Api.

42   y   si   hepcidina   es   capaz   de   revertir   este   fen6meno.   Para   esto,   se   realiz6   un

inmunohistoquimica utilizando DAB, el cual al oxidarse forma un precipitado insoluble

sobre el tejido, proporcionando una imagen muy nitida (Figura 23).

Control

lil;=:::-   giE:-

AP142 Hepc/Ap i42                   AP42_I                   Hepc/AP42_I

ffi---_=H_=:-=
:::-±:I_=i::-:::==:--__::-L=:-:i-.

AP142 Hepc/Api42

Figura 23. Hepcidina reduce La activaci6n de microglias en cerebros de ratones inyectados
con p6ptido AP. Ratones fueron inyectados con 400 pmol de AP,10 Hg de hepcidina o  10 Llg de
hepcidina/400 pmol de AP en una soluci6n salina. Los animales fueron sacrificados a las 72 hrs.
post-tratamiento por perfusi6n-fijaci6n transaortica con 4%  PFA.  La imagen  corresponde a un
corte de 20 Hm del hipocampo, tefiido contra Ibal  (microglias) utilizando DAB.  En A, el panel
superior muestra una imagen representativa de la tinci6n en el hipocampo y el panel inferior se
muestra un zoom de la imagen superior. En 8 se muestra un aumento digital de las condiciones
Api.42 y hepc/ Api.42. (n=4)Barra =  loo Hm.
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Apoyando   a   lo   encontrado   con   i.jill-it-`;ii+ofluoi.e§deri±i£<i.,   se   o.bserv6   que   la   ill_yecci6n

i
inti-acerebl.oventi-icular  con  Api.42  altel.a  la  morfologfa  de  c51ulas  lbal+,  presentaiido

6stas  un  mayoi.  irdmero  de  pi-olongaciones  y  de  mayor  gi.osor  que  las  c51ulas  Ibal+
I

observadas en los 1.atones control (Figun-a 23A)`. `El pl-e-tratamiento con hepcidina revii.ti6

el fen6meno observado con la inyecci6n de Api.42 (Figura 238).

Se  deter.min6  si los  cambios  observados  antei-ioi.mente podrian influii- en .la generaci6n

de  esti.6s  oxidativo  en estas, 1.egiones.  Para ello  se  analiz6  la imi_Inn.oi.e.actividad pal-EL 4-

I:INE  en  el  hipoc.ainpo  en  la  regi6n  que  abai.ca  desde.  el  giro  deli{ado  kastaT la 1-egi6n
i:+  ?tt

CA1(Figura 24).Se determin6  que en hipocailipo  de animaies inyectados con Apj_42  se

indujo un aumento significativo  en la ii-jinunoi-eactividad para 4-IINI, en toda la 1.egi6n

analizada, nQ  asi en los animales inyectados  con AP42.I.  La iimiunoi-eactividad pcu.a 4-

IINE     se     Qbserv6     en     ce.Iulas     que     moi.fo16gicamente    pqu-ecen     ser    neuronas.

Interesaiitemente    la    inyecci6n,   s6lo    con   hepcidina   produjo`  un    incremento    no

significativo,  eii  la  iimiunoreactividad  para  4-HNE.   Siniilai.  a  lo  observa.dQ  con  la

activaci6n glial,  el pi-e-ti-atamiento  con hepcidina suprimi6  la peroxidaci6n lipidica en

los animales inyectados con Apt.42.

78



A

:i.'f-?.z:....

Api42                 Hepc/Api42                  AP42-1                   Hepc/AP42_1

c§S      vyst      vstfr    rf      st    §rf

Figura  24.  Hepcidina  reduce  el  estr6s  oxidativo  inducido  por  la  inyecci6n  de  p6ptido
AP.Ratones   fueron   inyectados   con   400   pmol   de   AP,   10   Hg   de   hepcidina   o   10   Hg   de
hepcidina/400 pmol de AP en una soluci6n salina. Los animales fueron sacrificados a las 72 hrs.
Post tratamiento por perfusi6n-fijaci6n transa6rtica con 4%  PFA.  La imagen corresponde a un
corte de 20 Hm del hipocampo, tefiido contra 4-HNE (peroxidaci6n lipidica) en verde y TOPRO
(ndcleo) en azul. En A se muestra una imagen representativa de la tinci6n, en 8  se muestran el
area  donde  fue  cuantificada  la  intensidad  de  fluorescencia  de  la  tinci6n.  En  C  se  muestra  la
cuantificaci6n de la densidad de fluorescencia para 4-HNE. Los valores representan el promedio
+ SEM (n=4). *P<0,05 comparado al control. Barra = loo Lim.
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En conjunto,, estos resu.Itados sugiere.ri. qu6 hepc`idiria I..edfJce la activaci6n de astrocitos
'`

y mici.oglias  asi como  la genel.ia.ci6ri  d€  estr6s` oxidativo  e].I fl.eon.0}.ias  genei.ado  por la

inyecci6n de p5ptido A'P  i.42.

•,,

\.'

A continuaci6n se analiz6 ei e±.ecto del p5ptid.o AP y hepcidina scibl.e la |iomeostasis de

hiel-1.o.

El  blanco  molecular  de  hepcidilia  es  el  transpol-tador .de  hierro  FPN1.  Por  lo  tanto  lo

primero a evaluar fue la presencia de FPNl mediante inmunofluoi.escencia en la regi6n

CAl  del  hipocampo  de  i-atones  inyectados  cori Api.42 y/o  hepcidina  (Figun-a 25A).  Lal

inyecci6n   con  Api.42   geiiei-6   un   in6remento   no   significativo   en   la   intensid.ad   de

fluorescencia  para  FPN1,   en  11.euronas  y   otros  tipos  celulares.  Pot-  el  coritrario,   la

inyecci6n  con  AP42.1   mostl.6  resultados  similares   a  los   observados   eii  la  situaci6n

control.   El   ti.atamiento   tinicamente   con   hepcidina   Ilo   genei.6   diferencias   en   la
I,'

iirmunoi.eactiviqad de FPN| , en .ta|ito que el pl.e-tratamiento con hepcidina 1.eduj;o el leve
I

iiicrementQenlairmurtol.eactividaddeFPNlinducidapol-lainyecci6ndeAP|.42.
!
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Figura  25  Hepcidina  disminuye  La expresi6n  de  FPNl  en  cerebros  de  ratones inyectados
con p6ptido AP. Ratones fueron inyectados con 400 pmol de AP,10 Hg de hepcidina o  10 Llg de
hepcidina/400 pmol de A0 en una soluci6n salina. Los animales fueron sacrificados a las 72 hrs.
Post tratamiento por perfusi6n-fijaci6n transa6rtica con 4%  PFA.  La imagen corresponde a un
corte de 20 Hm del hipocampo tefiido contra FPNl  en rojo, Tujl  en verde y TOPRO (ndcleo) en
azul. En A se muestra una imagen representativa de las tres tinciones y la sobreposici6n de ellas.
En  8  se  muestran  la  cuantificaci6n  de  la  densidad  de  fluorescencia  para  FPN1.  Los  valores
representan el promedio ± SEM (n=4). Barra = 50 urn.
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Figura 26. Hepcidina disminuye la expresi6n de DMTl  en cerebros de ratones inyectados
con p6ptido AP. Ratones fueron inyectados con 400 pmol de AO,10 Hg de hepcidina o  10 Ltg de
hepcidina/400 pmol de AP en una soluci6n salina. Los animales fueron sacrificados a las 72 hrs.
Post tratamiento por perfusi6n-fijaci6n transaortica con 4% PFA.  La imagen  corresponde  a un
corte  de  20  Hm  del  hipocampo  tefiido  contra  panDMTl  en  rojo,  Tujl  en  verde  y  TOPRO
(ndcleo)   en   azul.   En  A   se   muestra  una   imagen  representativa  de   las   tres   tinciones  y   la
sobreposici6n de ellas.  En a  se muestra en detalle  la expresi6n de DMTl  en el hipocampo  de
ratones   inyectados   con   AP1-42.   En   C   se   muestra   la   cuantificaci6n   de   la   densidad   de
fluorescencia  para  DMTl.  Los  valores  representan  el  promedio  ±  SEM  (n=4).   **P<  0,01;
***P<0,001  comparado al control. Barra = 50 [im
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A continuaci6n 'se analiz61a expre.si6n de DMT1. Paica silo se utilizt5 un ar+ticuexpo, que

detecta  todas   las   isofoi.mas   del  transportador  (Figura  26A).  €e   determin6   que   la

inyecci6n  con Api.42  indujo  uri auinento  significativo  de  la expi.esi6n de  DMTl  en la

1-egi6n  CAl  del  hipocampo  de  los  i.atones  ifi:t3.i!ectados.  DMTl   esta  presente  taiito  en

neuronas,  detei.minado por la co-tinci6n  contra Tujl,  asl'  como  tambi6n  en  otros  tipos

celulai-es  (Figura  268).. Adicionalmerite,1a  inyecci6n  con  hepcidina  indujo  una  leve

disminuci6n  en la inmunoreactividad  de  15MT1,  per-o  esta difei-encia no  alcanz6  a sei.

significativa  (Figura 26C).  La inyecciv6n con AP42.I no  gener6  cambios  en la expi.esi6n

de  DMT1,  siendo  los  niveles  de  inmunoi-eactividad  similai-es  a  lo  obsei.vado  en  la

sifuaci6n     control.     Pot.    otra    parte,     el    pl.e-tratamiento     con    hepci,dina    1-edujo

significativamente el iiici.emento de la expresi6n de DMT1.generado por el Ap I.42.

En resumen, se determin6  que el p6ptido Api.42 induce la activaci6n de astrocitos y

mici-oglias en el hipocampo, asf como tapbi5ii aunenta el esti-6s oxidativp, la expi.esi6n

de  FPNl  y  DMT1.  El  pre-tratamiento  con hepcidina   I.evirti6  este  efecto  y  por tanto

geiiei.a protecci6n fi.elite al p5ptido P-amil6ide.
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4   .DISCUSION

Los  pi-ocesos  inflamatorios   activos  y  la  acunulaci6n  de  hieri.o   son  cai.actei.£sticas

patognom6nicas  de una g1.an val.iedad de enfermedades neurodegenei.ativas incluyendo

laEA.EnlaEA,Iainflamaci6nesmediadaporlapi.esenciademicl.ogliasameboideasy

asti.ocitos  1.eactivos  en  la  pi.oximidad  de  las  placas  seniles,  asi  como  tambi6n  por  la

seci.eci6n  de  citoquinas pro-inflamatorias  tales  colno  IL-1,  IL-6,  y  TNF-or,  entre  otros

mediadores. La desi.egulaci6n de la homeostasis de hiei.ro ha sido observada en animales

ti.aiisg6nicos  usados   como   modelo   de   la  enfermedad  y   en  tejido  post-mortem   de

pacientes con EA.  Esta desregulaci6n se car.actel.iza poi. la acuniulaci6n de hiei.ro  en la

corteza  e  hipocampo  y  por  la  desregulaci6n  de  sus  transpoi.tadores   celulai.es.   Sin

embai.go,  se  desconocen  los  mecanismos  que  relacionan  ambos  procesos  durante  la

neui-odegeiiei-aci6n. En esta tesis se analiz6 1a i-elaci6n enti.e estfmulos inflamatoi.ios y la

desi-egulaci6n  de  la  homeostasis  del  hierro  en  c51ulas  del  SNC,  asi  como  tambi5n  el

papel  de  hepcidina  en  este  pi.oceso.  Adicionalmente,  se  evalu6  el  efecto  del  p5ptido

Apl-42  en  la  generaci6n  de  citoquinas  pi.o-inflamatorias  en  neuronas,  astrocitos  y

mici.oglias, y el rol de hepcidina como modulador de la I-espuesta inflamatoria inducida

pO1. AP 1 -42.

Se  detemiin6  que las  citoquinas pi.o-inflamatorias IL-6 y  TNF-or,  asi  como  tambi6n el

agonista  de  TLR-4  LPS,  ejel.cen  un  pl-ofundo  efecto   en  la  homeostasis  de  liien.o,

inci.ementando  la  expresi6n  de  DMTl   y  la  acumulaci6n  inti.acelular  de  hiei-ro.   Se
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encontr6 que hepcidina es expl.esada por astrocitos y mici-o,gllas en 1.espuesta a estimulos

inflamatorios y que actha disminuyendo la expresi6n de FPN1.

Adicionalmente se observ6 que el AP induce la, producci6n y secl.eci6n de IL-6 y TNF-a

en asti.ocitos y microglias. A su vez estos medios condicionados geiiel.an esti.6s oxidativo

en neui-onas, respuesta que es suprimida por hepcidina.

4.1 Relaci6n eutre la i]rflamaci6n y la honueostasis de hierro.

La  relaci6n  enti.e  la  iiiflamaci6n  y  la  homeostasis  de  hien-o,  evaluada  a  trav5s  del

ti.atamiento z.77 i;z./ro con citoquinas pro-inflamatol.ias y LPS mostr6 ser c6lula-especiflca.

Efecto  de  TNF-cl.  IL-6  v  LPS  sobre  DMT1.  En  neuronas,  astrocitos  y  hicroglfas  el

tratamiento con TNF-Ci, IL-6 o LPS gener6 un inci.emento de los niveles tanto proteicos

como  de  ARNm para DMT1.  Este  inci.emento  se  debe probablemente,    en pal-te,  a la

activaci6n de vfas de sefializaci6n que inducen la transci.ipci6n de DMT1. Pi.eviamente

se ha descrito que TNFnCi, IL-1P y LPS inducen la translocaci6n nuclear y activaci6n del

factor  de  transcripci6n  NF-icB  (Hanke  y  Kielian  2011a,  Wajant  y  Scheurich  2011,

Pugazhenthi  y  cols.  2013,  Yao  y  cols.   2014,  Jeong  y  cols.   2014).  NF-KB  ha  sido

repoi.tado   como   un   activador   transcripcional   de   DMTl   en  val.ios   tipos   celulares

incluyendo neuronas (Paradkai. y Roth 2006b, Paradkar y Roth 2006a, Xu y cols. 2010,

Ingrassia  y  cols.  '2012).  Por  lo  tanto  es  posible  que  la  citoquinas  pi.o-inflamatoi.ias  a
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trav6s de la activaci6n de NF-1cB regulen la expresi6n transcl.ipcional de DMTl  en los

tres tipos celulai.es.

El aumento de la expresi6n de DMTl luego del tl.atamiento con citoquinas o LPS, puede

debei-se  tambi6n  a  un  anmento  en  la  actividad  de  IRP1.  En  c5lulas  de  asti.ocitoma

humano se ha obsei.vado que el tratamiento con IL-1P incrementa la asociaci6n de IRP 1

al ARNm.  Estos  cainbios  no  se  deben  a un  alteraci6n  en los  niveles  de  expi.esi6n  de

IRP1, sino mas bien a un aumento de su actividad IRP y una disminuci6n su actividad

aconitasa (Pinero  y  cols.  2000b).  En macr6fagos  la  estimulaci6n  con IFN-y,  TNF-Ch y

LPS pi-oduce un incl.emento en la capacidad de uni6n de IRpl  e IRP2 incrementando la

expresi6n de DMT1  (Wal.dro.p y Richardson 2000, Yang y cols. 2002, Ludwiczek y cols.

2003,  Wang  y  cols.  2005).  Adicionalmente,  el  tratamiento   con  IL-1P  o  TNF-or  de

cultivos  pi.imarios  mesencefalicos  induce  un  incremento  en  la  expi.esi6n  de .DMTl  y

TfRl junto con una disminuci6n de le expresi6n de FPNl  a tl.av6s de un incremento en

la niveles y  la activaci6n de IRP1  (Wang y  cols.  2013).  Por lo  tanto  la activaci6n  de

IRp 1  o IRP2 mediada por las cit`oquinas pi.o-inflalrmatorias aunientaria la ti-aducci6n de

DMTl  a trav6s  de  la  estabilizaci6n  del ARNm por uni6n  al  sitio  IRE  en  el  exti.emo

3 'UTR del mensaj ero.

La acunulaci6n de hiei.ro  en neuronas y mici.oglias ha sido  ampliamente 1-eportado  en

varias   enfei.medades   neurodegenerativas.   El   mecanismo   subyacente,   podria   estar

asociado  al aumento  en los niveles de expi-esi6n de DMTl  inducido pot. las citoquinas

pro-inflamatoi.ias tal como sugiereir los 1.esultados de esta tesis.
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El  aiialisis  de  tejido  post-mortem  de  pacientes  con  EP  ha  I.evelado  altos  niveles  de

expresi6n  del  1.eceptor  de  TNF   (TNFR)   (Boka  et  al.,   1994),   en  conjunto   con  un

incremento tanto en la inmunoreactividad nuclear de NF+cB  (Hunot et al.,1997), como

en  los  niveles  de  expresi6n  de  DMT1  (Salazar  y  cols.  2008).  Sobre  esta  base  se  ha

propuesto  que en el desai.rollo  de la EP, 1a activaci6n de NF-rd3 podria cumplii. un 1.ol

significativo  en  acunulaci6n  de  hien-o  poi.  las  neuroiias  dopamin6i.gicas  de  la  SN  a

ti.av5s de la 1.egulaci6n sobi.e DMT1  (Kosti.zewa). En la EA, tambi5n se ha obsei-vado un

auinento   de   la  translocaci6n  nuclear   de  NF-icB   en   glias   y   iieuronas   colin5i-gicas

(Boissiei.e  et al.,  1997) junto  con un inci-emento  de los niveles  de  expi.esi6n de DMT1

(Zlieng et al., 2009) y el contenido de hierro (Tao et al., 2014). Mas arfu, se ha observado

que DMTl  colocaliza con el AP pi-esente en las placas seniles en tejido postmortem de

pacientes con EA (Zheng y cols. 2009) y, en el modelo mu-ino de EA APP/PS1, se ha

obsei-vado un aumento en la expresi6n .de  DMTl en corteza e hipocampo (Zheng y cols.

2009). Por lo tanto, en EA y PD la activaci6n de la via de sefializaci6n asociada a NF-lcB

por  mediadores  inflamatorios  podrfa  ser  1.esponsable  de  la  acurnulaci6n  de  hien-o  a

trav6s de la regulaci6n de la expresi6n de DMT1.

Por otro lado, dentro de los factores que podl.fan influenciar la activaci6n de IRpl  esta la

producci6n de ROS. En la literatui.a esta ampliainente descrito que ciertas citoquinas y el

LPS  pueden  inducir  la producci6n  de  ROS  en  c51ulas  a trav5s  de  la  activaci6n  de  la

NADPH  oxidasa  y  la  inducci6n  de  la  expresi6n  de  la  iNOS  (Pawate  y  cols.  2004,

Clement y cols. 2010, Qin y cols. 2013). Recientemente, en microglias ha sido 1.epoi-tado

87



que  el ROS mitocondrial tambi6n podi.ia contribuir a la sefializaci6n mediada por LPS

(Park y cols. 2015). ROS y NO estin desci.itos como reguladores de la activaci6n de IRP

(Muellel. 2005).  En varios  tipos  celulares  el tratamiento  con H202  ex6geno  induce un

aumento  en  la  actividad  de  IRP1   (Martins  y  cols.   1995,  Pantopoulos  y  cols.   1996),

inci.ementando  la expresi6n de T.fR y .disminuyendo la de fei.ritina (Caltagii.one y cols.

2001). Por otra parte el NO tambi6n induce la activaci6n de IRpl y en menor medida la

de IRP2  (Pantopoulos y cols.  1996).  La 1.egulaci6n de las ROS  y  el NO  sobi.e IRpl  se

postula que es a tl.2lv5s de su cJ#s/er 4Fe4S. EI I-1202 dafia y oxida el complejo 4Fe-4S

coiIvirti5ndolo en 3Fe-4S, generando la p5rdida de la actividad aconitasa y poteiiciando

su    actividad    de    IRP.    Mientras    que   NO    1-eacciona    con    ?I    complejo    4Fe-4S

transfoi.malidolo   en   [(NO)2Fe(SR)2]   el   cual  tampoco   es   funcional   como   aconitasa

(Ui-rutia y cols. 2014, Fillebeen y Pantopoulos 2002). El efecto del NO sobi-e IRP2 atin

no esta clai-o, aunque se ha observado que estabiliza su ARNm (Fillebeen y Pantopoulos

2002).  En este sentido se ha reportado  que la. estimulaci6n de macr6fagos con IFN-y y

LPS  pi.oduce un inci-emento  en la actividad de uni61i a los  sitios IRE de IRpl  y IRP2,

aumentando  los niveles  de  expl.esi6n  de DMT1  (Wal.drop  y  Richal-dson 2000).  Por lo

tanto   es  posible  que  las  citoquinas  regulen  la  expl.esi6n  de  DMTl   a  trav6s  de  la

activaci6n de IRP 1 mediada pot. la producci6n de ROS.

Tanto  en la EA como  en la EP  se ha observado un auniento  en 1.a pi.oducci6n de ROS

asociado a la activaci6n de procesos inflamatorios (Glass y cols. 2010). Adicionalmente,

en  EA  se  ha  observado  aumento  de  la  inmunoreactividad  de  IRP2  en  las  neui-onas

remanentes  que  pi.esentan  lesiones  neon.ofibi.ilares  (Smith  y  cols.  1998).  Mas  zii.'m,  en
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algunos tejidos obtenidos desde pacientes con EA tambi5n se hun observado alter.aciones

en la inter.acci6n IREARP.  Esta altei.aci6n podi.ia ser la 1.esponsable  del auinento  de la

expresi6n de TfR sin cambios en los niveles de fen.itina (Pinero y cols. 2000a).

Pot.  1o  tanto  durante  el  desari.ollo  de  la  EP  y  EA,  la  secl.eci6n  de  citoquinas  pro-

inflamatorias 1.egularia la expi.esi6n de DMTl a trav6s de la activaci6n ti.ansci.ipcional de

NF-icB  asi  como  tambi6n  a  trav6s  de  la  activaci6n  de  IRpl  mediada por  ROS.  Este

inci-emento en log niveles de expresi6n de DMTl podrian resultai. en un incremento en la

incorporaci6n de hiei-ro en c61ulas favoreciendo su acunulaci6n. Nuesti.os datos indican

que microgllas y neul.onas pueden lleval. a cabo este proceso.

EE2de__de laLS£±±gg±±inas y±PsjQ±2re FPL±[|. El tratamiento tanto con TNF-Ch, IL-6 o LPS

genei.6  rna  1.educci6n  en  los  niveles  pi.oteicos  de  FPNl   en  neui.onas  sin  alterar  los

niveles   de   ARNm.   Este   efecto   puede   debel.se   a   la   degl.adaci6n   lisosomal   del

transportador, asi como tambi5n a rna reducci6n en la traducci6n del ARNm. En varios

tipos  celulai.es ha sido  demostrado  que la serial  que gatilla la degl-adaci6n de.FPNl  es

hepcidina.  Sin embargo  en este ti-abajo  se  demosti.6  que hepcidina no  es  expresada en

neuronas  (vcr mss  adelante),  por lo  tanto  no podria estar involuci.ada en este proceso.

Con 1.especto a la reducci6n en la traducci6n del ARNm de FPN1, es factible de que se

deba a la desregulaci6n de la actividad de IRP. El mensajero de FPNl  posee sitios IRE

en el extremo 5`UTR, que per.miten la uni6n de IRP reduciendo la traducci6n del AENm

y  por  lo  tanto  disininuyendo  los  niveles  proteicos,  sin  alterar  los  niveles  de  AENin

(Wilkinson y Pantopoulos 2014). Como se menciona anteriorment.e es posible regular.1a

89



activaci6n de IRP12  a trav6s  de la producci6n de ROS.  Pol. lo tanto  es posible  que la

regulaci6n de FPNl  en neul.onas sea mediada pol-la pl-oducci6n de ROS inducida por los

tratamientos con las citoquinas o el LPS.

En astrocitos y microglias se obsei.varon cambios en el ARNm de FPN1., sin alter.aciones

en los niveles de pi.oteina. En astrocitos, el tl.atamiento con LPS gener6 una disminuci6ii

del ARNm de FPN1,  efecto  que  en mici-oglias  fue  adicionalmente reproducido  por  el

tratairiento con TNF-or. Previamente ha sido 1.epoi.tado en macr6fagos una disminuci6n

de  los  niveles  de mensajero  de  FPNl  luego  del  tratamiento  con LPS,  sin  embai.go  el

mecanismo pol- el cual LPS podria genei-ar este efecto aun no ha sido estudiado (Harada

y  cols.  2011, Nguyen y  cols.  2006).  Los  cambios  obsei-vados  en  el  ARNm  de  FPNI

pueden corresponder a un evento tempi.ano que atn no se ve 1-eflejado en una vai-iaci6n

de los niveles de pi.oteina. Por tahto es de espei.ar que .a mayores tiempos de tratamiento

con LPS se obsei-vara tambien una reducci6n en los niveles pi-ote{cos de FPN1.

Efecto de las citoquinas y LPS sobre el contenido de hieITo. Los cambios en la expi-esi6n

de DMTl y FPNl  en neuronas se asociai-on a un incremento en el contenido intracelulai-

de hierro,  duplicandose a las  18 horas de ti.atamiento. Un incremento  de los niveles de

hieri.o en neuronas en conjunto con la expresi6n de citoquinas pi.o-inflamatoi.ias ha sido

observado  en  varias  enfei.medades  neurodegenerativas,  por  lo  tanto  estas  citoquinas

podi-tan   sel-  1.esponsables   de   este   inci-emento   a   trav5s   de   la   modificaci6n   de   los

transportadoi-es  de hierro  (Unutia y  cols.  2013,  Thomsen y  cols.  2015).  Asl mismo  el

auniento de los niveles de hierro, principalmente de hiei.I-o l.edox activo, ha sido asociado
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a la pi.oducci6n de  ROS  a tl-aves  de la reacci6n  de Fenton,  genel.ando  dafio  oxidativo

(Kruszewsld 2003,  Spink  1990, Mena y  cols.  2015).  En concoi.dancia con esto,  en esta

tesis se 1.epoi.t6 que la producci6n de ROS en neui.onas, inducida por el hiei.ro, es mayor.

en las cslulas que fueron pi.eviamente incubadas con citoquinas o LPS dui.ante  18 hoi.as.

Pot.  1o  tanto  las  citoquinas  genei.an  canibios  celulal.es  que potencian la producci6n  de

ROS asociada a la presencia de hieri-o.

Pi-eviamente se ha repoi.tado que las citoquinas pueden inducir la p.roducci6n de ROS  a

trav6s de la activaci6n de la NADPH oxidasa (Bal.th y cols. 2009). De acuerdo a ello se

analiz6  el efecto  de las citoquinas y el LPS  sobre el estado 1.edox celulai..  Observamos

que tanto el tratamiento con citoquinas asl como tambi6n con el LPS  desde 30 minutos

hasta 18 horas aument6 1a oxidaci6n de tioles en pl.oteinas, pl.oducto de la pi-oducci6n de

ROS. En consecuencia, 1a inflamaci6n podl.ia inducii. la pl.oducci6n de ROS a trav6s de

la activaci6n de  dos vias  confluyentes:  i) pot. aumento  de los niveles  intracelulares  de

hiei-ro mediado por el inci-emento de la expi.esi6n de DMTl  y ii) por el auimento de los

niveles  de  per6xido  de  hidr6geno  mediados  For  la  activaci6n  de  NOX  en  neul.onas.

Estos  cambios  favorecerian la  genei.aci6n  del  1.adical  hidi.oxilo  y  el  consecuente  dafio

oxidativo acumulativo con el tiempo.

Interesantemente,   en   asti.ocitos   los   cambios   observados   en  los   transpoi-tadores   no

alterai.on  significativamente  el  contenido  intracelulai.  de  hiei.ro.  Una  mayor  actividad

transpoi-tadoi.a podi.fa dai- cuenta de  este  efecto,  que  compensai.ia la disminuci6n en el

ntimero  de  transportadoi-es.    Un  comportamiento  similar  rue  obsei.vado  en  asti-ocitos
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ti.atados  con  TNF-or,  en  dolide  un  incremento  en  la  actividad  expoi.tadoi.a  de  hieri.o

compens6  por  la  disminuci6n  de  la  expresi6n  de  FPN1(Rathoi-e  y  cols.  2012).  Este

fen6meno  al pal.ecer  es  particular. pal.a los  astrocitos, ya  que utilizando  un modelo  de

enfei-medad   autoirmune,   la   encefalomielitis   autoimnune   experimental   cerebi.al,   se

observ6  un  incremento  en  el  contenido  de  hierro  eii microglias  reactivas  pero  no  en

astrocitos (Williams y cols. 2011b)

En microglias los carnbios en los transpolfadores pi-ovocal.on un incremento de un 30%

del contenido intracelulai- de hieri.o. Interesantelnente se ha demosti.ado que la salida de

hierro  es  mayoi-  en  asti-ocitos  que  microglfas  (Rathoi-e  y  cols.  2012)  1o  cual  podi.ia

explicar que a pesai. de nQ haber cambios en los niveles pi.oteicos de FPN1, el aumento

eli la  expresi6n  de DMTl  es  suflciente pal.a inducir un  incremento  en los niveles  de

hierro.  Esta capacidad  de  acumular hieri.o  de las microglias,  superior a las lieui-onas y

astrocitos le permitii.ia a estas c61ulas actual-como "esponjas de hiei.ro" disminuyeiido su

disponibilidad en neui.onas 1.educiendo .la genei.aci6n de estr5s oxidativo.

En  resumen,  la  inflamaci6n  y  la  acunulaci6n  de  hieri-o  pal-ecen  estai.  intimamente

relacionados  y   la  alteraci6n  de  la  homeostasis   de  hieri.o  producto   de  mediadoi-es

inflamatorios   seria   en  parte   responsable   de   la  neu.odegeneraci6n   a  trav6s   de   la

genei.aci6n de esti-6s oxidativo. Un clai.o ejemplo de ello puede sei. observado en lzi EA,

donde  la  producci6n  del  p6ptido  AP  genei.a  la  activaci6n  de  la  1.espuesta  inmulie

inicialmente mediada poi. astrocitos y microglias y posteriomiente por otros  elementos

del  sistema  inmune  incluyendo  macr6fagos  y  linfocitos.  Las  microglias  y  asti.ocitos

92



inician la secreci6n de citoquinas pi-o-inflamatorias y ROS, los cuales impactan sobi-e la

neul.ona   y    las    c61ulas   gliales,    altel.ando   la   homeostasis    celular   de   hieri.o   por

desi-egulaci6n de sus transpoi-tadores. La alteraci6n en la homeostasis de hieITo conlleva

a la acumulaci6n de  este metal y  a la genei.aci6n dafio  oxidativo produci6ndose  asi  la

muei.te neuronal.

4.2 Rol de hepcidina en la homeostasis de ltierro.

La primei.a evidencia acerca de la expi.esi6n de hepcidina en el SNC aparece el afro 2006

(Zechel y cols. 2006), observandose una distribuci6n amplia de hepcidina a lo lai.go del

SNC,  presentindose  en  estiucturas  tin  variadas  como  el  bulbo  olfatoi-io,  1a  col.teza

cei.ebral,   el  hipocampo,  la  amigdala,   el  talamo,   el  hipotalamo,   el  mesenc5falo,   el

cei-ebelo,  el  col.d6n  espinal  asi  como  tambi5n  el  ganglio  de  la raiz  doi.sal  del  sistema

nervioso  perifei.ico.  Este  trabajo  no  logr6  clarificar  el  tipo  celular  responsable  de  su

expi.esi6n,   i.epol.tandose   su   expi-esi6n   tanto   en   neui.onas   como   en   c61ulas   GFAP

positivas. Sin embargo, debido a que hepcidina puede ingi.esai. a las c5lulas ti.as imii.se e

inducir  la  endocitosis  de  FPN1,  es  dificil  asevel.ar  si  alguna  de  dichas  c5lulas  es  la

productora de hepcidina o  s61o  1a c61ula blanco.  Poi- lo  tanto  en esta tesis  se analiz6  la

expi-esi6n  de  hepcidina  en  cultivos  em-iquecidos  en  neuronas,  asti.ocitos  y  microglias

para identificai. 1as c51ulas 1.esponsables de su sintesis.

La expresi6n de hepcidina en cerebro es regulada pot. estiniulos inflamatorios de manei.a

similar  a  lo  que  sucede  en  el  higado.  Particulai.mente,  1a inyecci6n  intraperitoneal  de
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LPS induce un inci.emento significativo en el ARNin de hepcidina tanto en col.teza como

en sustancia nigl-a (Ge y cols. 2009).  Sobre la base de estos antecedentes, se analiz6  el

efecto de difei.entes estfmulos inflamatol-ios en la expl-esi6n de hepcidina poi- astrocitos,

microglias  y  neuronas.  Se  determin6  que  hepcidina  es  expl.esada  tanto  en  astrocitos

como    microglias',    siendo    mayol-    en    los    primel.os.    Adicionalmente,    estfmulos

inflamatorios  como   TNF-Ci,  IL-6  y  LPS  pi-odujeron  un  incremento   en  los  niveles

proteicos y  de ARNm  de  hepcidina tanto  en astrocitos  como  microglias,  siendo  estas

tiltimas las que genel.an una 'mayoi- inducci6n. No  encontramos expi.esi6n de hepcidina

en neuronas hipocampales lo que indica que en estas c6lulas, hepcidina actha de for.rna

paraci-ina y endoci.ina.

Paralelamente  se  evaltio  el  efecto  del  hiei-ro  sobre  los  niveles  de  hepcidina,  ya  que

previamente  ha  sido  reportado  que  este  tambi5n  es  capaz  de  regulai.  su  expi-esi61i.

Interesantemente la incubaci6n con 50 LLM de hieITo indujo un inci.emento rapido (1uego

de  2  lirs  de  ti.atalniento)  en  la  expresi6n  de  hepcidilia.  Los  efectos  de  los  estimulos

inflamatorios y  el hieii.o  sobi-e  la expresi6n de hepcidina fuel.on transitoi-ios.  A  las  18

hoi.as  de  tratamiento  los  niveles  de  ARNm  para  hepcidina  fueron  similar.es  a  los

obsei-vados  en  la  situaci6n  control  (datos  no  mosti.ados).  Esta  1.egulaci6n  transitoria

sobi.e hepcidina habia sido pl.eviamente I.eportada en macl.6fagos Ovguyen y cols. 2006).

El   efecto   de   los.  estiniulos   inflamatoi-ios   sobre  la  expresi6n  de  hepcidina  ha  'sido

1.epoi-tado  ampliamente en diferentes tipos  celulares(Qian y  cols.  2014, Ngnyen y  cols.

2006.  Villarroel y  cols.  2012,  Frazier y  cols.  2011,  Wu y  cols.  2012,  Ge y  cols.  2009,
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Gnana-Pi.akasam  y   cols.   2008,   Kemna  y   cols.   2005,   Lee  y   cols.   2004).  Nuestros

expel.imentos  determinaron poi. primera vez que en el  SNC los  asti.ocitos y microglias

son pi.oductoi.es de hepcidina. Tambi5n observamos por pi.imei.a vez que el hieri.o induce

ti.ansitoriamente su expl.esi6n; Este efecto podria ser mediado por la pi-oducci6n de ROS,

ya  que  en hepatocitos,  el ti.atamiento  con  concentl-aciones  sub-microlnolai-es  de  H202,

induce un inci.emento en la expl-esi6n de hepcidina a trav6s de la activaci6n de STAT3

(Millonig y  cols.  2012).  Previamente ha sido  1.eportado  que  la exposici6n de neuronas

hipocampales  a  100  LLM Fe-NTA por 201ninutos, pl.oduce un rapido  inci.emento  en el

LIP  en conjunto  con un auinento  en la pl.oducci6n de ROS  (Mqu:loz y  cols.  2011).  La

activaci6n de STAT3 se ha visto regulada por los ROS (Yoon y cols. 2010). Pot-lo tanto

es posible que el hieri.o genere un auinento de la expresi6n de hepcidina a trav6s de la

activaci6n de STAT3 mediante la pi.oducci6n de ROS.

Si  bien  en  este  trabajo  se  demostr6  que  las  c61ulas  gliales  son  capaces  de  pi-oducir

hepcidina localmente, 1.ecientem.ente se report6 que hepcidina tambi6n es producida pot-

celulas endoteliales de los vasos sanguineos. Adicionalmente se detect6 la pi-esencia de

la proteina para hepcidina  en  todas  las  capas  de  las  pal.edes  de  los  vasos  sanguineos

sugiriendo que esta puede atravesar la .barrera hematoencefalica. Por lo tanto pal.te de la

hepcidina pi.esente  en  el  SNC provendria de  la producci6n  sist5mica  que  es  capaz  de

atravesai.1a barrera hematoencefalica  (Raha-Chowdhury y  cols.  2015).  De  esta for.rna

hepcidina en el  cei.ebi.o podrfa regular la expi.esi6n de los transpoi.tadoi-es  de hiei.ro  de

manei-a autocrina y pal.acrina (secretada por astrocitos, microglias y c51ula endoteliales)

y endocrina (secretada al ton.ente sanguineo pi.incipalmente pot-hepatocitos).
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Similarmente  a  lo  descrito  pal.a  macr6fagos  y  otros  tipos  celulares  (Ganz  y  Nemeth

2012), hepcidina induce rna disminuci6n de los niveles proteicos de FPNl  en neuronas,

asti-ocitos  y  microglias,  posiblemente  pi.ovocando   su  inter-nalizaci6n  y  degradaci6n

lisosomal  (De  Domenico  y  cols.  2007).  Por  tanto,  hepcidina  podria  contribuir  a  la

acumulaci6n  de  hieri.o  disminuyendo  la  salida  mediada  poi-FPN1.  Adicionalmente,

eiiconti-amos   que  el  efecto  de  hepcidina  es  transitorio,  ya  que  a  las  24  hoi.as   de

tratamiento  los  niveles  de  FPNl  alcanzan valores  similares  a los  de  c51ulas  controles.

Este  efecto  transitorio  ya  ha  sido  reportado  pi-eviamente  en  vat.ias  lineas  celulares

incluyendo  c5lulas  epiteliales  (Caco2),  macr6fagos  (THP-1  y  J774),  car.diomiocitos

(H9C2),  asi  como  tambi6n  en  c5lulas  intestinales  y  hepatocitos    (Yeh  y  cols.  2004,

Chaston  y  cols.  2008,  Mena  y  cols.  2008,  Ge  y  cols.  2009,  Du  y  cols.  2012).   Sin

embargo  rna pi.oducci6n  continua  de  hepcidina podria mantener bajos  los  niveles  de

FPNl  a lo lai.go del tiempo y poi-tanto general. acuniulaci6n de hien.o.

Inter.esantemente,   el   tratamiento   de   microglias   con  hepcidina  indujo   un   auinento

inesperado de los niveles de expresi6n de DMT1.  Similannente, se ha 1.eportado  que la

inyecci6n estereotckica de hepcidina en el ventriculo  lateral izquiel.do  en 1.atas  induce,

12 hot-as post-inyecci6n, un inci.emento en el ARNm de DMTl  en neui.onas de corteza e

hipocampo  (Li  y  cols.  2011).    De  esta for.rna hepcidina podi.ia  aulnentai-el  conteiiido

intracelulai-de hieri.o a trav6s de dos mecanismos sin5i.gicos: la disminuci6n de FPNl y

el auniento de DMT1. La acumulaci6n de hiei.ro en neui.onas sei.ia altamente pei.judicial

ya  que  potenciaria la  genei.aci6n  de  estr6s  oxidativo y  dai~io  celulai..  Sin  einbai-go,  en
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mici.ogllas  podi.ia  sei.  favorable,  ya  que  estas,  a  difel-encia  de  la  neuronas,  expi.esan

mayor-es niveles de la pi.oteina de almacenaje ferritina (Connor y cols.1994,Ham y cols.

2002).,  lo  que  las  vuelve  mas  resistentes  a los  efectos  de    altos  niveles  de  hiei-ro.  La

capacidad de acunular hiei.ro de las microgllas podia reducir su biodisponibilidad para

los  otros  tipos  celulai.es,  incluyendo  las  neul.onas,  ejei.cielido  un  efecto  pi.otector.  Sin

embai.go,  este  efecto  pi.otector Podria ser sobi-epasado por un excesivo  increinento  del

estr6s y dafio oxidativo (Mehlhase y cols. 2005, Mehlhase y cols. 2006).

J7? vz.iJo  observamos  que la inyecci6n d.e hepcidina no  alter6 los niveles de expresi6n de

FPNl  pi.obablemente  debido  a que los tejidos  se  analizai-on 72 horas post-inyecci6n y

por lo tanto los niveles de FP.Nl volvieron a alcanzai. niveles similares a lo obsel.vado en

la  situaci6n  control.  Sin  embal-go,  detectamos  una  tendencia  de  disminuci6n  de  los

niveles de FPNl  pi-oducida por hepcidina, en los tejidos de 1-atones inyectados con Api.

42.   Con  respecto   a  DMT1,   observamos   que  la  inyecci6n  de  liepcidina  induce  una

dismiiiuci6n no signiflcativa de sus niveles. Esto se conti.adice con lo repoi.tado poi. (Li y

cols.  2011)  ya  que  ellos  obsei.van  un  aumento  del  ARNm  de  DMTlluego   de  la

inyecci6n  de  hepcidina.  Una posible  explicaci6n  a  estas  difel.eiicias  es  la  cantidad  de

hepcidina utilizada y  el tiempo  de tl.atamiento.  Mientras nosotl.os  utilizamos  10  LLg  de

hepcidina por animal y se analizai.on los cei.ebi-os 72 hot.as post-inyecci6n, mientras que

ellos utilizaron 30  LLg y  los  cerebi-os  fuel.on analizados  12 hoi-as post-inyecci6n.  Eii los

tratamientos de los cultivos neu.onales tampoco observanios vat.iaci6n en DMT1  1uego

del  ti.atamiento  con hepcidina a pesar  de  que  utilizamos  tiempos  de  ti.atamientos  mas

cortos.   Interesantemente   observamos   que   hepcidina   reduce   significativamente   los
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niveles  de DMTl  inducidos poi-la inyecci6n de Api.42.  Este 1.esultado  se discutira mas

adelante.

En I.esumen hepcidina podia inducir acunulaci6n de hiei.ro  en neuronas,  astrocitos y

mici.oglias a trav6s de la disminuci6n de FPN1, pero en microglias el efecto de hepcidina

podria ser ain mayor ya que adicionalmente aulnenta la expresi6n de DMT1, 1.educiendo

asf la biodisponibilidad de hierro pal.a los otros tipos celulares.

4.:3L33o.I_d:!eepcidinaenlamodulaci6ndelarespuestainfoamatorianedindapo|.e|
pgptido AP I-42

Recientemente  se  ha  repoi.tado  que  bepcidina  puede  actual.  como  un  supresor  de  la

respuesta  inflamatoria.  En  i.atones,  la  inyecci6n  de  hepcidina  es  capaz  de  1.educii.  1a

1-espuesta inflamatoria inducida pot- el LPS, disminuyendo la moi.talidad asociada a esta

(De Domenico y cols. 2010, Huang y cols. 2012).

Se han planteado  difel.entes mecanismos  de  acci6n de hepcidina en la 1.educci6n de la

respuesta inflalnatoria. En (De Pomenico y cols. 2010), se propone que el mecanismo es

mediado  por  la  activaci6n  de  la  via  de  sefializaci6n  asociada  a  STAT-3.   En  este

inecanismo,launi6ndehepcidinaasureceptorFPNlinducelafosforilaci6ndeesteye1

1-eclutamiento  de  la pi.oteina adaptadora JAK-2  y  STAT3,  el  cual  es  fosforilado  en la

tit-osina  705  genei-ando  su  diinerizaci6n  y  translocaci6n  al  ndcleo,  donde  induce  la

ti.ansci.ipci6n de SOCS3, un 1.eguladoi. negativo de la ti.ansducci6n de sefiales asociadas a

la activaci6n de receptores de citoquinas y TLRs  (De Domenico y cols.  2009).  En este

ti.abajo, se 1.eporta que el uso de un ARN interferente contra Socs3, elimina el efecto de
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hepcidina  en  la  1.educci6n  de  la  expresi6n  de  TNF-o.  e  IL-6  inducida poi.  el  LPS  en

maci.6fagos  aislados  de  la  medula  6sea.  La  supresi6n  de  la  1.espuesta  inflamatoria  a

trav5s de la activaci6n de STAT3 e inducci6n de la expl.esi6n SOCS3, ha sido postulado

como  el  mecanismo  por  el  cual  la  IL-10,  lira  citoquina  anti-inflamatoria,  ejei-ce  su

acci6n en c61ulas del sistema inmune (Muri.ay 2006).

En   (Pagani  y   cols.   2011)  tambi6n  se   evalu6   el  1.ol  antiinflamatorio   de  hepcidina.

Encontrai.on  que  hepcidina  reduce  la  expl.esi6n  de  TNF-Ch  e  IL-6  inducida  por  el

tratainiento   con  LPS   en  maci.6fagos  aislados  desde  el  bazo,   en  conjunto. con  una

acumulaci6n de hien-o  en estas cslulas. Detei.minaron que el efecto  antiinflamatoi.io no

es  producto   de  una  1-egulaci6n  sobi.e  la  homeostasis   de  hierro  utilizando  un  1.at6n

froocfrcJo"J7c  para  Tmprss6,   caracterizado  por  presentai.   altos   niveles   sanguineos   de

hepcidina y  deficiencia  sevei-a  de  hierro  en los  tejidos  y  bazo.  Este 1.at6n  genei-a una

1-espuesta  inflamatoria  menor   que   los  1.atones   silvestres,   al   ser   expuestos   al   LPS,

indicando que son los niveles altos de hepcidina, independiente de los niveles de hiei-i.o,

los  que  I.educen  la  inflamaci6n  I.re  iJz.vo.   En  este  ti.abajo  tambi6n  se  pi-opuso  que  el

mecanismo pol- el  cual hepcidina regula la inflamaci6n es  a trav6s  de la activaci6n de

STAT-3 , pel.o no realizaron experimentos pal.a evaluar esta posibilidad.

Un  tercer  gmpo  evalu6  el  rol. antiinflamatorio  de  hepcidina  en un modelo  mi.u.ino  de

ictericia obstructiva expuesto  al LPS  (Huang y  cols.  2012).  En este trabajo  se report6

que el pre-tratamiento  con hepcidina 1.edujo la expl.esi6n de TNF-ct, IL-1P y MCP-1  eli

el  higado  de  I-atones  con  hepatitis  colestasica  inducida  poi-  el  LPS.  Adicionalmente
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observaron que hepcidina aunent6 la expresi6n de la LC3B-II y  1.edujo los niveles de la

caspasa-3 activa. Estos cambios sugieren que en el higado, hepcidina induce la autofagia

y  1.educe  la  apoptosis.  Se  ha 1-epoi.tado  previamente  que  la  autofagia puede  1.egulai-  1a

seci.eci6n de ciertas citoquinas como la IL-1 P (Ham.is y cols. 2011). Poi-tanto se propone

que hepcidina podrla 1.educir la secreci6n de esta citoquina por medio de la activaci6n de

la autofagia.

Apoyando   a   lo   1.eportado   acerca   del   1.ol   de   hepcidina  pl.omoviendo   autofagia  y

reduciendo   la  apoptosis,   recientemente   se  1.epoi.t6   que   en   cat.diomiocitos   hi.mianos

hepcidina I.educe la apoptosis inducidi por hieITo  fl trav5s  de la regulaci6n de  GATA-

4recl-2 e inhibici6n de la via extrinseca apopt6tica (Hsieh y cols. 2014). Por lo tanto, es

posible  que  este  mecanismo  sea 1.esponsable  de  la  1-educci6n  de  los  liiveles  de  IL-1P,

per-o no los cambios en la expl-esi6n de las otras citoquinas.

Considei.ando  esta  evidencia,  evalualnos  el  efecto  de  hepcidina sobre  la  expi.esi6n  de

citoquinas pro-inflamatorias TNF-Ch e IL-6 inducidas por el p6ptido AP. El p6ptido AP

induce  la  activaci6n  de  astrocit-os  y  mici-oglias  a trav6s  de  receptores  TLR  (Waiter y

cols.  2007,  Udan  y  cols.  2008,  Terrill-Usery  y  cols.  2014,  O'Halloran  y  cols.  2014,

Gambuzza y cols. 2014, Costello y cols. 2015) similar alo que sucede con LPS.  Por ello

se utiliz6 el p5ptido Api.42 como un iriductor de inflamaci6n en asti.ocitos y mici.oglias,

emulando lo que sucede en la EA. Hepcidina redujo la expresi6n y secreci6n de TNF-or e

IL-6 iiiducida por el tratamiento con Ap I.42 en astl.ocitos y micl.oglias cultivadas I.# i;I./J'o,

ejei.ciendo  un rol  antiinflamatorio  similar  a  los  repoi.tado  en macl.6fagos  tratados  con
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LPS.  Mientras  que  z.77 vz.vo  la inyecci6n estereotaxica de hepcidina 1.edujo  la activaci6n

glial,  el  auinento  de la expresi6n  de DMTl  y  la peroxidaci6n lipidica inducida por el

AP|.42.  Estos  resultados  indicarian  que  hepcidina  tiene  un  efecto  antiinflamatorio  en

astrocitos y microglias tratados con AP I.42, suf;rimiendo la respuesta immune, revii.tiendo

la alteraci6n de la homeostasis celular de hieri.o y disminuyendo el dafio oxidativo.

Di.u-ante  el  desarrollo  de  esta  tesis  se  evalu6  1a  posibilidad  de  que  la  activaci6n  de

STAT3 fuese el mecanismo pol. el cual hepcidina supl.imiera la respuesta inflamatol.ia en

astrocitos y microgllas.  Datos preliminai-es no  1.eportados,  sugieren que  en asti.ocitosel

mecanislno  de activaci6n de  STAT3  no  es  el 1.esponsable  de  supi.esi6n de la 1.espuesta

inflamatoria.  Contrario  a lo 1.epoi.tado  antei.ioi.mente,  se obsei.v6 una disminuci6n de la

fosfoi.ilaci6n de STAT-3  en asti.ocitos, luego  de la incubaci6n con hepcidina dui.ante  1

hora.  Adicionalmente  a  las  2  horas  de  incubaci6n  se  observ6  una  1.educci6n  en  los

niveles de ARNm pal.a SOCS3, sugiriendo un mecanismo diferente por el cual hepcidina

ejei-ce su acci6n antiinflamatol.ia en asti.ocitos.

Existe  un  tei.cer  mecanismo  por  el  cual  hepcidina  podl.ia  ejercer  una  i.espuesta  anti-

inflamatoria.  En  todos  los  ti.abajos  mencionados  hepcidina  es  administrada  2  hol-as

previas a la administraci6n de LPS. En el desarrollo de esta tesis se incub6 hepcidina en

conjunto con LPS y no se observ6 una acci6n antiinflamatol.ia (datos no mostrados), lo

que  indica  que  para  ejercer  su  funci6.n  antiinflamatoria hepcidina  det)e  estar pi-esente

pi.evio  a la presencia  del  estimulo  inflamatorio.  Esta  coiidici6n mos hace  pensar.  eii  el

mecanismo   de   activaci6n   de  NF-KB   mediada  por  ROS.   NF-lcB   es   el   factoi-   de
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transcripci6n esencial en las sefializaciones asociadas a la respuesta immune (Hayden y

Ghosh 2014, Gasparini y Feldmann 2012, Newton y Dixit 2012). NF-tcB se activa por la

orquestaci6n entre la activaci6n de receptores de citoquinas y TLRs y la producci6n de

ROS (Figura 30).

(-)

Figura 27.Cin6tica de la  actividad de NF-kB mediada por ROS.  ROS  induce la activaci6n
transitoria de NF-kappa 8 en una fase temprana. Posteriormente, tanto la activaci6n basal como
la  inducible  de  NF-kB  se  suprimen  debido  a  una  disminuci6n  de  Akt y/o  a  la  oxidaci6n  del
complejo IKK en la hltima fase (linea azul).  La post-exposici6n de las celulas a ROS induce la
activaci6n  sostenida  de  NF-kB  mediada por estimulos  inflamatorios  como  el  TNF-c[,  IL-lp  y
LPS  (linea  roja).  La  pre-exposici6n  de  las  c6lulas  a  ROS  inhibe  la  activaci6n  inducida  por
citoquinas de NF-kB. Modificado de (Nakajima y Kitamura 2013)

Si   bien   existe   bastante   evidencia   acerca   de   la   activaci6n   de   NF-kB   por   ROS,

recientemente  han  empezado   a  aparecer  otras   que   indican  que   los   ROS   tambi6n

suprimen  la  activaci6n  de  NFkB  (Kil  y  cols.  2008,  Wu  y  cols.  2009,  Morgan  y  Liu

2011).  Se  ha  propuesto  que  el  tipo  de  regulaci6n  (positiva  o  negativa)  depende  de  la

temporalidad de  la producci6n de ROS, pudiendo permitir o bloquear la activaci6n de
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NF-kB mediante citoquinas o LPS  (Nckajinia and Kitamura, 2013). El estr6s oxidativo

bloquea la activaci6n NF-kB mediada por citoquinas inflamatol.ias cuando  es genei-ado

previo  al  estimulo  inflamatorio.  Sin  embargo  cuando  el  esti.6s  oxidativo  es  generado

posterior a la activaci6n de la via, per.mite una mayor activaci6n. de NF- 1d3 sostenida en

el tiempo. Hepcidina al sei-inyectada 2 hoi.as antes que el insulto, podria general. un leve

estr6s oxidativo a trav5s de un auinento en el contenido de hiei.ro celular pi-oducto de la

disminuci6n de FPN1. Esto  generaria que las c5lulas entrasen en un estado 1.efi.actario,

en que el estimulo postei.ioi. con p5ptido AP no podria activar a NF-1d3, generindose asf

rna disminuci6n en la 1.espuesta inflamatoria. Una evidencia que apoya esta hip6tesis es

nuestro descubl.imiento que la inyecci6n de hepcidina en 1.atones muestra una tendencia

a reducir los liiveles de DMT1, un gen blanco de NF-ld3.

Los  datos  anteriores  indican  que  hepcidina  podia  actuar  como  un  agente  pi-otectol.

durante  neurodegenei.aci6n 1.educiendo  la  1.espuesta inflamatoria.  Apoyando  esta.  idea,

encontl.amos que el uso de medios condicionados de microglias o asti.ocitos tratados con

Af}].42 induce un incremento en el dafio  oxidativo  en neuronas, asi como tambi6n altei.a

la moi.fologla de  estas.  El pre-ti.atamiento  de los  asti-ocitos y microgllas  con hepcidina

supl.ime  el  efecto  producido  por  el  Api.42.  Las  neuronas  tratadas  con  estos  medios

condicionados  pi.esentan  una  disminuci6n  del  dafio  oxidativo  asi  como  tambi6n  una

menor alter.aci6n en su inoi.fologia.

La  activaci6n  de  asti.ocitos  y  miQroglfas  conlleva  a  la producci6n  de  citoquiiias  pi.o-

inflamatorias  entre  ellas  TNF-Ch  e  IL-6,  asi  como  tambi6n  ROS  y NO  (Glass  y  cols.
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2010,  Aldyama  y  cols.  2000,  Hu  y  cols.  1998).    De  acuei.do  a  lo  reportado  en  este

ti.abajo,  estas  citoquinas  altel.an la homeostasis  de hiel-ro  en neui.onas, pi.omoviendo  la

acumulaci6n de este. El incremento del hierl.o y la producci6n de ROS, pal.ticulai.mente

pei-6xido de hidi.6geno, pi.ovocai.fa un incremento en el dafio oxidativo de las neui.onas a

trav6s   de   la   reacci6n   de   Fenton.   Este   dafio   oxidativo   acurnulativo   finalmente

desencadenaria la muei.te neu-onal (Urmtia y cols. 2014).

La expresi6n de hepcidina anmenta con la edad y en respuesta a inflamaci6n (Wang y

cols. 2008, Wang y cols. 2010b). Por lo tanto es factible pensar que en la EA sus niveles

tambi6n deberian estar inci.ementados, pi.oducto del contexto inflamatorio que acompafia

al  desarrollo  de  la enfermedad y  de  la edad  avanzada en que  se pi.esenta la patologfa

(Glass  y  cols.  2010).  Sin  embargo  en  el  inico  trabajo  publicado  a  la  fecha  en  que  se

evaltia la expi.esi6n de hepcidina en cerebros obtenidos desde pacientes con EA (Ralia y

cols.  2013),  se  1-eporta  que,  comparados  con  cei.ebros  de  pacientes  envejecidos,  tailto

hepcidina  como  su  I-eceptor,  el  transpoi.tador  FPN1,  se  encuenti.an  disminuidos  en  el

hipocampo, col-teza entoi.inal y giro frontal super.iol-. La disminuci6n de la expresi6n de

hepcidina  indicaria  la presencia  de  un  fen6meno  inflamatorio  no  contrail.estado  pot.

mecanismos    anti-inflamatoi.ios    end6genos    (como    hepcidina).    Por    otro    lado,    la

dimiiiuci6n de la expresi6n de FPNl podria contribuii. a la acunulaci6n de hieri-o.

Para  considerai.  a hepcidina  como  un posible  candidato  tei.apeutico  en  la  EA,  por  su

funci6n anti-inflamatoria, hay que tener presente su otra funci6n que es la 1.egulaci6n de

la holneostasis de hien.o. La expi.esi6n. de hepcidina For tiempos pi.olongados conlleva a
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la anemia con acumulaci6n de hierro  en tejidos  (Ganz 2011).  Pot.1o tanto la expresi6n

prolongada de hepcidina en cei.ebro, ademas de su efecto antiinflamatoi.io, podrla inducii.

1a  acumulaci6n  de  hierro  tanto  .en  neuronas   como   en  astrocitos  y  mici.oglias.   La

acumulaci6n de hiei-1.o  en astrocitos y micro8llas  eventualmente podria sei- beneficioso

para las neui.onas, pues reduciria la disponibilidad de  este metal.  Sin embai.go,  a lai.go

plazo,  la  acunulaci6n  de  hien.o  en neul.onas podrla  sel-  altamente perjudicial,  ya  que

promoveria  la   generaci6n   de   ROS   y   el   dafio   oxidativo.   Considerando   estas   dos

propiedades  de  hepcidina,  efecto  anti-inflainatoi.io  e  inductol.a  de  la  acunulaci6n  de

hierro,   sera  interesante  evaluar  el  efecto   de  hepcidina  sobi.e  el  dafio  oxidativo   en

neuronas  en perfodos  pi.olongados.  Es  posible  que  a los  beneficios  anti-inflamatorios

iniciales podria seguir, en el lai.go plazo, la acunulaci6n de hierro y el dafio oxidativo.

Los datos obtenidos en esta tesis pueden set. 1.esunidos el siguiente diagrama
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Figura   28.   Representaci6n   esquemftica   de   la   relaci6n   entre   la   inflamaci6n   y   la
acumulaci6n  de  hierro  en  la  enfermedad  de  Alzheimer.Inicialmente  el  p6ptido  P-amiloide
induce   la   activaci6n   de   astrocitos   y   microglias   generando   la   producci6n   y   secreci6n   de
citoquinas pro-inflamatorias  como  TNF-o[  e  IL-6.  Las  citoquinas pro-inflamatorias,por un  lado
inducen la producci6n de ROS mediante la activaci6n de la NOX y la iNOS y por otro alteran la
homeostasis  celular  de  hierro  a  trav6s  de  una  desregulaci6n  de  los  transportadores  de  hierro,
generando   la   acumulaci6n   de   este   metal   en   neuronas   y   microglias.   Adicionalmente,   las
citoquinas  pro-inflamatorias   inducen  la  expresi6n  de  hepcidina  en  astrocitos  y  microglias,
cumpliendo   un   rol   regulatorio   fundamental.   Por  un   lado,   hepcidina   genera   un   bucle   de
retroalimentaci6n negativa suprimiendo la producci6n de TNF-cl e IL-6 inducida por el p6ptido
P-amiloide,  regulando  asi  la  homeostasis  de  hierro  indirectamente.  Por  otra  parte,  hepcidina
induce la degradaci6n de FPN I  en astrocitos, microglias y neuronas alterando la homeostasis de
hierro  directamente.  La  acumulaci6n  de  hierro  y  la producci6n  de  ROS  se  potencian  entre  si
favoreciendo la generaci6n de dafio oxidativo en neuronas, lo finalmente desencadena la muerte
neuronal.
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5     CONCLUSIONES

1.-         EI LPs y las  citoquinas pro-inflamatorias  TNF-or e IL-6,  alteran la homeostasis

de hierro  en neui.onas, astrocitos y mici.oglfas, a trav6s del aumento  de la expi.esi6n de

DMTl  y  disminuci6n  de  la  expresi6n  de  FPN1.  Los  cambios  en  la  expresi6n  de  los

ti.ansportadoi-es   se   asocian  a  una  acunulaci6n  de  hiei.i.o   tanto   en  neui.onas   como

mici.oglias en cultivo.

2.-        Las citoquinas pi.o-inflamatorias y el LPs inducen un aunento en la oxidaci6n de

gi-upos tioles de neuronas hipocampales y potencian la geiiel-aci6n de ROS inducida poi-

hierro.

3.-         En respuesta a los estimulos inflamatoi.ios,1os astl-ocitos y las mici.oglias inducen

la  expl.esi6n  de  hepcidina.  Basalmente  los  astrocitos  expi.esan  mayores  niveles   de

hepcidina que las micl.oglias.

4.-         Hepcidina  reduce  la  expi.esi6n  de  FPNl  en  neuronas,  astrocitos  y  mici.oglias.

Adicionalmente, en microgllas hepcidina induce un auinento de la expi.esi6n de DMT1,

pi-obablemente favoreciendo la acunulaci6n de hien.o en estas c6lulas.

5.-         El p6ptido Ap induce la expresi6n y secl.eci6n de TNF-Ci e IL-6  en astrocitos y

mici.oglias. El pl.e-tl.atamiento con hepcidina 1-educe tanto la expresi6n colno la seci-eci6n

de estas citoquinas inducidas por el p6ptido AP en ambos tipos celulares.
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6.-         El  medio   condicionado   obtenido   de'  astrocitos   o  microglias  tratados   con  el

p6ptido    AP,    induce    alteraciones    moi.fo16gicas    y    dafio    oxidativo    en   neu.onas

hipocampales en cultivo. El pre-tratamiento con hepcidina 1.educe el efecto generado por

el p6ptido AP.

7.-         La inyecci6n  estei.eotaxica con el p6ptido  AP  produce  en  el hipocampo  de  los

1.atones:  (i)  un  auinento  de  la  expresi6n  de  GFAP  en  astrocitos,  (ii)  alteraci6n  en  la

moi.fologia  e  incl-emento  discreto  en  el  ntilnel.o  de  las  micl.oglias,  (iii)  aparici6n  de

marcadores de dafio oxidativo y (iv) incremento de la expl.esi6n de DMT1. Estos efectos

son 1.educidos con el pre-tratamiento con hepcidina.

Los I-esultados obtenidos en esta tesis apoyan la hip6tesis que en neuronas, astrocitos y

mici.oglias,  hepcidina  1.educe  la  1.espuesta  inflamatoi.ia  inducida  por  el  p6ptido  AP  y

modula  la  homeostasis  de  hiel.ro,  dii.ectamente  a  trav6s  de  FPNl  e  indii.ectamente  a

trav6s de la modulaci6n de la expresi6n y secreci6n de citoquinas pl.o-inflamatoi.ias. Son

necesarios  futuros  experimentos para evaluai. la via de  sefializaci6n  asociada al  efecto

anti-inflamatorio de hepcidina, asi como tambi6n estudios a largo plazo para discemii. si

el   efecto   beneflcioso   antilinflamato|.io   de   hepcidina   1-esulta   enmascarado   por   la

potencialmente  pei-niciosa  acunulaci6n   de  hiel.ro   gatillada  pol.  los   cambios   en   el

ti-ansportador de hien.o FPN1.
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Abstract
Inflammation and iron accumulation are present in a variety Of
neurodegenerative diseases that include Alzheimer's disease
and Parkinson's disease. The study of the putative association
between    inflammation   and    iron    accumulation   in   central
nervous system cells is relevant to understand the contribution
of these  plocesses to the progression  of neuronal  death.  In
this   study,   we   analyzed   the   effects   of   the   inflammatory
cytokines tumor necrosis factor alpha ITNF-ct) and interleukin
6 (lL-6) and of lipopolysaceharide on total cell iron content and
on  the  expression  and  abundance  of  the  iron  transporters
divalent metal transporter 1  (DMT1) and Ferroportin  1  (FPN1)
in  neurons, astrocytes and  microglia obtained from  rat brain.
Considering   previous   reports   indicating   that   inflammatory
stimuli   induce  the  systemic   synthesis  of  the   master  iron
regulator   hepcidin,   we   identified   brain   cells   that   produce
hepcidin   in   response  to   inflammatory  stimuli,   as   well   as

Active   inflammatory   processes   and   iron   accumulation
are  hallmarks  of a  variety  of neurodegenerative  diseases
that  include   Parkinson's  disease   (PD)   and   Alzheimer's
disease     (AD)     (Hunot    and    Hirsch    2003;     Ong    and
Farooqui  2005;  Cahill  cf  cz/.   2009;  Siam-Hulsmann  cJ  cz/.

2011;   von  Bernhardi   and   Eugenin   2012).   Inflammation
is   mediated   by   reactive   microglia   and   astrocytes   that
become   neurotoxic   through   the   secretion   of  inflamma-
tory  cytokines  such  as  IL-1,  IL-6,  and  TNF-ct  (Kaushal
and  Schlichter  2008;  Lee  eJ  CZJ.  2010;  Smith  cJ  cz/.  2012).

Indeed,  the  brains  of PD  patients  contain  elevated  levels
of  cytokines,  including  ILl-P,  IL2,  IL4,  IL-6,   and  TNF-ct

(Mogi   cf ¢J.1994a,    b,1996),   while   in   AD   microglia
surrounding    AP    plaques    show    increased    secretion    of

hepcidin-target   cells.   We   found   that   inflammatory   stimuli
increased  the  expression  of  DMTl   in  neurons,  astrocytes,
and  microglia.  Inflammatory stimuli  also  induced  the expres-
sion   of   hepeidin   in   astrocytes   and   microglia,   but   not   jn
neurons.  Incubation  with  hepcidin  decreased  the  expression
of  FPNl   in  the  three  cell  types.  The  net  result  of  these
changes  was  increased  iron  accumulation  in  neurons  and
microglia  but  not  in  astrocytes.  The  data  presented  here
establish  tor  the  first  time  a  causal  asscoiation   between
inflammation  and  iron  accumulation  in  brain  cells,  probably

promoted  by  changes  in  DMTl   and  FPNl   expression  and
mediated in pan by hepcidin. This connection may potentially
contribute to the progression of neurodegenerative diseases
by enhancing iron-induced oxidative damage.
I(eywords:  DMT1,  FPN1,  hepcidin,  inflammation,  iron  accu-
mulation, neurodegenelation.
./. rveumehem.  (2013)  126, 541-549.
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IL-I,  IL-6,  and  TNF-cl  (Rogers  and  Lue  2001;  Lee  ef fl/.
2010).

Iron  is  an  intrinsic  producer  of  reactive  oxygen  species
through   connected   processes   including   hydroxyl   radical
formation,   glutathione   consumption,   protein   aggregation,
lipid  peroxidation,  and  nucleic  acid  modification  (Jomova
and  Valko  2011;  Ntifiez  cr a/.  2012).  Cellular  iron  homeo-

stasis is regulated by the iron transporters DMTl  and FPNl
and by the iron storage protein ferritin. The main iron uptake
transporter is DMT1, while FPNl  functions essentially as an
iron   efflux   transporter   (Anderson   and   Vulpe   2009).   In
multiple cell types, diverse cytokines modify DMTl  expres-
sion.   As   an   example,   INF-y  and  TNF-c*  up-regulate   the
expression of DMTl  and increase iron uptake into bronchial
epithelial    cells    (Wang    cf a/.    2005).    Similarly,    DMTl
expression  is  transcriptionally  enhanced  by  nuclear  factor
kappa-light-chain-enhancer   of  activated   8   cells   (NF-I(B)

(Paradkar and Roth 2006), which is activated downstream of
many  cytokine receptors including the receptors  for TNF-Ch,
Iipopolysaccharide   (LPS),   and   IL-l   (Hanke   and   Kielian
2011;  Wajant  and  Scheurich  2011).

Hepcidin, a small polypeptide synthesized and secreted by
the   liver,   is   considered   a  master  regulator  of  body   iron
homeostasis.  The  physiological  function  of  hepcidin  is  to
decrease  circulating  iron  levels  through  down-regulation  of
FPNl  in  macrophages  (Nemeth  c/ cz/.  2004).  The  action  of
hepcidin  is tissue-specific:  in  enterocytes,  hepcidin does not
change FPNl  levels but decreases DMTl  expression  (Chas-
ton   cf a/.   2008;   Mena   cf CZJ.   2008;   Brasse-Lagnel   cJ  a/.
2011).    Hepcidin-induced   FPNl    degradation   is   transient
reaching   a   maximal   effect   at   2nd  h,   with   FPNl   levels
returning to control values at 24  h (Yeh cf CZJ.  2004; Chaston
cf fl/.   2008;   Mena  c/ c[J.   2008;   Ge  c/ cz/.   2009;   Du   c/  a/.

2012).  Hepcidin  synthesis is stimulated by increased plasma
iron  levels  and by  inflammatory cytokines  under conditions
of infection  by  pathogens  (Lee  cf cz/.  2005;  Wrighting  and
Andrews  2006;  Gnana-Prakasam  c/ cz/.  2008;  Frazier  c/ a/.
2011).

Recent studies show that hepcidin is also expressed in the
central  nervous  system  (CNS)  (Zechel  cf a/.   2006;  Wang
cJ a/.  2010)  and  that its  expression  increases  in  response to
systemic  administration  of LPS  (Wang  eJ cz/.  2008).  Hepci-
din   may   provide   a   link   between   inflammation   and   iron
accumulation  in  the  CNS.  Early  studies  showed  increased
activation   of   NF-KB   and   secretion   of   proinflammatory
cytokines  in  microglia  cultured  with  excess  iron  (Saleppico
eJ aJ.  1996), and that toxic concentrations of IFN-y and TNF-
ct  are  lower  in  iron-loaded  oligodendrocytes  (Zhang  ef a/.
2005).  These  data  suggest  that  iron  accumulation  enhances
the  toxic  effects  of inflammatory  cytokines.  Which  are  the
sequence of events  leading to neurodegeneration,  inflamma-
tion,    or   iron    accumulation   remains    an    open   question

(Zivadinov  c/ a/.   2011).   Stereotaxic  injections  of  LPS   in
the striatum increase microglia activation, ferritin expression,

and total nigral iron content in aged rats (Hunter cf CZJ.  2008),
an  indication  that  inflammation  drives  iron  accumulation.
Nevertheless, cellular inflammation is not necessarily depen-
dent   on   iron   deposition   as   demonstrated   by   microglia
activation  without iron  accumulation  in  an  animal  model  of
multiple  sclerosis  (Williams  c/ a/.   2011).  Recently,  it  was
shown that TNF-or and TGF-a I induce opposite changes in the
expression of DMT1, FPNl, and ceruloplasmin in astrocytes
and  microglia.   TNF-ci  treatment  results  in   increased  iron
retention  by  both  astrocytes  and  microglia;  in  contrast,  the
anti-inflammatory,   anti-apoptotic  cytokine  TGF-Pl   causes
iron  retention  in  microglia  but  promotes  iron  efflux  from
astrocytes (Rathore ef a/.  2012).

In  this  report,  we  tested  the  hypothesis  that  inflammation
drives  iron  accumulation  in  CNS   cells  by  modifying  the
expression  of  iron  transporters.  Considering  that  hepcidin
could be a link between inflammation and iron accumulation
in  the  CNS,   we  also  determined  the  cellular  sources  of
hepcidin  and  its cellular targets in response to inflammatory
stimuli.   Our   results   strongly   suggest   that   inflammation
induces  iron  accumulation  in  neurons  and  microglia,  pro-
noted by changes in DMTl  and FPNl expression and partly
mediated by  hepcidin.

Methods

Cells

Primary   cultures   of  embryonic   rat   hippocampal   neurons   were
obtained  as  described  (Kaech  and  Banker  2006).  The  cells  were
seeded  onto  poly-L-lysine-coated  six-well  plates,  and  the  plating
medium  was  changed  after 2 h  to  supplemented neurobasal  8-27
medium. Three days after plating, 4  LtM  I -b-D-arabinofuranosylcy-
tosine was added to prevent ghial proliferation. Rat cortical glial cells
were  obtained  as   deschbed   (Viviani   2006)   with  modifications.
Briefly, cerebral cortex from 1-to 2-day-old Sprague-Dawley either
male or female rat pups were dissected in CMF-HBSS and digested
using  0.25%  trypsin  supplemented  with  0.5  mg/inL  DNase  I.  The
mixed   astrocytes/inicroglia   culture   was   incubated   in   mininum
essential  medium  (MEM)-F12  containing  10%  fetal  bovine  serum
(FBS). After  13  days in culture cells  were vigorously  stirred on an
orbital shaker for  16 h at 260 rpm to detach microglial ceus. The
microglial  cells were plated in MEM-F12  10% FBS. After 20 min
of incubation  at  37°C  non-adherent cells  (mostly  astrocytes)  were
removed with a change in medium. The remnant cells in the flask
were shaken  again for 72 h to remove remaining microglia.  After
shaking,  astrocytes  were  trypsinized,  replated  into  35-mm  plates,
and grown until confluence prior to the treatments.

Rats   were   obtained   from   the   animal   facilities   of  Pontificia
Universidad  Catolica  de  Chile.  The  protocol  for  the  handling  of
aninals was approved by the Ethics Committee for the Handling of
Live Species and Biosafety of Faculty of Sciences,  Universidad de
Chile.

Cytokines  treatment

Neurons  at DIV  7  cultured in  fresh neurobasal 827  medium were
treated for 18  h with 50 ng/inL TNF-ot (R&D Systems, Mirmeapo-
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lis, MN, USA), 50 ng/inL EL-6 (R&D Systems), 1  Hg/inL LPS from
EScherz.chid co/I. 026:86 1 (Sigma-Aldrich: St. I.ouis, MO, USA), or
40  HM Fe-NTA (I  :  2.2, mol/mol). Cortical astrocytes or microglial
cells cultured in high glucose MEM medium supplemented with I %
FBS and 7  prM iron were similarly treated for  18  h with 50 ng/inL
TNF-c*, 50 ng/inL in-6,  or  1  Hg/inL LPS.

Hepcidin  treatment

Hepcidin treatments were done at DIV  7. Cells  were incubated for
6 h with 350 nM human hepcidin (Peptide lnternational: Louisville,
KY,  USA) prior to western blot analysis.  Preliminary  experiments
indicated   that  treatment  of  hippocampal  neurons   for  6 h   with
350 nM hepcidin resulted in a 50% decrease in FPNl levels (Figure
Sla).

RT-PCR

Semi-quantitative   PCRs   for   DMT1,   FPN1,   or   hepcidin   were

performed  as  described  (Mena  cf a/.  2008).  The primers  used  are
described  in  Table  S1,  The primers  used  for DMTl  recognize  an
internal  segment  of  its  mRNA  common  to  all  DMTl  isofoms,
which in the case of brain cells correspond to isoforms lB+IRE and
lB-IRE (Hubert and Hentze 2002).

Antibodies

The antibodies used in this study were as follows: rabbit polyclonal
anti-panDMT1  (Aguine  ef a/.  2012);  rabbit  polyclonal  anti-FPN1

(Alpha Diagnostics, Sun Antonio, TX, USA); rabbit polyclonal anti-
hepcidin  (Alpha Diagnostics);  mouse  monoclonal  anti-tubulin  and
mouse monoclonal anti- GFAP (Sigma-Aldrich); mouse monoclonal
anti-cluster  of  differentiation  molecule   118  (CDl lb)  and  mouse
anti- Tujl  (Ptomega, Madison, WI,  USA).

Western  blot  analysis

Extracts  were  prepared  by  lysing  cells  with  lysis  buffer  (20 mM
Tris-Hcl pH 7.5,  150 mM Nacl,  1  mM Na2EDTA,  I  mM EGTA,
1%   NP40,    1%   sodium   deoxycholate,   and   protease   inhibitor
cocktail)   for   15  min   on   ice   and   centrifugation   for   15 min   at
12  000 g. Protein concentrations were determined using bicinchon-
inic   acid  protein   assay   (Themo   Scientic-Pierce,   Rockford,   EL,
USA).  For western blot analysis,  20  ug of proteins were subjected
to   sodium   dodeeyl   sulfate-polyacrylamide   gel   electrophoresis.
Proteins were transfelTed to nitrocellulose membranes  and blocked
for  1  h  at  25°C  with  5%  nonfat  dry  milk  in  Tris-buffered  saline/
Tween-20  buffer  (20 mM  Tris,  0.5  M  Nacl,  0.1%  Tween-20).
Membranes were incubated overnight a 4°C with rabbit anti-DMT1

(1  :  1000),   rabbit   anti-FPN1   (1  :  1000),   or   mouse   anti-tubuhi
(I  :  10 000),  followed  by  horseradish  peroxidase-conjugated  anti-
rabbit or anti-mouse IgG  antibody  for 2  h  at 25°C.  The  imlnuno-
reactive bands were developed with a peroxidase-based Supersignal
chemiluminescence  assay kit (Thermo  Scientific-Pierce)  and quan-
tified  with  the  Quantity  One  software  (Bio-Rad,  Hercules,  CA,
USA).

Immunofluorescence

Cells grown in cover slips were fixed with 4% parafomaldehyde/4%
sucrose   in  phosphate-buffered   saline,   pemeabilized   with   0.2%
Triton-X-100  in  phosphate-buffered  saline,  incubated  overnight  at

4°C  with  anti-FPN1   (I  :  loo),  anti-DMT1   (1  :  500),  anti-GFAP

(astrocyte marker, 1  :  100), anti-CDllb (microglia marker,1  :  100),
anti-Tujl   (neuron   marker,    1  :  1000)   or   anti-hepcidin   (1  :  100)
followed by incubation with Alexa-546-conjugated goat anti-mouse
IgG,  Alexa488-conjugated  goat  anti-rabbit  IgG  and  TOPRO  for
nuclei identification.  The labeled cells  were observed with a Zeiss
LSM  510  Meta  confocal  laser-scanning  microscope  (Carl  Zeiss
Microscopy GmbH: Jena, Germany).

Total  iron  measurement

Total iron  content was  detemined by  atomic  absorption  spectros-
copy (AAS) as described (Aguine ef a/. 2005). Briefly, cell extracts
were  mixed  with  0.5  mL  of sub-boiling  ultrapure  nitic  acid  and
incubated   at   25°C   for  48  h.   Total   ceuular  iron   analysis   was
determined  by  total  reflection  X-ray  fluorescence  using  a  Seifert
EXTRA-II  Rich  speetrometer  (Seifert  &  Co:   Ahrensburg,   Ger-
many).

Statistical  analysis

IREerences  between   means   were   analyzed   by  one-way   ANovA.
Dunnett's  pasr-Aoc  test  was  used  for  comparison  using  Instat.
Graphpad Software  (Graphpad  Software lnc,  La Jolla,  CA,  USA)

p-values < 0.05  were considered significant.

Results

To   ascertain   if  inflammatory   treatments   resulted   in   iron
accumulation,  we  evaluated  total  iron  content  in  neurons,
astrocytes,  and  microglia  treated  with  the  pro-inflammatory
cytokines TNF-ct or IL-6, or with LPS, a Toll-like receptor 4
agonist.  After   18  h  treatment,  total  iron  content  increased
significantly  a <  0.01)  in  neurons  and  microglia,  whereas
iron   content  in   astrocytes   remained   unchanged   (Fig.  Ia).
After  treatments,  iron  content  in  microglia  reached  values
close  to  400  ng  of Fe  per  mg  of protein;  in  neurons,  iron
content  increased  from  60  to  loo-120 ng  of Fe per  mg  of

protein  and  in  astrocytes  it  remained  in  the  range  of  45~
50 ng of Fe per mg of protein.

We evaluated next if the increase in iron content produced
by inflammatory stimuli associated with changes in the levels
of  iron  transporters.  Rat  hippocampal  neurons  treated  for
18  h  with  TNF-ot,  IL-6,  or LPS  presented  a  significant  50-
67% increase in DMTl protein content and 45nd5% decrease
in FPNl  protein  levels  when  compared to control  (Fig.  2a).
Treatment   of  astrocytes   with   TNF-or,   IL-6   or   LPS   also
induced   a   significant   increase   in   DMTl   protein   content

(Fig.  2b), while treatment with LPS also induced a small but
significant decrease in FPNl  protein content when compared
to control (Fig.  2b). Treatment of microglia with TNF-ci, IL-
6,   or   LPS   resulted   in   increased   DMTl   levels   without
significant   changes   in   FPN1   (Fig.  2c).   Figure   S2   shows
images of DMTl  and FPNl  fluorescence immunostaining in
neurons,  astrocytes,  and  microglia.  An  increase  in  DMTl
immunostaining in neurons and microglia,  and a decrease in
FPNl  immunostaining in  neurons  is evident.
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Fig.  1   Changes   in   iron   content   induced   by   inflammatory   stimuli.

Hlppocampal neurons, cortical a§trocytes, and cortical microglia were
treated for 18  h with tumor necrosis factor alpha ITNF-ct) (50 ng/mL),
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lL-6 (50  ng/mL). or lipopolysaccharide (LPS) (1  Hg/mL) after which the

Iron content was determined. Values represent mean  ± SEM (n = 3).
**p < 0.01  as compared to the corresponding control.
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To  ascertain  if changes  in protein  levels  were  associated

with  changes  in  mRNA  levels,  RT-PCR  was  performed
using  specific  primers  for  DMTl   and  FPNl   in  neurons,
astrocytes, and microglia upon treatment for 18  h with TNF-
cx,   n-6,   or   LPS   G=ig.  3).   In   neurons,   all   three   agents
increased  DMTl   mRI`IA  levels  without  change  in  FPN1

nykeF'        Sfarfa

expression     a]ig.  3a).

Fig. 2  Tumor  necrosls  factor  alpha  ITNF-
ct).    IL-6,    and    llpopolysaccharide    (LPS)

induce changes ln the protein levels of the
Iron transporters divalent  metal transporter
1    (DMT1)    and   ferropor(in    1    (FPN1)    in

CNS-den.ved  cells.   Hlppocampal   neurons

(a),   cor[ical   astrocytes   (b).   and   cor[ical
mlcroglia   (c)   were   treated   for   18 h   with

TNF-Ch (50  ng/mL),  lL-6 (50  ng/mL), or LPS

(1  Hg/mL) and changes ln DMTl  and FPNl
expression were analyzed by western blot.
Left panels  show representative  blots and
right panels show the quantificat!on of band
density.   Values   represent   mean  ±  SEM

("-6).   *p=0.05,   **p<   0.01;    **.p   =
0.001, compared to control.

Astrocytes     presented     significant
increases in DMTl  mRNA,  while FPNl  mRNA decreased
significantly   only   with   LPS   Q]ig.  3b).   TNF-ci   increased
significantly  DMTl  mRNA  in  microglia  while  significant
decrease  in  FPNl  mRNA  was  observed  following  TNF-or
and LPS treatment Gig.  3c).
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Flg. 3  Tumor  necrosis  factor  alpha  (TNF-ct),   IL-6,  and  lipopolysac-

charide   (LPS)   induce   changes   in   the   mBNA   levels   of   the   iron
transporters  divalent  metal  transporter  1   (DMT1)  and  forroportin   1

(FPN1)   in   CNsrderived   cells.    Hippocampal   neurons   (a),   cortical
astrocytes  (b),   and  cortical   microglia   (c)  were  treated   with  TNF-c[

(50  ng/mL),  IL€  (50  ng/mL),  or  LPS  (1  HI/mL)  for  18  h.  Changes  jn
DMTl   and  FPNl   mpNA  levels  were  analyzed  by  PT-Pop.  Panels
show   quantification   Of   band   density   relative   to   control.   Values
represent mean  ±  SEM  (n = 4).  'Ip < 0.05;  **p < 0.01 ;  ***p < 0.001

as compared to control.

As   stated   above,   hepcidin   is   a   possible   link   between
inflammatory  stimuli  and  iron  homeostasis.  Thus,  it  was  of
interest  to  assess  the  effect  of inflammatory  stimuli  on  the

putative  expression  of hepcidin  by  neurons,  astrocytes  and
microglia. In  addition,  we tested if iron accumulation per sc
could    induce    hepcidin    expression    (Fig.  4).    Astrocytes

(Fig.  4a)  and  microglia  (Fig.  4b)  subjected  for  2  h  to  high

:_===_I

#   S  €rf  €3Avir   S
Astrocytes Microglia

Hepcidin      GFAP                Hepcidin     CDllb111

==
Fig.  4  Inflammatory   stimuli   induce   the   expression   Of   hepcidln   in

astrocytes   and   microglia.    Expression   Of   mPINA   for   hepcidin   in
astrocytes  (a)  and  microglia  (b)  after  treatment  for  2  h  with  tumor
necrosis  factor  alpha  ITNF-ct)  (50 ng/mL),  IL-6  (50 ng/mL),  Fe-NTA

(40  HM),  or  lipopolysaccharide  (LPS)  (1  Lig/mL).  (c)  Quantification  Of
band density Of hepcidin mF3NA levels relative to untreated astrocytes.

Values   represent   mean  ±  SEM   (n= 3).   *p< 0.05;   *+p< 0.01   as
compared   to  control.   (d)   Hepcidin   immunofluorescence   (green)   ln
astrcoytes and microglia prior (Control) and after treatment for 2  h with
TNF-ct  (50  ng/mL),  IL€  (50  ng/mL),  Fe-NTA  (40  LiM),  or  LPS  (1  tig/

mL).   GFAP   and   CDllb   co-staining   (red)   was   used   for   pesitive
identification Of astrocytes and  microglja,  respectively.

iron  or  inflammatory  stimuli  presented  increased  levels  of
hepcidin mRNA. Both basal and stimulated hepcidin mRNA
levels   were   higher   in   astrocytes   than   microglia;   in   all
conditions  tested.   the  increase   in  hepcidin  mRNA  levels
was  significant  (Fig.  4c).  Hepcidin  mRNA  in  neurons  was
undetectable under basal  conditions  and  expression  was  not
induced by TNF-ct,  IL-6,  LPS, or Fe treatment (not shown).
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Treatment  of  astrocytes  and  microglia  with  TNF-ot,  IL-6,
LPS,   or   Fe   also   increased   hepcidin   protein   content,   as
revealed  by  immunodetection  of  hepcidin  in  cell  cultures

(Fig.  4d). In agreement with the absence of hepcidin mRNA,
neuronal  cultures  did  not  show  detectable  hepcidin  immu-
nostaining  (not  shown).

We next evaluated  the effect of hepcidin  on  the  levels  of
DMTl  and FPNl  in neurons astrocytes and microglia. A 6  h

period   of  treatment   was   chosen   because   in   preliminary
experiments  we  determined  that  the  effect  of  hepcidin  on
FPNl   protein   levels   was   maximal   at   6  h   of   treatment
decreasing thereafter (Figure Slb). Consistent with its known
action  in  systemic  cells,  treatment  with  hepcidin  decreased
FPNl protein levels in neurons (Fig.  5a), astrocytes (Fig.  5b),
and   microglia   (Fig.  5c).   In   addition,   hepcidin   treatment
resulted in a significant increase in DMTl  only in microglia

(Fig.  5c). Figure S3 shows immunofluorescence images of the
variation  in   the  cellular  content  of  DMTl   and  FPNl   in
neurons, astrocytes, and microglia after hepcidin treatment. A

Ctrl

52 kDa

FPN]REERE62kDa

Tubulin

(b)                Ctrl         Hepc

(c) Ctrl         Hepc

DMTl i ffi ¥  52kDa

Tubu'in:=

decrease in FPN I immunolabeling in neurons and astrocytes is
noticeable, together with increased DMT I levels in microglia.

Discussion

Inflammation and iron accumulation are amply recognized as

pathognomonic  signs  of several  neurodegenerative  diseases
that  include  AD   and   PD.   However,   knowledge  on   how
inflammation and iron accumulation cross-talk is,  at its best,
incipient.  The  results  presented  here  show  that  the  inflam-
matory cytokines IL-6 and TNF-ot and the Toll-like receptor
4 agonist LPS exercise profound effects on iron homeostasis,
inducing  DMTl  expression  and  iron  accumulation  in  neu-
rons and microglia. Moreover, we ascertained that astrocytes
and  microglia  increase  hepcidin  expression  in  response  to
inflammatory  stimuli.  We  also  observed  that  6  h  treatment
with   hepcidin   decreased  the   levels   of  FPNl   in  neurons,
astrocytes  and  microglia.  Figure  6  presents  a  scheme  sum-
marizing  the  finding reported here.

q§£b               Fprst

FIg. 5  Hepcidin  induces  changes  in  forro-

portin  1  (FPN1)  in  CNS cells.  Hippocampal
neurons   (a),   cortical   astrocy[es   (b),   and
cortical    microglia   (c)   were   treated   with

350 nM hepcidin for 6 h after which divalent

metal   transporter   1    (DMT1)   and    FPNl

expression wore analyzed by wostem blot.
Left  panels  show  representative  blots  and
right panels show the quantification of band
density.   Values   represent   mean  ± SEM

(n=6).   "p<0.01   and  *"p<0.001   as
compared to control.
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Fig. 6  Schematic    representation    depicting    the    changes    in    iron
homeostasis  Of  CNS  cells  subjected  to  inflammatory  stimuli.  Inflam-

matory   stimuli    ITNF-ct,    IL6,    LPS)   for   18h    result   in    increased

expression   Of   divalent   metal   transporter   1    (DMT1)   in   neurons.

astrocytes,   and   microglia,   together  with   decreased   expression   Of
ferroportin  1  (FPN1) in neurons.  Hepcidin, secreted by astrocytes and
microglia  in   response  to  inflammatory  stimulj,   induces  after  6  h  a
transient decrease in FPNl  in the 3 cell types and an increase in DMTl
in   microglia.   The   net   result   of   inflammatory   stimuli   and   hepcidin

mediation  is  iron  accumulation  in  neurons  and  microglia  but  not  in

astrocytes.

Neurons
In   neurons,   TNF-ot,   IL-6,   and   LPS   treatment   increased
DMTl   and  decreased  FPNl   protein   levels.  Probably,  the
increase  in  DMTl  was  a  consequence  of the  activation  of
signaling  pathways  that  induced  DMTl  mRNA  expression.
NF-I(B,  a transcription  factor  activated  by  both  TNF-cl  and
LPS  signaling  pathways  uranke  and  Kielian  2011;  Wajant
and   Scheurich   2011),   is   a   likely   effector   since   NF-I(B
induces DMTl  expression in Pl9 embryonic carcinoma cells

(Paradkar  and   Roth   2006).   The   cause   for  the   observed
decrease  in  neuronal  FPNl   is  unknown,  but  it  could  be
because of a post-transcriptional control of FPNl  expression
by inflammatory stimuli as described for splenic macrophag-
es  (Liu  ef a/.  2005).

As   described   for   macrophages    and   other   cell   types
(Ganz   and  Nemeth   2012),   hepcidin   induced   a  canonical
down-regulation  of FPNl  protein  in  neurons.  The decrease
in  FPNl  produced  by  hepcidin  and  the  increase  in  DMTl
as   a  result  of  inflammatory   stimuli   were   most   probably
instrumental   to   the   observed   iron   accumulation.   Indeed,
cellular   iron   content   doubled   after   18  h   treatment   with
TNF-ot,  IL-6,  or  LPS,  a  condition  that  should  result  in  an
increased  labile  iron  pool,  with  the  consequent  increase  in
oxidative   stress   and   damage   (Kruszewski   2003;   Ntifiez
et  al.  20L2).

Astrocytes
In astrocytes, treatment with TNF-c[, IL-6, or LPS resulted in
increased  levels  of DMTl,  while  decreased  levels  of FPNI
were   significant   only   after   LPS   treatment.   As   discussed
elsewhere in the article, the increase in DMTl  was probably
a direct consequence of the activation of DMTl transcription
by TNF-ct and LPS  signaling pathways. These results  are in

general agreement with a recent study, which reported that in
astrocytes  TNF-ct  induced  an  increase  in  DMTl  expression
coupled to decreased FPNl  expression (Rathore cJ cr/.  2012).
Nevertheless,   the   authors   reported   that   iron   efflux   from
astrocytes,  albeit larger than from microglia,  did not change
after TNF-or treatment,  which  would  indicate that transport-
active FPNl  levels  did  not change.

Treatment   for  2  h   with   inflammatory   agents   and   with
40  |iM   Fe-NTA   resulted   in   increased   levels   of  hepcidin
mRNA in both astrocytes and microglia. Although the effect
of  inflammatory  stimuli  on  hepcidin  expression  is  widely
acknowledged,  the  iron  effect  reported  here  is  novel.  In  a

previous  work,  we  determined  that  the  exposure  of hippo-
campus   neurons   for   0   to   20 min   to   100  HM   Fe-NTA

produce a fast increase in the labile iron pool and in reactive
oxygen   species   (ROS)   (Mufioz   cr ¢J.   2011).   Since   ROS
induce   hepcidin   synthesis    (Millonig   a/ a/.    2012),   it   is

possible  that  ROS  generated  by  an  increase  in  the  labile
iron  pool  may  mediate  the  observed  increase  in  hepcidin
mRNA  levels.

Hepcidin treatment resulted in decreased levels of FPNl in
astrocytes.  This  change  was  not  maintained  in  time  since
after   18  h  of  treatment  with  inflammatory  factors,   which
induce hepcidin expression in  astrocytes,  FPNl  approached
control   values   (compare   Figs  2b   and   5b).   The   transient
nature   of  the   hepcidin   effect  on   FPNl   levels   has   been
described  in  other  cell  systems  (Yeh  ef a/.  2004;  Chaston
cJ a/.   2008;   Mena  cf CZJ.   2008;   Ge  cf aJ.   2009;   Du  cf cz/.

2012).  We found  that treatment for  18  h  with TNF-er.  EL-6,
or  LPS  resulted  in  no  significant  changes  in  cellular  iron
content.   The   conservation   of  the   iron   export  capacity   is

probably  the  main  reason  why  no  iron  accumulation  was
observed as a result of inflammatory stimuli. This conclusion
is   in   line   with   the   observation   that   iron   efflux   from
astrocytes, per sc larger than from microglia, did not change
after  TNF-c*  treatment  despite  a  decrease  in  FPNl   levels

(Rathore  cJ a/.  2012).

Microglia

After  18  h of treatment with inflammatory stimuli, microglia

presented  increased   levels  of  DMTl   protein  and  mRNA
accompanied by a 30% increase in iron content as compared
to control. As discussed above, the increase in DMTl nRNA
was   probably   consequence   of   NFKB   activation   by   the
inflammatory  stimuli.

As    with    neurons    and    astrocytes,    hepcidin   treatment
resulted  in  decreased  FPNl  levels,  probably  a consequence
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of hepcidin-induced  FPNl  degradation.  Unexpectedly,  hep-
cidin  treatment  resulted  in  a  significant  increase  in  DMTI

protein.  One  precedent  in  the  literature  for this  result is  the
report  that   stereotaxic   injection   of  hepcidin   into  the   left
lateral ventricle in rats resulted in increased DMTl  mRNA in
cerebral  cortex  and  hippocampus  (Li  ef cz/.  2011).  It  can  be
envisioned  that  after 2  h  of treatment,  inflammatory  stimuli
induce  hepcidin  expression,  which  in  turn  at  6  h  induces
changes in iron transporters leading to iron accumulation. At
18  h   of  treatment,   homeostatic   mechanisms   would   bring
FPNl  near  to  control  levels  but  iron  accumulation  persists
because  of increased  DMTl  levels.  Microglia  were  the cell
type   with   the   largest   content   of   iron.   By   sequestering
extracellular  iron  in  response  to  hepcidin,  microglia  may
have an important protective role on neuronal  viability.

The findings reported here provide a partial response to the

question  of  what  comes   first,   neuroinflammation   or  iron
accumulation:  in  neurons and microglia,  inflammatory  stim-
uli   induce  iron   accumulation.   The  induction   of  hepcidin
expression by iron could produce a positive feedback loop of
increased iron  accumulation.

In  summary,  inflammatory  stimuli  induced  iron  accumu-
lation   in   neurons   and   microglia,   accumulation   that   was

probably   associated   with   changes   in   the   levels   of  iron
transporters.  Inflammatory  stimuli  also  induced  the  expres-
sion of hepcidin in astrocytes and microglia, being astrocytes
the   largest   producers.    In   turn,   hepcidin   decreased   the
expression  of  FPNl  in  neurons,  astrocytes,  and  microglia.
The  data presented  here  establish  for the  first time  a causal
relationship between  inflammation  and iron  accumulation in
neurons  and  microglia.  Considering  that  iron  accumulation
results in hydroxyl radical  production  and extensive cellular
damage,   this   process   may   potentially   contribute   to   the

progression  of  neuronal  death  by  enhancing  iron-mediated
oxidative damage.
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A  growing  set  of  observations  points  to  mitochondrial  dysfunction,   iron  accumulation,
oxidative damage and chronic inflammation as common pathognomonic signs of a number
of  neurodegenerative  diseases  that  includes  Alzheimer's  disease,   Huntington  disease,
amyotrophic lateral sclerosis,  Friedrich's ataxia and Parkinson's disease.  Particularly relevant
for neurodegenerative  processes  is  the  relationship  between  mitochondria  and  iron. The
mitochondrion upholds the synthesis of iron-sulfur clusters and heme, the most abundant
iron-containing  prosthetic  groups  in  a  large  variety  of  proteins,  so  a  fraction  of  incoming
iron   must  go  through  this  organelle  before  reaching   its  final  destination.   In  turn,   the
mitochondrial  respiratory  chain  is  the  source  of  reactive  oxygen  species  (BOS)  derived
from  leaks  in  the  electron  transport  chain.  The  co-existence  of  both  iron  and  BOS  in
the   secluded   space  of  the   mjtochondrion   makes  this   organelle   particularly  prone  to
hydroxyl  radical-mediated  damage.   In  addition,   a  connection  between  the  loss  of  iron
homeostasis  and  inflammation  is  starting  to  emerge;  thus,   inflammatory  cytokines  like
TNF-alpha  and  lL-6  induce  the  synthesis  of the  divalent  metal  transporter  1  and  promote
iron  accumulation   in  neurons  and  microglia.   Here,   we  review  the  recent  literature  on
mitochondrial  iron  homeostasis and the role of inflammation  on  mitochondria  dysfunction
and   iron   accumulation   on   the   neurodegenerative   process   that   lead   to   cell   death   in
Parkinson's  disease. We  also  put forward  the  hypothesis  that  mitochondrial  dysfunctjon,
iron accumulation and inflammation are part of a synergistic self-feeding cycle that ends in
apoptotic cell death, once the antioxidant cellular defense systems are finally overwhelmed.

Keywords: inflammation, neurodegenei.ation, mitochondrial dysfunction, iron toxicity, Parkinson's disease

INTRODUCTION

Iron  is  an  essential  element  necessary  for  the  normal  devel-
opment  of brain  functions.   Enzymes  involved  in  neurotrans-
mitter  synthesis  that  possess   iron   as  a  prosthetic  group  are
recognized  targets  of  iron  deficiency:   monoamine  oxidases  A
and  8  involved  in  dopamine  catabolism,  tryptophan  hydrox-
ylase,   required  for  serotonin   synthesis,   tyrosine  hydroxylase,
required  for  dopamine   and  norepinephrine  synthesis,   gluta-
mate  decarboxylase  involved  in  GABA  synthesis  and  glutamate
transaminase involved in L-glutamate synthesis, all belong to this

group.
Abundant evidence shows that iron accumulation in particu-

lar areas of the brain is a hallmark of several neurodegenerative
disorders (Zecca et al., 2004; Andersen et al., 2013), although it is
uncertain whether iron accumulation is a primary cause of the dis-
order or a consequence of a previous dysfunction. Increased levels
of iron promote cell death via hydroxyl radical formation, which
enhanceslipidperoxidation,proteinaggregation,glutathionecon-
sumption, and nucleic acid modification. We recently put forward
thehypothesisthatironaccumulation,aprocessinitiatedbymito-
chondriaI dysfunction, and the ensuing oxidative damage is part
of the execution step,  i.e., the death process of affected neurons
(Ntifiez et al., 2012).

Mitochondrial   dysfunction  has   long  been  associated  with
several neurodegenerative  diseases that include Alzheimer's dis-
ease  (AD), Huntington's disease  (HD), Parkinson's disease (PD),
amyotrophic  lateral  sclerosis  (ALS),  and  Friedrich's Ataxia  (FA;
Schapira and Cooper,1992;  Moreira et al., 2010; Grubman et al.,
2013).  Mitochondrial dysfunction results in  decreased ATP syn-
thesis,  as  well  as  in  decreased  synthesis  of iron-sulfur  clusters
(ISCs) and heme prosthetic groups. An association between mito-
chondrial dysfunction and mitochondrial iron accumulation has
been found only in FA (Delatycki et al.,  1999; Huang et al., 2009),
although evidence for mitochondrial iron accumulation has been
reported in experimental models of PD  (Liang and Patel, 2004;
Lee et al., 2009; Mena et al., 2011 ).

Inflammation in  the central nervous system  (CNS)  is a con-
dition  strongly  associated  with  neuronal  death  in  several  neu-
rodegenerative   disorders   including   PD   and  AD   (Hirsch  and
Hunot,   2009).    Inflammation   is   characterized  by  the   occur-
rence  of  reactive  microglia  and  a  massive  production  of pro-
inflammatory   cytokines.    These   inflammatory  processes  trig-

ger   a   chain   of   events   including   increased   production   of
ROS  and  reactive  nitrogen  species  (RNS),  disruption  of  iron
metabolism  and  mitochondrial  dysfunction,  finally  leading  to
neurodegeneration.
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THE BASIS 0F IRON TOXICITY

The ability of iron to exchange readily one electron underlies its
insertion in numerous catalytic processes found in living matter.
The iron atom has octahedral coordination chemistry; therefore,
it has six possible coordination bonds. Seminal work by Graf and
associates demonstrated that iron is redox-inactive only if all its
six coordination sites are stably bound. If one of the sites is free or
loosely bound, iron is redox-active and competent of undertaking
one-electron exchange reactions (Graf et al.,1984). It is notewor-
thythatFe3+complexeswiththechelatorsdesferrioxamine,DTPA
or phytate  at  I:10  (mol:mol)  ratio  result  in  redox-inactive  iron
whereas Fe3+  chelation with NTA, EDTA, EGTA, ATP, CDTA or
bleomycin results in redox-active iron at the same 1 : 10 molar ratio
(Graf et al.,1984).

Iron  is  a  paramagnetic  element  with  two  stable  oxidation
states:  2+  and  3+.  As  mentioned  above,  both  Fe2+  and  Fe3+
establish coordination complexes with a great variety of ligands.
Iron  complexes  display a  variety  of reduction  potentials,  rang-
ing  from  very  positive  to  negative  values  because  of  a  basic
concept  in  coordination  chemistry that  establishes  that  the  lig-
and  modifies  the  electron  cloud  surrounding  the  metal,   thus
modifying  its  reduction  potential.  This  versatility  in  reduction

potential allows for fine-tuning between iron reduction potential
and the electron transfer process it catalyzes.  It is estimated that
the  predominant  reduction  potential  for iron  in  the intracellu-
lar milieu  of the  cell  is  near zero V  (Clark,  1960;  Wood,  1988).
Many  I.r!  v!.fro  experiments  confirm  iron-mediated  production
of the  hydroxyl  radical  (.OH), which arises from the  following
reactions:

1. Fe2++02  a Fe3++O;-Eo: -0.43V;     AG = 41.5KJ/mol

2. O;-+2H+ + H202+02Eo: 0.55V;     AG = -53.OKJ/mol

3.Fe2+ +H202  +  Fe3++OH+.OH     Eo: 0.10V;

AG = - 9.7KJ/mol

The   thermodynamic   sum   of   reactions    I-3   gives   reaction
4:

4. 3Fe2+ + 202 + 2H+ +  Fe3++OH-+.OH

AG = -21.2KJ/mol

The intracellular environment provides abundant reducing power
in the form of GSH (mM) and Asc (LLM), which reduces Fe3+ to
Fe2+:

5. Fe3+ + GSH(Asc)  +  Fe2++GSSH(Asc . ) + H+Eo  : 0.262;

AG = - 25.3KJ/mol

Changes in free energy were calculated applying the equation
AG  =  -#FEb  (Joule/mol),  in  which  ri  is  the  number  of elec-
trons exchanged and F the  Faraday constant.  Reaction  1  values
were from (Pierre and Fontecave,1999);  Reaction 2, the half-cell

potential for H202 dismutation was considerer 0.45 V (Pierre and
Fontecave,  1999)  and  the  reduction  potential  of the  Fe3+/Fe2+

half-cell was  considered  0 V  (Wood,  1988);  Reaction  3  (Fenton
reaction):  Eo half-cell values from  (Buettner,  1993; Buettner and
Schafer,  2000).  Half-cell  potentials for  reaction  5  were  obtained
from   (Millis   etal.,   1993;   Pierre   and   Fontecave,   1999).   GSH:
reduced glutathione; GSSG: oxidized glutathione; Asc: ascorbate;
Asc.: ascorbate free radical.

The  hydroxyl  radical  is  considered  one  of the  most  reactive
species  generated  in  biological  systems,   since  its  reaction  rate
is  only  limited  by  difiirsion,   with  rate  constants  in  the   109-
|0t2  Mol-I   s-I   range  (Davies,  2005).   This  molecule  induces
irreversible damage to DNA, RNA, proteins,  and lipids.  Indeed,
the hydroxyl radical is believed to be the etiological agent for sev-
eral diseases and may be involved in the natural process of aging
(Lipinski, 2011 ).

The main components of cell iron homeostasis are the divalent
metal transporter I  (DMT1), a Fe2+ transporter that brings iron
into  the  cell,  the transferrin  receptor  1  (TfRl)  that brings  iron
in through the endocytosis of Ferro-transferrin, the iron export
transporter ferroportin  I  (FPNl )  and the cytosolic iron storage

protein  ferritin.  The  expression  of these  proteins  is  transduc-
tionally regulated by the iron responsive element/iron regulatory

protein  (IRE/IRP)  system,  which  is  activated  when  cells  have
low  iron  levels,  resulting  in  increased  DMTl  and  TfRl  levels
and decreased FPNl and ferritin expression (Muckenthaler et al.,
2008).

In  cells,  iron  in  the  0.2-I.5  LLM  range  is  weakly  complexed
to low-molecular weight substrates such as citrate,  carboxylates,
amines, phosphate, nucleotides, GSH, and other molecules con-
forming the "cytosolic labile iron pool" (CLIP; Epsztejn et al.,1997;
KakhlonandCabantchik,2002;Petratetal.,2002;HiderandKong,
2011 ). Iron in this pool is redox-active, cycling between the Fe+2
and Fe+3 forms, with prevalence of the reduced form because of
the reductive cytosol environment. This redox-active pool is suit-
able to experimental detection by the fluorophore calcein, which
has higher affinity for Fe3+ than for Fe2+ but since the reduction

potential for iron in the Fe-calcein complex is low, Fe3+  bound
to  calcein  is  readily  reduced  in  the  intracellular  environment,
resulting in decreased calcein fluorescence (Petrat et al., 2002). In
cultured neuroblastoma cells the LIP represents about 3% of total
cellular iron under basal culture conditions, but this percentage
increases 34 fold, to wM concentrations, after exposure of cells
to high extracellular iron concentrations (Ntifiez-Millacura et al.,
2002; Ntifiez et al., 2004).  In cell models, iron overload generates
increased lipid peroxidation,  protein modifications and damage
to DNA, consistent with the production of the hydroxyl radical
(Mello-Filho  and Meneghini,1991;  Ntifiez  etal.,  2001;  Sochaski
et al., 2002; Zoccarato et al., 2005).

INFLAMMATORY CYTOKINES INDUCE THE PRODUCTloN 0F

RNS, Ftos AND IFtoN A€UMULATloN
Postmortem tissues from patients with AD, PD, HD, ALS or FA
show oxidative damage in the affected brain regions (Nunomura
et al.,1999;  Barnham  et al.,  2004;  Emerit  etal.,  2004).  The  asso-
ciation between inflammation and oxidative damage is mediated
by the  release  of RNS  and  ROS  during the  inflammatory pro-
cess.  In particular,  activated microglia have high levels of nitric
oxide synthase (NOS)  and NADPH oxidase (NOX), two enzyme

l=rontiers in Pharmacology I Drug  Metabolism and Transport March  2014  I  Volume  5  I  Article 38  I  2



Urrutia et al. Inflammation,  BOS and iron dyshomeostasis in neurodegeneration

systemsthatmediatetheincreaseintheoxidativetoneinducedby
inflammation.

Microglia,  the brain-resident immune  cells,  are  essential for
thegenerationoftheinflammatoryresponse.Theyareactivatedby
distress'signalsreleasedfromneighboringcells,initiatinganinnate
response  characterized by the production of pro-inflammatory
cytokines  and,  incidentally,  phagocytosis  (MCGeer  et al.,  1988;
Colton and Wilcock, 2010).  Indeed, many cases  of AD and PD
areaccompaniedbyadramaticproliferationofreactiveamoeboid
macrophages and activated microglia in the substantia nigra (SN)
or frontal cortex (MCGeer etal.,1988;  Possel et al., 2000;  Kiyota
et al., 2009; Hewett and Hewett, 2012), together with high expres-
sionofpro-inflammatorycytokines(Baueretal.,1991;Mogietal.,
1994;   Muller  etal.,  1998;  Nagatsu,  2002;   Hewett  and  Hewett,
2012).

Inducible NOS  (iNOS, also  called NOS-2),  which is scarcely
expressed in the brain is induced during gliosis in pathological
situations including AD (Aliev et al., 2009) and PD (Dawson and
Dawson, 1998). Up-regulation of iNOS and of cyclo-oxygenase-I
and cyclo-oxygenase-2 in amoeboid microglia occurs in the SN of
human PD patients  (Knott et al., 2000). A study on the levels of
iNOS mRNA in postmortem PD basal ganglia found a significant
increase in iNOS expression in the dorsal two-thirds of the stria-
turn and in the medial medullary lamina of the globus pallidus,
accompanied by a reduction in iNOS mRNA expression in the
putamen (Eve et al.,1998).

Inflammatory mediators,  including LPS and some cytokines
(TNF-ot,  IL-1B,  and  IFN-y)  induce 'the  transcriptional  activa-
tion of the iNOS' gene in astrocytes and microglia via activation
of the transcription factors STATl  and NF-kB  (Grzybicki et al.,
1996; Possel et al., 2000; Hewett and Hewett, 2012). These factors
translocate to the nucleus and bind to response elements present
in the iNOS coding sequence.  Upregulation of microglial iNOS
expression is  also  observed after administration  of 1-methyl-4-

phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP; Liberatore et al.,1999;
Tieuetal.,2003;KokovayandCunningham,2005;Yokoyamaetal.,
2008).  Interestingly,  administration  of MPTP  produces  signifi-
cantly less neuronal loss in mice deficient in iNOS compared to
their wild type counterparts (Dexter et al.,1986; Liberatore et al.,
1999; Dchmer et al., 2000). In the 6-hydroxidopamine (6-OHDA)
model, iNOS activity in the striatum induces neurodegeneration
in  rats.  Pretreatment with the iNOS  inhibitor L-NAME blocks
amphetamine-induced rotations and significantly restores striatal
dopamine  (DA)  levels  in  6-OHDA treated rats  (Barthwal  et al.,
2001).  In neuroinflammatory models of PD, iNOS also partici-

pates in nigral neurodegeneration. Injection of LPS induces iNOS
expressionintheSNinatime-anddose-dependentmanner;iNOS
is  present mainly in  fully activated  microglia with the charac-
teristic  amoeboid morphology.  Furthermore,  LPS-induced loss
of dopaminergic neurons  decreases significantly by administra-
tion of an iNOS inhibitor (Arimoto and Bing, 2003; Singh et al.,
2005).

The  iNOS  enzyme  is  a  relevant  factor  in  the  neurodegen-
erative  process  associated  to  AD.  Early  observations  reported
increased iNOS  and nitrotyrosine protein modifications  in AD
brains,mainlyinneurofibrillarytangle-bearingneuronsandneu-
ropil threads as well as in astrocytes (Vodovotz et al., 1996; Smith

et al.,1997; Wallace et al.,  1997). Studies in transgenic mice over-
expressing amyloid beta precursor protein  (APP)  demonstrated
that several pathological changes such as vessel lesions, amyloid
deposition and mitochondrial DNA deletions, are associated with
the degree of NOS overexpression (Seyidova et al., 2004). Never-
theless, the APPsw/iNOS( -/-) mice, which express human APP
mutations  on  an iNOS  knockout background,  show increased
appearance of tau pathology, neuronal death, neuroinflammation
and behavioral deficits compared with the parental APPsw mice
(Colton et al., 2008). This evidence indicates that in AD, the pro-
duction of NO can be protective or damaging, depending on the
levels of NO production.

ThephagocyteNOXisthemainregulatedsourceofROSgener-
ation.ThecatalyticcomponentoftheNOXcomplexiscomposed
by a  family  of multiple-pass  transmembrane  proteins,  named
NOX14. The most studied, NOX2, also known as gp91phox or
phagocyte oxidase (PHOK), is highly expressed in innate immune
cells including microglia and it is most likely the predominant
NOX isoform expressed in astrocytes, while neurons express both
NOX2andNOX4(Skalniketal.,1991;NohandKoh,2000;Lavigne
etal.,2001;Abramovetal.,2004;Pawateetal.,2004).NOX2forms
a complex with p67phox, p47phox, p40phox, and p22phox sub-
units.  Several stimuli induce NOX2 complex priming, including
pro-inflammatory cytokines (TNF-er, IL-lB) and Toll-like recep-
tor  (TLR)  agonists  like  LPS,  peroxynitrite  and  proteases.  The

primed NOX2 complex requires yet additional activation to ini-
tiate substantial ROS production. PKC activators, growth factors,
complementproteinC5aandGprotein-coupledreceptoragonists

generateafullyactiveNOXcomplex(Yangetal.,2009,2013;Sareila
et al., 2011).

Activation of NOX also occurs in experimental models of PD
and AD. Treatment with MPTP results in increased synthesis of
the  proinflammatory  cytokine  IL-1B  and  increased  membrane
translocationofp67phoxthatispreventedbyminocycline,atetra-
cycline derivative that exerts multiple anti-inflammatory effects
(Wu  etal.,  2002).  In  addition,  aging  nrice  treated with  MPTP
display an increase in gp91phox and 3-nitrotyrosine (L'Episcopo
etal.,  2010;   Huh  etal.,  2011).   In  agreement,   gp91phox-/-
mice  display  decreased  degeneration  of dopaminergic  neurons
induced by MPTP compared to wild type mice (Wu et al., 2003;
Zhang et al., 2004). The unilateral injection of 6-OHDA into the
right striatum of rats induces an increase of NOxl  and NOX2
both  in  the  striatum  and  the  SN.  In  concordance,  dopamin-
ergic  neuronal  and  TNF-ct  and  IFN-y  induction  triggered  by
6-OHDA  are  abrogated  in  the  gp91phox-/-  or  minocycline
treated mice (Hernandes et al., 2013). Additionally, striatal injec-
tion  of 6-OHDA increases  NOxl  expression  in  dopaminergic
neurons in rat SN, and also increases 8-oxo-dG content, a marker
of DNA oxidative damage. Moreover, NOKl knockdown reduces
6-OHDA-induced  oxidative  DNA  damage  and  dopaminergic
neuronal degeneration (Choi et al., 2012).

Microglia  of AD  subjects  display activated  NOX2,  resulting
in  the  formation  of ROS  that  are  toxic  to  neighboring  neu-
rons  (Shimohama et al., 2000).  In conjunction,  an increment in
NOxl  and NOX3 mRNA levels in the frontal lobe tissue from
AD  brains  was  reported,  suggesting  the  participation  of other
NOX family members in AD neuropathology (de ]a Monte and
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Wands, 2006). Recently, increased NOX-dependent ROS produc-
tion in the superior/middle temporal gyri at the earliest clinical
manifestations of disease, but not in late-stage AD, was reported
(Bruce-Keller et al., 2010). Genetic inactivation of NOX2 in 12-to
15-month-old mice overexpressing the APPsw mutation (Tg2576
mice)  results in reduced oxidative damage and rescues both the
vascular and behavioral alterations observed in Tg2576 mice ( Park
etal„  2008).   Studies  done  in  cell  cultures  replicated  the  post-
mortem and animal findings on oxidative damage driven by Nor
activation.  Experiments using co-cultures  of neuronal and glial
cells  found  that AP  acts  preferentially  on  astrocytes  but  causes
neuronal  death  (Abramov  etal.,  2004;  Abramov  and  Duchen,
2005).  The AB  peptide causes transient increases  in cytoplasmic
calcium  in  astrocytes,   associated  with  increased  ROS  genera-
tion,   glutathione  depletion  and  mitochondrial  depolarization.
Neuronal  death  after  AB  exposure  was  reduced  both  by  NOX
inhibitors  and in  the  gp91phox knockout  mice.  These  data  are
consistent with a sequence of events in which AP activates NOX
in  astrocytes  by increasing  cytoplasmic  calcium,  generating  an
oxidative  burst  that  causes  the  death  of  neighboring  neurons
(Abramov  etal.,  2004;  Abramov  and  Duchen,  2005;  Park  et al.,
2008).

Inflammatoryconditionssuchasthosefoundinneurodegener-
ative diseases also affect iron homeostasis through transcriptional
modification of iron transporters. In this context, the observation
that the transcription factor NFKB induces DMTl  expression is
highlyrelevantforunderstandingtherelationshipbetweeninflam-
mation  and  iron  homeostasis  (Paradkar  and  Roth,  2006).  We
recently reported that the pro-inflammatory cytokines TNF-or, IL-
6 and the TLR4 agonist LPS directly regulate DMTlmRNA and

proteinlevelsandinduceatransientdecreaseinFPN1protein,thus
generatinganincrementofironcontentinneuronsandmicroglia
(Urrutia  et al.,  2013).  Supporting the  results  described  above,  a
recentstudyusingprimaryculturesofventralmesencephalicneu-
rons  demonstrated  that  TNF-ot  or  IL-1B  induce  an  increment
in DMTl  and TfRl  protein levels,  together with a reduction  of
FPNl  levels,  resulting in  an  increase  in  ferrous  iron  influx and
decreasedironeffluxinneurons(Wangetal.,2013).These findings
were replicated in systemic tissues.  Treatment of mouse spleno-
cyte with LPS down-regulates the expression of FPNl  through a
signaling mechanism mediated by TLR4 (Yang et al., 2002). More-
over, stimulation of macrophage cell lines with IFN-y, TNF-ot or
LPS results  in increased IRE-binding activity of IRpl  and IRP2,
and increased DMTl mRNA expression (Mulero and Brock,1999;
WardropandRichardson,2000;Ludwiczeketal.,2003;Wangetal.,
2005).

Considering that NFKB activation takes place downstream of
TNF-a,  IL-1  and LPS  signaling pathways  (Teeuwsen  etal.,1991;
Rothwell and Luheshi, 2000; Hanke and Kielian, 2011 ), inflamma-
tory stimuli may induce DMTl  expression via NFi(B activation.
Indeed,   TNF-ct  was  detected  in  glial  cells  in  the  SN  of  PD

patients  but  not  in  control  subjects,  together  with  immunore-
activity  for  TNF-Ch  receptors  in  dopaminergic  neurons  of both
control  and  PD  patients  (Boka  et al.,1994).  These  findings  are
suggestive  of a  circuit  in  which  activation  of  nigral  microglia
results  in  TNF-Ci  secretion,  which  might  increase  iron  uptake
by dopaminergic neuron via NF-KB-induced DMTl  expression.

Indeed,  an  increase  in  the  nuclear  immunoreactivity  of NFKB
has  been  observed  in  PD  brains  or  in  animal  models  for  this
disease  (Hunot  etal.,1997),  so  it  is  possible  that  activation  of
NF-KB via inflammatory stimuli contributes to iron accumulation
in PD. Accordingly, inflammation could induce the production of
hydroxylradicaltroughtheactivationoftwoparallelpathways:(i)
through DMT 1 -mediated increase of intracellular iron levels and
(ii)throughincreasedhydrogenperoxidelevelsmediatedbyNex
activation.

A positive feedback loop can be established between ROS/RNS
and inflammatory cytokines.  ROS induce intracellular signaling

pathways  that  result  in  the  activation  of transcriptional factors
likeNF-kB,AP-1andNrf-2,whichregulatetheexpressionofpro-
inflanmatory mediators such as Cox-2, MCP-I, IL-6, TNF-ot, IL-
lor,andIL-18(Hensleyetal.,2000;ThannickalandFanburg,2000;
Ueda et al., 2002;  Ridder and Schwaninger, 2009;  Kitazawa et al.,
2011;  Guo  etal.,  2012;  Kawamoto  etal.,  2012;  Phani  etal., 2012;
Song  etal.,  2012;  Zhang  etal.,  2012;  Tobon-Velasco  etal.,  2013).
These cytokines and chemokines, in turn, stimulate a cascade of
events  leading to  increased  oxidative stress via  iNOS  and NOX
activation.

iNFLAMMATony coNi)iTioNs iNDucE MiTocHONi)RiAL
I)YSFUNCTloN
The study of the  relationship between inflammation  and mito-
chondrial activity in  the  CNS is incipient.  Intrastriatal injection
of  LPS  induces  mitochondrial  dysfunction,   microgliosis,   iron
accumulation  and  progressive  degeneration  of  the  dopamine
nigro-striatal  system   (Zhang  etal.,  2005;    Hunter  etal.,   2007,
2008;  Choi et al.,  2009),  as observed in  PD  pathology.  Similarly,
cytokines such as IL-1B  decrease mitochondrial activity through
the production of NO in cardiomyocytes (Tatsumi et al., 2000).

SeveralreportsindicatethatTLRsregulatemitochondrialactiv-
ity.  Activation  of TLR3  results  in  reduction  of  mitochondrial
oxygen  consumption  mediated by  opening  of the  permeability
transition pore (Djafarzadeh et al., 2011 ). In co-cultures of corti-
Gal neurons with microglial cells, the TLR4 agonist LPS promotes
decreased oxygen consumption and oxidative stress, with the sub-
sequent  nigral  dopaminergic  neuronal  death  in  a  rat  model  of
inflammation(Xieetal.,2004;Hunteretal.,2007).Althoughthese
studies strongly suggest a link between TLRs and mitochondria
dysfunction, further studies should clarify the molecular mecha-
nisms involved and its relevance to particular neurodegenerative

processes.
The production of ROS and RNS affects mitochondrial activ-

ity through destabilization of the ISCs  (Cassina and  Radi,1996;
Brown and Borutaite, 2004). The free radical superoxide damages
and/or oxidizes  4Fe-4S  clusters,  which  results  in  the  formation
of  the   "null"   3Fe-4S   center   form   (Flint   etal.,   1993;    Haus-
laden  and  Fridovich,1994;   Gardner  etal.,1995;   Bouton  etal.,
1996).  Additionally,  NO  reacts  with  4Fe-4S  clusters  generating

I (NO)2 Fe(SR)2 ] type complexes that inactivate several mitochon-
drial  iron-sulfur  enzymes  including  proteins  which  compose
the  electron  transport  chain  (Drapier,   1997;   see  below).   The
above  data  are  consistent  with  the  notion  that  inflammation,
ROS/RNS production, and mitochondrial dysfunction are linked

processes.
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Additionally,    recent   evidence   shows   that   under   certain
conditions mitochondria can modulate the immune response. The
mitochondrial protein MARCH5 (an ubiquitin E3 ligase constitu-
tively expressed in the mitochondrion outer membrane) positively
regulates TLR7 and TLR4 signaling, resulting in NFKB activation
and  expression  of the  NFKB-responsive  genes  IL-6  and  TNF-ot

(Shi et al., 2011 ). In addition, activation of TLRl , TLR2 and TLR4
results in augmented mitochondrial ROS production by inducing
translocation to mitochondria of TRAF6 (TLR signaling adaptor,
tumor necrosis factor receptor-associated factor 6) , which leads to
the engagement and ubiquitination of ECSIT (evolutionarily con-
served signaling intermediate in Toll pathways), a protein required
for  efficient  assembly  of mitochondrial  complex  I  (West  etal.,
2011).  It  remains  to be  demonstrated whether  this  mechanism
is operative in CNS cells.

Interestingly, mitochondrial ROS (intROS) could arguably acti-
vate the inflammatory response. In vascular endothelium, intROS
actasintermediatesignalingmoleculestotriggerproductionofIL-
6  (Lee et al., 2010).  In addition, patients with the autoinflamma-
tory disorder TRAPS  (tumor necrosis factor receptor-associated

periodic syndrome), exhibit altered mitochondrial function with
enhanced intROS  generation  and increased production of IL-6,
TNFot, and IL-18; decreasing intROS levels by the general antioxi-
dant N-acetylcysteine effectively reduces inflammatory cytokine

production   after   LPS   stimulation   (Bulua   etal.,   2011).    These
results point to novel pathways that link inflammation to intROS

production.
In summary, inflammation induces ROS production and mito-

chondrial dysfunction generating a self-feeding cycle that could
lead to  neurodegeneration  in  diseases where inflammation  and
oxidative damage are prevalent (Figure 1 ). In this cycle, [ I ] inflam-
mation  induces  ROS  and  RNS  generation  by activation  of the
NOX and iNOS  enzymes  (Possel  etal.,  2000;  Sareila  etal.,  2011;
Hewett  and  Hewett,  2012);   [2]   in  turn,  ROS/RNS  induce  the

•Mjt3;huno]*rial

FIGUFtE 1  I Inflammation causes ROS/FtNS production, mitochondrial
dysfunction, and iron ac¢umulation.   Inflammation,  oxldative damage,
and mitochondrial dysfunction are common features of neurodegenerative
diseases. A complex net of relationships connect these features,  which
through feedback mechanisms contribute to the evolvement of neuronal
death  (see text for detalls).

expression of inflammatory cytokines (Baeuerle and Henkel, 1994;
Sen  and  Packer,  1996).   [3]  Additionally,  inflammation  induces
mitochondrial dysfunction through activation  of TLR signaling
(Xie et al., 2004; Djafarzadeh et al., 2011 ).  [4]  ROS in turn induce
mitochondrial  dysfunction  by  destabilizing  ISCs,  which  results
in the inactivation of several mitochondrial iron-sulfur enzymes
(Cassina and Radi,1996;  Brown and Borutaite, 2004).  [5]  Mito-
chondrial dysfunction leads to IRP 1 activation and increased iron
uptake  (Lee  etal.,  2009;   Mena  etal.,  2011).   [6]   Iron  increases
oxidative damage by transforming mild oxidative molecules like
superoxide and hydrogen peroxide into the hydroxyl radical (Graf
etal.,1984).   [7]   Electron  transport  chain  inhibition  increases
ROS production by electron leak (Drose and Brandt, 2012), and
arguably could modulate the innate immune response by TLR sig-
naling regulation  (Shi et al., 2011)  [8].  Finally,  [9]  inflammation
is likely to cause iron accumulation through induction of DMTl
expression and transient ferroportin decrease (Urrutia et al., 2013;
Wang et al., 2013).

MITOCHONDRIAL DYSFUNCTloN, lNFLAMMATloN AND

IRON ACCUMULATloN IN THE DEATH  0F NEURONS IN PI)
Mitochondria have a key role in iron metabolism in association
with  the  synthesis  of  ISCs  and  heme,   prosthetic  groups  that
are  vital  for  cell  function.  Iron  complexes  are  particularly  rel-
evant  components  of the  electron  transport  chain:  12  proteins
contain ISCs and eight proteins contain heme in their active cen-
ters  (Rouault  and  Tong,  2005).   Other  proteins  that  have  ISCs
are  the  Krebs  cycle  enzymes  aconitase  and  succinate  dehydro-

genase,  ribonucleotide  reductase,  an  enzyme  that  catalyzes  the
formation of deoxyribonucleotides from ribonucleotides, and fer-
rochelatase, involved in the addition of Fe to porphyrin IX during
heme synthesis. We refer the reader to

Mitochondriahavearedox-activeironpool(Petratetal.,200l);
an  increase  in  this  pool  directly  associates  with  an  increase  in
oxidative  damage  and  with  calcium-dependent  changes  in  the
mitochondrial permeability transition pore (Pelizzoni et al., 2011 ;
Kumfu  etal.,  2012;   Zhang  and   Lemasters,  2013).   Thus,   cells
must  regulate  tightly  their  mitochondrial  Fe  levels  because  an
iron shortage affects numerous processes that have iron as a co-
factor, including the electron transport chain, whereas an excess of
redox-activeironpromotesthegenerationofthenoxioushydroxyl
radical. How mitochondria regulate their iron content and what,
if any,  is  the  interplay between  cytoplasmic  and  mitochondrial
iron are incipient but highly relevant subjects to understand the
mechanisms of mitochondrial dysfunction in neurodegenerative
diseases.

There is increasing  evidence  that  mitochondrial  dysfunction
plays an important role in the development of neurodegenerative
diseases such as AD, HD, FA, and PD (Enns, 2003; Mandemakers
et al., 2007; Sas et al., 2007; Gogvadze et al., 2009; Je]linger, 2009).
Imbalances in  ROS and ATP  levels derived from mitochondrial
dysfunction  affect  neurons  particularly,  given  their dependence
on  ATP  to  propagate  electrical  signals,   maintain  ionic  gradi-
ents,  and  facilitate  anterograde  and  retrograde  transport  along
axons  (Su  et al.,  2013).  The  involvement  of mitochondrial  dys-
function in the  pathophysiology of PD was noted very early in
the study of the disease.  Evidence of mitochondrial dysfunction
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in PD began in the eighties, when, after an intravenous injection
of illicit drugs,  four college students developed marked Parkin-
sonism. Analysis of the substances injected revealed the presence
of MPTP, a compound metabolized by astrocytes into  1-methyl-
4-phenylpyridinium  (MPP+),  which  is  then  released  into  the
extracellular space. MPP+ is taken up selectively by dopaminergic
(DA) neurons where it inhibits mitochondrial complex I (Heikkila
et al.,1984; Langston et al.,1984; Nick]as et al.,1985; Gautier et al.,
2013).  Further evidence showed that complex I activity and the
number of complex I subunits are decreased in postmortem tis-
sue of idiopathic PD patients  (Bindoff et al.,1989;  Mizuno et al„
1989;  Schapira  etal.,1989).  These  results  strongly  suggest  that
mitochondrial dysfunction is a pathognomonic sign in the patho-

physiology of PD.  Reduced complex-I  activity and an increased
susceptibility to  MPP+  were  also  observed  in  cybrids  contain-
ing mitochondrial DNA from PD patients (Swerdlow et al.,1996,
2001; Gu et al.,1998a), suggesting the presence of mitochondrial

DNA-encoded defects in  PD  (Chaturvedi  and  Flint  Beal,  2013).
Additionally, in the epidemiology field, the use in farming of the
highly lipophilic pesticide rotenone,  a potent inhibitor of mito-
chondrial complex I, has been linked to a higher incidence of PD
in agricultural workers  (Betarbet et al., 2000;  Tanner et al., 2011;
Pezzoli and Cereda, 2013).

Mitochondrial complex I is a major source of ROS. Complex
I from mitochondria of PD patients contain 47%  more protein
carbonyls localized to  catalytic subunits  and a  34%  decrease in
complex I  8-kDa subunit.  NADH-driven electron transfer rates
through complex I inversely correlate with complex I protein oxi-
dation status and with the reduction in the 8-kDa subunit protein
levels (Keeney et al., 2006).

Knowledge on  the  mechanisms  that  associate  mitochondrial
dysfunctionandirondyshomeostasisinPDisincipient.Treatment
of SH-SY5Y dopaminergic neuroblastoma cells with mitochon-
drial complex I inhibitors such as rotenone or MPP+ results in

FIGURE 2 I A  positive feedback  loop  in the death  of neurons  in  PD.
Inhibition  of  mitochondrial  complex  I  by  endogenous  or  exogenous  toxins  or
mutations  in  PD  genes  Parkin,  Pink  1,  Alpha-synuclein,  DJ-1   or  LBBK2

generates  a  multifactorial  positive  feedback  loop.  In  this  loop,  complex  I
Inhibition  results  in  iron  accumulation  driven  by  decreased  Fe-S  cluster

synthesis,  lBpl   activatic)n,  Increased  DMTl   and TfFH   expression  ancj
decreased  FPNl  expression,  Increased  BOS  levels  and  decreased

glutathione  levels.  Both  Increased  oxidative  stress  and  low  GSH  levels
further  inhibit  complex  I  activity.  Another  Input  to  this  cycle  is  contributecl

by  inflammatory  cytokines  that through  self-feeding  cycles  induce
mitc>chondrial  dysfunction,  Increased  BOS/BNS  production  and  iron

accumulation  mediated  by the  transcriptlonal  regulation  of  DMTl  and  FPN1

(see  text). The  cumulative  oxidative  damage  finally  results  in  apoptc>tic  death
(see  text  for  details).
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ROS production  and increased  mitochondrial  iron  uptake  (Lee
etal.,  2009;   Mena  etal.,  2011).   Moreover,   inhibition  of  com-

plex I by rotenone decreases the activity of three ISC-containing
enzymes: mitochondrial and cytoplasmic aconitases and xanthine
oxidase, and decreases the ISC content of glutamine phosphori-
bosyl  pyrophosphate  amidotransferase  (Mena  etal.,  2011).  The
reduction in cytoplasmic aconitase activity is associated with an
increase  in  iron  regulatory  IRpl  mRNA  binding  activity  and
with  an  increase  in  the  mitochondrial  labile  iron  pool  (Mena
et al.,  2011 ).  Since  IRpl  activity post-transcriptionally regulates
the expression of iron import proteins,  ISC synthesis inhibition
may result in a false iron deficiency signal with the ensuing iron
accumulation.

Considering the evidence discussed, we propose that inhibition
of mitochondrial complex I by endogenous and/or exogenous tox-
ins or by inflammatory processes resulting from trauma or other
causes,  engage  a  vicious  cycle  of increased  oxidative  stress  and
increased iron accumulation  (Figure 2).  In this scheme, inhibi-
tion  of mitochondrial  complex  I  by  endogenous  or  exogenous
toxins, or because of mutations in PD genes Parkin, Pink I, alpha-
synuclein, DJ-1 or LRRK2 (Langston and Ballard,1983; Schapira
etal.,1990;  Hsu  etal.,  2000;   Silvestri  etal.,  2005;   Martin  etal.,
2006;  Junn  etal.,  2009;  Angeles  etal.,  2011;   Mena  etal.,  2011),

results in decreased electron transport chain activity  [ I ]  and the
ensuing ATP synthesis decrease and ROS increase  [2]. Decreased
ATP levels impairs ISC synthesis that results in decreased activity
of ISC-containing proteins and increased mRI`IA binding activ-
ity of the iron homeostasis  protein  IRpl.  IRpl  activation leads
to increased DMTl  and TfRl  expression  (Lee  etal., 2009;  Mena
et al., 2011 )  [3]  and the ensuing iron accumulation (Asenjo,1968;
Dexter  etal.,1987;   Faucheur  etal„  2003;  Michaeli  etal.,  2007)

[4]. Increased ROS and increased redox-active iron promotes the
consumption of intracellular reductants such as GSH and ascor-
bate  (Perry et al.,1982;  Ehrhart and Zeevalk, 2003;  Ntifiez etal.,
2004;  Jomova etal., 2010)  [5],  resulting in  a further decrease in
mitochondrial activity and ISC synthesis (Harley et al.,1993; Gu
etal.,1998b;  Jha  etal.,  2000;  Chinta  etal,, 2007;  Danielson  etal.,
2011 ). Another input to this cycle is contributed by inflammatory
cytokines liberated by activated microglia and astrocytes  (Mogi
et al.,1994)  [6], which enhance mitochondrial dysfunction  (Tat-
sumi et al., 2000; Xie et al., 2004;  Hunter et al., 2007; Djafarzadeh
et al., 2011)  [7], increase ROS production  (Grzybicki et al.,1996)

[8]   and  increase  iron  accumulation  by  modifying  the  expres-
sion  of the  iron  transporters  DMTl  and  FPN1  (Urrutia  etal.,
2013;  Wang  etal.,  2013)  [9].  As discussed in the text,  increased
ROS back-feed the production of cytokines.  Increased ROS lev-
els, in particular increased hydroxyl radical generation, produces
increased oxidative damage, which is counteracted by antioxidant
defenses[10].Intime,thepositivefeedbackloopofmitochondrial
dysfunction,  iron  dyshomeostasis  and  inflammation  results  in
alpha-synuclein aggregation, proteasomal dysfunction, changes in
mitochondrial fission/fusion dynamics, opening of the mitochon-
drion  PTP,  increased  cytoplasmic  cytochrome  c  and  activation
of death pathways  [11].  Debris and toxins  from dying neurons
enhance  the  activation  of glial  cells,  which  contributes  to  the
inflammatorynetwork(Zeccaetal.,2008;HirschandHunot,2009;
Gao et al., 2011 )  [ 12] .

In summary, because of the innate interconnectivity of mito-
chondrial  complex  I  dysfunction,  iron  accumulation,  oxidative
stress,  and inflammation,  probably the  initiation  of any one  of
these factors will induce or enhance the others through the gener-
ation of a positive feedback loop that in time will end in apoptotic
neuronal death. Still unanswered is the question of why neurons of
the SNc are so particularly prone to carry-on this cycle. On exam-
ination  of this  cycle,  several  therapeutic  targets  come  to  mind.
Its  intervention  should  result  in  prolonged  life  of the  affected
neurons.
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