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1.- Introducción  

1 
 

1.1- Radicales libres   

Un radical libre (Rl) es definido como una especie química con un electrón (e-) 

no apareado en los orbitales de valencia exterior, o como una especie química con un 

número impar de e-. Estas  especies  pueden ser un átomo, tal como el hidrógeno o el 

átomo de cloro, un metal de transición como el Fe, o una molécula en cuyo caso el e- 

desapareado está situado en un orbital molecular. El e- desapareado confiere una 

reactividad relativamente elevada a la molécula debido a la fuerte tendencia a adquirir 

un segundo e- en el orbital. Sin embargo, los metales de transición con un número 

impar de e- y las moléculas orgánicas grandes que forman Rl, como por ejemplo 

melaninas u óxido nítrico (NO) en el que el átomo de nitrógeno (N2) está en un anillo 

aromático, son en general estables y no reactivos (Boveris, 1998). 

El oxígeno (O2) se puede reducir hasta formar agua (Figura 1). Los 

intermediarios parciales de la reducción parcial del O2 incluyen especies radicales y no 

radicales que son especies químicas derivadas de las reducciones univalentes 

secuenciales del O2 molecular: anión superóxido (O2
), peróxido de hidrógeno (H2O2) y 

radical hidroxilo (OH). 

O2 O2 
 H2O2

OH

e- e- e- e-

Anión

superóxido

Peróxido

de hidrógeno

Radical

hidroxilo
Oxígeno Agua

H2O-

 

Figura 1: Intermediarios de la reducción parcial del O2. 

 
1.2- Fuentes celulares de generación de Rl 

Fisiológicamente, en las células aerobias se producen Rl. Entre el 2 y el 4% 

del O2 consumido por las células vivas genera especies reactivas del oxígeno (ROS). 

Esto se debe a que diversas organelas (como las mitocondrias, el retículo 

endoplasmático y los peroxisomas) y enzimas citoplasmáticas como la xantina oxidasa 

(XO) son capaces de reducir parcialmente el O2 a O2
 y H2O2  (Figura 1), generando 

secundariamente OH (Boveris, 1998). 

 La vida media promedio de cada una de las ROS, está inversamente 

relacionada con su reactividad (Fröhlich, 2013). El OH es una de las especies más 

reactivas que se conocen. Posee un tiempo de vida media muy corto (10-9 s) y 

reacciona con la mayoría de las biomoléculas con velocidades cercanas al límite de 
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difusión (Boveris, 1998), mientras que el O2
 es menos reactivo y tiene una vida media 

de 10-6 s (Fröhlich, 2013).   

Las ROS se originan en la célula debido principalmente a las actividades 

enzimáticas de la mieloperoxidasa y Citocromo (Cit) P450, de oxidasas y flavoproteínas 

en los peroxisomas, de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato en su forma reducida 

(NADPH) oxidasa en la membrana plasmática, de la XO citoplasmática, de la 

autooxidación de la hemoglobina (reacción de Fenton), riboflavina y catecolaminas, de 

metales de transición, y de la cadena de transporte de e- de las mitocondrias (Fröhlich, 

2013).   

En la naturaleza, que ha estado expuesta a las ROS por dos mil millones de 

años, se han seleccionado mecanismos que no sólo permiten convivir con ellas sino 

también que las utilizan en múltiples funciones. Las ROS no son inevitablemente 

tóxicas, sino que su toxicidad depende de su concentración y del contexto celular en el 

que se producen (Nunn, 1985). En concentraciones fisiológicas, las ROS son 

importantes reguladoras de los procesos celulares, como el crecimiento, la 

supervivencia, la proliferación, la detención del ciclo celular, la apoptosis, la 

diferenciación, la migración de las células, la inflamación, y cambios de la matriz 

extracelular. Sin embargo, un aumento patológico de ROS puede causar daño 

oxidativo a los lípidos (peroxidación lipídica), proteínas (modificación de aminoácidos, 

fragmentación y la agregación) y al ADN (mutaciones y alteración de la transcripción 

de genes) (Fröhlich, 2013).  Además de las ROS, existen especies reactivas del N2 

(RNS), como por ejemplo el NO, que es sintetizado por la enzima NO sintasa (NOS), 

expresada en células endoteliales, macrófagos y células neuronales. 

 

1.3- Protección enzimática antioxidante 

1.3.1- Catalasa (CAT) 

La enzima CAT está formada por 4 subunidades proteicas, cada una de las 

cuales contiene un grupo hemo (Fe3+-protoporfirina) unido a su sitio activo. Cada 

subunidad usualmente contiene una molécula de nicotinamida adenina dinucleótido 

(NADH) unida a este grupo, que ayuda a estabilizar la enzima. La función de la CAT 

es la remoción de H2O2 dentro de las células, catalizando las siguientes reacciones 

(reacciones 1 y 2) (Aebi, 1984; Konigsberg Fainstein, 2008). 

                      IcompuestoOHFeCAT 22
3  

                                   (1)                                   

                     22
3

22 OOH 2FeCATOHI compuesto                  (2)     
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 En los animales la CAT está presente en la mayoría de los órganos, y se 

encuentra especialmente concentrada en el hígado. El cerebro, el corazón y el 

músculo esquelético sólo contienen pequeñas cantidades de esta enzima (Halliwell y 

Gutteridge, 1989). En mamíferos, la actividad de la CAT se encuentra localizada 

mayoritariamente en los peroxisomas y en menor proporción en la mitocondria 

(Zamocky y col., 2008). Además, recientemente se han descripto genes que codifican 

para una CAT citosólica (Mhamdi y col., 2010).  

 

1.3.2- Superóxido dismutasa (SOD) 

 Las SODs son una familia de enzimas que contienen Cu y Zn o Mn. Las SODs 

que contienen Cu y Zn (CuZn-SODs) son enzimas muy resistentes al calor, al ataque 

de proteasas, a la desnaturalización por cloruro de guanidinio, dodecil sulfato de sodio 

(SDS) y urea. El ciclo catalítico para la reacción de dismutación del O2
 involucra las 

reacciones 3 y 4 (Halliwell y Gutteridge, 1989): 

                              22
2

OCuSODOCuSOD -- 


 


                             (3) 

                   22
2

2 OHCuSODH 2OCuSOD    -- 
 

                    (4)   

 

La reacción neta catalizada por las CuZn-SODs es la reacción  5:  

                               2222 OOHH 2O 2       
                                 (5)  

 La MnSOD es una variante de la enzima que contiene Mn. Este tipo de SOD es 

más lábil a la desnaturalización por calor o por químicos, como los detergentes, que la 

CuZn-SOD. Sin embargo, no es inhibida ni por el cianuro ni por el dietilditiocarbamato. 

La reacción catalizada por la Mn-SOD es la misma que la catalizada por la CuZn-SOD, 

pero la actividad de esta enzima parece depender fuertemente del pH (Halliwell y 

Gutteridge, 1989). En mamíferos se ha detectado actividad de CuZn-SOD en el 

citoplasma, el núcleo, los peroxisomas y en la membrana externa de las mitocondrias 

(Konigsberg Fainstein, 2008). 

 

1.3.3- Glutatión peroxidasa (GPx) 

 La enzima GPx cataliza la oxidación de un tiol de bajo peso molecular, el 

glutatión, en su forma reducida (GSH), a glutatión en su forma oxidada (GSSG) a 

expensas de H2O2 (reacción 6) (Tappel, 1974).  

                                               OH 2GSSGGSH 2OH 222                                    (6) 
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 El GSH se encuentra en los animales, las plantas y en muchas bacterias 

aerobias en concentraciones del orden milimolar. La mayoría del glutatión libre está 

presente en las células como GSH más que como GSSG.  En los mamíferos, la 

enzima GPx presenta alta actividad en el hígado, una actividad moderada en el 

corazón, los pulmones y en el cerebro, y una baja actividad en el músculo. Esta 

enzima emplea específicamente GSH como dador de hidrógeno y es de localización 

citosólica (Tappel, 1974). 

 

1.4- Protección antioxidante no enzimática  

1.4.1- Ascorbato (AH-) 

 El AH- puede actuar como agente reductor. La donación de un e- por el AH- al 

radical α-tocoferol (α-T) da lugar a la formación del radical ascorbilo (A) (reacción 7), 

el cual puede ser nuevamente oxidado para generar dehidroascorbato (DHA)  

(reacción 8), 

                                                      
••

AT-α
-

AHT-α ++ →                                                    (7) 
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                                                                                                                                                                     (8) 

 

   La mayoría de los animales y las plantas pueden sintetizarlo a partir de 

glucosa, a excepción de los seres humanos y otros primates, que requieren la 

incorporación de AH- con la dieta (como vitamina C). El AH-  participa en la reducción 

de Fe3+ a  Fe2+ y facilita así la absorción de Fe por el intestino (Smirnoff, 2000; 

Harrison y May, 2009). Este antioxidante no enzimático es cofactor de numerosas 

enzimas, incluyendo aquellas que participan en la síntesis de las catecolaminas, la 

carnitina, el colesterol (y, por lo tanto, en la síntesis de la mielina en el cerebro), los 

aminoácidos y ciertas hormonas peptídicas (Chatterjee y col., 1975; Rice, 2000). Las 
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concentraciones más altas de  AH- en el cuerpo se encuentran en el cerebro y en los 

tejidos neuroendócrinos (Harrison y May, 2009). En el líquido cefalorraquídeo su 

concentración promedio alcanza 500 µM, en el fluido extracelular cerebral llega a 200 

µM, en las células gliales a 1 mM y en las neuronas a 10 mM (Rice, 2000; Harrison y 

May, 2009).  

 

1.4.2- Glutatión  

El glutatión es un antioxidante de síntesis endógena. Es un tripéptido (γ-

glutamil-cisteinil-glicina) y es el tiol celular más abundante en células animales. El GSH 

no sólo actúa como dador de hidrógeno (H+) para la familia de las enzimas GPx, sino 

que tiene funciones antioxidantes por sí mismo. Es un nucleófilo fuerte y también un 

reductor. Participa en el mecanismo molecular de prevención debido a la reacción 

directa del tiol con Rl, tales como el O2
, el OH, y el radical peroxilo (ROO●), como 

también a la regeneración de la α-T (vitamina E) a partir de sus formas radicales (Di 

Mascio y col., 1991). El GSH se encuentra en concentraciones celulares de 7-8 mM en 

células de hígado de rata y de 2 mM en células de pulmón y corazón de rata (Halliwell 

y Gutteridge, 1989). En el sistema nervioso central (SNC), el glutatión se encuentra en 

un rango de concentración de 1 a 3 mM, dependiendo de la región (Owen y Butterfield, 

2010). 

 

1.5- Estrés oxidativo 

La concentración de las especies activas puede mantenerse en estado 

estacionario en valores controlados gracias a la actividad de antioxidantes enzimáticos 

y no-enzimáticos. Se define la concentración en estado estacionario como aquella en 

la cual la velocidad de utilización o desaparición de la especie es igual a su velocidad 

de producción (Boveris, 1998). El “estrés oxidativo” se produce por un desequilibrio, ya 

sea por un aumento en la producción de las especies oxidantes o por una disminución 

de la actividad de las especies antioxidantes. Bajo  estas condiciones, tanto las ROS 

como RNS pueden reaccionar con biomoléculas y generar estrés oxidativo y 

nitrosativo, respectivamente. Estas reacciones pueden modificar la estructura y función 

de las biomoléculas, para dar lugar a alteraciones por daño oxidativo y nitrosativo. La 

mayor velocidad de producción de OH determina una mayor extensión de las 

reacciones iniciadas por dicho radical produciéndose modificaciones observables en la 

estructura y función de todos los tipos de moléculas orgánicas. Si el OH reacciona 

con un lípido, se produce lipoperoxidación. El mecanismo en cadena de la reacción de 

lipoperoxidación ha sido ampliamente estudiado en cuanto a su significado biológico. 
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Por ejemplo, en las membranas biológicas disminuye la resistencia eléctrica y la 

fluidez, se produce inactivación de las enzimas integrales y pérdida de la 

permeabilidad selectiva, con las consecuentes modificaciones en los balances 

hidrosalinos. En el ADN, los oxidantes producen lesiones en bases individuales o 

rupturas de una o dos cadenas de la doble hélice. Como consecuencia se observan 

mutaciones y cambios en la información transmitida. La reacción del H2O2 o del OH 

con proteínas puede alterar las estructuras primaria, secundaria o terciaria de las 

mismas por oxidación de aminoácidos susceptibles, fragmentación de la cadena 

peptídica o formación de las uniones cruzadas entre cadenas y agregados insolubles. 

Por otro lado, un aumento en la generación de NO puede dar lugar a un aumento de 

RNS, como el peroxinitrito (ONOO-) produciendo daño celular por nitración, 

nitrosilación y lipoperoxidación. Esto puede promover la muerte celular y dar lugar a 

estados fisiopatológicos, como la neurodegeneración, el cáncer, la mutagénesis, 

diversas enfermedades cardiovasculares, y al envejecimiento, entre otros.  

Es posible evaluar el estado oxidativo en sistemas biológicos a través de 

distintos tipos de metodologías. El A tiene un tiempo de vida media relativamente 

largo en comparación con otras especies, tales como los radicales OH, ROO, 

alcohoxilo (RO) y alquilo (R) y se ha propuesto como un marcador de estrés 

oxidativo en numerosos sistemas (Malanga y col., 2015). Todos los sistemas 

biológicos contienen antioxidantes, incluyendo compuestos solubles en agua (tales 

como el AH- y el glutatión), y antioxidantes solubles en lípidos, tales como el α-T 

(Malanga y col., 2015). Se han descripto índices de balance de estrés oxidativo, que 

pueden ser utilizados in vitro o in vivo como por ejemplo: quimioluminiscencia de 

órgano intacto, la relación GSH/GSSG, sondas fluorescentes, el índice radicales 

lipídicos (RL)/contenido de antioxidantes o sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

(TBARS)/contenido de antioxidantes en el medio lipofílico y el índice  A/AH- en el 

medio hidrofílico celular, entre otros (Malanga y col., 2015).  

 

1.6- Metabolismo del Fe  

1.6.1- Reacciones celulares en las que participa el Fe 

El Fe es uno de los metales más abundantes en la corteza terrestre y junto a 

otros metales, como el Cu y el Zn, es un micronutriente esencial para todas las formas 

de vida. El Fe en los seres vivos se encuentra formando parte de componentes 

celulares que contienen, requieren o almacenan el metal. En el cerebro de mamíferos, 

el Fe cumple diversas funciones: es cofactor de numerosas enzimas que están 

involucradas en la síntesis de neurotransmisores (Crichton, 2008), así como también 
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es esencial para la síntesis de lípidos y colesterol, los cuales son sustratos de la 

síntesis de mielina. De este modo, el Fe es un componente fundamental en la 

neurotransmisión, mielinización y en la división celular.  

En soluciones acuosas, el Fe puede encontrase en dos estados de oxidación: 

Fe2+ (ferroso) y Fe3+ (férrico). Esta propiedad lo hace capaz de participar en reacciones 

que abarcan gran parte de la bioquímica celular, interviniendo tanto en la síntesis de 

ADN, como en el transporte de e-, la respiración celular, la mielinización y la 

neurotransmisión (Weinberg y col., 2000). El Fe, al tener e- desapareados, es un 

excelente catalizador de la producción de formas reducidas del O2.  

La oxidación de Fe2+ conduce, a través de la pérdida de un e- que es recibido 

por el O2, a la formación de O2
. La generación de O2

 da origen al H2O2, que puede 

reaccionar con Fe2+ y producir OH, de esta forma el Fe resulta un catalizador 

adecuado de la producción de intermediarios de la reducción parcial del O2 de alta 

reactividad (reacciones 9 a 11). Esta última reacción se conoce como reacción de 

Fenton (reacción 11) y produce la oxidación de Fe2+ a Fe3+ mediada por H2O2, 

generando un anión hidróxido (OH-) y el OH. 

                               


  2
3

2
2

OFeOFe                                          (9) 

                        
2222 OOH2HO 2    

                                      (10)    

                
-HOFeOHFe  OH  3

22
2  

                           (11)                                                        

 

Por otro lado, el O2
 no es oxidante particularmente potente y más bien actúa 

como agente reductor: por sí mismo no es muy reactivo pero tiene además la 

capacidad de reaccionar con el Fe3+ y generar Fe2+ (reacción 12) y así generar, 

indirectamente, más OH.  Asi, sólo se necesitan cantidades catalíticas de esta sal de 

Fe para generar OH. La suma de las reacciones 11 y 12 es conocida como la 

reacción de Haber-Weiss (reacción 13). 

 

                           2
2

2
3

OFeOFe    
                           (12)      

2222
O-HOOHO  OH 


                                      (13)   

 

Es importante destacar que el OH es una especie de muy alta energía y 

puede oxidar y fragmentar compuestos orgánicos. En principio, el OH reacciona 
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abstrayendo hidrógenos de los compuestos orgánicos (HR) y generando R (reacción 

14) que pueden reaccionar con otros compuestos orgánicos generando peróxidos 

orgánicos.  

OHRHR 
2

 OH 
                                        (14) 

 

A su vez, otro reductor como el AH- puede reducir al Fe3+, generando Fe2+ 

(reacción 15), y promoviendo la toxicidad del sistema Fe/H2O2 (reacción 11), mientras 

que el GSH, puede reducir el H2O2 (reacción 16), desfavoreciendo la toxicidad del 

mismo. 

   HAFeFe -AH    23                                (15)   

OH 2GSSGGSH 2OH 222
                                 (16) 

 

En los sistemas aerobios las reacciones que involucran la generación de Rl 

ocurren fisiológicamente bajo condiciones controladas que mantienen las 

concentraciones estacionarias en niveles no deletéreos, empleando los sistemas 

antioxidantes endógenos de control de las especies reactivas. Una pequeña fracción 

del total del Fe celular (3-5%) (Kruszewski, 2003)  se define como el “pool” de Fe 

débilmente unido a compuestos de bajo peso molecular o “labile iron pool” (LIP), 

fácilmente quelable, que pasa rápidamente a través de la célula, que está constituido 

por Fe2+ y Fe3+, asociado con una variedad de ligandos con baja afinidad por iones de 

Fe (Kakhlon y Cabantchik, 2002). También se sugirió que el LIP en realidad representa 

Fe ligado en forma relativamente débil a grupos prostéticos en sitios funcionales de las 

proteínas que contienen Fe, como proteínas no transferrina (Tf) y no ferritina (Ft) 

(Petrák y Vyoral, 2001). La accesibilidad del Fe celular a quelantes como la 

deferroxamina mesilato (DF) es comúnmente utilizado como criterio de “labilidad”.  

 

1.6.2- Ingreso y almacenamiento de Fe en el organismo 

El Fe ingresa al organismo a través de la ingesta de alimentos. Allí puede 

encontrarse como Fe3+ o como Fe hémico, mientras que el incorporado a través de 

productos farmacológicos usualmente está presente como Fe2+. El Fe3+ es insoluble en 

soluciones con pH mayor a 3, por lo que, en el estómago, se forman complejos 

solubles del metal que aumentan su disponibilidad para ser absorbido en el duodeno. 
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El ingreso diario de Fe en los seres humanos a través del duodeno es de 1-2 mg/día. 

Debido a que no existe una vía fisiológica para la excreción de este metal esencial, su 

absorción a nivel duodenal está cuidadosamente regulada para mantener un equilibrio 

entre la incorporación y la pérdida corporal (Pérez y col., 2005). El Fe, ya sea como 

Fe3+, como Fe hémico o dentro de la proteína de almacenamiento de Fe, Ft, puede ser 

absorbido por las células intestinales en la superficie apical por diferentes proteínas 

transportadoras. Dentro de las células intestinales todo el Fe absorbido por cualquiera 

de las vías descriptas es reducido a Fe2+ por un complejo proteico citoplasmático 

llamado paraferritina. El Fe citosólico puede ser exportado desde la superficie 

basolateral del enterocito, donde se expresan receptores para la transferrina (RTf) que 

permiten la entrada del Fe a la apotransferrina (apoTf), es decir a la Tf despojada de 

Fe.  

La circulación de Fe en el enterocito se esquematiza en la Figura 2. Una vez 

que el Fe se une a la apoTf, circula principalmente en plasma unido a la Tf y en menor 

medida unida a la albúmina o a especies de bajo peso molecular. La Tf  es una 

proteína plasmática que se halla también en otros fluidos de los vertebrados, tales 

como el líquido cefalorraquídeo, la leche y el semen. En mamíferos también existe la 

lactoferrina (presente en las lágrimas, la leche y el jugo pancreático) que  desempeña 

un papel importante en el control de infecciones ya que restringe la disponibilidad de 

Fe para el metabolismo microbiano. 
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 Figura 2: Mecanismos de absorción intestinal de Fe. Tf: transferrina, RTf: receptor de 
transferrina, DMT1 (divalent metal transporter 1): transportador de metales divalentes, DcytB 
(duodenal cytochrome b): Cit b duodenal, ferri-reductasa asociada a membrana duodenal,  Fpn 
(ferroportina): proteína exportadora de Fe. Figura tomada y modificada de Pérez y col. (2005).  

 

El ingreso de Fe3+ a las células puede realizarse, según el tipo celular, a través 

de los RTf, a través de la 3-integrina y la mobilferrina (involucradas en la captación de 

Fe3+ por la vía independiente de Tf ) y/o a través de los receptores DMT1 (involucrados 

en la captación de Fe2+). El Fe3+ transportado por la Tf ingresa a través de un proceso 

de endocitosis mediada por receptor. Los RTf se encuentran concentrados en fosas 

(invaginaciones de la membrana plasmática) revestidas internamente por la proteína 

clatrina. Una vez formado el complejo Tf-RTf, el proceso de invaginación se completa, 

dando origen a una vesícula revestida por clatrina que es transportada junto con el 

complejo ligando-receptor al interior celular. Una vez que la clatrina es removida, la 

vesícula resultante se fusiona con un endosoma (Figura 3). El pH del interior del 

compartimiento endosomal oscila alrededor de 5,5 debido a la acción de una bomba 

de H+ dependiente de ATP presente en su membrana, la cual bombea H+ desde el 

citosol al interior del endosoma. A este pH, el Fe3+ es liberado del complejo Tf-RTf. 
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Posteriormente, el metal es reducido por una ferri-reductasa endosomal y transportado 

al citoplasma por el transportador de cationes divalentes DMT1. El complejo apoTf-RTf 

es transportado intacto hacia la membrana plasmática donde, al tomar contacto 

nuevamente con el medio extracelular de pH neutro, se disocia. La apoproteína queda 

entonces disponible para captar nuevamente Fe y comenzar otro ciclo de transporte e 

internalización (Figura 3). Luego el Fe2+ puede ser incorporado i) a la Ft para ser 

almacenado en una forma segura y biodisponible, ii) a proteínas que requieren Fe para 

su funcionamiento; y/o iii) formar parte del LIP. 

Espacio extracelular 

Intracelular 

(citoplasma)

Fe3+

Fe3+

Fe3+

Fe3+
Fe3+

pH=7,4
Fe3+

Endosoma

Fe2+

Fe2+

pH=5,5

Fe3+

Fe2+

Fe3+

Fe2+

LIP Depósito

Paraferritina

Mobilferrina

β3integrina

DMT1

RTf

TfATP

Citrato

Clatrina

Fe2+

Utilización

Fe2+

 
Figura 3: Captación y transporte celular de Fe. Figura tomada y modificada de Pérez y col. 

(2005). 

 

El cerebro es el único órgano que expresa RTf del tipo 1 (RTf1) en el lado 

luminal de sus capilares. Por lo tanto, el mecanismo más importante de incorporación 

de Fe por las células endoteliales capilares del cerebro (brain capillary endotelial cells - 

BCECs) es el mediado por RTf1. Así, la mayoría del transporte de Fe se produce por 

endocitosis de la Tf unida a su receptor a través de las  BCECs desde el lado luminal 

al lado adluminal de los capilares (Figura 4). 
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Espacio extracelular 
(sangre)

BCEC Intracelular 
(citoplasma)

Fluido
intersticial

Astrocito
Intracelular

Fe3+

Fe3+

Fe3+

Fe3+

Fe3+

Fe3+

Fe3+

Fe3+

Fe3+

Transferrina

ATP Citrato

 
Figura 4: Corte transversal de un capilar cerebral donde se muestra la interacción entre las 

BCECs y los astrocitos que facilita el transporte de Fe al cerebro. Figura tomada y modificada 

de Moss y col. (2007). 

 

Cuando las vesículas llegan al lado adluminal se expone la Tf unida al Fe, 

luego el Fe se libera en forma de Fe3+ al fluido intersticial gracias a la presencia de 

altas concentraciones de H+, ATP, otros nucléotidos y citrato, liberados probablemente 

por los astrocitos presentes en el SNC. Allí queda como Fe no unido a la Tf 

complejado a citrato, a ATP y a AH-, o puede unirse a la Tf (Figura 4), y así difundir 

desde los ventrículos cerebrales, o puede unirse a la lactoferrina. Por otro lado, sólo 

una pequeña proporción de Fe, se incorpora a través del plexo coroideo como Fe no 

unido a Tf (Moos y col., 2007). 

Una vez en el interior de la célula, ese Fe pasa a ser parte del LIP 

citoplasmático y tiene tres destinos posibles: incorporarse a los componentes que lo 

depositan (Ft), incorporarse a los componentes que necesitan Fe para cumplir sus 

funciones (como por ejemplo las hemoproteínas y las proteínas con grupos 4S-4Fe) o 
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pasar al interior de ciertas organelas como las mitocondrias y el núcleo (Breuer y col., 

2008; Kruszewski, 2003). También se ha identificado la presencia de LIP en el núcleo 

de neuronas. Sin embargo, ni la función ni la fuente de ese LIP ha sido identificada; si 

bien se ha demostrado la existencia de un equilibrio dinámico entre el LIP nuclear y el 

citoplasmático. Además, se ha detectado en neuronas la presencia de los receptores 

DMT1 en el núcleo, en los endosomas y en el retículo endoplasmático neuronales por 

lo que se postula la presencia de LIP en estas organelas en las neuronas. El 

compartimiento lisosomal es el centro de recambio de todas las organelas por 

autofagia y de muchas proteínas que contienen Fe. Así, los lisosomas de todas las 

células cuentan con un pool de Fe con capacidad redox. Este compartimiento 

lisosomal consiste en un gran número de vacuolas, así,  aquellas que se encuentren 

degradando compuestos ricos en Fe tendrán una gran cantidad de LIP, mientras que 

los lisosomas que se encuentren en reposo no contendrán LIP en su interior.  

Por otro lado, el Fe puede ser liberado del interior de las células al fluido 

intersticial por un transportador de Fe, la ferroportina. Luego este Fe se puede unir a la 

Tf; sin embargo, al ser la concentración de Tf muy baja en este espacio es más 

probable que el Fe se una a la lactoferrina, a la Ft o que permanezca como Fe no 

unido a la Tf formando diferentes complejos con los quelantes presentes en este 

espacio. De esta manera, el Fe es transportado hasta los capilares endoteliales 

cerebrales desde donde pasa a la sangre realizando el camino contrario al descripto 

para ingresar desde la sangre a los capilares. 

La Ft es una proteína cuya función principal es la de almacenar Fe. Es muy 

resistente a los agentes desnaturalizantes, incluyendo el calentamiento a más de 80°C 

(Harrison y Arosio, 1996). La Ft se expresa en las arqueobacterias, las eubacterias, los 

animales y las plantas, pero no se encuentra en las levaduras. La Ft animal está 

codificada en el núcleo y es una proteína primordialmente citosólica, aunque también 

se la ha hallado en las mitocondrias, en el núcleo (en los hepatocitos, en las células 

musculares y las células nerviosas) y en las mitocondrias de los espermatozoides 

humanos, la retina, el cerebro, la médula espinal, el riñón y los islotes de Langerhans, 

en ratón. Además, una proporción menor de la Ft se encuentra expresada en los 

fluidos secretorios y en el plasma humano (123 ng/ml en hombres y 56 ng/ml en 

mujeres) (Harrison y Arosio, 1996; Arosio y col., 2009).  
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Esta proteína está compuesta de 24 subunidades. En los mamíferos, existen 

dos tipos de subunidades, la subunidad H (heavy) y la L (light), con un peso molecular 

aparente de 21 y 19,5 kDa, respectivamente. Se ha observado que tienden a formarse 

heteropolímeros originando un gran número de isoFts (H24L0, H22L2,…, H0L24) con una 

distribución tejido-específica. La subunidad H contiene el centro ferroxidasa, necesario 

para la incorporación de Fe y su oxidación a Fe3+. Por otro lado, la subunidad L carece 

de centros ferroxidasa pero contiene un sitio de nucleación importante. Los dos tipos 

de subunidades están formadas por un manojo de 4 hélices  (Harrison y Arosio, 

1996). 

 

1.6.3- Importancia del Fe en el SNC  

Los iones metálicos poseen una importancia muy particular en la producción de 

energía, la contracción muscular, el transporte de O2 y en la transmisión nerviosa. En 

el cerebro, metales como el Zn, el Cu y especialmente el Fe, son indispensables. En el   

SNC, estos procesos que requieren Fe incluyen la fosforilación oxidativa, la síntesis de 

mielina, la producción de neurotransmisores, el metabolismo del NO y el transporte de 

O2. Este metal cumple un papel importante en la transferencia de e- y es un cofactor 

de numerosas enzimas incluyendo enzimas clave para la biosíntesis de 

neurotransmisores como la tirosina hidroxilasa (comprometida en la síntesis de 

catecolaminas), la dopamina, la triptofano hidroxilasa (involucrada en la síntesis de 

serotonina) y la monoamina oxidasa (metabolismo de la dopamina). 

Tanto la deficiencia, como el exceso de Fe, pueden afectar la función neuronal. 

Las deficiencias nutricionales de trazas de elementos específicos como el Fe (Cook y 

col., 1994; Goodnough, 2012) culminan en enfermedades humanas. Además, 

exposiciones a niveles tóxicos de Fe, pueden dar lugar a condiciones patológicas 

(Schumann, 2001). Una inevitable consecuencia de la edad es el aumento de Fe en 

algunas áreas específicas del cerebro, como en el área cortical y subcortical (Ramos y 

col., 2014) y esto ocurre en mayor proporción en distintos desórdenes neurológicos. 

Metales como Fe, Mn y Hg han recibido una atención considerable debido a su 

capacidad para inducir daño oxidativo y neurodegenerativo. Es importante mencionar 

que la etiología de las enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad de 

Parkinson (EP) y la Enfermedad de Alzheimer (EA) parecen ser en gran medida 

dependientes de factores ambientales y su interacción con factores genéticos (Marras 

y Goldman, 2011). Determinados metales, incluyendo al Fe, tienen propiedades pro-

oxidantes y pueden perturbar genes por eventos epigenéticos, que conducen a la 

alteración de la expresión genética y a las enfermedades neurodegenerativas de 
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aparición tardía (Kwok, 2010). Debido a su capacidad para asumir dos estados de 

oxidación en sistemas biológicos, el Fe puede considerarse un productor intrínseco de 

ROS, que conduce a estrés oxidativo neuronal y neurodegeneración (Núñez y col., 

2012). Se ha informado que la dishomeostasis de Fe es un evento importante en la 

fisiopatogenia de la EP y de la EA (Bartzokis y col., 2000; Jellinger, 1999) y se ha 

propuesto que podría ser un factor primordial que participa en la progresión de estas 

enfermedades y de otras como la Enfermedad de Huntington (EH) (Kell, 2010). De 

hecho, hay numerosas observaciones que apoyan la participación temprana de la 

sobrecarga del metal en la progresión de las enfermedades neurodegenerativas 

(Rosas y col., 2012). Sin embargo, no se conocen los aspectos temporales de 

mediación o progresión de las condiciones neuropatológicos mediadas por Fe, como 

tampoco el papel exacto desempeñado por la activación de la vía toxicológica 

desencadenada por el Fe. (Andersen, 2004; Johnstone y Milward, 2010; Kumar y col., 

2012).  

En vista de su amplia distribución en la corteza de la tierra, los organismos 

vivos están expuestos constantemente al Fe, principalmente a través de la ingesta de 

alimentos. A pesar de que normalmente, la absorción de Fe está regulada 

fisiológicamente para evitar la toxicidad, pueden ocurrir exposiciones a elevadas 

concentraciones de Fe ya sean esporádicas, accidentales, suicidas intencionales o 

exposiciones ocupacionales a Fe, sin embargo, pocas veces han sido vinculadas a la 

neurotoxicidad (Andersen, 2004; Anderson, 1994; Carlsson y col., 2008; Howland, 

1996; Jang y Hoffman, 2011; Magdalan y col., 2011; Siew y col., 2008; Sipahi y col., 

2002; Tseng y col., 2011). En el contexto de la neurodegeneración, no existe fuerte 

evidencia de que un único episodio de exposición a niveles tóxicos de Fe den como 

resultado neurodegeneración retrasada. Sin embargo, existe evidencia epidemiológica 

limitada que indica que la co-exposición a Fe y otros metales tóxicos (Pb y Cu) 

presentan un factor de riesgo para la EP (Gorell y col., 1997, 1999). 

Los cambios en el estado de oxidación del Fe son cruciales para la producción 

de energía en los organismos vivos. En las células aeróbicas, el Fe juega un papel 

vital en el transporte de e- derivado de la oxidación de alimentos al O2 situado al final 

de la cadena respiratoria (Levi y Rovida, 2009). Paradójicamente, las propiedades 

redox del Fe determinan su participación en reacciones potencialmente citotóxicas. 

Las formas Fe2+ / Fe3+ también están implicadas en la propagación de la peroxidación 

lipídica por un complejo mecanismo que aún no está claro. Sin embargo, que es 

probable que este mecanismo implique la interacción directa de Fe con el O2 y ROS, 

tales como peróxidos orgánicos (ROOH) formados en las membranas biológicas 
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(Minotti y Aust, 1992; Tadolini y Hakim, 1996). Es importante destacar que la 

disfunción mitocondrial provocada por diferentes agentes ambientales tóxicos o 

endógenos, incluyendo el Fe, puede iniciar o propagar la liberación de Fe de los sitios 

de almacenamiento del metal (proteínas de unión a Fe como la Ft). Este efecto puede 

desencadenar y/o acelerar la progresión de enfermedades degenerativas (Horowitz y 

Greenamyre, 2010; Kumar y col., 2012; Mesquita y col., 2012.; Sebastiani y 

Pantopoulos, 2011). En las mitocondrias, los “clusters” [Fe-S] que se encuentran en 

los complejos I y III de la cadena de transporte de e- pueden ser atacados por ROS, 

liberando Fe que queda disponible para participar en la reacción de Fenton y otros 

procesos oxidativos. Por lo tanto, el Fe es importante en la toxicidad celular y puede 

iniciar un conjunto de reacciones oxidativas extremadamente tóxicas por sí mismo, o 

alimentar el estrés oxidativo provocado por xenobióticos o metabolitos endógenos. 

Además, es muy importante considerar que el estrés oxidativo mediado por Fe ha sido 

clásicamente vinculado a la muerte celular por apoptosis (Ott y col., 2007; Wallace, 

1999) y más recientemente a ferropoptosis, que representa una forma de muerte 

celular no-apoptótica dependiente de Fe (Dixon y col., 2012).  Al respecto, se 

demostró que el Fe es un elemento clave en la participación en el estrés oxidativo y la 

muerte celular inducida por la mitocondria. Esta forma de muerte celular, descripta 

recientemente en células cancerígenas de mamíferos y fibroblastos es morfológica, 

bioquímica y genéticamente distinta de la apoptosis, necrosis o la autofagia, ya que 

puede ser activada por el glutamato (Dixon y col., 2012), y por moléculas como 

erastina, sulfasalazina y  RSL3 (este último es un compuesto letal selectivo para una 

droga para células cancerígenas conocida como RAS). La ferropoptosis se puede 

prevenir mediante los antioxidantes lipofílicos tales como el trolox  y la vitamina E, y 

quelantes de Fe como la DF, pero no puede prevenirse  mediante la acción de las 

moléculas pequeñas conocidas como inhibidoras de la apoptosis, necrosis o autofagia. 

No siempre la muerte celular involucra procesos letales idénticos. Una explicación 

posible es que diferentes  formas de Fe como por ejemplo, el LIP,  [Fe-S]  y grupos 

hemo, o el Fe lisosomal, mitocondrial o citosólico están implicados en la mediación de 

un fenotipo de muerte celular único en respuesta a diferentes estímulos letales  (Dixon 

y Stockwell, 2014). En consecuencia, el Fe puede contribuir a la neurodegeneración 

mediante la activación de diferentes vías de muerte celular. 

Tanto las enzimas dependientes de Fe como el LIP que producen ROS, se 

cree que contribuyen al daño y muerte celular. La manera en que esto ocurre es un 

área de estudio emergente, en gran parte debido a la dificultad en  la definición de los 

blancos sobre los que actúan, y los efectos de las  ROS  relevantes para la muerte 
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celular  y los efectos de la acumulación de Fe en las funciones celulares (Dixon y 

Stockwell, 2014). 

La deposición de Fe se ha observado sólo en regiones específicas del cerebro 

en pacientes con enfermedades degenerativas crónicas (Kell, 2010; Kumar y col., 

2012; Rosas y col., 2012; Sian-Hulsmann y col., 2011). Los ganglios basales 

representan un sitio preferencial de deposición de Fe en las enfermedades 

neurodegenerativas (Akatsu y col., 2012; Berg y col., 2001; Gregory y Hayflick, 2011). 

Un fenómeno similar también se observó en una amplia gama de enfermedades 

genéticas colectivamente llamadas neurodegeneración con acumulación de Fe en el 

cerebro (NBIA), tales como la ataxia de Friedreich, enfermedad Kufor-Rakeb, 

aceruloplasminemia y neuroferritinopatía, entre otras (Gregory y col., 2009; McNeill y 

col., 2008; Schipper, 2012). Estas enfermedades genéticas se caracterizan por la 

acumulación de Fe en los ganglios basales y están asociadas con mutaciones en las 

proteínas implicadas en el transporte o el metabolismo de Fe (Prohaska y col., 2012). 

Como se indicó para el caso de enfermedades cerebrales degenerativas 

crónicas asociadas al Fe, poco se sabe acerca de los mecanismos que conducen a la 

acumulación de Fe en el cerebro (Prohaska y col., 2012). Sin embargo, el estudio y la 

comprensión de las modificaciones neuropatológicas asociadas con el amplio espectro 

de enfermedades NBIA han indicado la existencia de características clínicas, 

morfológicas y moleculares similares a las observadas en enfermedades 

neurodegenerativas crónicas tales como la EP, EA y EH (Berg y col., 2001; Schneider 

y col., 2012). Como se ha señalado, la relación temporal entre deposición de Fe y 

neurodegeneración aún no se ha establecido claramente. Por lo tanto, en algunas 

enfermedades, la deposición de Fe puede ser la consecuencia y no la causa de la 

neurodegeneración. Aquí tenemos un vacío en el conocimiento, lo que indica la 

necesidad de estudios sobre el mecanismo para determinar los factores primarios, 

secundarios y terciarios (si los hubiese) que participan en la iniciación y la progresión 

de la neurodegeneración en diferentes patologías cerebrales asociadas al Fe. Lo más 

importante, desde el punto de vista terapéutico, es la identificación de un punto 

potencial de no retorno de la neurotoxicidad mediada por Fe, este hecho sería muy 

valioso en el desarrollo terapéutico y otros procedimientos de intervención que podrían 

retrasar la consecuente muerte celular (Farina y col., 2013).  

 

1.6.4- Modelos de sobrecarga de Fe 

Existen diversos modelos que se emplean para estudiar el efecto del Fe en el 

metabolismo oxidativo celular (Tabla 1). Yu y col. (2011) mostraron en un modelo de 
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estrés psicológico, que el Fe suministrado en la dieta, en 3 dosis diferentes (80, 160 y 

320 mg Fe/kg de dieta), durante una semana, induce estrés oxidativo en el cerebro de 

ratas. Chen y col. (2013) indicaron que el aumento de Fe2+ (inyección intracerebral 

ventricular de Fe2+ (FeCl2)) en el cerebro, produce muerte celular inducida por 

autofagia. Por otro lado, Papanastasiou y col. (2000) mostraron que la absorción de Fe 

por el cerebro en ratas suplementadas en forma crónica con Fe-carbonilo en la dieta o 

en forma intravenosa o intraperitoneal (ip) con Fe-polimaltosa, no se vio afectada 

significativamente. Maaroufi y col. (2009) desarrollaron un modelo de sobrecarga de 

Fe consistente en la administración de 3 mg Fe/kg/día (FeSO4) ip a ratas adultas 

durante 5 días. Este tratamiento resultó en una acumulación significativa de Fe en el 

hipocampo, el cerebelo y los ganglios basales a los 16 días posteriores al tratamiento. 

Maaroufi y col. (2011)  administraron durante 21 días consecutivos dosis de Fe ip de 3 

mg Fe/kg/día (FeSO4), y mostraron que la acumulación de Fe correlaciona con un 

déficit en el comportamiento (Tabla 1). 
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Tabla 1 

Modelos de sobrecarga de Fe 

 
Tratamiento 

 
Forma de administración de Fe 

 
Órgano 
estudiado 

 
Referencia 

 
Dieta  
(1 semana) 

 
Dieta suplementada con Fe                 
(80, 160 y 320 mg Fe/kg dieta) 
 

 
Cerebro 

 
Yu y col. (2011) 

Dosis intracerebral          
ventricular  

FeCl2                                                    Cerebro Chen y col. (2013)   

Dieta (3 meses) Fe-carbonilo 3% (P/P)                         Cerebro 
Hígado 
Bazo 
 

Papanastasiou y col. 
(2000) 

Dosis intravenosa                                            
(4 meses)                         
 

Polimaltosa 
(una dosis cada 3 días)              

Cerebro 
Hígado 
Bazo 
 

Papanastasiou y col. 
(2000) 

Dosis ip                                                           
(4 meses)                         
 

Polimaltosa 
(una dosis cada 3 días) 

Cerebro 
Hígado 
Bazo 
 

Papanastasiou y col. 
(2000) 

Dosis ip (5 días)                
 

3 mg Fe/kg/día (FeSO4)                     Cerebro  Maaroufi y col. (2009) 

Dosis ip (21 días)              
 

3 mg Fe/kg/día (FeSO4)                       Cerebro Maaroufi y col. (2011) 

Dosis ip (única)                 500 mg Fe/kg (Fe-dextrán)                    Hígado Rousseau y col. (2011) 

Dosis ip (6 dosis)              
 

50 mg Fe/kg (Fe-dextrán)          Hígado Galleano y col. (2011) 

  

En los últimos años, se han desarrollado distintos modelos de sobrecarga de 

Fe-dextrán en mamíferos. Rousseau y col. (2011) estudiaron el efecto de la 

sobrecarga de Fe en hígado de rata mostrando que la sobrecarga de Fe producida por 

la administración de una dosis de 500 mg/kg ip de Fe-dextrán causó un aumento en el 

contenido de Fe,  en el contenido de Ft,  en el contenido de Fe en la Ft, y en el 

contenido LIP en el suero de ratas. Además, la administración simultánea de  

lipopolisacárido (LPS) de Escherichia coli (serotipo 0127:B8) (modelo de endotoxemia) 

y de Fe-dextrán conducen a un aumento significativo en el contenido de Fe en el 

suero, y también en la señal de NO-hemoglobina (Hb) detectada por Espectroscopía 

de Resonancia Paramagnética (EPR), en el contenido de Fe, de Fe en Ft, de LIP, y de 

proteínas carboniladas y nitrotirosiladas en el hígado, en comparación a los valores 

encontrados en los animales control. Además, Galleano y col. (2011), mostraron una 

significativa hepatoprotección frente a la isquemia-reperfusión hepática, en un modelo 

de sobrecarga de Fe, en el que se administraron 6 dosis de Fe-dextrán de 50 mg/kg ip.  
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1.7- ROS y activación de vías de señalización 

Además de las especies intermediarias de la reducción parcial del O2, otras dos 

especies oxidantes fisiológicamente relevantes son: el HOCl producido por la 

mieloperoxidasa de los neutrófilos, y el oxígeno singlete (1O2) generado durante la 

fotosensibilización y la irradiación con UVA. Actualmente está establecido que el H2O2 

es uno de los principales mediadores en la señalización celular (Tonks, 2005; Aslan y 

Ozben, 2003). Cuando la producción celular de ROS sobrepasa la capacidad 

antioxidante, se alcanza un estado de estrés oxidativo que puede conducir a lesiones 

celulares graves y que puede contribuir a la patogénesis de varias enfermedades. Un 

aumento moderado y reversible de las ROS en un período de tiempo definido puede 

ejercer la regulación de la expresión génica con respuestas citoprotectoras (Dröge, 

2002), protegiendo así a los órganos de los efectos perjudiciales de eventos nocivos 

posteriores (Das y Das, 2008).   

De acuerdo con Southam y Ehrlich (1943), el término hormesis fue propuesto  

para designar el efecto estimulante de concentraciones sub-inhibitorias de cualquier 

sustancia tóxica de cualquier organismo. Calabrese (2004)  propuso la teoría de que 

las dosis bajas de toxinas pueden desencadenar ciertas respuestas de defensa que 

permiten al organismo ser más resistente al mismo estímulo o a estímulos similares.  

El fenómeno de hormesis describe la acción de las drogas que actúan como 

estimulantes de la respuesta antioxidante a dosis bajas y como inhibidores a dosis 

altas (Mao y Franke, 2013). Se ha observado en una amplia gama de sistemas 

biológicos. Aunque es un concepto más conocido en su contexto descriptivo, el modo 

subyacente de acción del fenómeno de hormesis ha sido en gran parte inexplorado. 

Recientemente, el concepto de hormesis ha estado recibiendo cada vez mayor 

atención en varios campos, entre los que se encuentra el campo de la investigación 

del envejecimiento (Mao y Franke, 2013). Se ha propuesto que el estrés oxidativo 

representa una forma de hormesis, con efectos biológicamente beneficiosos en un 

nivel bajo, y con respuestas que pueden ser perjudiciales en los niveles más altos o 

ante la exposición prolongada a las  ROS (Videla, 2010). Dependiendo de los niveles 

de ROS, que pueden variar según el sistema en estudio, se ha propuesto que 

diferentes factores de transcripción redox sensibles se activan y coordinan respuestas 

biológicas distintas. Un bajo nivel de estrés oxidativo induciría al factor nuclear 

eritroide redox sensible 2 (Nrf2), un factor de transcripción implicado en la 

transactivación del gen que codifica para la expresión de las enzimas antioxidantes. 

Una cantidad intermedia de ROS desencadenaría una respuesta inflamatoria a través 

de la activación del factor nuclear κB (NF-kB) y la proteína activadora 1 (AP-1), y un 
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alto nivel de estrés oxidativo induciría la interrupción de la transferencia de e-, lo que 

resulta en la apoptosis o necrosis (Figura 5) (Gloire y col., 2006). En la mayoría de los 

escenarios de apoptosis, el potencial de la membrana mitocondrial interna colapsa, 

indicando la apertura de un canal de conductividad conocido como el poro PT, en este 

sentido, el alto nivel de estrés oxidativo produciría la perturbación del mismo. Mao y 

Franke (2013) propusieron que dentro de una cierta concentración, las ROS o las RNS 

podrían actuar como principales mediadores en los procesos neuroprotectores y en la 

lucha contra el envejecimiento y los procesos neuroprotectores. Tal fenómeno 

hormético podría tener potenciales aplicaciones terapéuticas, si se emplea 

adecuadamente.  

 

 

 

 

Figura 5: Modelo jerárquico de estrés oxidativo. Distintos niveles de estrés oxidativo 
desencadenan una respuesta inflamatoria a través de la activación de distintas vías de 
señalización. Figura tomada y modificada de Gloire y col. (2006). 
 

La respuesta hormética a la exposición a Fe está relacionada con su capacidad 

para intercambiar un e- bajo condiciones aeróbicas, siendo (i) esencial para la 

fosforilación oxidativa mitocondrial y respuestas citoprotectoras en niveles bajos; o (ii) 

letal debido a la generación de ROS incontrolada cuando la capacidad reguladora del 

Fe se supera (Pietrangelo, 2003). De acuerdo con estos puntos de vista, una baja 

concentración de Fe (20 µM) induce la supervivencia de los cardiomiocitos de rata y la 

hipertrofia a través de un mecanismo celular que involucra la inducción de la enzima 

óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), mientras que a altas concentraciones (80 a 100 
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µM) se produce la necrosis de los cardiomiocitos (Muñoz y col., 2010). La protección 

cardíaca por Fe se ve apoyada por los hallazgos de que (i) el precondicionamiento 

isquémico activa una señal de Fe que conduce a la regulación positiva de la Ft 

(Chevion y col., 2008); y (ii) la administración de  Fe a corto plazo regula la actividad 

de la enzima SOD (Metzler y col., 2007). La protección inducida por Fe se observó 

también en neuronas (Hidalgo y Núñez, 2007), las células de la  oligodendroglia 

(Brand y col., 2008), y el hígado (Galleano y col., 2011) en distintos modelos de 

sobrecarga de Fe. Una administración subcrónica de Fe (50 mg Fe-dextrán/kg, 3 

veces a la semana durante 2 semanas) protege al hígado contra la lesión por 

isquemia-reperfusión,  hecho que constituye una estrategia de preacondicionamiento 

que puede ser de interés para la aplicación clínica (Galleano y col., 2011). Esta 

sugerencia se basa en que las inyecciones repetidas de 100 a 125 mg/kg de 

complejos de Fe por vía intramuscular o intravenosa (100-125 mg/kg, 1-3 

veces/semana durante 4-12 semanas) son consideradas como estrategias 

terapéuticas válidas y bien toleradas en los tratamientos de  anemia en humanos 

(Silverstein y Rodgers, 2004; Bayraktar y Bayraktar, 2010). Sin embargo, la magnitud 

de los efectos secundarios de la sobrecarga con Fe en los tejidos extrahepáticos, tales 

como el cerebro, no han sido bien documentados. 

Se ha propuesto que tanto la sepsis como el tratamiento con clorpromazina 

(CPZ) producen alteraciones oxidativas celulares.  

i) La sepsis es una condición inflamatoria sistémica tras una grave infección 

bacteriana caracterizada por fiebre, baja presión sanguínea arterial, respuesta 

inflamatoria sistémica y hemocultivos bacterianos positivos (Zhang y col., 2013). 

Resulta en altas tasas de mortalidad (Riedemann y col., 2003). La sepsis es un 

problema de salud global con un aumento en la incidencia en los últimos años 

(Riedemann y col., 2003). Entre los patógenos más comúnmente aislados se 

encuentran distintas especies, entre ellas Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y 

Staphylococcus aureus (Muley y col., 2015). El hígado es un órgano vital del cuerpo y 

tiene varias funciones incluyendo la generación de energía a partir de los alimentos, el 

procesamiento y la excreción de los fármacos y productos de desecho en la sangre, y 

el filtrado de las bacterias dañinas que pueden entrar en el cuerpo a través del 

intestino. Diversas infecciones, incluyendo las  debidas al  abuso de alcohol y las 

infecciones virales, pueden causar daños en el hígado por lo general, de manera 

insidiosa. A veces, el daño hepático puede ser tan severo que el órgano es incapaz de 

llevar a cabo las funciones normales, lo que resulta en insuficiencia hepática 

(Gurusamy y col., 2014). El trasplante de hígado es eficaz en el tratamiento de la 
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insuficiencia hepática. Sin embargo, es un procedimiento quirúrgico importante y existe 

una significativa proporción de personas que desarrollan infecciones y complicaciones 

en la herida a causa de los medicamentos que se administran para suprimirlos 

inmunológicamente. Se han intentado diversas intervenciones para prevenir las 

complicaciones infecciosas bacterianas y complicaciones de la herida.  Sin embargo, 

la eficacia de las mismas aún se desconoce (Gurusamy y col., 2014). La incidencia de 

una infección bacteriana después de un trasplante de hígado se ha informado que se 

produce en un 14,0 a 71,1% de los casos (Li y col., 2012; Vera y col., 2011). A pesar 

de la administración profiláctica de antibióticos la incidencia de infecciones 

postoperatorias ocurre en un rango  de 10-30% en la cirugía de resección (Wade y 

col., 1995). A pesar de que se ha restringido el uso de antibióticos profilácticos, la 

aparición de resistencia a los antibióticos ha aumentado significativamente. La flora 

intestinal y la mucosa también se ven afectados por el trauma quirúrgico dando como 

resultado la disfunción de la barrera intestinal y el desequilibrio microbiano intestinal. 

Esto puede agravar aún más la inflamación sistémica y deprimir  la función inmune 

(Hollenbeak y col., 2001). Todos estos  factores contribuyen a un mayor riesgo a 

infecciones y sepsis en el período  postoperatorio.  

El LPS es un componente de las bacterias Gram-negativas que juega un papel 

importante en la lesión hepática aguda y en enfermedades crónicas del hígado, 

incluyendo el hígado graso, asociado ya sea con el consumo de alcohol  o el síndrome 

metabólico y la obesidad (Nath y Szabo, 2009; Tilg y col., 2009). El LPS también está 

implicado en la resistencia a la insulina, así como en la esteatohepatitis, es decir en la 

enfermedad de hígado graso no alcohólico (Ghanim y col., 2009; Szabo y col., 2005; 

Miele y col., 2009). Existe una creciente evidencia que sugiere que el LPS derivado del 

intestino a través del  eje intestino-hígado afecta  la extensión del daño hepático en 

muchos tipos diferentes de enfermedades inflamatorias del hígado (Szabo y Bala, 

2010). La mayoría de las infecciones luego de un transplante hepático son  causadas 

por bacterias de origen entérico (Dominguez, 1995). Por otra parte, eventos sistémicos 

inflamatorios pueden inducir la neuroinflamación en el SNC. Por ejemplo, la 

administración ip de LPS resulta en la muerte neuronal en el modelo de enfermedad 

priónica ME7 en ratón (Combrinck y col., 2002), aumenta el procesamiento de la 

proteína precursora de amiloide (APP) y la acumulación intracelular de proteína β 

amiloide  (Aβ) (Sheng y col., 2003), y altera la actividad de transporte en la barrera 

hematoencefálica (Banks y col., 1999; Xaio y col., 2001). Existen estudios 

epidemiológicos que indican que el riesgo de EA se correlaciona positivamente con 

factores de riesgo proinflamatorio cardiovascular tales como la diabetes mellitus, la 
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hipertensión, la hipercolesterolemia y la aterosclerosis (Rosendorff y col., 2007), lo que 

sugiere que la inflamación sistémica crónica puede jugar un papel en el desarrollo de 

la EA (Butterfield y col., 2001; Morley y col., 2002).  

ii) La CPZ es un neuroléptico antipsicótico perteneciente a la familia de las 

fenotiazinas, con  una larga historia de uso clínico (Shen, 1999; Mc Naughton y col., 

2001;  Carpenter y Koenig, 2008). Se emplea para el tratamiento de la esquizofrenia, 

para aliviar las naúseas, el hipo intratable, y las manifestaciones de tipo maníaco de 

algunas enfermedades maníaco-depresivas. La CPZ es un inhibidor presináptico de la 

recaptación de serotonina produciendo efectos antidepresivo y antiparkinsoniano 

moderados, aunque también es la responsable de la agitación psicomotora y de la 

amplificación de la psicosis que a veces se observa en la clínica.  Su efecto 

terapéutico es comúnmente  atribuido a su capacidad para inhibir potentemente 

receptores de dopamina  D2  (Carpenter y Koenig, 2008). Sin embargo, el beneficio 

psiquiátrico  de la CPZ está acompañado por numerosos efectos secundarios, tales 

como  actividad antiserotoninérgica (Croll y col., 1997) y el bloqueo de los receptores 

α1 postsinápticos adrenérgicos (Nedergaard y Abrahamsen, 1988).  Además, se ha 

informado que la CPZ puede interferir con los receptores y los canales iónicos, tales 

como canales de Ca2+ (McNaughton y col., 2001). 

La CPZ puede ser administrada por via oral, parenteral y rectal. Es un fármaco 

altamente lipofílico que se une a una elevada proporción de las proteínas del plasma 

(95-98%). Las concentraciones más elevadas del fármaco se encuentran en el cerebro 

(Tsuneizumi y col., 1992), los pulmones y en otros tejidos muy irrigados. Después de 

la administración oral, sólo el 32% de la dosis aparece en su forma activa en la 

circulación sistémica, debido a un metabolismo hepático de primer paso. Las 

concentraciones máximas del fármaco se observan al cabo de 1 a 4 h de su 

administración. El tiempo de vida media es de 16 a 30 h (Galiano Ramos, 2008). La 

CPZ es altamente lipofílica, lo que facilitaría su paso a través de la bicapa lipídica y de 

la barrera hematoencefálica. Se ha informado que el cerebro capta 6 ± 2% de la CPZ 

inyectada 15 min luego de la administración de la dosis, y la concentración se 

mantiene constante durante 45 min (Comar y col., 1979).  

Existe una gran evidencia en los últimos años que indica que las ROS juegan 

un papel importante en la patofisiología de la esquizofrenia. Akyol y col. (2002) 

evaluaron los cambios en la concentración de NO en el plasma, los niveles de TBARS, 

las actividades de las enzimas XO, SOD y GPx en pacientes con esquizofrenia en 

comparación con los individuos control normales. En los pacientes con esquizofrenia, 

se obsevó un aumento en la actividad de la enzima XO y en los niveles de NO, una 
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disminución de la actividad de la SOD y no se detectaron cambios en la actividad de la 

enzima GPx en plasma comparados con el grupo control. No se observaron  efectos 

de la administración de CPZ sobre la duración de la esquizofrenia, o sobre el hecho de 

haber sido administrada a hombres o mujeres. Además, la administración de dos 

protocolos de dosis (bajas y altas) del tratamiento neuroléptico diario no mostró 

diferencias sobre los parámetros oxidantes y antioxidantes. Akyol y col. (2002) 

consideran que los resultados observados están principalmente relacionados con la 

enfermedad subyacente. Estos hallazgos indican un posible papel sobre el aumento 

del estrés oxidativo y la disminución de la actividad de los antioxidantes enzimáticos, 

los cuales pueden ser relevantes para la fisiopatología de la esquizofrenia. Por otro 

lado, el aumento de la producción de NO por el efecto sobre la actividad de las 

enzimas NOSs sugiere un posible papel del NO en el proceso fisiopatológico de la 

esquizofrenia. Estos resultados también pueden permitir la formulación de nuevas 

estrategias de tratamiento con antioxidantes e inhibidores de la NOS  en la 

esquizofrenia (Akyol y col., 2002).  Recientemente, Li y col. (2014) han demostrado 

que una sola inyección ip de CPZ en dosis de 5, 10 y 20 mg/kg, podría ejercer un 

efecto neuroprotector significativo sobre el daño al cerebro causado por esquizofrenia. 

Este intervalo de concentraciones podría activar los canales de K+ activados por Ca  

(BKCa) y  sugieren que la CPZ en concentraciones terapéuticas juega un papel 

neuroprotector en el cerebro frente a la isquemia. En consistencia con estas 

observaciones, la CPZ ha demostrado ser capaz de ejercer efecto neuroprotector en la 

isquemia de la médula espinal (Sader y col., 2002), la neurotoxicidad inducida por el 

glutamato (Stone y Pilowsky, 2007), y la apoptosis neuronal inducida por etanol (Wu y 

col., 2011). Sin embargo, Pillai y col. (2007) informaron sobre el efecto de la 

exposición a la CPZ (10 mg/kg/día) en la expresión de las enzimas CAT y SOD y los 

niveles de peroxidación de lípidos en el cerebro de rata, luego de 90 y 180 días de 

exposición. La actividad y la expresión de CAT y SOD disminuyeron luego de ambos 

períodos, y la peroxidación de lípidos se vio incrementada. Estos datos pueden ser de 

gran ayuda en la planificación del uso de CPZ a largo plazo para el tratamiento de la 

esquizofrenia. 

 

1.8- Espectroscopía de Resonancia Paramagnética (EPR)  

La técnica de EPR es el único método directo que se conoce para la detección 

de Rl. Es un tipo de espectroscopía de absorción que se fundamenta en las 

propiedades magnéticas de los e- desapareados y su entorno molecular. Al aplicar una 

radiación de microondas a una muestra, se producen transiciones de e- desapareados 
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entre distintos niveles de energía magnética. El proceso físico que da origen a la 

separación entre niveles energéticos en la materia es el efecto Zeeman, de interacción 

entre un campo magnético externo y el momento magnético de los e-.  

El espectrómetro de EPR consta de una cavidad donde se coloca la muestra, 

una fuente de microondas, un puente de microonda, dos electromagnetos que generan 

el campo magnético externo y un diodo (Figura 6). 

 

Cavidad de
la muestra

Electromagneto

Modulación 
de entrada

Detector 
sensible 

de la fase

(Fuente de 
microondas)

DetectorKlystron

Puente de microonda

(Diodo)

A B

 

Figura 6: A. Imagen del equipo de EPR EMX plus Banda X. B. Figura esquemática indicando 
los componentes: cavidad, fuente de microondas, puente de microonda y electromagneto. 
Figura tomada y modificada de Química Física Atkins, 8ª Edición (2008).  

Existen diversas especies paramagnéticas, algunas poseen un número impar 

de e- y otras poseen e- con espines paralelos. Numerosos sistemas satisfacen esa 

condición, como los Rl, birradicales y algunos iones de metales de transición. Un e- 

desapareado posee un espín S de valor ½. La rotación del e- genera un campo 

magnético orientado a lo largo del eje de rotación, que produce un campo magnético µ 

asociado a su espín, que puede definirse de acuerdo a la siguiente ecuación: 

µ = -gMSβ                                                     [1] 

donde g es el factor de desdoblamiento espectroscópico, cuyo valor es afectado por el 

entorno del e- (2,00232 para un e- libre); MS, es el número cuántico del espín 

electrónico que puede tener valores de +½ o -½; y β la constante de Bohr (momento 

angular magnético del e- = 9,2741 x 10-24 J Tesla-1), es un factor de conversión de 
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momento angular a momento magnético. En ausencia de un campo magnético 

externo, los e- desapareados se encuentran alineados al azar. La aplicación de un 

campo magnético externo (Bº) produce una alineación de los campos magnéticos de 

los e- y establece dos niveles de energía (Figura 7 A). El e- del nivel magnético inferior 

tiene el momento magnético del espín alineado con la dirección del campo magnético 

aplicado con un valor de MS= -½. El e- de mayor nivel energético queda alineado de 

forma antiparalela al campo magnético (MS= +½). 

B B 
Sin B 

ms = +½

ms = -½

α

β

gB β

Con B 

A B

Ms= -½Ms= +½
 

Figura 7: A. Alineación del espín electrónico frente a la aplicación de un campo magnético. B. 

Dependencia de la diferencia de energía con el campo magnético, β: constante de Bohr; g = 

factor de desdoblamiento espectroscópico; B
o
 = Campo magnético aplicado. Figura tomada y 

modificada de Química Física Atkins, 8ª Edición (2008).  
 

El valor de la diferencia entre los dos estados de energía está dado por la 

ecuación [2]. 

                        ∆E = gB β=hν                                           [2]  

La transición de un estado de energía a otro puede ser inducida por una 

radiación electromagnética de frecuencia ν (Figura 7 B). En los espectrómetros de 

banda X, ν = 9,4 GHz. En ausencia de campo magnético, ambos estados de espín 

poseen la misma energía y la diferencia entre los dos estados aumenta linealmente 

con el aumento del campo magnético (Simontacchi y col., 2011 b). El factor g se 

calcula según la ecuación [3]. 
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                             g = 0,71446 x ν/B°                                              [3] 

donde ν es la frecuencia de microonda aplicada y B° es el valor del campo magnético 

en resonancia. El valor de g es 2,00232 si el e- libre es la única fuente de magnetismo, 

pero ese valor se ve afectado si dicho e- desapareado se acerca a otros orbitales. 

La mayor parte de las moléculas con número par de e- no presentan momento 

magnético neto debido a sus e- porque usualmente los espines de los e- unidos a 

moléculas se encuentran apareados, es por eso que no dan lugar a un espectro de 

EPR. En la mayor parte de los Rl orgánicos, el factor g tiene un valor cercano al del e- 

libre debido a que el e- desapareado se encuentra en la periferia de la especie a la que 

está asociado. El e- desapareado es muy sensible a campos magnéticos adyacentes 

(usualmente el del núcleo del átomo que lleva el e-). Esta interacción provoca un 

fraccionamiento de la señal originada en líneas cuyo número e intensidad están 

definidas por el número de núcleos que interaccionan con el e-. En general, el 

fraccionamiento de una señal de EPR (interacción hiperfina) está dado por la fórmula 

2I + 1, donde I es el número cuántico de espín nuclear. 

Sólo es posible detectar por EPR en forma directa los radicales estables, 

relativamente estables que se acumulan hasta una concentración detectable, y los 

radicales inestables que llegan a una concentración de estado estacionario 

suficientemente alta. Muchos Rl de interés biológico, sin embargo, son altamente 

reactivos y nunca llegan a una concentración lo suficientemente elevada para ser 

detectados por EPR. Además, algunos radicales, como el NO, no son observables por 

EPR a temperatura ambiente dado que sus tiempos de relajación de espín son muy 

breves. A los efectos de permitir la detección de estas especies se utiliza una molécula 

diamagnética (atrapador de espín, A) para atrapar al inicialmente inestable Rl, 

formando un aducto paramagnético estable que puede ser observado a temperatura 

ambiente (RA) (reacción 17) 

 

                         (17) 

 

Las constantes de acoplamiento hiperfino pueden proveer información para la 

identificación y cuantificación del radical original (Swartz y Swartz, 1983). Dado que el 

aducto estable se acumula, el atrapamiento de espín es un método integrativo de 

medida de Rl y es más sensible que los procedimientos  que sólo miden 

concentraciones instantáneas o de estado estacionario. Los atrapadores de espín más 

         RA ARl                                                     



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extensamente empleados para el estudio de Rl centrados en carbono y en O2 son del 

tipo nitronas y nitroso compuestos (Buettner, 1987). 

La técnica de EPR informa sobre las propiedades magnéticas de los e- 

desapareados y su entorno molecular (Tarpey y col., 2004), combinado con la técnica 

de spin trapping (mediante la utilización de atrapadores de spin), han demostrado ser 

una herramienta apropiada para identificar los Rl formados en los tejidos en 

condiciones normales, así como condiciones de estrés biológicamente importantes. 

Tanto Rl como otras  especies paramagnéticas, y muchos metales de transición se 

pueden identificar inequívocamente mediante espectroscopía EPR, en comparación 

con otras técnicas estándar. La combinación de técnicas de EPR con técnicas 

bioquímicas ha permitido desarrollar protocolos aplicables a sistemas biológicos 

complejos. Un claro ejemplo es la determinación del índice contenido de A/contenido 

de AH- como índice del balance oxidativo celular en el medio hidrofílico (Galleano y 

col., 2002). El AH- posee un bajo potencial redox, lo que le permite donar un e- a casi 

cualquier Rl de un sistema biológico o reducir un atrapador de radicales biológicos 

como el α-T (Vergely y col., 2003). El A tiene un e- desapareado dándole la 

estabilidad como el "antioxidante terminal de molécula pequeña" (Buettner, 1993). La 

concentración de A  es un valor de estado estacionario determinado por las 

velocidades de generación y decaimiento de estas especies. Puede formarse 

mediante un proceso de oxidación del AH- mediada o no por la catálisis de un metal 

como el Fe (Martell, 1982). 

 

1.9- Hipótesis y Objetivos. 

La hipótesis de trabajo plantea que I) la sobrecarga aguda con una dosis no 

tóxica de Fe, y el preacondicionamiento con dosis no tóxicas de Fe, son capaces de 

disparar una respuesta diferencial en cerebro que conduce a disminuir los efectos 

oxidativos generados por otros disparadores de estrés oxidativo, y II) que los 

mecanismos que subyacen en dichas respuestas son diferentes condicionando el 

posterior efecto de la nueva condición de exposición a estrés oxidativo. 

El objetivo general de este trabajo de tesis es el estudio, en cerebro, de los 

mecanismos vinculados al efecto de la sobrecarga con Fe en relación a la alteración al 

metabolismo oxidativo en un modelo agudo y subcrónico de exposición a Fe. Se 

plantea analizar cómo se verán afectados, el contenido de Fe y el LIP frente a la 

exposición de las células a la sobrecarga de Fe in vivo, analizando el efecto oxidativo, 

y el establecimiento de una respuesta hormética.  
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Objetivo 1: Caracterizar el efecto de la sobrecarga aguda  in vivo con Fe sobre 

el metabolismo oxidativo en cerebro. 

Objetivo 2: Caracterizar el efecto del tratamiento subcrónico con Fe in vivo 

sobre el metabolismo oxidativo en cerebro. 

Objetivo 3: Análisis de las interacciones entre el Fe y el LPS en condición de 

sobrecarga aguda y subcrónica de Fe.  

Objetivo 4: Análisis de las interacciones entre el Fe y la CPZ en condición de 

sobrecarga subcrónica de Fe.  
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2.1- Modelos experimentales  

2.1.1- Modelo de sobrecarga aguda de Fe 

Se utilizaron ratas Sprague–Dawley macho de 180±10 g y 45±5 días, 

provenientes del Bioterio Central de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 

Universidad de Buenos Aires. Las ratas se mantuvieron bajo condiciones estándar de 

luz, temperatura y humedad con acceso al alimento y la bebida ad libitum. La 

sobrecarga de Fe, fue realizada mediante la inyección ip con una única dosis de 500 

mg/kg de Fe-dextrán. Las ratas control fueron inyectadas ip con solución fisiológica 

(NaCl 0,9% P/V). Luego de los tiempos indicados en cada caso, las ratas fueron 

anestesiadas en cámara de CO2 y se obtuvo el cerebro entero a distintos tiempos 

post-administración de Fe (Figura 8). Dichas muestras fueron utilizadas 

inmediatamente para realizar las determinaciones correspondientes y/o se reservaron 

en N2 líquido hasta su posterior análisis. Las ratas recibieron los cuidados de acuerdo 

con la reglamentación de la Disposición Nº 6344/96 de la Administración Nacional de 

Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT). Los  protocolos 

experimentales y los procedimientos realizados con animales, fueron realizados 

cumpliendo con la Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Academia 

Nacional de Ciencias, Publicación NIH 6–23, revisada en 1985).  

Sobrecarga aguda de Fe

Una dosis de Fe-dextrán ip

(500 mg/kg) 

Solución fisiológica

Tiempo (horas)

2 4 6 8 21 2910

Toma de muestra

 

Figura 8: Esquema temporal del modelo de sobrecarga aguda de Fe. Luego de la 
administración de la dosis de Fe-dextrán o solución fisiológica, las ratas fueron anestesiadas en 
cámara de CO2 y se obtuvo el cerebro entero a los tiempos definidos luego de la administración 
de la única dosis. 

 
2.1.2- Modelo de sobrecarga subcrónica de Fe 

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de 180±10 g y 45±5 días, 

provenientes del Bioterio Central de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 

Universidad de Buenos Aires. Las ratas se mantuvieron bajo condiciones estándar de 

luz, temperatura y humedad con acceso al alimento y la bebida ad libitum. Los 

animales fueron inyectados cada 48 h en forma ip con 6 dosis de 50 mg/kg de Fe-
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dextrán. Las ratas pertenecientes al grupo de animales control recibieron la misma 

cantidad de dosis ip de solución fisiológica (6 dosis). Luego de la administración de la 

6ta dosis, las ratas fueron anestesiadas en cámara de CO2 y el cerebro entero fue 

aislado a los tiempos definidos (Figura 9). Dichas muestras fueron utilizadas 

inmediatamente para realizar las determinaciones correspondientes y/o se reservaron 

en N2 líquido hasta su posterior análisis. 

 

Sobrecarga  subcrónica de Fe 

Tiempo   

(días)

6 dosis de Fe-dextrán ip

(50 mg/kg) 

0 2 4 6 8 10

0 2 4 6 8 10

Solución fisiológica

Toma de muestra

2 4 6 8 16 241

Tiempo          

(horas)

0

 

Figura 9: Esquema temporal del modelo de sobrecarga subcrónica de Fe. Luego de la 
administración de la 6

ta
 dosis, las ratas fueron anestesiadas en cámara de CO2 y se obtuvo el 

cerebro entero a los tiempos definidos luego de la administración de la 6
ta
 dosis. 

 
 

2.1.3- Modelo de sobrecarga aguda de Fe y LPS 

Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho de 180±10 g y 45±5 días, 

provenientes del Bioterio Central de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 

Universidad de Buenos Aires. Las ratas se mantuvieron bajo condiciones estándar de 

luz, temperatura y humedad con acceso al alimento y la bebida ad libitum. Los 

animales fueron inyectados en forma ip con una única dosis de 500 mg/kg de Fe-

dextrán y/o 4 mg/kg de LPS de Escherichia coli (serotipo 0127:B8). Las ratas control 

fueron inyectadas ip con solución fisiológica (Figura 10). Luego de la administración de 

la dosis, las ratas fueron anestesiadas en cámara de CO2 y se obtuvo el cerebro 

entero 6 h pi. Dichas muestras fueron utilizadas inmediatamente para realizar las 

determinaciones correspondientes y/o se reservaron en N2 líquido hasta su posterior 

análisis.  
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Toma de muestra

6 h pi

Fe 
Una dosis de Fe-dextrán ip

(500 mg/kg)

Fe-LPS 
Una dosis de Fe-dextrán ip (500 mg/kg)

más una dosis de LPS ip (4 mg/kg) 

Control Solución fisiológica

LPS Una dosis de LPS ip (4 mg/kg) 

 

Figura 10: Esquema temporal del modelo esquemático de sobrecarga aguda de Fe y LPS. 
Luego de 6 h de la administración de la dosis de Fe-dextrán y/o LPS, o solución fisiológica, las 
ratas fueron anestesiadas en cámara de CO2 y se obtuvo el cerebro entero. 

 

2.1.4- Modelo para sobrecarga subcrónica de Fe y LPS 

Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho de 180±10 g y 45±5 días, 

provenientes del Bioterio Central de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 

Universidad de Buenos Aires. Las ratas se mantuvieron bajo condiciones estándar de 

luz, temperatura y humedad con acceso al alimento y la bebida ad libitum. Fueron 

inyectadas cada 48 h en forma ip con 6 dosis de 50 mg/kg de Fe-dextrán.  Las ratas 

control recibieron la misma cantidad de dosis ip de solución fisiológica. Luego de 72 h 

de la administración de la 6ta dosis, las ratas fueron inyectadas con 4 mg/kg de LPS de 

Escherichia coli (serotipo 0127:B8). Luego de 6 h, las ratas fueron anestesiadas en 

cámara de CO2 (Figura 11). Dichas muestras fueron utilizadas inmediatamente para 

realizar las determinaciones correspondientes y/o se reservaron en N2 líquido hasta su 

posterior análisis.  
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Toma de muestra 

Tiempo   
(días)

0 2 4 6 8 10

6 dosis de Fe-dextrán ip (50 mg/kg)

0 2 4 6 8 10

Solución fisiológica

0 2 4 6 8 10

6 dosis de Fe-dextrán ip (50 mg/kg)

LPS

720

0 2 4 6 8 10

Solución fisiológica

0

Solución 
Fisiológica

72

Fe 

Control

Fe-LPS 

LPS 

Tiempo
post-administraciónde Fe  

(horas)

Tiempo
post-administración de LPS  

(horas)

60

 

Figura 11: Esquema temporal del modelo esquemático de sobrecarga subcrónica de Fe y LPS. 
Luego de 72 h de la administración de la 6

ta
 dosis de Fe-dextrán, las ratas recibieron una dosis 

de LPS de 4 mg/kg de peso ip o solución fisiológica. Luego de 78 h fueron anestesiadas en 
cámara de CO2 y se obtuvo el cerebro entero. 

 

2.1.5- Modelo de sobrecarga subcrónica de Fe y CPZ 

Se utilizaron ratas Sprague–Dawley macho de 180±10 g y 45±5 días, 

provenientes del Bioterio Central de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 

Universidad de Buenos Aires. Las ratas se mantuvieron bajo condiciones estándar de 

luz, temperatura y humedad con acceso al alimento y la bebida ad libitum. Los 

animales fueron inyectados con 6 dosis de 50 mg/kg de Fe-dextrán, una cada 48 h. 

Las ratas control recibieron la misma cantidad de dosis ip de solución fisiológica. 

Luego de 8 h de administración de la 6ta dosis de Fe o solución fisiológica, las ratas 

recibieron una dosis de CPZ 10 mg/kg de peso ip (disuelta en solución fisiológica) o 

solución fisiológica. Luego de 1 a 4 h fueron anestesiadas en cámara de CO2 y se 

obtuvo el cerebro entero (Figura 12). Dichas muestras fueron utilizadas 

inmediatamente para realizar las determinaciones correspondientes y/o se reservaron 

en N2 líquido hasta su posterior análisis. 
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Tiempo   
(días)

0 2 4 6 8 10

6 dosis de Fe-dextrán ip (50 mg/kg)

0 2 4 6 8 10

Solución fisiológica

0 2 4 6 8 10

6 dosis de Fe-dextrán ip (50 mg/kg)

0 2 4 6 8 10

Solución fisiológica

Fe 

Control

Fe-CPZ 

CPZ 

Tiempo
post-administraciónde Fe  

(horas)

Solución 
fisiológica

80

CPZ 

80

Tiempo
post-administración de CPZ  

(horas)

2 410

Toma de muestra

 

Figura 12: Esquema temporal del modelo esquemático de sobrecarga subcrónica de Fe y 
CPZ. Luego de 8 h de la administración de la 6

ta
 dosis de Fe-dextrán, las ratas recibieron una 

dosis de CPZ 10 mg/kg de peso ip o solución fisiológica. Luego de 9, 10 o 12 h fueron 
anestesiadas en cámara de CO2 y se obtuvo el cerebro entero. 
 

2.1.6- Obtención de áreas cerebrales 

Luego de la administración de la única dosis de Fe-dextrán en el modelo agudo 

o de la 6ta dosis en el modelo subcrónico, a distintos tiempos pi, se procedió a la 

separación de las tres áreas cerebrales: la corteza, el hipocampo y el cuerpo estriado, 

según Czerniczyniec y col. (2011). 

La coloración característica de los órganos internos (cerebro, hígado) de las 

ratas tratadas  con exceso de Fe se tomó como un indicador macroscópico de la 

adecuada administración de Fe-dextrán (Figura 13). 
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A B

C D
 

Figura 13: Imagen A. de cerebro de rata tratada con sobrecarga aguda de Fe (500 mg/kg); B. 
Imagen de cerebro de rata control; C. Imagen de región abdominal de rata expuesta a  
sobrecarga aguda de Fe luego de 6 h de la administración de la dosis; D. región abdominal de 
rata control inyectada con solución fisiológica. 

 
2.2- Caracterización de la distribución de Fe en cerebro 

2.2.1- Determinación del contenido total de Fe 

Las muestras de tejido cerebral se colocaron en una estufa a 60ºC hasta peso 

constante, que habitualmente se logra luego de aproximadamente 48 h. El tejido seco 

se mineralizó en presencia de HNO3 concentrado de acuerdo con Laurie y col. (1991). 

El contenido de Fe total se determinó espectrofotométricamente después de la 

reducción con ácido tioglicólico (TGA), midiendo la absorbancia a λ=535 nm en 

presencia de batofenantrolina sódica, según Brumby y Massey (1967). Todos los 

reactivos fueron preparados en agua libre de Fe obtenida mediante el tratamiento de 

H2O milli-Q con resina Chelex 100 hasta lograr un pH superior a 9. 

 

2.2.2- Determinación del LIP 

El LIP fue determinado mediante espectroscopía de fluorescencia utilizando el 

sensor calceína (CA), según Robello y col. (2007). Las muestras de cerebro se 

homogeneizaron en concentración 500 mg/ml en solución  reguladora 40 mM de 

fosfato de potasio, 120 mM de KCl, pH 7,4. Los homogeneizados se centrifugaron a 

10.000g, 15 min a 4ºC. Los sobrenadantes se pasaron a través de filtros de peso 

molecular 30.000. Las soluciones filtradas fueron reducidas por 10 min con 1 volumen 
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de TGA al 8% (V/V). En la solución reducida, el Fe se midió utilizando solución de CA 

1 mM en solución reguladora 40 mM de fosfato de potasio, 120 mM de KCl, pH 7,4.  

Cuando el Fe se agrega a la solución de CA, una fracción de la misma se une 

al Fe2+ libre, generando un complejo no fluorescente (CA-Fe), una fracción queda 

como CA libre fluorescente en la solución (CA1) y otra fracción como Fe libre (Fe1). El 

complejo no fluorescente y la fracción CA1 se encuentran en equilibrio según la 

reacción (18) (Epsztejn y col., 1997; Espósito y col., 2002; Darbari y col., 2003). 

 

     CA-Fe            CA1 + Fe1                                                        (18)                                               

 

La constante de disociación Kd (Robello y col., 2007) se puede expresar según 

la ecuación [4] 

                                    

   

 FeCA
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K
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[4]

                                 
 

Luego de conocer el valor de Kd, fue posible conocer el valor de [Fe1] según la 

ecuación [5] 
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Según la reacción 18, sólo una parte del Fe catalíticamente activo presente en 

el sistema está unido a la CA, en forma de CA-Fe, mientras que la otra fracción se 

encuentra no unida a la CA en solución (Fe1). Entonces, el contenido del Fe 

catalíticamente activo total (Fe2+ + Fe3+) presente en el sistema es expresado por la 

ecuación 6:  

 

                                   

   1
32

FeFeCAFeFe 


                                                

[6]                            

 

Reemplazando la [Fe1] por su igualdad en la ecuación [5] se obtiene la 

ecuación [7] 
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Para calcular el contenido de Fe catalíticamente activo total presente en el 

sistema es necesario conocer el valor de Kd para el Fe y las concentraciones 

resultantes de CA-Fe y de CA1, cuando se realiza la reacción entre la CA con el Fe en 

cada sistema. Este valor  fue calculado por Robello y col. (2007) en la solución 

reguladora de fosfato de potasio 40 mM, KCl 120 mM, pH=7,4 y resultó Kd =0,46 ± 

0,01 µM. Todos los reactivos fueron preparados en agua libre de Fe. 

La fluorescencia fue monitoreada a λexc=497 nm, λem=518 nm hasta 

estabilización de la señal (F1), posteriormente se adicionó DF en una concentración 

final de 800 µM. La fluorescencia se monitoreó hasta una nueva estabilización de la 

señal (F2). De este modo se definió al incremento fraccional de la fluorescencia (∆F) 

según la ecuación [8]. 

                                                             
2

12

F

FF
ΔF


                                                            [8]                                                           

El incremento fraccional de la fluorescencia (∆F) correlaciona con la 

concentración Fe2+ que se une a la CA (Darbari y col., 2003). La ecuación [9] fue  

empleada para calcular la concentración de Fe catalíticamente activo total presente en 

todos los sistemas analizados en este trabajo. 

 

                                
ΔF)(1

ΔFK
ΔFCAFeFe

d32
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                                     [9]                           

La determinación del contenido de LIP en un sistema modelo de células de 

cerebro (20  106 células), fue realizada por EPR en forma directa a baja temperatura 

(77 K) (Woodmansee y Imlay, 2002). Para la determinación de los iones Fe3+ y Fe2+  

por esta metodología, las células fueron homogeneizadas en 1 ml de una solución 

reguladora de Tris-HCl 10 mM, KCl 120 mM, pH = 7,4, conteniendo DF 1 mM. Las 

mediciones fueron realizadas usando los siguientes parámetros instrumentales: 

frecuencia de modulación 50 kHz, potencia de microondas 20 mW, frecuencia de 

microondas 9,42 GHz, centro de campo 1.600 G, constante de tiempo 81,92 ms, 

amplitud de modulación 4.759 G y ancho de barrido 800 G. Para cuantificar el 

contenido de Fe2+ + Fe3+ se utilizó como estándar una solución de FeCl3 preparada en 

HCl 200 µM, con la cual se realizó una curva de calibración en presencia Tris-HCl 10 

mM, KCl 120 mM, pH = 7,4, conteniendo DF 1 mM.  
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2.3- Ensayos específicos 

2.3.1- Detección de A por EPR 

Las determinaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente en un 

espectrómetro Brucker EMX plus Banda X (Karlsruhe, Germany). Los tejidos 

cerebrales se homogeneizaron en dimetilsulfóxido (DMSO), en una concentración de 

25 mg/ml e inmediatamente fueron transferidos a una pipeta Pasteur de vidrio para la 

detección de A. Los parámetros utilizados durante las determinaciones fueron los 

siguientes: frecuencia de modulación 50 kHz, potencia de microonda 10 mW, 

frecuencia de microonda 9,75 GHz, centro de campo 3520 G, constante de tiempo 

40,96 ms, tiempo de barrido 82 ms, tiempo de conversión 16 ms, amplitud de 

modulación 1G, ancho de barrido 15.000 G, ganancia 1.000. La cuantificación del 

contenido de A se llevó a cabo utilizando una solución acuosa de 2,2,5,5-tetrametil 

piperidina-1-oxilo (TEMPO) de acuerdo a Kotake y col. (1996), colocado en la misma 

pipeta utilizada para la determinación del A en la muestra. El espectro de EPR de la 

muestra y de la solución de TEMPO fueron obtenidos exactamente en las mismas 

condiciones experimentales. La primera derivada fue doblemente integrada para 

obtener el área de la señal. 

 

2.3.2- Determinación del contenido de AH- 

Los tejidos cerebrales fueron homogeneizados en concentración 10 mg/ml en 

ácido metafosfórico (MPA) 10% (P/V). Luego se centrifugaron durante 10 min a 

12.000g. El sobrenadante fue filtrado a través de membranas de nylon de 0,22 µm. La 

cuantificación del contenido de AH- se llevó a cabo en la solución filtrada empleando 

un equipo de HPLC (Perkin-Elmer) en fase reversa, modalidad isocrática, con detector 

electroquímico (potencial de oxidación +0,6 V) de acuerdo a Kutnink y col. (1987). Se 

utilizó una columna Supercosil LC-18, que fue estabilizada con la fase móvil MPA 

0,8% (V/V). Debido a las características del equipo se inyectó un volumen fijo de 20 µl 

de muestra. La cromatografía se realizó con un flujo constante de 1 ml/min y se utilizó 

como estándar ácido L-ascórbico (Sigma) preparado en concentración 10 mg/ml en 

MPA 10% (P/V)  inmediatamente antes de ser utilizado.  

 

2.3.3- Detección de la velocidad de generación de RL por EPR 

Los RL fueron detectados mediante una técnica de spin trapping (reacción 19) 

utilizando N-t-butil-α-fenil nitrona (PBN). Se preparó una solución stock de PBN 40 mM 

en DMSO inmediatamente antes de ser utilizada. Los tejidos cerebrales fueron 

homogeneizados en PBN-DMSO en una concentración de 25 mg/ml, incubados 
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durante 30 min a 37ºC e inmediatamente transferidos a una pipeta Pasteur para la 

detección de RL. Las determinaciones se realizaron a temperatura ambiente en el 

espectrómetro Brucker EMX plus banda X utilizando los siguientes parámetros: 

frecuencia de modulación 50 kHz, frecuencia de microondas 9,88 GHz, centro de 

campo 3.515 G, constante de tiempo 81,92 ms, tiempo de conversión 82,00 ms, 

tiempo de barrido 83,97 ms, amplitud de modulación 1,20 G, ancho de barrido 100 G, 

ganancia 1x105, potencia de microondas 20 mW. La cuantificación del contenido de 

los RL fue realizada utilizando una solución acuosa de TEMPO. A los espectros de 

EPR de las muestras y del TEMPO se les realizó la doble integral para obtener la 

intensidad del área y luego la concentración del aducto se calculó de acuerdo a Kotake 

y col. (1996). 

N-t-butil-α-fenil nitrona (PBN)

CH=N + C(CH
3

O -

CH=N – C(CH )
3

O -

C - N + – C(CH
3

)
3

O -R

H

C - N + – C(CH

O -R

H

RL●

                                                 (19) 

  

2.3.4- Contenido de TBARS 

El contenido de TBARS se determinó según Boveris y Puntarulo (1998), con 

modificaciones, mediante un ensayo de fluorescencia. Para ello, 50 mg de tejido 

cerebral se homogeneizaron en 1 ml de solución reguladora de fosfato de potasio 40 

mM, KCl 120 mM pH 7,4. A una alícuota de 0,1 ml de homogeneizado se le 

adicionaron 50 µl de butilhidroxitolueno (BHT) 4% (P/V) y 250 µl de dodecil sulfato de 

sodio 3% (P/V). Luego de mezclar, se adicionó 1 ml de HCl 0,1 N, 150 µl de ácido 

fosfotúngstico 10% (P/V), y 500 µl de ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) 0,7% (P/V). La 

mezcla fue incubada durante 45 min a 100ºC. Se realizó la extracción del aducto 

malondialdehído-TBA (MDA-TBA) empleando 1 ml de n-butanol y en ese extracto se 

determinó la concentración de TBARS por medidas de fluorescencia en un 

espectrofluorómetro (λex=515 nm; λem=555 nm). Se utilizó como estándar una solución 

preparada a partir de 1,1,3,3-tetrametoxipropano en el rango de 0,1 a 2 nmoles. 

 

2.3.5- Actividad de la enzima SOD 

La actividad de la enzima SOD fue determinada espectrofotométricamente, 

midiendo la reducción del Cit c. El O2
 es generado enzimáticamente por el sistema 

xantina-XO. El O2
 reduce al Cit c, que en su forma reducida absorbe a λ=550 nm 
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(Figura 14 A). La adición de la enzima SOD determina un decrecimiento en la formación 

de producto con respecto a la determinación realizada en ausencia de la muestra. 

Xantina 2       + 2H+ H2O2 + O2

XO SOD

Cit c3+ Cit c2+

0,00

0,01

0,01

0,02

0,02

0,03

0,03

0 5 10 15
L
o
g

 B
/A

Volumen de muestra (µl)

BA

O2


 

Figura 14: A. Esquema de reacciones que ocurren en la determinación de la actividad de SOD 
según el sistema xantina-XO. B. Gráfico de log B/A  en función del volumen de una muestra 
tipo. 
 

Los homogeneizados de tejido cerebral se prepararon en una relación 1:9 (P/V) 

en solución reguladora fosfato de potasio 30 mM con KCl 120 mM, pH 7,4. Las 

determinaciones se realizaron en solución reguladora fosfato de potasio 50 mM, pH 

7,8, etilendinitrolatotetracetado disódico (EDTA) 0,1 mM, empleando Cit c3+ 400 µM 

preparado en fosfato de potasio 50 mM, pH 7,4 y xantina 500 µM preparada en NaOH 

1 x 10-3 N. La cantidad de XO fue ajustada de forma tal que se registre un aumento de 

absorbancia de 0,025 unidades por min a temperatura entre 20-25ºC. Se registró la 

absorbancia en función del tiempo a λ=550 nm. Luego del agregado de la muestra se 

registró la velocidad de disminución de la absorbancia (∆Abs/∆t). Monitoreando el 

cambio de absorbancia durante 2 min se determinó la pendiente Abs/minA=A. A 

continuación se repitió la determinación agregando volúmenes de muestra variable y 

se registró la pendiente Abs/minB=B. Se calculó la relación B/A para cada volumen de 

muestra. Dicha relación indica la fracción remanente de la producción de O2
 en 

presencia de muestra (actividad de la enzima). Para cada muestra, se graficó el log 

B/A = f (volumen de muestra) (Figura 14 B). Una unidad de SOD se define como la 

cantidad de enzima que inhibe en un 50% la velocidad de reducción de Cit c (McCord 
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y Fridovich, 2014). Los resultados se expresaron como unidades de SOD por mg 

proteína, estimada según Lowry y col. (1951). 

2.3.6- Actividad de la enzima CAT 

La actividad de la enzima CAT fue determinada según el método 

espectrofotométrico descripto por Aebi (1984). Los tejidos cerebrales fueron 

homogeneizados en solución reguladora fosfato de potasio 30 mM con KCl 120 mM, 

pH 7,4; utilizando una relación 1:9 (P/V). Los homogeneizados fueron centrifugados a 

600g durante 10 min y se recuperó el sobrenadante para realizar las determinaciones. 

Las mediciones se realizaron en solución reguladora fosfato de potasio 50 mM, pH 7, 

en presencia de H2O2 10 mM. En una cubeta de cuarzo se agregaron 975 µl de 

solución reguladora, 15 µl de H2O2 y 10 µl de la muestra. El consumo de H2O2 se midió 

espectrofotométricamente durante 30 s (=40 M-1cm-1), a λ=240 nm y 25ºC.  

 

2.3.7- Contenido de α-T  

Para las determinaciones del contenido de α-T se homogeneizaron 100 mg de 

tejido cerebral con 150 µl de SDS 3% (P/V), 600 µl de metanol y 30 µl de BHT 4% 

(P/V). Luego se agregaron 500 µl de hexano, se vortexeó durante 1 min, y se 

centrifugó a 600g por 5 min. El sobrenadante se colocó en un tubo eppendorf y se 

evaporó en N2 gaseoso. El extracto hexanólico seco se resuspendió en 300 µl de 

etanol:metanol (1:1). El contenido de  α-T en el homogeneizado de cerebro se 

cuantificó mediante HPLC en fase reversa con detección electroquímica utilizando un 

sistema bioanalítico (West Lafayette, IN, USA) LC-4C, detector amperométrico con un 

electrodo de trabajo de carbono vítreo en un potencial de oxidación aplicado de +0,6 V 

(Desai, 1984). Se utilizó como estándar D, L-α-T (Sigma).  

 

2.3.8- Obtención de proteínas citosólicas y nucleares 

Para obtener las proteínas citosólicas y nucleares se utilizaron las siguientes 

soluciones:  

Solución A: Nonidet P-40 (NP-40) 0,6% (P/V), NaCl 150 mM, Hepes 10 mM, pH 

7,9, EDTA 1 mM, pH 8,0 en H2O libre de nucleasas. Al momento de utilizar se adicionó 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,5 mM, ortovanadato 100 mM y leucopeptina 1 

mg/ml.  

Solución B: 25% (V/V) glicerol, Hepes 20 mM pH 7,9, NaCl 420 mM, MgCl2 1,2 

mM, EDTA 0,2 mM pH 8,0 en H2O libre de nucleasas. Al momento de utilizar se 

adicionó PMSF 0,5 mM, aprotinina 1 mg/ml, leucopeptina 1 mg/ml y pepstatina 1 

mg/ml.  
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Las muestras de tejido cerebral se homogeneizaron en una concentración de 

200 mg peso fresco (PF)/ml de solución A y luego se centrifugaron a 300g durante 3 

min. Se incubaron 5 min en hielo y se volvieron a centrifugar a 600g durante 5 min. 

Los sobrenadantes que corresponden al extracto citosólico se reservaron en freezer a 

-80ºC. Inmediatamente se resuspendieron los pellets en 150 µl de solución B. Luego 

se incubaron 20 min en hielo y se centrifugaron a 1.000g por 30 min. Los 

sobrenadantes que corresponden al extracto nuclear se reservaron en freezer a -80ºC 

hasta su posterior análisis según Deryckere y Gannon (1994). 

 

2.3.9- Ensayo de unión de NF-κB a ADN  

Para realizar estos estudios se utilizaron extractos de proteínas nucleares de 

muestras de cerebro obtenidas a tiempos determinados después de la administración 

de Fe-dextrán en el modelo de sobrecarga aguda de Fe y después de la 6ta 

administración de Fe-dextrán en el modelo de sobrecarga subcrónica. La union de NF-

κB a ADN fue determinada mediante el protocolo: NF-kB (Human p50/p60) Combo 

Transcription Factor Assay Kit. Assessments of NF-κB DNA binding.  

 

2.3.10- Determinación de la velocidad de oxidación de 2´,7´-diclorodihidrofluoresceína-

diacetato (DCFH-DA) 

La velocidad de oxidación del compuesto DCFH-DA fue deteminada 

espectrofluorométricamente. Para eso se homogeneizaron 200 mg/ml de tejido 

cerebral en Tris-HCl 100 mM, pH 7,4; con EDTA 2 mM y MgCl2 5 mM. Luego una 

alícuota de 10 a 30 µl de homogeneizado fue incubada con 980 µl de HEPES 30 mM 

pH 7,2; con KCl 200 mM,  MgCl2 1 mM y 10 µl de DCFH-DA 1 mg/ml disuelta en 

metanol. Las muestras se incubaron por 30 min a 37ºC y se determinó la fluorescencia 

a λex=488 nm y λem=525 nm. 

 

2.3.11- Evaluación de daño al ADN nuclear y mitocondrial mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa 

Extracción de ADN: Para extraer ADN del tejido cerebral se utilizó el QIAGEN 

Genomic Tip y el Genomic DNA Buffer Set Kit (Qiagen, Cat. Nos. 10323 y 19060, 

respectivamente). La cuantificación del ADN se realizó espectrofluorométricamente 

utilizando el reactivo PicoGreen (Molecular Probes, cat. no. P-7581) y solución 

reguladora 20X TE. La curva estándar se realizó con Lambda (λ)/HindIII ADN (Gibco; 

Cat. No.15612-013). El estándar fue diluido en solución reguladora 1X TE en 

concentraciones crecientes de acuerdo a Santos y col. (2006). Los productos de PCR 
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fueron cuantificados con el kit de ensayo de ADN de doble cadena PicoGreen Quant-

iT (Molecular Probes, Eugene, OR), y se caracterizaron mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 0,8% (P/V) con detección de bromuro de etidio. 

 

2.3.12- Histopatología 

Inmediatamente después de la obtención de las muestras, se fijaron para 

Microscopía Optica y Microscopía Óptica de Alta Resolución (MOAR). Para 

microscopía óptica se utilizó una fijación de rutina con una solución de formalina 

tamponada. Después de la inclusión en bloques de parafina, algunas rodajas se 

tiñeron con azul de Prusia de Perls para detectar la presencia de la Ft en ambos 

tejidos y a otras se les realizó la tinción hematoxilina-eosina (HE) con hematoxilina de 

Harris (1900). Las muestras para MOAR se fijaron en glutaraldehído al 3% (V/V), 0,1 

M solución reguladora de cacodilato de sodio (2,14 g de cacodilato de sodio - 100 ml 

de agua destilada), se fijaron posteriormente en tetróxido de osmio (solución Palade: 1 

g de tetróxido de osmio, 50 ml de agua destilada) en solución reguladora de Caulfield 

(20 ml de solución Palade y 0,9 g de sacarosa) durante 90 min. A continuación, las 

muestras se lavaron con agua destilada durante 2 h, se tiñeron en bloque con acetato 

de uranilo al 2% (P/V) durante 2 h y después se lavaron dos veces con agua destilada. 

Después de la deshidratación frente a un aumento de las concentraciones de alcohol, 

los tejidos se incluyeron con resina de propileno-óxido de epoxi (óxido de propileno 

100%, óxido de propileno-resina epoxi 2:1, luego 1:1 y finalmente 1:2). El tejido fijado 

se colocó en cápsulas BEEM (Better Equipment for Electron Microscopy), se cortaron 

con un Ultracut Reichert-Jung ultramicrótomo y se tiñeron con solución de toluidina, y 

con tinción nuclear. Para la observación y las fotografías se utilizó un Scanner Scope 

Leica Biosystems Aperio C52 (USA). 

 

2.3.13- Determinación de contenido de tioles totales 

Las determinaciones se realizaron espectrofotométricamente a partir del tejido 

cerebral en presencia de EDTA 20 mM en una relación 15 mg/200 µl de acuerdo a 

Sedlak y Lindsay (1968). La curva estándar se realizó a partir de una solución madre 

de GSH 1 mM. 

 

2.3.14- Determinación del contenido de proteínas 

Se empleó el modelo de Lowry (1951) para determinar el contenido de 

proteínas. Se utilizó como estándar seroalbúmina bovina (BSA). 
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2.4- Análisis estadístico 

Los estudios se realizaron utilizando al menos tres o cuatro experimentos 

independientes, empleando de 3 a 6 animales por grupo experimental y con 

duplicados o triplicados por muestra, según se indique en cada caso. Los datos se 

expresan como la media ± ESM. Los análisis estadísticos correspondientes se 

realizaron empleando los programas GraphPad Instat para Windows, GraphPad 

Software, Inc. Versión 3.01 y GraphPad Prism para Windows, GrapPad Software, Inc. 

Versión 3.00, aplicando, a menos que se indique otro estadístico, el análisis de 

varianza (ANOVA) de una o dos vías, según corresponda, y utilizando el test de 

Newman-Keuls o Turkeys. 

 

2.5- Reactivos 

Los reactivos que se indican a continuación fueron adquiridos por SIGMA 

Chemical Co, St Luis, MO, USA: Fe-dextrán, batofenantrolina, resina Chelex 100 

forma sódica, mesilato de deferoxamina, calceína, K2HPO4, KH2PO4, trizma base, 

BSA, MgCl2, TEMPO, H2O2 (20 volúmenes), ácido fosfotúngstico, TBA, leucopeptina, 

pepstatina, PMSF, aprotinina, ácido L-ascórbico, glutatión, NaNO3, BHT, SOD, 

glutatión reducido, ferrocina,  LPS de Escherichia coli (serotipo 0127:B8), L-α-T,  BSA, 

DCFH-DA, xantina, xantina oxidasa, HEPES, Cit c3+, glicerol, PBN, NP-40, 1,1,3,3-

tetrametoxipropano, ferrocianuro de potasio, hematoxilina de Harris, clorhidrato de 

clorpromazina. 

Los reactivos que se indican a continuación fueron adquiridos por Merck KgaA, 

Darmstadt, Alemania: NaCl, NaH2PO4, Na2HPO4, K2SO4, KNO3, HCl, KCl, HNO3, 

metanol, acetona, NaNO2, MPA, butanol, NaOH, etanol, ácido ortofosfórico, TGA, y 

ácido acético glacial, agua libre de nucleasas. 

 Los reactivos que se detallan a continuación fueron adquiridos de otras fuentes: 

acetato de sodio (Cicarelli), SDS (Riedel-deHaen), DMSO (Anedra), EDTA (Barker), 

hexano (EM Science). 

 

2.6- Instrumental 

El instrumental empleado para el desarrollo de este trabajo de Tesis incluye: 

Espectrómetro de resonancia paramagnética electrónica Bruker (ECS 106 banda X, 

cavidad ER 4102ST, y EMX plus Banda X), Centrífuga refrigerada Sorvall (RC5C), 

Ultracentrífuga Beckman (XL-90), Microcentrífuga ALC (micro CENTRIFUGETTE), 

Espectrofotómetro (Milton Roy Spectronic) 101 Plus, Espectrofotómetro (Jasco) 

(UV/Vis 7850), Espectrofluorómetro (Hitachi) F-3010, HPLC (Perkin-Elmer), Electrodo 
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de pH (Consort) Multi-Parameter Analyser C831, Baño termostático (Vicking) Modelo 

Dubnoff, Ultrasonido (Branson) Sonifier 450, Balanzas (Mettler) Type H6 y PM 480, 

Balanza (Ohaus) Explorer, Freezer a -70ºC (Righi); Granizadora (Righi) Escama-Jet; 

Agitador (Vicking) M-23, Agitador magnético (FAC) AMC 20, Microscopio (ENOSA), 

Espectrofotómetro (Milton Roy Spectronic) 101 Plus, Tubo de CO2, Tubo de N2, 

Columna Supercosil LC-18 y LC-8. 
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3.1.1- Caracterización de la determinación del contenido de Fe total en cerebro de rata 

mediante mineralización ácida 

La determinación del contenido de Fe total se realizó a partir de muestras de 

cerebro llevadas a sequedad. El tejido seco se mineralizó con HNO3 concentrado al 

65% (V/V). Se realizó una curva de peso seco (PS) en función de peso fresco (PF) a 

fin de determinar la relación entre ambos parámetros, ya que ambas expresiones 

serán empleadas para caracterizar los efectos que se estudiarán posteriormente 

(Figura 15). 
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Figura 15: Curva de PS en función de PF de cerebro de rata control (y=0,182 x, R
2
= 0,999). 

 

Las determinaciones de contenido de Fe total se realizaron a partir de 200-300 

mg de PF de cerebro total y de alrededor de 100 mg de PF de áreas cerebrales 

aisladas (corteza, hipocampo y cuerpo estriado). 

Se realizó una curva de calibración empleando como estándar Fe, en una 

concentración de 1,08 mM (Figura 16). Las determinaciones del contenido de Fe total 

en los distintos tratamientos se realizaron utilizando entre 20 mg y 40 mg de cerebro 

llevado a sequedad, según se trate de áreas cerebrales o cerebro total, 

respectivamente (Figura 17). 
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Figura 16: Curva de calibración del ensayo para la determinación de contenido de Fe total en 
cerebro de rata. Se emplearon homogeneizados de cerebro de rata control (y=0,025 x, R

2
= 

0,998). 
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Figura 17: Determinación del contenido de Fe en función del PS en cerebro de rata control  
(y=0,0098 x, R

2
= 0,997). 

 

3.1.2- Caracterización de la determinación del contenido de LIP en cerebro de rata  

Según se describió en la sección 2.2.2 de Materiales y Métodos de este 

trabajo, la determinación del contenido de LIP se efectúa según una técnica 

espectrofluorométrica empleando CA. Así, a los efectos de validar el uso de esta 

metodología en cerebro, se empleó un sistema ex vivo consistente en células 
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precursoras neuronales, preparando cultivos celulares primarios con cerebro de fetos 

de rata de 17 días de gestación. El LIP (Fe2++Fe3+) control determinado por EPR fue 

de 0,6  0,1 pmol (106 células)-1 y empleando CA de 0,42  0,03 pmol (106 células)-1. A 

continuación se estudió si un conocido agente que actúa como inductor de estrés 

oxidativo como la irradiación , produce cambios detectados adecuadamente en el LIP 

al emplearse ambas metodologías. Cuando los cultivos de células fueron irradiados en 

una unidad  de teleterapia de 60Co (Gammacell 220-Laboratorio de Dosimetría de 

Altas dosis-CNEA/CAE) con una dosis de 2 Gy a una tasa de dosis de 0,7 Gy min-1, a 

las 2 o 4 h de producida la irradiación, el valor obtenido para el LIP determinado por 

CA fue de 0,4  0,1 y 0,51  0,03 (pmol (106 células)-1), respectivamente, y por EPR 

fue de 0,7  0,3 y 0,6  0,2 (pmol (106 células)-1), respectivamente, no mostrando 

diferencias significativas entre técnicas en ninguna de las condiciones estudiadas.  

La consistencia entre los resultados empleando ambos procedimientos, cuando 

el contenido de Fe3+ resulta mayoritario, fue mostrado en base a los experimentos 

mencionados, en los que el LIP se determinó por ambos métodos. En los modelos 

subsiguientes incluidos en este trabajo de Tesis, se realizaron empleando CA.  

Se realizó una curva de fluorescencia en función de la concentración de CA 

(Figura 18) a fin de determinar la concentración del fluoróforo adecuada para las 

determinaciones posteriores. Este es un dato indispensable para el cálculo del 

contenido de LIP, según fue descripto en la sección Materiales y Métodos de este 

trabajo. 
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Figura 18: Determinación del LIP empleando fluorescencia, siendo λexc = 497 nm y λem = 518 nm, 
en función de la [CA]. 
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Figura 19: Determinación del LIP empleando fluorescencia  (λexc = 497 nm, λem = 518 nm) en 
función del tiempo de reacción en función del volumen de homogeneizado de una muestra de 
cerebro de rata control: (●) 10 µl, (▲) 30 µl y (■) 40 µl. Inserto: ΔF en función del volumen de 
homogeneizado agregado. 
 

La [CA] elegida fue 1 µM para ajustar la fluorescencia inicial  entre 1400 y 1800 

unidades de fluorescencia (UF), ya que estas condiciones optimizan el ensayo. El 

contenido de LIP fue determinado a partir de un homogeneizado en concentración 500 

mg/ml, filtrado, a partir del cual se ensayaron diferentes volúmenes a fin de elegir el 

adecuado para realizar el seguimiento del avance de reacción. El agregado de DF se 

realizó a las 4 h de determinada la fluorescencia inicial (Figura 19). 

El volumen seleccionado para realizar las determinaciones fue de 40 µl, ya que 

es el volumen en el que se observa el mayor valor de ∆F, valor necesario para calcular 

el contenido de LIP según fue descripto en la sección Materiales y Métodos de este 

trabajo. 

Los resultados obtenidos empleando CA son consistentes con las 

determinaciones empleando EPR, y por lo tanto, se seleccionó la técnica flourescente 

que permite el uso de menor cantidad de material, para el resto de los estudios 

realizados en este trabajo.  

 

3.1.3- Caracterización de la determinación de la actividad de CAT en cerebro de rata 

La actividad de CAT fue determinada a partir de 100 mg/ml de homogeneizado 

de cerebro de rata. Dado que la velocidad de descomposición del H2O2 es 

directamente proporcional a la actividad de la CAT según la reacción 20, la 
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concentración de la enzima fue estimada siguiendo la ecuación 10. Debido a que la 

[CAT] y la k de velocidad son constantes, pueden agruparse en una k’ (ecuación 11), 

siendo k para la CAT de hígado de rata igual a 4,6 x 107 M-1 s-1. En la ecuación 11, k’ 

representa las pendientes obtenidas de la relación entre el ln de la absorbancia (ln A) 

en función del tiempo de la medición del consumo del H2O2. 

                                          CAT 

               2 H2O2                            2 H2O + O2                                                 (20)                                                 
 

               v = -d[H2O2]/dt=k [CAT] [H2O2]                                                          [10]

                                 
    

 
               k’ = k [CAT]                                                                                       [11]

                              

 
 

Se graficó el ln A en función del tiempo con diferentes volúmenes de 

homogeneizado (Figura 20 A) según Aebi (1984) a fin de determinar el volumen de 

homogeneizado apropiado para realizar la reacción y se calculó la pendiente en cada 

caso. En la Figura 20 B se muestra la pendiente del gráfico indicado en función del 

volumen de muestra utilizado. La [CAT] se determinó a partir de 5 a 10 µl de 

homogeneizado. 
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Figura 20: Actividad de CAT en cerebro de rata A. Gráfico de ln A en función del tiempo 
empleando distintos volúmenes de homogeneizado de una muestra de cerebro de rata control: 
(♦) 5 µl, (■) 7,5 µl y (●) 10 µl. B. Gráfico de la (∂ln A/∂t) en función del volumen de 
homogeneizado empleado. 

 

 

 

 



 

     3.1.- Resultados 

52 
 

3.1.4- Caracterización de la determinación de la actividad de SOD en cerebro de rata 

La actividad de SOD fue determinada a partir de 100 mg/ml de homogeneizado 

de cerebro de rata. Se agregó en la cubeta de medida una alícuota de 850 l de 

solución amortiguadora (fosfato de potasio 50 mM pH = 7,8, con EDTA 0,1 mM), 100 

l xantina  ([xantina]=50 M), 50 l de Cit c ([Cit c] = 20 M) y suficiente cantidad de 

XO (~5 nM) para producir una variación de A de 0,025/min a 25oC. Se monitoreó el 

cambio de A a λ=550-540 nm durante 1 min y se determinó la pendiente Abs/min (A). 

Se repitió la determinación empleando volúmenes de muestra variables (1-15 µl), con 

el fin de seleccionar los volúmenes adecuados para las determinaciones y se registró 

la pendiente nuevamente (B).  Se calculó log B/A y se graficó en función del volumen 

de muestra (Figura 21). 
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Figura 21: Determinación de la actividad de SOD. Se grafica Log B/A en función del volumen 
de homogeneizado de una muestra de cerebro de rata (y=-0,16 x, R

2
= 0,974). 

 

La pendiente de la curva se utilizó para calcular el volumen de muestra que 

contiene una unidad de SOD, es decir 0,5 B/A. Con el fin de expresar el contenido de 

SOD en pmol/mg proteína, se realizó la determinación enzimática agregando 

volúmenes diferentes de SOD comercial en lugar de muestra. 

 

 

 



 

     3.1.- Resultados 

53 
 

3.1.5- Caracterización de la determinación del contenido de A en cerebro de rata 

Los tejidos cerebrales se homogeneizaron en DMSO en concentraciones 

crecientes. En la Figura 22 A se observan las señales características de EPR de A en 

muestras de cerebro de rata control.  
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Figura 22: Señal de EPR de A A. En cerebro de rata control. (a) Espectro simulado por 
computadora utilizando los siguientes parámetros: g = 2,005 y aH = 1,8 G, (b) DMSO solo, (c) en 
presencia de 15 mg de cerebro /ml, (d) 25 mg de cerebro /ml y (e) 30 mg de cerebro /ml. B. En 
cultivos de células irradiadas in vitro (a) Espectro simulado; (b) 1 mM DF en DMSO; (c)cultivo de 
células no irradiadas; (d) células irradiadas 1 h pi; (e) células irradiadas 2 h pi. 

 

Con la finalidad de determinar si el contenido de A muestra claramente los efectos 

tempranos de una situación de estrés oxidativo reconocido, se evaluó el contenido del 

mismo en cultivo de precursores neuronales obtenidos de fetos el día 17 de gestación, 

expuestos in vitro a irradiación . En este modelo, se observó un aumento en el contenido 

de A de 0,6  0,2 y 1,3  0,2 pmol (106células)-1 en las células irradiadas luego de 1 y 2 h 

post irradiación (Figura 22 B), respectivamente, con respecto al grupo control (0,47  0,01 

pmol (106células)-1). A partir de este experimento preliminar, se demuestra que el 

contenido cerebral de A responde a la situación de aumento en las especies activas que 

caracteriza a la condición de estrés oxidativo. 
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El contenido de A fue cuantificado a partir del área de los espectros presentados 

en la Figura 22 A. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 23, expresado en 

función del PF de cerebro. Para calcular el contenido de A de las muestras se eligió una 

concentración de 25 mg/ml. 
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Figura 23: Determinación de la concentración de A  en función del PF de cerebro de rata 
contenida en 1 ml de muestra (y=-0,486 x, R

2
= 0,9996). 

 

3.1.6- Caracterización de la determinación de la velocidad de generación de RL en 

cerebro de rata 

Los tejidos cerebrales fueron homogeneizados en PBN 40 mM en DMSO en 

una concentración 25 mg/ml. Se obtuvieron los espectros característicos para RL que 

se observan en la Figura 24. La señal correspondiente a la muestra sin incubación 

indica el contenido de RL (Figura 24, c), en este caso la señal de RL es pequeña 

debido a que el contenido de estas especies es bajo. La señal correspondiente a RL 

se superpone con la señal de A, por lo que se determinaron las señales luego de 

distintos tiempos de incubación, que indican la velocidad de generación de los 

radicales mencionados, ya que durante la incubación el radical A desaparece y se 

evita la interferencia. 
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Figura 24: Generación de RL en cerebro de rata control obtenidos utilizando los siguientes 
parámetros: g=2,005 y aH=1,8 G. Señales de EPR de RL 

de muestras de cerebro en 
concentración 25 mg/ml

 
en presencia de PBN-DMSO (a) Espectro simulado por computadora 

utilizando los siguientes parámetros: g=2,005 y aH=1,8 G, (b) PBN-DMSO solo, (c) sin 
incubación (d) muestra incubada 10 min a 37°C, (e) incubada 20 min a 37°C, (f) incubada 30 
min a 37°C.  

 
A partir de los espectros obtenidos se calculó el área de la señal. En la Figura 

25 se grafica el área de la señal presentada en cada espectro en función del tiempo de 

incubación. 
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Figura 25: Área de los espectros de RL 
en función del tiempo

 
de incubación (y=-0,0158 x, 

R
2
= 0,9776). 
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Las determinaciones posteriores se realizaron en homogeneizados en 

concentración 25 mg/ml, incubados durante 30 min a 37ºC. 

 

3.1.7- Caracterización de la determinación de la velocidad de oxidación de DCFH-DA 

en cerebro de rata 

Las muestras de cerebro se homogeneizaron en Tris-HCl 100 mM, pH 7,4, en 

presencia de EDTA 2 mM y MgCl2 5mM en una concentración de 200 mg/ml. Luego se 

incubaron distintos volúmenes de homogeneizado durante 30 min a 37ºC en presencia 

de HEPES y DCFH-DA como se describe en la sección 2.3.10 de Materiales y 

Métodos de este trabajo (Figura 26). 
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Figura 26: Fluorescencia debida a la oxidación de DCFH-DA en función del volumen de 
homogeneizado (y=4,4015 x, R

2
= 0,9878). 

 

Las determinaciones posteriores se realizaron utilizando entre 10 y 30 µl de 
homogeneizado. 

 
 
3.1.8- Caracterización de la determinación del contenido de AH- en cerebro de rata 

 En la última década, la concentración de A ha sido interpretada como índice 

de cambio transiente en el contenido de AH- (Pietri y col., 1994) o como el resultado 

del flujo de radicales libres en el sistema estudiado (Jurkiewicz y Buettner, 1994; 

Galleano y col., 2002). El AH- posee un papel metabólico importante ya que puede 

actuar como antioxidante y también como agente prooxidante (Sadrzadeh y Eaton, 

1988). Su actividad prooxidante es el resultado de su habilidad para reducir metales 

(especialmente el Fe) para formar especies que reaccionen con O2 para generar 
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iniciadores de lipoperoxidación. La actividad antioxidante del AH- es el resultado de su 

habilidad para reducir ROO, restringiendo la propagación de la lipoperoxidación 

(Wills, 1966), o para reducir la forma oxidada (radical α-T) del antioxidante α-T (Doba 

y col., 1985).  

Dado que por las características del equipo de HPLC utilizado, se debe inyectar 

un volumen de muestra fijo de 20 µl, se realizó la siguiente curva de área de la señal 

en función de la concentración de la muestra (Figura 27). 
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Figura 27: Gráfico del área de la señal de AH
-
 en función de la concentración de la muestra 

(mg/ml) (y=1x10
6
, R

2
= 0,9896). 

 

Las determinaciones se realizaron con una concentración de 10 mg de 

cerebro/ml.  

 

3.1.9- Caracterización de la determinación de daño a ADN nuclear y mitocondrial en 

cerebro de rata 

Para la extracción del  ADN del tejido cerebral, las muestras fueron incubadas 

en tubos eppendorf en presencia de una solución reguladora HEPES y proteinasa K 

durante 2 h a 56ºC vortexeando 2 s cada 15 min. La cuantificación del ADN se realizó 

espectrofluorométricamente utilizando el reactivo PicoGreen (Molecular Probes, Cat. 

No. P-7581), el cual es eficiente para la cuantificación del ADN y de los productos de 

PCR; y solución reguladora TE 20X: Tris- HCl 200 mM, EDTA 20 mM, pH 7,5 diluida a 

1X a temperatura ambiente.  
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La curva estándar se realizó con ADN Lambda (λ)/HindIII (Gibco; Cat. 

No.15612-013). El estándar fue diluido en solución reguladora TE 1X en 

concentraciones crecientes. Para realizar las determinaciones, en cada pocillo se 

adicionaron 90 µl de TE 1X, 10 µl de cada concentración de estándar en solución 

reguladora TE y 100 µl de reactivo PicoGreen, la mezcla se incubó durante 2 min a 

temperatura ambiente y se determinó la fluorescencia a λ=488 y λ=525 nm (Figura 28). 

Las determinaciones se realizaron a partir de 5 ó 10 µl de muestra. La concentración 

de ADN de la muestra original se calculó a partir de la ecuación [12]: 

[ ]
[ ]

μl) 10 (para 20x 
ADN cia/∂Fluorescen ∂

ciaFluorescen
=originalADN ,                                       [12] 

donde ∂Fluorescencia/∂[ADN]=163                          
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Figura 28: Gráfico de fluorescencia a λexc = 488 nm, λem = 525 nm en función de la 
concentración de ADN. 
 
 

Integridad nuclear del ADN: una vez seleccionados los “primers”, en este caso 

5781/18318 para rata, se llevó a cabo la reacción de PCR utilizando el kit GeneAmpXL 

PCR, Cat. No. 808-0192. Los parámetros utilizados fueron TM=65ºC, número de 

ciclos=28 y Mg2+= 1,1 mM, según Santos y col. (2006). Se utilizaron 20 µl de muestra 

para la cuantificación (Figura 29). 
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Figura 29.  Gráfico de fluorescencia a λexc = 488 nm, λem = 525 nm en función de la 

cantidad de ADN. 
 
 

3.1.10- Caracterización de la determinación de tioles totales en cerebro de rata 

Para realizar las determinaciones se homogeneizaron entre 12 y 20 mg de 

tejido cerebral en presencia de EDTA 20 mM en una relación 15 mg tejido/200 µl. Las 

muestras se centrifugaron a 6000g por 5 min, luego 50 µl de los sobrenadantes fueron 

incubados en hielo por 15 min en presencia de 10 µl de 5,5´-dithio-bis (2 nitrobenzoic 

acid) (DTNB), 150 µl de trizma base 200 mM pH 8,2 y 790 µl de metanol. Se 

centrifugaron a 0,8g por 12 min y se midió la absorbancia a λ=412 nm, de acuerdo a 

Sedlak y Lindsay (1968). La curva estándar (Figura 30) se realizó a partir de una 

solución madre de GSH 1 mM. Los distintos volúmenes se incubaron en las mismas 

condiciones que las muestras. 
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Figura 30.  Gráfico de absorbancia a λ=412 nm  en función de la concentración de GSH. 
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     3. 2 - Modelo de sobrecarga aguda de Fe
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3.2.1- Determinación del contenido de Fe total  

El contenido de Fe total se determinó según el protocolo descripto en la 

sección 2.2.1 de Materiales y Métodos de este trabajo. Se analizó el efecto de la 

sobrecarga aguda de Fe sobre el contenido de Fe total en función del tiempo pi. Se 

observó un aumento significativo a las 4, 6 y 8 h pi con respecto al valor control, 

siendo este aumento máximo (8,5 veces con respecto al control) a las 6 h pi (Figura 

31).  
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Figura 31: Cinética del contenido de Fe total en cerebro de ratas con sobrecarga aguda de Fe. 
*significativamente diferente de los valores control. ANOVA, p<0,05. 
 

3.2.2- Determinación del contenido de LIP 

El contenido de LIP fue determinado según el protocolo descripto en la sección 

2.2.2 de Materiales y Métodos de este trabajo. Para ello se emplearon 200 mg de 

tejido cerebral. Se observó un aumento significativo de 2,5 veces el valor control a las 

6 h pi, en coincidencia con el aumento en el contenido de Fe total, que posteriormente 

disminuyó hasta alcanzar el valor control a las 8 h pi (Figura 32). 
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Figura 32: Cinética del contenido de LIP en cerebro de ratas con sobrecarga aguda de Fe. 
*significativamente diferente de los valores control. ANOVA, p<0,05. 
 

3.2.3- Determinación de la velocidad de oxidación de DCFH-DA  

La velocidad de oxidación del marcador fluorescente DCFH-DA, estudiada 

como índice de la capacidad de generación celular de especies activas, fue 

determinada en función del tiempo pi. Se observó una disminución significativa con 

respecto al valor control luego de 6 y 8 h pi (Figura 33). 
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Figura 33: Velocidad de oxidación de DCFH-DA en función del tiempo pi. 
*significativamente diferente de los valores control. ANOVA, p<0,05. 
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3.2.4- Determinación de A   

La figura 34 A muestra los espectros típicos de EPR de cerebro de rata control, 

que muestra  los dos picos característicos a g = 2,005 y aH+= 1,8 G. El contenido de A 

en el cerebro de ratas control se vio aumentado luego de transcurridas 6 h de la 

administración aguda de Fe-dextrán (Figura 34 B). 
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Figura 34: A. Señal de EPR de A en cerebro de rata, (a) espectro simulado por computadora 
utilizando los siguientes parámetros: g = 2,005 y aH = 1,8 G, (b) DMSO solo, (c) muestra de 
cerebro de rata control, (d) muestra de cerebro de rata sobrecargada con Fe, 6 h pi. B. 
Cuantificación de A ( ) y AH

-
 ( ) en muestras de cerebro de ratas controles y sobrecargadas 

con Fe. 
*significativamente diferente de los valores control, test de Student, p < 0,05. 
 

3.2.5- Determinación del contenido de AH-  

 El contenido de AH- no se vio modificado en las muestras de cerebro de las 

ratas sobrecargadas con Fe en relación a los valores controles (Figura 34 B). 

 

3.2.6- Determinación del índice A/AH- 

La relación A/AH- constituye uno de los métodos más adecuados para evaluar 

el desarrollo de situaciones de estrés oxidativo (Galleano y col., 2002). Bajo 

condiciones de sobrecarga aguda de Fe-dextrán in vivo, esta relación aumentó 

significativamente en las muestras de cerebro de animales tratados comparada con los 

valores controles (Figura 35), sugiriendo la aparición de estrés oxidativo luego del 

tratamiento. 
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Figura 35: Indice A/AH
-
 en muestras de cerebro de ratas control y sobrecargadas con Fe, 6 h 

pi. 
*significativamente diferente de los valores control, test de Student, p < 0,05. 
 

3.2.7- Determinación de daño celular mediante histología 

Como se muestra en la Figura 36, la utilización de la tinción con HE, descripta 

en la sección 2.3.13 de Materiales y Métodos de este trabajo, permitió determinar que 

no se produjo daño macroscópico celular debido a la sobrecarga con Fe-dextrán.  Los  

cortes histológicos de la corteza y del hipocampo de ratas control y tratadas con 

sobrecarga aguda de Fe fueron observados con objetivo de 10X. 
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Figura 36: Cerebro de ratas control y con sobrecarga aguda de Fe-dextrán. Tinción con HE. 
Corteza cerebral: A. Control (100X);  B. Sobrecargada con Fe, 6 h pi (400X); C. Sobrecargada 
con Fe, 8 h pi (400X). Hipocampo: D. Control (100X); E. Sobrecargada con Fe, 6 h pi (400X); F. 
Sobrecargada con Fe, 8 h pi  (400X). Imágenes representativas de todas las áreas estudiadas 
donde se observa citoarquitectura normal. 
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3.2.8- Determinación de la generación de RL por EPR 

Los RL combinados con el atrapador de spin PBN generan aductos que dan 

espectros de EPR que coinciden con las señales obtenidas mediante simulaciones 

realizadas utilizando los mismos parámetros (Figura 37). Aunque las constantes 

mencionadas pueden ser asignadas a RL, los estudios realizados con atrapadores de 

espin no son capaces de distinguir entre los aductos que forman ROO, RO y R 

debido a la similitud de dichas constantes (Buettner, 1987). Se observaron aductos en 

presencia de PBN y DMSO (Figura 37 A). Los datos de la Figura 37 B muestran la 

generación de los RL en muestras de cerebro de ratas suplementadas con Fe-

dextrán, al cabo de 6 y 8 h.  No se observaron diferencias significativas entre animales 

controles y tratados cuando las muestras de homogeneizado de cerebro fueron 

incubadas in vitro durante 30 min. 
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Figura 37: Generación de RL en muestras de cerebro de rata. A. Señal de EPR de RL 
en 

muestras de cerebro de ratas controles y sobrecargadas con Fe-dextrán (a) espectro simulado 
utilizando los siguientes parámetros: g=2,005 y aH=1,8 G, (b) PBN-DMSO, (c) muestra de 
cerebro de rata control, (d) muestra de cerebro de rata sobrecargada con Fe, 6 h pi. (e) cerebro 
de rata sobrecargada con Fe, 8 h pi. B. Cuantificación de la  generación de RL

● 
en muestras de 

cerebro de ratas a distintos tiempos luego de la administración de Fe.  
 

3.2.9- Determinación del contenido de TBARS 

Dado que el Fe es un catalizador efectivo del daño oxidativo en lípidos, la 

peroxidación lipídica fue determinada como el contenido de TBARS en 

homogeneizados de muestras de cerebro de ratas control y luego de 6 h del 

tratamiento agudo con Fe-dextrán. El valor control fue de 0,13  0,01 nmol MDA/mg 
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PF,  mientras que, luego del tratamiento con Fe-dextrán, se observó un incremento del 

30% (0,17  0,02 nmol MDA/mg PF). 

 

3.2.10- Determinación de α-T  

El contenido del antioxidante liposoluble α-T es una estimación relevante de la 

protección antioxidante a nivel lipofílico. La sobrecarga aguda de Fe en cerebro no 

afectó el contenido de este antioxidante liposoluble en el rango de tiempo estudiado en 

este trabajo (11,30 ± 0,05 y 12,40 ± 0,07 pmol/mg PF, en animales controles y 

sobrecargados con Fe, respectivamente). 

 

3.2.11- Determinación de los índices RL/α-T y TBARS/α-T 

El índice RL/ α-T fue determinado con el fin de evaluar el estado oxidativo en 

el medio lipofílico. Luego de 6 h pi, esta relación (9,0 ± 0,7) UA, no se vio modificada 

con respecto a los valores control (10 ± 0,9) UA. Como se indicó previamente, el 

contenido de TBARS puede considerarse como un indicador de daño causado por RL 

y el contenido de α-T podría considerarse como el antioxidante más eficiente en la 

fase lipofílica. De este modo, la relación TBARS/α-T podría ser considerado como un 

índice de daño/protección en dicha fase (Galleano y col., 2002). Esta relación se 

incrementó significativamente (20%) en cerebro de ratas sobrecargadas con Fe-

dextrán, comparado con los valores control (11,60 ± 0,03 y 13,90 ± 0,08 UA, 

respectivamente). Si bien este incremento resulta significativo, la reacción entre el TBA 

y el MDA no es específica y otros componentes carbonílicos resultantes de la 

peroxidación lipídica pueden reaccionar con el TBA generando una sobreestimación 

de los resultados (Rey y col., 2005), como por ejemplo proteínas y péptidos solubles 

(Schmedes y Holmes, 1989; Shamberger y col., 1977), azúcares (Wang y col., 2002), 

aminoácidos y ácidos grasos (Hoyland y Taylor, 1991).  

 

3.2.12- Unión de NF-κB a ADN  

El factor de transcripción NF-κB juega un papel importante en la inmunidad 

innata y adaptativa, en la proliferación celular, la apoptosis y el desarrollo. Se ha 

propuesto su activación por H2O2 (Gloire y col., 2006). El porcentaje de activación de 

NF-κB se evaluó con el fin de determinar si los cambios en el contenido de Fe y el 

daño oxidativo, descriptos previamente, están relacionados con la activación de este 

factor que podría participar en la consecuente protección en el cerebro evitando el 

desarrollo de lesiones. Los niveles de activación de NF-κB se determinaron en 

extractos de proteínas nucleares de muestras de cerebro de ratas luego de 4, 6 y 8 h 
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de la administración del Fe-dextrán (Figura 38). Se observó un incremento significativo 

del 30% 8 h post-administración de Fe. 
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Figura 38: Porcentaje de actividad de NF-κB en función del tiempo luego de la administración 
aguda de Fe-dextrán. 
*significativamente diferente de los valores control, ANOVA, p < 0,05 seguido de test de 
Turkey. 
 

3.2.13- Determinación de la actividad de CAT 

La actividad de la enzima CAT fue determinada según el método 

espectrofotométrico descripto en la sección 2.3.6 de Materiales y Métodos de este 

trabajo. Para ello, se utilizaron 100 mg de tejido cerebral. Se observó un aumento 

significativo luego de 21 h de la administración de Fe-dextrán (Figura 39). 
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Figura 39: Actividad de CAT en muestras de cerebro de rata en función del tiempo post 
administración de Fe-dextrán.  
*significativamente diferente de los valores control, ANOVA, p < 0,05 seguido del test de 
Turkey.  
 

3.2.14- Determinación de la integridad de ADN nuclear y mitocondrial por PCR 

La integridad del ADN nuclear y mitocondrial fue determinada por PCR en 

muestras de cerebro total. Se observó una disminución significativa en el porcentaje 

de integridad del ADN nuclear y mitocondrial luego de 6 h pi con respecto a los valores 

observados en cerebros provenientes de animales controles (Tabla 2).  

 

Tabla 2 

Determinación del porcentaje de integridad de ADN nuclear y mitocondrial 

  

      Integridad del ADN nuclear 

      (%) 

 

      Integridad del ADN mitocondial 

       (%) 

Control 100  9 100  10 

Fe-dextrán 6 h    59  4*         35  11 *,** 

 
*significativamente diferente de los valores control, p < 0,05. 
**significativamente diferente del ADN nuclear, p < 0,05. 
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3.2.15- Contenido de Fe total en áreas cerebrales 

El contenido de Fe total se determinó según el protocolo descripto en la 

sección 2.2.1  de Materiales y Métodos de este trabajo, a partir de 100 mg de PF. Las 

determinaciones se realizaron en la corteza, el hipocampo y el cuerpo estriado. 

Aunque el contenido de Fe puede variar en las diferentes áreas del cerebro debido a 

las características celulares específicas de cada una de esas áreas, luego de 6 h de 

administración, el contenido de Fe aumentó significativamente en las tres áreas 

estudiadas en relación a sus respectivos valores en animales control. Dicho aumento 

corresponde a 2,4 veces en la corteza, 1,6 veces en el hipocampo y  3,0 en el cuerpo 

estriado en relación  a los valores en cerebros de animales control (Figura 40).  
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Figura 40: Contenido de Fe total en áreas cerebrales de ratas control ( ), y con sobrecarga 
aguda de Fe-dextrán ( ) luego de 6 h pi. 
*significativamente diferente de los valores control de corteza. ANOVA, p<0,05. 
**significativamente diferente de los valores control de hipocampo. ANOVA, p<0,05. 
***significativamente diferente de los valores control de cuerpo estriado. ANOVA, p<0,05. 
 #significativamente diferente de los valores de corteza, luego del tratamiento con Fe-dextrán. 
ANOVA, p<0,05. 
 

En coincidencia con estos resultados se observaron depósitos de Fe en el 

tejido cerebral (Figura 41).  
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                   Tinción con azul de Prusia de Perls 

E

A B

F

DC

 

Figura 41: Cerebro de ratas control y con sobrecarga aguda de Fe-dextrán. Tinción con azul 
de Prusia de Perls. A. Hipocampo control, sin depósitos de Fe (400X). El control es 
representativo de todas las áreas estudiadas, mostrando citoarquitectura y vasculatura normal 
(sin depósitos de Fe); B. Depósito de Fe vascular (flecha) y tisular (cabezas de flecha), 6 h post 
inyección (pi) (400X); C. Depósito de Fe intraluminal en procesos ciliares del tercer ventrículo 
(cabezas de flecha) y vascular (flecha), 6 h pi (100X);  D. A mayor aumento, depósito  de Fe 
tisular (cabezas de flecha) y en la pared vascular  en el tercer ventrículo (flechas), 6 h pi 
(400X), E. Depósito de Fe endotelial en corteza (flechas) y tisular (cabeza de flecha), 8 h pi 
(400X); F. Depósito de Fe  en la pared vascular (flecha) y luminal (cabezas de flecha), 8 h pi. 
(1000X). 
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En los cerebros provenientes de animales controles se observó tanto la 

citoarquitectura como la vasculatura normal característica de animales sanos no 

tratados. En los cerebros provenientes de ratas sobrecargadas con Fe, luego de 6 h pi 

se observaron depósitos de Fe predominantemente tisular, mientras que luego de 8 h 

pi, los depósitos de Fe observados fueron en su mayoría vasculares. 

 
3.2.16- Determinación de la generación de RL en áreas cerebrales 

Aunque el contenido de Fe total aumentó al cabo de 6 h pi en la corteza, el 

hipocampo y el cuerpo estriado, la velocidad de generación de RL sólo se incrementó 

significativamente en la corteza al cabo de 6 h de la administración de Fe-dextrán 

(Figura 42). 
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Figura 42: Efecto de la sobrecarga de Fe sobre la velocidad de generación de RL en áreas 
cerebrales.  
*significativamente diferente de los valores en la correspondiente área de cerebro proveniente 
de animales control, ANOVA, p < 0,05. 

 

3.2.17- Determinación de la actividad de CAT en áreas cerebrales 

La actividad de CAT fue evaluada luego de la sobrecarga de Fe en cada una 

de las áreas cerebrales estudiadas. En la Tabla 3 se muestra que la actividad 

enzimática aumentó después de 8 h de administración de Fe en la corteza, el 

hipocampo y el cuerpo estriado (2,7 veces, 85 y 46%, respectivamente). 
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Tabla 3 

Actividad de CAT luego del tratamiento con Fe en áreas cerebrales 

_________________________________________________________________________ 

    Actividad de CAT (pmol/mg prot) (10-3) 

_________________________________________________________________________ 
 

Corteza 

control      3,3  0,3  

Fe-dextrán 6 h        9  1*   

Fe-dextrán 8 h    7,9  0,7*  
 
Hipocampo 

control      3,2  0,5  

Fe-dextrán 6 h     4,1  0,2   

Fe-dextrán 8 h    6,0  0,6* 
 
Cuerpo Estriado 

control      6,2  0,3  

Fe-dextrán 6 h     5,5  0,2  

Fe-dextrán 8 h       9  1* 

_________________________________________________________________________ 

 
*significativamente diferente de los valores control (p < 0,05), en la respectiva área 

cerebral. 

 

3.2.18- Determinación del contenido de tioles totales en áreas cerebrales 

El contenido de tioles totales fue evaluado luego de transcurridas 6 y 8 h de 

establecida la sobrecarga de Fe en cada una de las áreas estudiadas. Se observó una 

disminución significativa en la corteza luego de ambos períodos pi, mientras que no se 

observaron diferencias en el hipocampo y el cuerpo estriado (Figura 43). 
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Figura 43: Efecto de la sobrecarga de Fe en el contenido de tioles totales en áreas cerebrales 
luego de 6 y 8 h de establecida la sobrecarga.  
*significativamente diferente de los valores control de la corteza, ANOVA, p < 0,05. 

 

3.2.19- Determinación del contenido de α-T en áreas cerebrales 

La concentración de α-T  fue evaluada  luego de 6 y 8 h de administración de 

Fe-dextrán en cada una de las áreas estudiadas (Figura 44). No se observaron 

diferencias significativas en ninguna de las áreas estudiadas. 
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Figura 44: Efecto de la sobrecarga de Fe en el contenido de α-T en las áreas cerebrales en 
estudio luego de 6 y 8 h de establecida la sobrecarga.  
 

 

3.2.20- Determinación del índice RL/ α-T en áreas cerebrales 

El índice RL/ α-T fue determinado con el fin de evaluar el estado oxidativo en 

el medio lipofílico. Luego de 6 h pi, esta relación se vio incrementada únicamente en la 

corteza, no mostrando diferencias significativas con respecto a las áreas equivalentes 

en cerebros de animales no tratados (Figura 45). 
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Figura 45: Indice RL/α-T en muestras de cerebro de rata en función del tiempo luego de la 
administración de Fe-dextrán.  
*significativamente diferente de los valores control en la corteza, ANOVA, p < 0,05.  

 

3.2.21- Determinación del índice A/AH- en áreas cerebrales 

Luego de la sobrecarga aguda de Fe-dextrán in vivo, el contenido de A no se 

modificó significativamente en ninguna de las tres áreas estudiadas, mientras que el 

contenido de AH- se incrementó significativamente en el cuerpo estriado luego  6 y 8 h 

pi con respecto a los valores control (Figura 46).  
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Figura 46: Efecto de la sobrecarga aguda de Fe en áreas cerebrales  A. Contenido de A en 
áreas cerebrales de animales que recibieron Fe-dextrán. B. Contenido de AH

-
 en áreas 

cerebrales luego de 6 y 8 h de establecida la sobrecarga. 
 

*significativamente diferente de los valores en las correspondientes áreas en cerebros 
provenientes de animales controles, ANOVA, p < 0,05, seguido de test de Turkey. 
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 La relación A/AH- aumentó significativamente en las muestras de corteza 

de rata luego de 6 h de administración de Fe-dextrán (Figura 47), sugiriendo la 

aparición de estrés oxidativo luego del tratamiento en el medio hidrofílico. 
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Figura 47: Efecto de la sobrecarga de  Fe en el índice A/AH
-
 en áreas cerebrales luego de 6 y 

8 h de establecida la sobrecarga.  
*significativamente diferente de los valores en las correspondientes áreas en cerebros 
provenientes de animales controles, ANOVA, p < 0,05, seguido de test de Turkey. 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                  

                                      Astrocito de rata (Tinción con solución de toluidina-MOAR) 

 

 3.3- Modelo de sobrecarga subcrónica de Fe 
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3.3.1- Determinación del contenido de Fe total en cerebro 

El contenido de Fe total se determinó según el protocolo descripto en la 

sección 2.2.1 en Materiales y Métodos de este trabajo. Se analizó el efecto de la 

sobrecarga subcrónica de Fe sobre el contenido de Fe total en función del tiempo 

posterior a la 6ta dosis de Fe. Se observó un aumento significativo de 7,7 veces a las 2 

h pi con respecto al valor control (Figura 48). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 48: Contenido de Fe total en cerebro de ratas con sobrecarga subcrónica de Fe en 
función del tiempo post administración de la 6

ta
 dosis de Fe-dextrán. 

*significativamente diferente de los valores obtenidos en cerebro de ratas control. ANOVA, 
p<0,05. 

 

En la Figura 49, se muestran imágenes obtenidas de cortes cerebrales 

mediante MOAR, provenientes de ratas tratadas con sobrecarga subcrónica  de Fe-

dextrán. En la Figura 49 A se observa la estructura normal, sin depósitos de Fe.  

Luego de 2 h de la administración de la 6ta dosis de Fe, se observaron depósitos de Fe 

en vasos subcorticales (Figura 49 B) y corticales (Figura 49 C y D). Luego de 8 h de 

administración de la 6ta dosis de Fe, la citoarquitectura se presenta en forma normal 

con respecto a la observada en cerebros provenientes de animales control (Figura 49 

E y F). 
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                       Microscopía Optica de Alta Resolución 
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Figura 49: Cerebro de ratas control y con sobrecarga subcrónica de Fe-dextrán evaluada por MOAR. A. 

Cerebro control, donde se observa estructura normal (sin depósitos de Fe) y la integridad de la barrera 
hematoencefálica (flecha) (1000X);  B. Astrocito con depósito de Fe (flecha) de una rata con sobrecarga 
subcrónica con Fe-dextrán, 2 h pi (1000X); C. y D. Depósito de Fe vascular cortical, 2 h pi (1000X); E. y F. 

Citoarquitectura normal, 8 h pi (1000X). Imágenes representativas de todas las áreas estudiadas. 
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3.3.2- Determinación del contenido de LIP 

El contenido de LIP fue determinado según el protocolo descripto en la sección 

2.2.4 de Materiales y Métodos de este trabajo empleando 200 mg de tejido cerebral. 

Se observó un aumento significativo de 2,5 veces sobre el valor control a las 2 h pi, 

que se mantuvo elevado durante todo el período estudiado (Figura 50). 
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Figura 50: Contenido de LIP en cerebro de ratas con sobrecarga subcrónica de Fe en función 
del tiempo post administración de la 6

ta
 dosis de Fe-dextrán. 

*significativamente diferente de los valores obtenidos en cerebro de ratas control. ANOVA, 
p<0,05. 
 

3.3.3- Determinación de la velocidad de oxidación de la DCFH-DA 

La velocidad de oxidación del marcador fluorescente DCFH-DA, considerado 

un índice de la capacidad de generación celular de especies activas, fue determinada 

en función del tiempo pi. Se observó un aumento significativo  luego de 4 h de la 

administración de la 6ta dosis  de Fe (Figura 51). 
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Figura 51: Velocidad de oxidación de DCFH-DA en función del tiempo post administración de 
la 6

ta
 dosis de Fe-dextrán. 

*significativamente diferente de los valores obtenidos en cerebros de ratas controles. ANOVA, 
p<0,05. 

 

3.3.4- Determinación del índice A/AH- 

Luego de la sobrecarga subcrónica de Fe-dextrán in vivo, el contenido de A 

aumentó significativamente luego de 4 h pi, mientras que el contenido de AH- 

disminuyó a las 2, 4, 6 y 8 h pi con respecto a los valores control (Figura 52).  
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Figura 52: Cuantificación del contenido de A 
(  ) y de AH

-
 (  ) en cerebro de ratas con 

sobrecarga subcrónica de Fe-dextrán en función del tiempo post tratamiento. 
*significativamente diferente de los valores obtenidos en cerebros de ratas control. ANOVA, 
seguido de test de Turkey, p < 0,05. 
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La relación A/AH- aumentó significativamente en las muestras de cerebro de 

los animales tratados luego de 4 h de la administración de la 6ta dosis de Fe-dextrán, 

comparada con los valores control (Figura 53), sugiriendo la aparición de estrés 

oxidativo luego del tratamiento. 
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Figura 53: Indice A/AH
-
 en cerebro de ratas sobrecargadas con Fe, en función del tiempo 

post-administración de la 6
ta
 dosis de Fe-dextrán.  

*significativamente diferente de los valores control. ANOVA, p < 0,05, seguido de test de 
Turkey. 
 

3.3.5- Determinación de la generación de RL por EPR 

La generación de RL fue determinada a distintos tiempos luego de la 6ta dosis 

de Fe. Los espectros característicos de los aductos generados con los RL 

combinados con el atrapador de espín PBN se muestran en la Figura 54 A. Los 

homogeneizados de muestras de  cerebro fueron incubados en presencia de PBN-

DMSO 40 mM por 30 min. Los datos de la Figura 54 B muestran el perfil en función del 

tiempo de la generación de los RL en muestras de cerebro de ratas suplementadas 

con Fe-dextrán. En coincidencia con el aumento del contenido de Fe total, se 

observaron diferencias significativas entre animales control y tratados 2 h pi. 
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Figura 54: Velocidad de generación de RL en muestras de cerebro de rata. A. Señal de EPR 
de RL 

en muestras de cerebro de ratas control y sobrecargadas con Fe-dextrán, luego de la 
6

ta
 dosis (a) espectro simulado utilizando los siguientes parámetros: g=2,005 y aH=1,8 G, (b) 

PBN-DMSO, (c) muestra de cerebro de rata control, (d) muestra de cerebro de rata 
sobrecargada con Fe, 2 h pi, (e) muestra de cerebro de rata sobrecargada con Fe, 16 h pi. B. 
Cuantificación de la velocidad de generación de RL

● 
en cerebros de rata luego de la 

administración de la 6
ta
 dosis de Fe.  

 

3.3.6- Determinación del índice RL/α-T 

El contenido de α-T resultó significativamente disminuido con respecto al 

control (Figura 55, inserto). Se evaluó la relación RL/α-T durante el período 1 a 8 h pi, 

que aumentó significativamente en las muestras de cerebro de animales tratados con 

sobrecarga subcrónica de Fe-dextrán a las 2 h pi luego de la 6ta dosis, comparada con 

los valores control (Figura 55), sugiriendo la aparición de estrés oxidativo en el medio 

lipofílico a consecuencia del tratamiento. 
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Figura 55: Indice RL/α-T en muestras de cerebro de rata en función del tiempo luego de la 
administración de la 6

ta
 dosis de Fe-dextrán. Inserto: Contenido de α-T en función del tiempo en 

muestras de cerebro de ratas sobrecargadas con Fe-dextrán. 
*significativamente diferente de los valores obtenidos en cerebros de ratas control, test de 
Student, p < 0,05.  
 
 

3.3.7- Determinación de la actividad de SOD 

La actividad de SOD fue determinada espectrofotométricamente a partir de 100 

mg de tejido cerebral, midiendo la velocidad de reducción del Cit c. El O2
 fue generado 

enzimáticamente por el sistema xantina-XO de acuerdo al protocolo descripto en la 

sección 2.3.5 de Materiales y Métodos de este trabajo. Se observó un aumento 

significativo en la actividad enzimática luego de 1 y 2 h de la administración de la  6ta 

dosis de Fe (Figura 56).  
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Figura 56: Estudio cinético de la actividad de SOD en muestras de cerebro de rata, luego de la 
sobrecarga subcrónica de Fe. 
*significativamente diferente de los valores obtenidos en cerebros de ratas control.  ANOVA, 
 p < 0,05 seguido del test de Turkey.  
 

3.3.8- Determinación de la actividad de CAT 

La actividad de CAT fue determinada según el método espectrofotométrico 

descripto en la sección 2.3.6 de Materiales y Métodos de este trabajo. Para ello, se 

utilizaron 100 mg de tejido cerebral. Se observó un aumento significativo luego de 8 h 

de la administración de la 6ta dosis de Fe-dextrán (Figura 57). 

*

C 1 2 4 6 8 16 24
0

20

40

60

Tiempo (h)

C
A

T
 (

p
m

o
l/
m

g
 p

ro
t)

 (
1

0
-3

)

 

Figura 57: Actividad de CAT en muestras de cerebro de rata, en función del tiempo posterior a 
la 6

ta
 dosis de Fe-dextrán. 

*significativamente diferente de los valores obtenidos en cerebros de ratas control. ANOVA,  
p < 0,05 seguido del test de Turkey.  
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3.3.9- Unión de NF-κB a ADN  

El porcentaje de activación de NF-κB se evaluó en extractos de proteínas 

nucleares de muestras de cerebro de ratas luego de 1, 2, 4, 6 y 8 h de la 

administración de la 6ta dosis de Fe-dextrán (Figura 58). No se observaron diferencias 

significativas en los tiempos estudiados. 
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Figura 58: Porcentaje de actividad de NF-κB en función del tiempo luego de la administración 
subcrónica de Fe-dextrán. 
*significativamente diferente de los valores obtenidos en cerebros de ratas control, ANOVA, p < 
0,05 seguido de test de Turkey. 
 

3.3.10- Determinación de la integridad de ADN nuclear y mitocondrial mediante PCR 

cuantitativa 

La integridad del ADN nuclear y mitocondrial fue determinada por PCR en 

muestras de cerebro de rata a distintos tiempos pi. No se observaron diferencias 

significativas en el porcentaje de integridad de ADN nuclear con respecto a los valores 

control (Figura 59). En cambio, se observó una disminución significativa en el 

porcentaje de integridad de ADN mitocondrial luego de 2 y 8 h pi con respecto al valor 

control (Tabla 4). 
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Figura 59: Porcentaje de integridad nuclear en muestras de cerebro de rata en función del 
tiempo luego de la administración subcrónica de Fe-dextrán. 

 

                                                               Tabla 4 

     Determinación del porcentaje de integridad de ADN nuclear y mitocondrial 

 Integridad del ADN nuclear 

(%) 

Integridad del ADN mitocondrial 

                         (%) 

Control 100  5                         100  8 

Fe-dextrán 2 h 85  6 75  5* 

Fe-dextrán 8 h 92  7     77  6*,** 

*significativamente diferente de los valores  obtenidos en cerebros de ratas control, p < 0,05. 
**significativamente diferente de los valores obtenidos de integridad del  ADN nuclear, luego de 
8 h de la 6

ta
 dosis de Fe-dextrán, p < 0,05. 

 

3.3.11- Contenido de Fe total en áreas cerebrales 

El contenido de Fe total se determinó según el protocolo descripto en la 

sección 3.1.1 de Materiales y Métodos de este trabajo, a partir de 100 mg de PF. Las 

determinaciones se realizaron en muestras aisladas de la corteza, el hipocampo y el 

cuerpo estriado. Luego de 2 h de la administración de la 6ta dosis de Fe-dextrán, el 

contenido de Fe aumentó significativamente en la corteza, el cuerpo estriado y el 

hipocampo 2,2-; 2,6-; y 3-veces, respectivamente comparado con las mismas áreas 

cerebrales de animales control (Figura 60). 
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Figura 60: Contenido de Fe total en la corteza, el hipocampo y el cuerpo estriado de ratas con 

sobrecarga subcrónica de Fe-dextrán a distintos tiempos luego de la 6ta
 dosis: corteza ( ) 

hipocampo  ( ) y cuerpo estriado ( ). 
 *significativamente diferente de los valores obtenidos en las áreas correspondientes de 
animales controles. ANOVA, p<0,05. 
 

En coincidencia con estos resultados, se observaron depósitos de Fe en el 

tejido cerebral luego de 2 h pi (Figura 61 A). En los cerebros control se observó 

citoarquitectura y vasculatura normal. En los cerebros de ratas sobrecargadas con Fe, 

luego de 2 h pi se observaron depósitos de Fe, mientras que luego de 8 h pi, dichos 

depósitos no fueron observados. 
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          Tinción con azul de Prusia de Perls 
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Figura 61: Corteza cerebral de ratas control y con sobrecarga subcrónica de Fe-dextrán. 
Tinción con azul de Prusia de Perls. A. Control, sin depósitos de Fe (400X);  B. y C. 
Sobrecargada con Fe-dextrán, donde se observan depósitos de Fe (flechas), 2 h pi (400X); y D. 
Sobrecargada con Fe-dextrán , donde no se observan depósitos de Fe, 8 h pi (400X). 
 

Estos resultados, obtenidos en la corteza mediante la utilización de 

microscopía óptica, fueron corroborados mediante MOAR, a mayor aumento, donde se 

observaron depósitos de Fe en la zona subcortical y vascular presentada previamente 

en la Figura 49.  

 

3.3.12- Determinación de la actividad de CAT en áreas cerebrales 

La actividad de CAT fue determinada según el método espectrofotométrico 

descripto en la sección 2.3.6 de Materiales y Métodos de este trabajo. Para ello, se 

utilizaron 100 mg de tejido cerebral. Se observó un aumento significativo en la corteza 

desde las  2 hasta las  8 h luego de la administración de la 6ta dosis de Fe-dextrán 

(Tabla 5). 
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Tabla 5 

Actividad de CAT en áreas cerebrales  luego del tratamiento subcrónico con Fe-dextrán 

__________________________________________________________________________ 

Actividad de CAT (pmol/mg prot) (10-3) 

__________________________________________________________________________ 

Corteza   Hipocampo    Cuerpo estriado 

Control   3,6  0,3  2,0  0,4   4,0  3,0 

Fe-dextrán 2 h  7,5  0,9*  1,1  0,1   5,0  0,6 

Fe-dextrán 4 h  9,0  1,0*    2,4  0,9   2,2  0,5 

Fe-dextrán 6 h   5,4  0,3*  2,4  0,7   2,1  0,2 

Fe-dextrán 8 h  5,4  0,2*  1,5  0,4   2,8  0,9 

__________________________________________________________________________ 

*significativamente diferente de los valores obtenidos en cerebros de ratas control. ANOVA, p<0,05. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   Hierro vascular cerebral (Tinción azul de Prusia de Perls) 

  3. 4- Sobrecarga de Fe como factor modificador de la 
respuesta a la exposición a estrés oxidativo o 

nitrosativo 
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3.4.1- Exposición a LPS de animales sometidos a sobrecarga aguda con Fe  

3.4.1.1- Determinación del contenido de Fe total  

El contenido de Fe total se determinó según el protocolo descripto en la 

sección 2.2.1 de Materiales y Métodos de este trabajo. Se analizó el efecto de la 

administración de LPS (4 mg/kg de peso) a animales sujetos a una sobrecarga aguda 

de Fe (única dosis de 500 mg/kg de peso), sobre el contenido de Fe total al cabo de 6 

h pi. La sobrecarga aguda de Fe llevó a un aumento significativo en el contenido total 

de Fe en cerebro, tanto en ausencia como en presencia de LPS, con respecto al valor 

en cerebro proveniente de animales control (Figura 62). El contenido de Fe en el 

cerebro de ratas tratadas solamente con LPS no mostró diferencia con respecto al 

valor observado en el cerebro proveniente de animales control en ausencia de LPS. El 

efecto conjunto de Fe y LPS no modificó significativamente el contenido de Fe 

respecto de los animales que recibieron solamente Fe. 
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Figura 62: Contenido de Fe total en cerebro de ratas tratadas con sobrecarga aguda de Fe-
dextrán, LPS y la combinación de Fe-LPS al cabo de 6 h de la administración de los 
compuestos. 
*significativamente diferente de los valores en animales control, ANOVA, p<0,001. 
**significativamente diferente de los valores obtenidos en ratas tratadas con LPS, ANOVA,  
p<0,001. 
 

3.4.1.2- Determinación del contenido de A 

Luego de 6 h de la sobrecarga aguda de Fe-dextrán, el contenido de A 

aumentó significativamente en cerebros de ratas tratadas con Fe en ausencia de LPS 

con respecto al valor en cerebro proveniente de animales control, sin embargo en 

presencia de LPS, la suplementación con Fe-dextrán no modificó el contenido de A 

(Figura 63). La cuantificación de los espectros obtenidos por EPR se muestran en la 

Figura 64.  
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Figura 63: Señal de EPR de A en cerebro de rata, (a) espectro simulado por computadora 
utilizando los siguientes parámetros: g = 2,005 y aH = 1,8 G; (b) DMSO solo; (c) cerebro de rata 
control; (d) cerebro de rata sobrecargada con LPS, 6 h pi; (e) cerebro de rata sobrecargada con 
Fe 6 h pi; (f) cerebro de rata sobrecargada con Fe-LPS 6 h pi. 
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Figura 64: Contenido de A en cerebro de rata control y sobrecargada con Fe en presencia y 
ausencia de LPS. 
*significativamente diferente de los valores en animales control, en ausencia de LPS, ANOVA, 
p < 0,05.   
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3.4.2- Exposición a LPS de animales sometidos a sobrecarga subcrónica de Fe 

3.4.2.1- Determinación del contenido de Fe total  

El contenido de Fe total se determinó según el protocolo descripto en la 

sección 2.2.1 de Materiales y Métodos de este trabajo. Se analizó el efecto de la 

administración de LPS (4 mg/kg de peso, luego de 72 h de la administración de la 6ta 

dosis de Fe), luego de la generación de una sobrecarga subcrónica de Fe (6 dosis de 

50 mg/kg de peso, administradas cada 48 h). Este protocolo de tratamiento fue 

seleccionado en base a los resultados previos mostrados en el presente trabajo, que 

indican que 8 h post-administración de la 6ta dosis de Fe-dextrán se gatillaron 

actividades enzimáticas antioxidantes en el cerebro. Además, bajo el mismo 

tratamiento con Fe-dextrán, los parámetros de estrés oxidativo aumentados a las 24 h 

en el hígado, se normalizaron luego de 72 h, indicando que hubo una situación de 

estrés oxidativo reversible en dicho órgano (Galleano y col., 2011).  

Luego de 78 h de la administración de Fe-dextrán en ausencia de LPS, no se 

observaron diferencias significativas en el contenido cerebral total de Fe, con respecto 

al valor en el cerebro de animales control. Sin embargo, 78 h post-administración de 

Fe-dextrán y 6 h post administración de LPS, se observó un aumento significativo del 

contenido de Fe total con respecto tanto al valor en cerebro de animales control como 

con respecto a  cerebro de animales tratados con LPS (Figura 65).  
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Figura 65: Contenido de Fe total en cerebro de ratas tratadas con sobrecarga subcrónica de 
Fe-dextrán, LPS y la combinación de Fe-LPS. Las determinaciones fueron realizadas luego de 
6 h de la administración de LPS (LPS), 78 h de la administración de Fe (Fe) y de 78 h de la 
administración de Fe y 6 h de la administración de LPS (Fe-LPS). 
*significativamente diferente de los valores en cerebro de animales control, ANOVA, p<0,05. 
**significativamente diferente de los valores en presencia de LPS, ANOVA, p<0,05. 
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3.4.2.2- Determinación del contenido de A 

La Figura 66 muestra los espectros de EPR característicos de A en muestras 

de cerebro de ratas del grupo control, y en ratas sometidas a sobrecarga de Fe-

dextrán, en presencia y ausencia de LPS. El contenido de A en el cerebro de ratas no 

se modificó luego de 78 h de la administración subcrónica de Fe-dextrán ni en 

presencia ni en ausencia de LPS (Figura 67).  

 

 

Figura 66: Señal de EPR de A en cerebro de rata, (a) espectro simulado por computadora 
utilizando los siguientes parámetros: g = 2,005 y aH = 1,8 G; (b) DMSO solo; (c) cerebro de rata 
control; (d) cerebro de rata tratada con  LPS, 6 h pi; (e) cerebro de rata sobrecargada con Fe 
78 h pi; (f) cerebro de rata luego de 78 h de la administración de Fe y 6 h de la administración 
de LPS (Fe-LPS). 
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Figura 67: Contenido de A en cerebro de ratas con sobrecarga subcrónica de Fe-dextrán, en 
presencia y ausencia de LPS.  
 

3.4.2.3- Determinación del contenido de AH- 

El contenido de AH- no se modificó al cabo de 78 h en cerebro de las ratas 

sobrecargadas con Fe tanto en presencia como en ausencia de LPS en relación a los 

valores control (Figura 68). 
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Figura 68: Contenido de AH
-
 en muestras de cerebro de ratas control y sobrecargadas con Fe, en 

presencia y ausencia de LPS. 
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3.4.2.4- Determinación del índice A/AH- 

La relación A/AH- no se modificó significativamente en las muestras de 

cerebro de animales tratados con sobrecarga subcrónica de Fe ni en presencia ni 

ausencia de  LPS con respecto a los valores control (Figura 69).  
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Figura 69: Indice A/AH
-
 en cerebro de ratas control y sobrecargadas con Fe, en presencia y 

ausencia de LPS. 
 

3.4.2.5- Determinación del contenido de TBARS 

El contenido de TBARS se determinó a partir de 50 mg de tejido cerebral según 

fue descripto en la sección 2.3.4 de Materiales y Métodos de este trabajo. No se 

observaron diferencias significativas entre los valores control y los tratados con Fe-

dextrán tanto en presencia como ausencia de LPS (Figura 70). 
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Figura 70: Contenido de TBARS en cerebro de ratas tratadas con sobrecarga subcrónica de 
Fe-dextrán, en presencia y ausencia de LPS. 
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3.4.3- Modelo de tratamiento con CPZ en animales sometidos a una sobrecarga 

subcrónica con Fe  

3.4.3.1-Velocidad de generación de RL                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

Se analizó el efecto de la sobrecarga subcrónica de Fe (6 dosis de 50 mg/kg de 

peso, administradas cada 48 h), seguida de la administración de CPZ (10 mg/kg de 

peso, luego de 8 h de la administración de la 6ta dosis de Fe). Se determinó la 

velocidad de generación de RL luego de 1, 2 y 4 h de administración de CPZ, lo que 

corresponde a 9, 10 y 12 h post-administración de Fe-dextrán, respectivamente. Se 

observó un aumento significativo de la velocidad de generación de RL con respecto al 

grupo control al cabo de 1 y 2 h de la administración de CPZ, en las muestras de 

cerebro de ratas tratadas con CPZ en ausencia de Fe-dextrán (Figura 71 A). Sin 

embargo, en presencia del tratamiento previo con Fe-dextrán, no se observaron 

diferencias significativas en la velocidad de generación de RL entre 1 y 4 h post 

administración de CPZ (Figura 71 B). Los valores obtenidos para la velocidad de 

generación de RL  para el grupo control y el grupo de animales expuestos a 

sobrecarga de Fe sin administración de CPZ fue de 173 ± 40 y 175 ± 22 nmol/mg 

PF/30 min, respectivamente. 
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Figura 71: Velocidades de generación de RL 
en muestras de cerebro de ratas a distintos 

tiempos
 
luego de la administración de CPZ. A. En ausencia de sobrecarga subcrónica de Fe-

dextrán. B. En presencia de sobrecarga previa subcrónica de Fe-dextrán. 
*significativamente diferente de los valores control, ANOVA, p<0,05. 
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3.4.3.2- Determinación de la actividad de CAT 

La actividad de la enzima CAT fue determinada según el método 

espectrofotométrico descripto en la sección 2.3.6 de Materiales y Métodos de este 

trabajo. Para ello, se utilizaron 100 mg de tejido cerebral. En ausencia del tratamiento 

previo con Fe-dextrán, no se observaron diferencias significativas en la actividad de 

CAT entre 1 y 4 h post administración de CPZ (Figura 72 A). Los valores obtenidos 

para el grupo control y el grupo de animales con sobrecarga de Fe, a las 8 h luego de 

la 6ta dosis, sin administración de CPZ fueron (1,7 ± 0,5) x 10-3 y (1,9 ± 0,2) x 10-3 

pmol/mg prot, respectivamente. Sin embargo, se observó un aumento significativo en 

la actividad de CAT al cabo de 2 y 4 h de la administración de CPZ con respecto al 

grupo control, en las muestras de cerebro de ratas tratadas con CPZ en presencia de 

sobrecarga subcrónica previa con Fe-dextrán (Figura 72 B). 
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Figura 72: Estudio de la actividad de CAT en muestras de cerebro de rata, luego de la 
administración de CPZ. A. En ausencia de sobrecarga subcrónica de Fe-dextrán previa. B. En 
presencia de sobrecarga subcrónica de Fe-dextrán. 
*significativamente diferente de los valores en animales control, ANOVA, p < 0,05 seguido del 
test de Turkey.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

                    "Las ideas no duran mucho. Hay que hacer algo con ellas." 

                                                                          Santiago Ramón y Cajal 

                                                               4. Discusión 
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4.1- Toxicidad del Fe 

Las alteraciones en el metabolismo del Fe se han asociado a numerosas 

patologías. No sólo se ha vinculado a la sobrecarga de Fe con enfermedades 

neurodegenerativas sino también con otro tipo de patologías. Estudios 

epidemiológicos han mostrado una asociación entre los niveles altos de Fe y el riesgo 

de desarrollar diabetes mellitus tipo 2. En este sentido, se ha postulado que la 

formación de OH catalizada por Fe también contribuye al desarrollo de la diabetes 

(Espinoza y col., 2014). Olkay y col. (2014) han observado que los pacientes con 

leucemia desarrollan altos niveles de Fe sérico, saturación de Tf y altos niveles de Ft 

durante la quimioterapia con o sin alteración de las pruebas de función hepática. Se 

han realizado estudios hematológicos que muestran la elevación de, al menos, uno 

entre los siguientes parámetros: Fe sérico, saturación de Tf, Ft, y los niveles de Fe 

unido a la Tf antes (Makeshova, 2009; Halliwell y col., 1988) durante (Bradley y col., 

1997; Carmine y col., 1995; Harrison y col., 1996), cerca del final o al final de la 

quimioterapia (Halonen, 2003; Lutz, 2008) y después del trasplante. Además, se ha 

informado que la sobrecarga de Fe en la hemocromatosis hereditaria y neoplasia 

hematológica lleva a una mayor probabilidad de  infecciones bacterianas y fúngicas, a 

alterar las características de los leucocitos y lleva a daño en los órganos, lo cual puede 

ser agravado por la quimioterapia  (Olkay y col., 2014). 

 

4.2- Metabolismo oxidativo del Fe en cerebro de ratas tratadas con sobrecarga 

aguda de Fe-dextrán 

Los datos aquí presentados indican que el contenido de Fe total en el cerebro 

aumenta significativamente al cabo de 6 h de la administración de Fe-dextrán para 

regresar a valores control luego de 8-21 h de la administración, mientras que el 

contenido de LIP volvió a valores control luego de 8 h desde la administración de Fe. 

Los niveles fisiológicos del LIP podrían estar ligados a la captación/liberación de Fe de 

la proteína Ft. Esta proteína tiene un doble papel en la homeostasis de Fe. Bajo 

condiciones en que se incrementan los depósitos de Fe, la Ft funciona como proteína 

de secuestro y almacenamiento del metal, protegiendo a las células de su toxicidad. 

En condiciones de bajo contenido de Fe, la Ft actúa como una fuente de iones Fe 

requeridos para la síntesis de proteínas que requieren al metal (Arosio y Levi, 2010). 

Así, la incorporación del Fe en exceso a la Ft, evitaría la generación de ROS a las 6 y 

8 h pi, de manera que las células cerebrales sean protegidas del daño generado por el 

aumento de estas especies catalizadas por el Fe contenido en el LIP. De acuerdo con 

estas observaciones, no se observan cambios significativos a nivel morfológico ni en la 
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producción de RL, aunque aumentó el contenido de TBARS luego de 6 h de la 

administración de Fe.  

Sin embargo, otros eventos pueden estar implicados en la regulación de la 

protección desencadenada por los procesos de señalización dependientes de Fe, que 

conducen a la prevención de la injuria cerebral asociada con el exceso del metal. El 

incremento en el contenido de Fe en el cerebro está relacionado con la capacidad de 

unión de NF-κB a ADN, que puede contribuir a limitar el daño dependiente de la acción 

de las ROS, desencadenando respuestas tales como un aumento en la actividad de la 

enzima antioxidante CAT. Es importante considerar que la oxidación de DCFH-DA se 

debe a la presencia de numerosos agentes oxidantes, entre ellos el H2O2, pero esta 

especie no es la única especie oxidante generada frente a la suplementación con Fe. 

Además, en la última década se ha prestado gran atención al hecho que moderados 

niveles de ROS pueden actuar como segundos mensajeros en la transducción de 

señales y en los sistemas de regulación de genes, lo que ocurre en una gran variedad 

de tipos celulares y bajo diversas condiciones biológicas como transcripción, 

neuromodulación, apoptosis y tratamientos hormonales (Hensley y col., 2000; Lander, 

1997). El primer factor de transcripción que se ha demostrado que es regulado en 

forma redox es el NF-κB (Schreck y col., 1991; Legrand-Poels y col., 1990). De 

acuerdo con esta hipótesis, nuestros resultados indican que un aumento significativo 

en el porcentaje de actividad de unión de NF-κB a ADN luego de 8 h de sobrecarga 

aguda con Fe puede tener un efecto relevante, ya que en este modelo precedió a un 

aumento significativo en la actividad de CAT luego de 21 h de la administración de Fe. 

En la Figura 73 se resume una posible secuencia de eventos disparados por la 

sobrecarga aguda con Fe. La administración aguda de Fe-dextrán ip a ratas, condujo a 

estrés oxidativo en el cerebro. Esta situación se vio reflejada en un aumento de los 

índices de estrés oxidativo A/AH- y TBARS/α-T. En los humanos, el aumento del A 

ha sido asociado con diversas condiciones de estrés oxidativo (Gey y col., 1987; 

Minakata y col., 1993; Pietri y col., 1994; Nakagawa y col., 1997; Courderot-Masuyer y 

col., 2000). Nuestros resultados muestran un aumento significativo en el índice A/AH- 

6 h luego de la administración aguda de Fe, indicando que existe una condición de 

estrés oxidativo temporaria asociada al aumento del contenido de Fe total en el medio 

hidrofílico del cerebro. Este aumento en el contenido de Fe total se verifica en la 

corteza, el hipocampo y el cuerpo estriado. Los estudios citológicos coinciden con 

estos hallazgos, dado que se observó la presencia de Fe en exceso, tanto de Fe 

vascular como endotelial, en las 3 áreas estudiadas, con mayor prevalencia en el 

cuerpo estriado. Esta situación de estrés oxidativo es congruente con nuestros 
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resultados señalando que no se produce daño significativo en cerebro, ya que a pesar 

de los cambios mencionados, en las 3 áreas estudiadas se observó la presencia de Fe 

acompañada de citoarquitectura normal del tejido. 

La generación de ROS es 
controlada evitando daño 

a lípidos

en la actividad de CAT 
(21 h Fe pi)

del % de activación de NF-κB 
(8 h Fe pi)

del índice 
A /AH- (6 h Fe pi)

en la generación 
de ROS 

Otros 
factores 

de la integridad del 
ADN nuclear y 
mitocondrial 

(6 h Fe pi)

del índice 
TBARS/α-T (6 h Fe pi)

en contenido de Fe total (6 h Fe pi)

en el  LIP (6 h Fe pi)

Retorno del LIP a valores 
control 8 h pi

Administración  ip de Fe-dextrán

Cerebro de rata

 

Figura 73: Diagrama mostrando la posible secuencia de eventos que ocurren en el cerebro de 
rata luego de la administración aguda de Fe-dextrán. Los recuadrados de líneas continuas 
representan los parámetros medidos. 

 

Como el contenido de Fe incrementado lleva a un estrés oxidativo inicial, se ha 

postulado que la desregulación del Fe seguida de una respuesta antioxidante 

inadecuada podría ser la causa iniciadora de muerte neuronal en ciertas 

enfermedades neurodegenerativas (Ke y Qian, 2007). No sólo se incrementó el índice 

A/AH- sino también se observó un leve aumento en el índice TBARS/α-T, y además la 

integridad del ADN nuclear y mitocondrial se encontró disminuida  en un 41 y 65%, 

respectivamente, en muestras de cerebro de ratas tratadas con sobrecarga aguda de 

Fe, luego de 6 h pi.  

 Lockman y col. (2012) demostraron suceptibilidad variable a la sobrecarga de 

Fe en endotelio, células neuronales y astrocitos en ratas, mediante el estudio de la 

respuesta al voltaje de los canales de calcio. Por otro lado, Jiang y col. (2007) 

mostraron que la sobrecarga crónica de Fe puede ser más destructiva que la 

sobrecarga aguda de Fe para las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra en 

ratas. Además, el cerebro posee múltiples regiones con requerimientos metabólicos 
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especializados y una variedad de tipos celulares con diferentes necesidades de Fe. El 

cuerpo estriado y el hipocampo son estructuras importantes en el cerebro que están 

asociadas con el desarrollo de las enfermedades de Parkinson y Alzheimer (Wu y col., 

2013). Los resultados presentados claramente indican que aunque el contenido de Fe 

se incrementó en las 3 áreas estudiadas, el contenido en el cuerpo estriado aumentó 

mayoritariamente en comparación con la corteza y el hipocampo, ya que el contenido 

de Fe basal de las 3 áreas fue cuantitativamente similar. Esta observación podría 

llevar a la predicción de que si aparece daño dependiente de Fe, estaría más 

localizado en el cuerpo estriado. Sin embargo, el contenido basal de α-T es mayor en 

el cuerpo estriado, y el contenido de AH- se incrementa 6 y 8 h luego de la sobrecarga  

de Fe, evitando el aumento de los índices de estrés oxidativo A/AH- y RL/α-T en 

dicha área, mientras que en la corteza, a pesar de los mecanismos antioxidantes 

puestos en marcha, se produjo un aumento de ambos índices de estrés oxidativo 

luego de 6 h de administración de Fe.  

La comparación entre el incremento neto de la velocidad de generación de RL 

en áreas cerebrales mostró que la peroxidación lipídica se vio significativamente 

incrementada en la corteza, pero se mantuvo sin cambios luego de 6 h de sobrecarga 

de Fe en muestras de  hipocampo y de cuerpo estriado. La respuesta antioxidante en 

corteza incluyó el consumo de tioles totales (entre ellos GSH) y un aumento 

significativo en la actividad de CAT luego de 6 h, sugiriendo una necesidad de 

controlar adecuadamente los niveles de H2O2. En cambio, en el cuerpo estriado y en el 

hipocampo, estos parámetros no se modificaron en los períodos estudiados, aunque 

se observó un aumento en la actividad de CAT luego de 8 h.  En función de estos 

resultados y desde el punto de vista clínico, estas observaciones podrían ser claves 

para el entendimiento del mecanismo que conduce a daño específico. La corteza 

cerebral es más susceptible que el hipocampo y que el cuerpo estriado a las 

condiciones de estrés oxidativo desencadenadas por el exceso de Fe a nivel lipofílico. 

Ya sea por la capacidad antioxidante, las características de la composición lipofílica o 

la combinación de ambos, estos aspectos podrían ser los responsables del efecto 

observado en la corteza en relación con las otras áreas estudiadas.  

 

4.2.1- Fe como agente de daño oxidativo en otros órganos 

El efecto del Fe en distintos órganos puede variar considerablemente. En la 

Tabla 6 se muestra el efecto de la sobrecarga aguda de Fe sobre el contenido del 

metal en distintos órganos y sobre parámetros de daño oxidativo a lípidos.  
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Tabla 6 

Efecto de la sobrecarga aguda de Fe-dextrán sobre distintos órganos  

__________________________________________________________________________ 

                                      Control    Sobrecarga  de Fe     Efecto (%) 

__________________________________________________________________________ 

Sobrecarga aguda de Fe 
Hígado (Galleano y Puntarulo, 1992)            

Contenido de Fe (mg/g PS)    257  11     1837  205*  +615 

TBARS (pmol/min/mg prot)    40  1     110  30*             +175 
 
Riñón (Galleano y Puntarulo, 1994) 

Contenido de Fe (mg/g PS)     14  3          113  15*             +707 

TBARS (pmol/min/mg prot)    29  2      37  3*             +27 
  
Plasma (Galleano y Puntarulo, 1995) 

Contenido de Fe (mg/dl)    126  20      1538  158*           +1220 

TBARS (nmol/ml)     0,7  0,1      2,7  0,1*             +285 
 
Cerebro total            

Contenido de Fe (mg/g PS)     0,20  0,03      1,7  0,4*             +757 

TBARS (nmol MDA/mg PF)    0,13  0,01      0,17  0,02             +0 
Velocidad de generación de RL●   

(pmol/mg PF/30 min)      113  13      112  16             +0 

_________________________________________________________________________ 
*significativamente diferente de los valores control, p < 0,05 

 

Mientras la sobrecarga aguda de Fe-dextrán es capaz de producir un aumento 

en el contenido de Fe total en el hígado, el riñón y el plasma de rata, el daño lipídico 

en cada órgano, representado como contenido de TBARS, no es proporcional a la 

cantidad de Fe acumulada. En condiciones basales, el hígado presenta el mayor 

contenido de Fe en comparación con el plasma, el riñón y el cerebro, y sigue el mismo 

orden frente a la suplemantación con la misma dosis de Fe, sugiriendo que la 

incorporación de Fe a cada órgano está específicamente controlada. El riñón, a pesar 

de haber sufrido un aumento de 7 veces (+707 %) en el contenido de Fe, muestra un 

leve aumento (27%) en la velocidad de producción de TBARS, sugiriendo que los 

controles antioxidantes limitan adecuadamente el daño. 

El estudio realizado en el cerebro total, si bien es orientativo con respecto a la 

respuesta del órgano frente a la administración del metal, no refleja exactamente lo 

que ocurre en cada una de las áreas estudiadas. Por ejemplo, la velocidad de 

generación de RL mostró un aumento significativo en la corteza no detectado en 

cerebro total. Así, la evaluación de los efectos dependientes de Fe deben ser 

considerados con mucha precaución para evitar la desestimación de los complejos 
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mecanismos gatillados en un órgano heterogéneo como el cerebro frente a la 

sobrecarga aguda de Fe. 

4.2.2- Modelo del estado estacionario para el A en sobrecarga aguda de Fe 

Los niveles de A presentes en los tejidos cerebrales, representan la 

concentración de A en estado estacionario ([A]ee). Este valor está determinado por la 

relación entre las velocidades de generación y desaparición de este radical y reflejan 

el balance entre la  producción de AH-, que incluye la combinación de las velocidades 

de reducción de la enzima monodehidroascorbato reductasa (MDAR) localizada en las 

mitocondrias, la membrana plasmática y el aparato de Golgi (Pietronigro y col., 1985; 

Nishino y Ito, 1986), la dismutación espontánea del A a AH- y DHA, y la velocidad de 

oxidación univalente del AH- (Figura 74). Esta oxidación, en células del sistema 

nervioso, puede ser catalizada por ascorbato oxidasa (AO), cuya presencia ha sido 

detectada en la membrana  plasmática de los terminales sinápticos de cerebro de rata 

(Martín-Romero y col., 2002), por Fe2+, Fe3+, O2, O2
, Cu2+, OH, ROO, α-T y otros 

radicales. 
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Figura 74: Diagrama mostrando la producción de A 
y regeneración de AH

-
 en tejido cerebral.  

AO, ascorbato oxidasa; MDAR, monodehidroascorbato reductasa; DHA, dehidroascorbato. 
 

Cuando se produce un incremento en la Aee, sin cambios en las velocidades 

de regeneración a AH-, esta situación representa una condición de estrés oxidativo. 

Además, cuando se produce una disminución en la velocidad de regeneración de AH-, 

la producción de A es constante y puede ocasionar un aumento en la Aee. En otras 

situaciones en las cuales el contenido de AH- se ve afectado, es necesario considerar 

la determinación de la relación A/AH-, debido a que un incremento en la producción 
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de A podría estar acompañado de un incremento en la regeneración de AH-, evitando 

la condición de estrés. La regeneración de AH- también puede ocurrir lentamente a 

través de la reducción de DHA (producido por la dismutación del A) catalizada por la 

enzima dehidroascorbato reductasa (DHAR) utilizando GSH como dador de e- (Heber 

y col., 1996). 

Bajo las condiciones experimentales desarrolladas en este trabajo, la 

determinación de A se realizó en homogeneizados de tejido cerebral en presencia de 

DMSO. La concentración de A determinada por EPR en los tejidos cerebrales 

controles fue de 127 ± 15 pmol/mg PF, es decir 3,2  10-6 M. La concentración de A 

determinada luego de 6 h de administración de Fe-dextrán fue de 213 ± 12 pmol/mg 

PF o 5,3  10-6 M, siendo significativamente diferentes entre sí. 

     
l 1

ml 000 1
x  

homog ml 1

PF mg 25
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mol10 ×127
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
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FeA


                                                                                           

Datos previos de Matsuo y col. (1995) muestran que la concentración de A en 

la corteza cerebral de ratas adultas es de 0,8 ± 0,1 µM.  Además, en estudios 

realizados en plasma de ratas y en plasma humano, la concentración de A 

determinada fue de 17 ± 4 nM y 41 ± 8 nM, respectivamente (Galleano y col., 2002; 

Gruber y col., 2005), valores inferiores a las concentraciones observadas en cerebro.  

Para analizar el metabolismo del A en los tejidos cerebrales, es necesario 

analizar las reacciones involucradas en la generación de este radical. Un análisis 

cinético permite escribir la expresión de velocidad para la generación de A 

(ecuaciones 13 y 14), según el diagrama presentado en la Figura 74.         

87654321 Ade aparición
vv v vvvv v  v                                 [13]         
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Según Martín-Romero y col. (2002) la actividad de la AO en la membrana 

plasmática de los terminales sinápticos de cerebro de rata es de 40 nmol de A min-1 

mg-1 prot. Considerando que los tejidos  cerebrales contienen 72 mg de prot g-1 PF de 

células y un 82% de agua por mg PF en el cerebro de rata (1 g PF = 0,82 ml de H2O), 

la velocidad de consumo de A por esta vía fue 58,5  10-6 M s-1.  
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El AH- puede autooxidarse y generar A de manera no enzimática (Heber y col., 

1996). Sin embargo, esta reacción no será considerada debido a que a pH fisiológicos 

ocurre muy lentamente con una k = 6  10-7 s-1 (Buettner y Jurkiewicz, 1993).                                                                                                                                                                                                                                                                                

En soluciones acuosas, el AH- reacciona rápidamente con el 1O2 (Bodannes y Chan, 

1979; Kramarenko y col., 2006; Buettner y Jurkiewicz, 1993), con el O2
 y el OH 

(Halliwell y Gutteridge, 1989; Buettner y Jurkiewicz, 1993) u otros radicales oxidantes 

como el radical α-T, radicales centrados en carbono y radicales amonilos, ROO, 

fenoxilos y tiilos (Bielski, 1982) a través de reacciones de segundo orden, según la 

ecuación 15, donde k es la constante aparente de segundo orden de la reacción.  

                  v = k [AH-] [radical]                                                                                     [15] 

La concentración de AH- determinada en este trabajo para tejidos cerebrales 

control fue 0,293 ± 0,020 nmol/mg PF y teniendo en cuenta las aproximaciones de 

contenido proteico y de agua ya indicados en el tejido cerebral, la concentración de 

AH- resultante es de 2,93  10-6 M.  
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En la Tabla 7 se indican las concentraciones en estado estacionario para las 

especies activas más relevantes en células animales, las constantes aparentes de 

velocidad y las velocidades calculadas en base a la ecuación 15 para las reacciones de 

estas especies con AH-
, considerando la concentración de AH- en homogeneizado de 

cerebro de rata control.  

Tabla 7 

Concentraciones, constantes de velocidad de reacción de especies activas con AH-
 y 

velocidad de generación de A. 

Especie 
Concentración  

en estado estacionario 
(M) 

Reacción redox 
 

k 
(M

-1
 s

-1
)    

         

 







 

dt

Ad (M
 
s

-1
) 

1
O2 

Hepatocitos:  

1  10
-15

 (1) 
AH

-
+

1
O2 A+O2

 1  10
7
 (3) 2,93  10

-14
 

O2
 

Mitocondria-hígado de rata:  

0,2  10
-9 

(2)
 

AH
-
+O2

  A+H2O2 2,7  10
5
 (4) 1,58  10

-10
 

OH 
Mitocondria-hígado de rata: 

6  10
-18 

(2)
 

AH
-
+OH  A+H2O 7,2  10

9
 (5) 1,27  10

-13
 

ROO 
Mitocondria-hígado de rata: 

2  10
-9 

(2)
 

AH
-
+ROO   A+ROOH 1-2  10

6
 (6) 1,17  10

-8
 

R 
Mitocondria-hígado de rata: 

6  10
-16 

(2)
 

AH
-
+R 

 
  A+ROH 1,55  10

6
 (7) 2,72  10

-15
 

(1) Boveris y Cadenas (2000); (2) Boveris (1998); (3) Rooney (1983); (4) Nishikimi (1975); 

(5) Simic (1991); (6) Sharma y Buettner (1993); (7) Packer y col. (1979).  

 

Teniendo en cuenta la concentración de AH- determinada en este sistema, las 

constantes de velocidad y las concentraciones indicadas para las especies activas 

(Tabla 7), sólo la generación de A dependiente de ROO tiene una velocidad 

relativamente comparable (0,01  10-6 M s-1) a la velocidad de generación de A por la 

AO en cerebros de animales control. Para las otras especies activas, la baja 

concentración de estas especies determina que la velocidad de generación de A 

dependiente de ellas sea más de dos órdenes de magnitud inferior a la generada 

enzimáticamente, razón por la cual no serán tenidas en cuenta para el análisis. 

En condiciones fisiológicas, el Fe suele encontrarse asociado a una proteína ya 

que su presencia en forma aislada puede producir daños graves en los tejidos, aunque 
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existe una fracción celular de Fe catalíticamente activo que necesita ser estrictamente 

controlada tanto a nivel de la incorporación como del almacenamiento de Fe.  

La técnica fluorométrica que se utiliza para la determinación de LIP mediante la 

sonda CA incluye la detección de ambas formas redox de Fe (Fe2+ y Fe3+). La 

concentración de Fe2+ + Fe3+ (LIP) determinada en este sistema por fluorescencia de 

CA en cerebro de ratas control fue 3,6 ± 0,9 pmol/mg PF. Realizando las 

consideraciones adecuadas ya mencionadas para el cálculo de la concentración de 

AH-, se obtiene una concentración de LIP de 1,8  10-6 M en homogeneizado de 

cerebro control.  
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Dado que en la determinación de LIP por la técnica de CA se emplea TGA con 

el fin de reducir el Fe presente en el tejido, la concentración de LIP estimada en 

cerebro de rata en este trabajo representa la suma de la concentración de Fe2+ y de 

Fe3+. Robello y col. (2012) determinaron el contenido de Fe en precursores neuronales 

de rata. Considerando que en cerebro no hubo diferencias significativas entre el 

contenido de Fe3+ (0,42 ± 0,03 pmol (106 células)-1) determinado por fluorescencia de 

CA y el de Fe3+ + Fe2+ (0,6 ± 0,1 pmol (106 células)-1) determinada por EPR, la 

concentración de LIP en precursores neuronales es 1,4  10-6 M. De este modo, 

podemos suponer que en el tejido cerebral, el LIP se encuentra mayoritariamente 

como Fe3+.  

La reacción 21 y la ecuación 16 (Frei y Lawson, 2008; Martell, 1982) describen 

la generación de A catalizada por metales, donde Me(n+1)+ puede ser Fe3+ o Cu2+  

 
  H Me A Me  AH (n)  k1)(n- 1

                                                                (21) 

            

    
















 
1)(n

1

Me

MeAHk
dt

Ad

(n )1

                                                            [16] 

En la ecuación 16 el valor estimado de constante de velocidad (k1) para Fe3+ es 

30 M-1 s-1 (Roginsky y Stegmann, 1994; Buettner, 1988). Por lo tanto, la generación de 

A en cerebro de ratas control debida a Fe3+ es de 1,58  10-10 M s-1 
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  1-10-66-1-1-

Fe

sM 10  1,58    M101,8     M10  2,93   sM30
dt

d

3

A



















-

             

 

         

En base a las consideraciones realizadas, en la Tabla 8 se resumen las 

velocidades utilizadas en el análisis descripto a continuación. La velocidad de 

generación de A dependiente de Fe, es dos órdenes de magnitud menor que la 

velocidad dependiente de AO. Sin embargo, y dado que el tratamiento en estudio se 

basa en la modificación celular del contenido de Fe, este dato es considerado para los 

cálculos posteriores a pesar de su bajo peso relativo. 

Tabla 8 

Resumen de los valores de velocidad de consumo y generación A empleados en 

cerebro control  

Ecuación de velocidad Valor  

 

 
AO

dt

d A













 

 

 

58,5  10-6 M s-1 

   
 














 

ROO
dt

d
 

A
 

 

   
 














 

3Fe
dt

d A  

 

0,01  10-6 M s-1 

 
 
 

0,01  10-8 M s-1  

Finalmente, la generación de A en cerebro control para este sistema resulta 

de la ecuación 17.  

       















































3FeROOAO
dt

d

dt

d
   

dt

d
    

dt

d AAAA
                                                  [17] 

  16-
 

1-8-1-6-1-6- -
s M 10 58,51    s M 10 0,01  s M 10 0,01  s M 10 58,5    

dt

Ad




                              

Además de las reacciones que generan A, deben ser consideradas para el 

análisis, aquellas reacciones involucradas en la desaparición del radical. De acuerdo 

con las vías indicadas en la Figura 74, las expresiones de velocidad que engloban las 

reacciones de consumo de A están representadas por las ecuaciones 18 y 19. 
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1098A de  óndesaparici

vv vv                                                                         [18]
 

       
reacciones otrasMDARndismutació

A de  óndesaparici dt

d

dt

d
  

dt

d
  

dt

d
v

AAAA
















































 

[19] 

El consumo de A puede ocurrir a través de la reacción de dismutación, para la 

cual se puede plantear la siguiente ecuación (ecuación 20):  

          
   2

ndismutació

A
A

 k2 
dt

d 















                                                   [20]  

donde 2 k = 3  106 M-1 s-1 (Sharma y Buettner, 1993; Roginsky y Stegmann, 1994; 

Arroyo y col., 2000). 

El A puede ser reducido a AH- por NADH, a través de una reacción catalizada 

por la enzima MDAR (reacción 22), como fue mencionado previamente (Figura 74). 

          ½ NADH + ½ H+ + A  
MDAR

 ½ NAD+ + AH-                                                     (22) 

 En cerebro, la actividad de esta enzima es de 13  10-3 U NADH min-1 mg-1 

prot, donde 1 U es la cantidad de la enzima que consume 1 µmol de sustrato min-1  

(Nishino y Ito, 1986). Por lo tanto, la velocidad de desaparición de A en este sistema 

sería 26  10-9 moles A min-1 mg-1 prot. Considerando el contenido de proteínas y de 

H2O indicado previamente y la no compartamentalización de la molécula, la velocidad 

de degradación de A dependiente de la MDAR resulta de 38  10-6 M s-1. 

 
s 60

min 1
 ×

l1

ml1000
 ×

ml0,82

PFg1
 × 

PFg1

protmg×72
   ×

prot mg min

mol10 ×26
=

dt

d 9-

MDAR

A













 

                

  1-6-

MDAR

s M  10 38  
dt

d A



















                                                                                                   

La desaparición de A por otras reacciones de menor importancia se resume 

en la expresión  
reacciones otras

dt

d A

















las cuales pueden incluir reacciones de terminación 

de Rl o la reducción de A que se da a nivel de la membrana plasmática 

probablemente mediada por el sistema del Cit b (Horemans y col., 1994; Smirnoff, 

2000).
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De este modo, se pudo calcular una [A]ee de acuerdo a las ecuaciones 21 y 22 

en cerebros control.  

 

                             
   

   
dt

Ad
-   

dt

Ad






                                                              [21]   

      
       

MDAR
dt

Ad
   

ndismutació
dt

Ad
 

ROO
dt

Ad
   

AO
dt

Ad
 






















































 














                    [22] 

                           58,51  10-6 M s-1 = 2 k [ 
A ]

2 + 38  10-6 M s-1
        

                           58,51  10-6 M s-1 = 3  106 M-1 s-1 [ 
A ]

2 + 38  10-6 M s-1
               

Despejando, resulta, 

                                                [ 
A ]2  = 2,61 µM                                                                  

De esta forma, la concentración experimentalmente determinada de A en 

estado estacionario en cerebros control (3,2 µM) resultó del mismo orden de magnitud 

que la concentración determinada por EPR en los tejidos cerebrales empleando el 

modelo simple de la aproximación del estado estacionario (2,61 µM). Si bien es 

importante considerar que pueden existir diversas reacciones que no fueron tenidas en 

cuenta para el análisis, esta observación sugiere que las aproximaciones y 

suposiciones realizadas, llevan a la descripción de un mecanismo celular de 

generación y consumo de A mayoritariamente coincidente con los procesos 

fisiológicos que sucederían en el cerebro de rata in vivo. 

Como fue mencionado previamente, la concentración estimada de A 

determinada por EPR en los tejidos cerebrales de animales sometidos al tratamiento 

agudo de Fe-dextrán, al cabo de 6 h de administración del Fe fue 213 ± 12 pmol/mg 

PF o 5,3  10-6 M, siendo significativamente diferente al valor control 

experimentalmente determinado. 

De acuerdo con la ecuación 15, en cerebro de ratas sobrecargadas con Fe-

dextrán durante 6 h, la concentración de AH- determinada fue 0,315 ± 0,020 nmol/mg 

PF, o 3,15  10-6 M. 

 
l 1

ml 000 1
 x  

ml 1

PFmg10
x 

PFmg 1

mol10 0,315
AH

-9
- 
                           
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[ ] M-10×3,15=AH 6-

                                                                                               

 

En la Tabla 9 se indican las velocidades calculadas en base a la ecuación 15 

para las reacciones de las especies activas más relevantes en células animales con AH-
, 

considerando la concentración de AH- en homogeneizado de cerebro de rata al cabo de 6 

h de administración de Fe-dextrán, y teniendo en cuenta los datos que se muestran en la 

Tabla 7. 

Tabla 9 

Velocidad de generación de A  dependientes de  la reacción de especies activas con 

AH-
 luego del tratamiento agudo con Fe-dextrán* 

 

Especie 
 








 

dt

Ad
 (M s-1) 

1O2 3,15  10-14  

O2
 1,70  10-10  

OH 1,36  10-13  

ROO           1,26  10-8  

R 2,93  10-15  

 

*Considerando concentración de AH
-
 6 h luego de la administración de Fe 

 

La concentración de LIP determinada en cerebro de ratas sobrecargadas con 

Fe-dextrán, luego de 6 h, fue 10 ± 2,5 pmol/mg PF. Realizando las consideraciones ya 

mencionadas para el cálculo de la concentración de AH- se obtiene una concentración 

de LIP de 5,0  10-6 M en homogeneizados de cerebro con sobrecarga aguda de Fe al 

cabo de 6 h. 

 
l 1

ml 000 1
 x  

ml 1

PFmg500
x 

PFmg 1

mol10 10
LIP

-12


                                     

  M105,0LIP 6                                                                                              

Por lo tanto, con la concentración de AH- y de LIP calculadas, la generación de 

A en ratas con sobrecarga aguda de Fe-dextrán, a partir de la ecuación 16, resulta de 

4,72  10-10 M s-1. 
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  1-10-6-6-11

Fe

sM 10 4,72    M 105,0     M 10  3,15   sM 30
dt

d

3

A



















--

            

 

La velocidad de generación de A debida a Fe3+ se incrementó 2,9 veces con 

respecto al valor control. Sin embargo, para completar el análisis cinético que permite 

estimar la [A] en condiciones de sobrecarga de Fe se requiere conocer el efecto de 

dicho tratamiento sobre la actividad de las enzimas AO (involucrada en la generación 

de A) y MDAR (involucrada en la desaparición de A). Considerando que no se 

determinó el efecto de la sobrecarga con Fe sobre estas actividades en particular ni 

sobre las proteínas en general, no es posible avanzar con el cálculo de la A]ee en 

estas condiciones. Sin embargo, el buen ajuste del modelo cinético observado en el 

caso de los animales control y el incremento en el valor de LIP, con un contenido 

constante de AH-, permite asumir que estudios futuros que caractericen los efectos del 

tratamiento en el medio proteico celular (no contemplado en este trabajo) permitirán 

progresar en el estudio cinético planteado. 

4.3- Metabolismo oxidativo del Fe en cerebro de ratas tratadas con sobrecarga 

subcrónica de Fe 

El contenido de Fe total en cerebro de rata, aumentó significativamente 2 h 

luego de la 6ta administración de Fe-dextrán. Aunque nuestros resultados indican que 

el contenido de Fe total volvió a valores control posteriormente, el contenido de LIP 

aumentado 2 h pi, no retornó a valores control en el período estudiado. El 

comportamiento del LIP podría estar relacionado con la acción de la Ft, ya que al 

incrementarse paulatinamente el contenido de Fe total, habría un reacomodamiento 

constante de Fe celular que podría ser responsable del mantenimiento de los altos 

valores de LIP, que estaría relacionado con esta movilización desde y hacia la Ft. 

La sobrecarga subcrónica con Fe-dextrán presentada en este trabajo conduce 

a estrés oxidativo transiente con una cinética que difiere del efecto observado en el 

tratamiento agudo. Se verificó un aumento significativo en la velocidad de generación 

de RL y del índice de estrés oxidativo en el medio lipofílico celular (RL/α-T) luego de 

2 h de la aplicación de la 6ta dosis que retornan rápidamente a los valores control. En 

este caso, el aumento del índice se debe a un aumento en la velocidad de generación 

de RL, y del consumo del antioxidante α-T, efecto que puede deberse a la constante y 

elevada concentración de LIP. Tanto la velocidad de oxidación de DCFH-DA como el 

índice A/AH-, se incrementaron con respecto a los valores control, luego de 4 h de la 

aplicación de la 6ta dosis de Fe-dextrán, sugiriendo que existe una condición de estrés 

oxidativo temporaria en el medio hidrofílico asociada al aumento del contenido de Fe 
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total en el cerebro. La actividad de las enzimas antioxidantes SOD y CAT se vieron 

aumentadas luego de 2 y 8 h de la 6ta dosis de Fe, respectivamente. Luego de las 8 h 

pi no se observaron alteraciones en ningún parámetro de estrés ni de daño oxidativo. 

El porcentaje de unión del factor NF-κB no se vio modificado en el período estudiado y 

además la integridad del ADN nuclear no sufrió modificaciones significativas, sin 

embargo, la integridad del ADN mitocondrial disminuyó significativamente, sugiriendo 

una mayor sensibilidad frente al daño oxidativo del ADN mitocondrial en comparación 

con el nuclear. En este sentido, el hecho de que los estadíos finales de la síntesis del 

hemo ocurran en la mitocondria (Fujiwara y Harigae, 2015) podría ser un factor 

importante en este sentido ya que funcionalmente se requiere una alta disponibilidad 

de Fe en la matriz mitocondrial. Así, el ADN mitocondrial estaría más expuesto al 

efecto de la sobrecarga con Fe. 

La capacidad de unión de NF-κB a ADN no es la única vía de señalización que 

puede desencadenar un aumento en la actividad antioxidante (ej. actividad de CAT). 

Cantidades intermedias de ROS, podrían disparar la respuesta inflamatoria a través de 

la activación de NF-κB y/o de AP-1 (Halliwell y Gutteridge, 1989), lo que también 

podría aumentar la actividad de enzimas antioxidantes. Si bien el estrés oxidativo es 

un fenómeno redox que estaría vinculado con el fenómeno de hormesis, con efectos 

biológicos beneficiosos a bajos niveles y perjudiciales a altos niveles (Videla, 2010), 

tales niveles no están claramente delimitados y podría considerarse la sobrecarga 

subcrónica de Fe como factor desencadenante de una forma de hormesis en la cual se 

observan efectos beneficiosos debidos al exceso de Fe, produciendo un aumento de la 

respuesta antioxidante que limitaría el daño frente a la exposición a un estrés oxidativo 

posterior.  

 El tejido cerebral es más susceptible al daño dependiente de ROS que otros 

órganos debido a las siguientes características (i) las neuronas están enriquecidas en 

mitocondrias y poseen un metabolismo aeróbico relativamente elevado; (ii) los bajos 

niveles de algunas enzimas antioxidantes; (iii) el alto contenido de ácidos grasos 

poliinsaturados en las membranas cerebrales; y (iv) el alto contenido de Fe, que puede 

combinar sus efectos para hacer del cerebro un órgano susceptible para la 

degeneración mediada por  estrés oxidativo  (Halliwell, 2006). A pesar de que se 

observó alteración lipídica en el cerebro en muchos casos después de la sobrecarga 

de Fe (Piloni y Puntarulo, 2010), los cambios en la capacidad antioxidante pueden 

jugar un papel crucial en el control de los mecanismos de deterioro. Los mecanismos 

subyacentes de daño tisular inducido por Fe son complejos y dependen 

probablemente del protocolo de administración de Fe empleado. De hecho, los 
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resultados presentados muestran que con la administración subcrónica de Fe se 

alcanzaron niveles máximos de Fe en el cerebro 2 h después del tratamiento, mientras 

que el aumento provocado por una dosis aguda de 500 mg Fe/kg se alcanza 6 h 

después del tratamiento, lo que sugiere diferentes procesos metabólicos, o al menos 

con diversas velocidades, y de transporte frente a ambos tratamientos.  

 Como se comentó previamente, el aumento en los niveles de Fe total en el 

cerebro inducidos por la administración subcrónica de Fe después de 2 h, regresaron 

a los valores control después de 4 h, sin embargo, el contenido de LIP se mantuvo 

elevado en el período de 2 a 24 h después del tratamiento. El perfil cinético diferente 

en el cerebro observado entre el contenido de Fe total y LIP podría reflejar la situación 

en que se encuentran los depósitos de Fe después de la absorción lenta del metal 

frente a las dosis anteriores de Fe recibidas, donde la Ft probablemente fue 

secuestrando paulatinamente Fe. Al cabo de 4 h de la administración de Fe, a pesar 

de que el contenido total de Fe recuperó los valores control, la distribución de Fe 

celular interna es sustancialmente diferente. Temporalmente asociado al contenido de 

Fe en el cerebro observado a las 2 h después de la administración de Fe, la 

producción de RL se incrementó significativamente y el contenido de α-T se redujo de 

forma concomitante, con un aumento significativo en la relación RL/α-T, lo que 

sugiere un aumento del daño en el medio lipofílico celular que podría conducir a un 

deterioro de las membranas celulares.  

 Considerando el efecto de este mismo tratamiento de sobrecarga subcrónica 

de Fe-dextrán sobre otros órganos en la rata, queda en evidencia que el modelo de 

protocolo de administración de Fe es clave para considerar el daño que cada protocolo 

de administración es capaz de generar en distintos órganos de interés. Un aumento 

del Fe total en cerebro, producido por la sobrecarga subcrónica presentada en este 

trabajo, es comparable en magnitud al aumento producido por la sobrecarga aguda, y 

genera un daño a lípidos sustancialmente elevado comparado con el daño 

determinado en el tratamiento agudo (sin cambio significativo en la velocidad de 

generación de RL y un aumento discreto en el contenido de TBARS), lo cual podría 

deberse al aumento del LIP que se mantuvo elevado durante las 24 h en el tratamiento 

subcrónico (Tabla 10). En este sentido, la administración paulatina de Fe mediante la 

suministración crónica de una dieta suplementada con 2,5% (P/P) de Fe-carbonilo 

durante 6 semanas (Galleano y Puntarulo, 1997) no generó modificación en el 

contenido de TBARS en plasma. Sin embargo, en el hígado, se generó un aumento de 

más de 10 veces en el contenido de Fe total, aunque el daño determinado como 

contenido de TBARS fue sustancialmente menor (Tabla 10), indicando que el 
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mecanismo activado para la protección de este órgano diferiría del activado cuando se 

administra una sobrecarga aguda de Fe. 

Tabla 10 

Efecto de la sobrecarga crónica y subcrónica de Fe-dextrán sobre distintos órganos 

__________________________________________________________________________ 

                                                                 Control      Sobrecarga  de Fe    Efecto (%) 

__________________________________________________________________________ 

Sobrecarga crónica de Fe en hígado  
con Fe-carbonilo (Galleano y Puntarulo, 1997)            

Contenido de Fe (µg/g PF)         69  16       1091  178*    +1481 

TBARS (nmol/mg prot)      0,45  0,05        0,58  0,01*    +28 
 
Sobrecarga crónica de Fe en plasma  
con Fe-carbonilo (Galleano y Puntarulo, 1997) 

Contenido de Fe (mg/dl)         179  43       336  57*                +88 

TBARS (nmol/ml)       0,6 0,1       0,6  0,2                +0 
 
Sobrecarga subcrónica de Fe en  
cerebro total con Fe-dextrán             

Contenido de Fe (mg/g PF)         0,050  0,001    0,360  0.014*         +674        

Velocidad de generación de RL     267 48       529  128*               +98  
(pmol/mg PF/30 min)       

_________________________________________________________________________ 

*significativamente diferente de los valores control, p < 0,05. 

 

 Los cerebros de ratas sometidas a la administración subcrónica de Fe 

mostraron cambios sustanciales en la oxidación de AH-. Los datos presentados indican 

un aumento significativo en la relación A/AH- a las 4 h después de la administración 

subcrónica de Fe, lo que sugiere el desarrollo de una condición de estrés oxidativo 

asociado con el aumento previamente registrado (2 h)  en la concentración de Fe total 

del cerebro. La actividad antioxidante del AH- es el resultado de su capacidad para 

reducir los radicales ROO, la propagación de la peroxidación lipídica, o para reducir la 

forma oxidada (radical α-T) del antioxidante natural α-T (Doba y col., 1985). El 

contenido de AH- comenzó a disminuir a las 2 h de la administración de Fe 

coincidentemente con la disminución en el contenido α-T y el contenido máximo de Fe 

en el cerebro. Probablemente debido a la vía de regeneración de α-T, el contenido  de 

A fue significativamente mayor 4 h después de la administración de Fe en el cerebro, 

lo  que indica un aumento de la condición pro-oxidante en el medio hidrofílico celular. 

Para explorar más esta disociación cinética entre el contenido máximo de Fe y el 

aumento en la relación A/AH-, se evaluó otro índice de estrés oxidativo. Los 

resultados presentados aquí indican que la oxidación de DCFH-DA también se vio 
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aumentada significativamente 4 h después del tratamiento con Fe, corroborando la 

observación previa en el entorno hidrofílico. Sin embargo, todos los índices analizados, 

tanto las relaciones RL/α-T y A/AH- como la oxidación de DCFH-DA volvieron a los 

valores control 6 h después de la administración de Fe, lo que sugiere que pueden 

ocurrir otros eventos en relación con el disparo de efectos reguladores y protectores 

de los procesos de señalización dependientes de Fe, que conducen a la prevención 

significativa de la lesión cerebral asociada con el aumento de LIP. En la Figura 75 se 

muestra una posible secuencia de eventos disparados en el cerebro de rata por la 

sobrecarga subcrónica con Fe-dextrán. Esta secuencia propuesta interpreta que las 

vías de señalización activadas por Fe bajo este protocolo de administración de Fe, 

difieren de aquellas activadas por la sobrecarga aguda descripta previamente. 

Administración subcrónica de

Fe-dextrán ip

(6 dosis 50 mg /kg)

Cerebro de rata

Fe Total  

(2 h pi) 

LR● /α-T 

(2 h pi)

DCFH-DA 

(4 h pi) 

Actividad de SOD  

(1 y 2 h pi)

Generación 

de ROS 

LIP 

(de 2 a 24 h pi)

Actividad de CAT 

(8 h pi)

O2

-

H2O2

●OH

Fe2+

A● /AH-

(4 h pi)

Sin cambios en la 

integridad del ADN 

nuclear y disminución 

de la integridad del 

ADN mitocondrial (2 y 

8 h Fe pi)

 

Figura 75: Diagrama mostrando la posible secuencia de eventos que ocurren en el cerebro de 
rata luego de la administración subcrónica de Fe-dextrán. Los cuadrados de líneas continuas 
representan los parámetros medidos. 

 

 Como se indicó previamente, dependiendo de los niveles de ROS, diferentes 

factores de transcripción redox sensibles se activan (Halliwell y Gutteridge, 1989). Por 

ejemplo, se ha mostrado un aumento significativo en el porcentaje de unión del factor 
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de transcripción NF-kB a ADN después de 8 h de sobrecarga aguda Fe en el cerebro 

(500 mg/kg), efecto seguido de un aumento significativo de la actividad de CAT 

después de 21 h de la administración de Fe, de acuerdo con otras observaciones 

previas (Moon y col., 2012; Gloire y col., 2006). Sin embargo, los resultados que se 

muestran aquí con un aumento en la concentración de Fe en el caso de administración 

subcrónica en el cerebro no parecen estar relacionados con la capacidad de unión de 

NF-kB a ADN. Se ha propuesto a la activación del factor Nrf2 debida a la 

administración subcrónica de Fe (Morales y col., 2014; Kensler y col., 2007), que 

controla la expresión de enzimas antioxidantes, incluyendo SOD y CAT. Es importante 

señalar que la actividad de la enzima SOD  aumentó rápidamente, 1 y 2 h después de 

la administración de Fe, y la actividad de la enzima CAT se incrementó 8 h después de 

la 6ta dosis ip de Fe-dextrán. El aumento  diferido en la actividad de CAT con respecto 

al verificado en la actividad de SOD podría responder al aumento en la concentración 

de H2O2 producido por el aumento en la actividad de SOD, en un patrón secuencial. 

Actualmente está bien establecido que la concentración de H2O2 es un posible 

candidato para regular la señalización celular debido a su capacidad para inhibir la 

tirosina fosfatasa a través de la oxidación de residuos de cisteína en su dominio 

catalítico, que a su vez activa a las tirosina quinasas y activa una cascada de 

señalización (Aslan y Özben, 2003; Tonks, 2005; Forman y col., 2010). Para identificar 

plenamente a los eventos que llevan a una  protección antioxidante en el cerebro de 

ratas en estas condiciones experimentales, se requieren más estudios en esta 

dirección. La situación planteada está de acuerdo con la hipótesis de hormesis, que 

señala la falta de daño significativo en el cerebro, y observaciones que conducen a 

otras vías que podrían ser gatilladas para aumentar la protección y evitar daños frente 

a otros posibles cambios oxidativos posteriores. Es importante destacar que la 

concentración aumentada de Fe lleva a un estrés oxidativo inicial, tanto en los medios 

hidrofílico como lipofílico. Mas aún, si por cualquier motivo funcional  hubiese una 

regulación deficiente de Fe seguido por una respuesta de señalización antioxidante 

inadecuada, se desencadenarían episodios de muerte neuronal o lesiones.  

 Por otra parte, el cerebro tiene múltiples regiones con requisitos metabólicos 

especializados y una variedad de tipos de células con diferentes requerimientos de Fe. 

Sin embargo, en este caso, aunque el análisis histológico reveló depósitos de Fe, tanto 

vascular como tisular, no se observó daño a los tejidos y la barrera hematoencefálica 

se observó intacta. Nuestros resultados indican claramente que, aunque la 

concentración de Fe aumentó más de dos veces en todas las áreas del cerebro 

estudiadas, la concentración de Fe en el hipocampo aumentó mayoritariamente con 
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respecto a la corteza y al cuerpo estriado. Por otra parte, la actividad de CAT se 

incremento significativamente en la corteza sin cambios detectables en la actividad en 

el cuerpo estriado y en el hipocampo. Esta observación podría conducir a la hipótesis 

de que, si aparece daño dependiente de Fe, éste se encontraría principalmente en el 

hipocampo, aunque es necesaria la evaluación de la capacidad antioxidante de cada 

área. Por lo tanto, la evaluación de los efectos dependientes de Fe en el cerebro se 

debe analizar con cautela para evitar la subestimación de los complejos mecanismos 

que tienen lugar cuando la sobrecarga de Fe se desarrolla, tanto en forma aguda 

como subcrónica. Tomados en su conjunto, estos resultados mostraron que incluso el 

aumento lento y controlado en el contenido de Fe es capaz de causar estrés oxidativo 

en el cerebro y que las vías de defensa se activan en función del protocolo de 

administración de Fe.  

 

4.3.1- Modelo de estado estacionario para el A
●
 en sobrecarga subcrónica de Fe 

Como se mencionó previamente, los niveles de A presentes en los tejidos 

cerebrales representan la [A]ee, y los niveles de A reflejan el balance entre la 

producción de AH-, y la velocidad de oxidación univalente del mismo. La [A] estimada 

determinada por EPR en los tejidos cerebrales control promedio del grupo de animales 

sometidos al tratamiento agudo y subcrónico con Fe-dextrán fue de 114 ± 15 pmol/mg 

PF, o sea, 2,9  10-6 M. Como la velocidad de generación de RL puede influir en la 

velocidad de generación de A, el análisis de esta velocidad se realizará a ambos 

tiempos. La [A] fue 108 ± 13 pmol/mg PF, es decir, 2,7  10-6 M, y 216 ± 46 pmol/mg 

PF, o sea, 5,4  10-6 M luego de 2 y 4 h pi, respectivamente, siendo esta última 

significativamente diferente con respecto al grupo control.  

   
l 1

homog ml 000 1
x  

homog ml 1

PF mg 25
x 

PF mg 1

mol10 114
A

-12

C




                 

    

   M102,9A -6
C                                                                                                   

   
l 1

homog ml 000 1
x  

homog ml 1

PF mg 25
x 

PF mg 1

mol10  108
A

-12

2hpi




             

  

   M102,7A -6
2hpi           
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   
l 1

homog ml 000 1
x  

homog ml 1

PF mg 25
x 

PF mg 1

mol10 216
A

-12

4hpi




             

   

   M105,4A -6
4hpi                                                                                               

Teniendo en cuenta las aproximaciones de contenido proteico y agua para  el 

tejido cerebral, ya indicadas, la concentración de AH- resultante es de 2,7  10-6 M.  

 
l 1

ml 000 1
 x  

ml 1

PFmg10
x 

PFmg 1

mol10 ×272
=-AH

-12

C                             

 

  M102,7-AH -6

C 

                                                                                                 

 

 

Luego del tratamiento subcrónico con Fe-dextrán, se observó una disminución 

significativa en la concentración de AH- luego de 2 y 4 h de administración de la 6ta 

dosis de Fe, con respecto al valor control. Al cabo de 2 h la concentración determinada 

fue 0,160 ± 0,010 nmol/mg PF ó 1,6  10-6 M mientras que al cabo de 4 h la 

concentración fue 0,150 ± 0,040 nmol/mg PF ó 1,5  10-6 M. 

 
l 1

ml 000 1
 x  

ml 1

PFmg10
x 

PFmg 1

mol10 ×160
=-AH

-12

2hpi                           

 

  M101,6-AH -6

2hpi 

                                                                                              

 

 
l 1

ml 000 1
 x  

ml 1

PFmg10
x 

PFmg 1

mol10 ×150
=-AH

-12

4hpi                          

 

  M101,5-AH -6

4hpi 

                                                                                              

 

Esta situación es compatible con el hecho de que luego de la sobrecarga 

subcrónica de Fe-dextrán, a diferencia del tratamiento agudo, en el cerebro de rata, se 

produce un consumo de AH- en los tiempos estudiados que estaría contribuyendo a 

prevenir la generación de A mediada por ROO
 
generados por la sobrecarga de Fe.  

La concentración de Fe2+ + Fe3+ (LIP) determinada en este sistema por 

fluorescencia de CA en cerebros de ratas control fue 9,22 ± 4,9 pmol/mg PF ó 4,6  

10-6 M en homogeneizado de cerebros control. 
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 
l 1

ml 000 1
 x  

ml 1

PFmg500
x 

PFmg 1

mol10 ×9,22
=LIP

-12

C

                                    

    M10×4,6=LIP
-6

C                                                                                                   

La concentración de LIP en cerebros de ratas sobrecargadas con Fe-dextrán, 

luego de 2 h y 4 h de la 6ta dosis, fue 34,1 ± 1,3 pmol/mg PF y 27,1 ± 0,5 pmol/mg PF, 

respectivamente. Realizando las consideraciones ya mencionadas para el cálculo de 

la concentración de AH- se obtiene una concentración de LIP de 17,1  10-6 M en 

homogeneizado de cerebros con sobrecarga subcrónica de Fe-dextrán, al cabo de 2 h 

de la 6ta dosis y una concentración de LIP de 13,5  10-6 M, al cabo de 4 h pi.  

  

 
l 1

ml 000 1
 x  

ml 1

PFmg500
x 

PFmg 1

mol10 ×34,1
=LIP

-12

2hpi

                               

    M10×17,1=LIP
-6

2hpi                                                                                              

  

 
l 1

ml 000 1
 x  

ml 1

PFmg500
x 

PFmg 1

mol10 ×27,1
=LIP

-12

4hpi

                              

    M10×13,5=LIP
-6

4hpi                                                                                              

Considerando que todo el LIP se encuentra como Fe3+, la generación de A 

debida a Fe3+ en cerebros de ratas control y luego de la sobrecarga subcrónica de Fe 

descripta en la reacción 15 al cabo de 2 y 4 h de la administración de la 6ta dosis, se 

indica a continuación: 

  1-9-6-6--1-1

(C) Fe

sM 10 ×0,37  =  M10×4,6   ×  M10 × 2,7   ×sM30=
dt

Ad

+3












 

             

  1-9-6-6--1-1

(2hpi)Fe

sM 10 ×0,77  =  M10×17,1   ×  M10 ×  1,5   ×sM30=
dt

Ad

+3












 

     

 

  1-9-6-6--1-1

(4hpi)Fe

sM 10 ×0,65  =  M10×13,5   ×  M10 ×  1,6   ×sM30=
dt

Ad

+3












 
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La comparación de los valores obtenidos en forma teórica con los valores 

experimentales de la concentración de A]ee en animales control y al cabo de 2 y 4 h 

de la administración de la 6ta dosis de Fe-dextrán (2,9, 2,7 y 5,4 µM, respectivamente), 

sugiere que factores tales como el efecto del tratamiento sobre la actividad de las 

enzimas AO y MDAR, deben jugar un paper crítico en el complejo escenario de la 

bioquímica oxidativa celular. Sin embargo, el aumento a las 4 h de la concentración de 

A]ee calculado en forma teórica (Tabla 11), predicho por un aumento en el LIP en un 

75%, resulta coincidente con el 86% de aumento en la A]ee determinado 

experimentalmente. Por lo tanto, sería de esperar que, otros mecanismos no 

evaluados en el presente trabajo, jueguen un papel crítico a las 2 h post-

administración de Fe, donde asociado al aumento del LIP existe un fuerte incremento 

del Fe total pero que no se refleja en una variación del contenido de la A]ee (Tabla 

11). 

Tabla 11 

Concentraciones de las especies relevantes consideradas para el cálculo de la 

velocidad de generación de A 

                                                                             Fe-dextrán subcrónico 

Especie 
 

Control    
 

2 h 
 

      4 h 

 

Valores calculados en 

forma teórica 
    

A (M) 2,6  10
-6 

3,13  10
-6

 4,41  10
-6  

(↑70%)  

Valores experimentales 
 

 
   

A (M) 2,9  10
-6 

2,7  10
-6

  5,4  10
-6   

(↑86%)  

AH- (M) 
2,7  10

-6 
1,6  10

-6
  1,5  10

-6
  

LIP (M) 4,6  10
-6

 17,1  10
-6

 13,5  10
-6

 
 

 

   1-9-6-6--1-1

(4hpi)Fe

•

sM 10 ×0,65  =  M10×1   ×  M10 ×  1,6   ×sM30=
dt

Ad

+3

5,3













   

     0,37  10
-9 

Ms
-1 

      0,77  10
-9 

Ms
-1

 0,65  10
-9 

Ms
-1

 (↑75%)  

 

Como se indicó previamente, estudios posteriores sobre los efectos de la 

sobrecarga subcrónica con Fe-dextrán son necesarios para completar el análisis 

cinético sobre la actividad de las proteínas. Cabe mencionarse, sin embargo, que un 

enfoque analítico de esta naturaleza no ha sido realizado hasta el presente en cerebro 
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en estas condiciones experimentales y constituye un escalón inicial que podría 

contribuir a dilucidar como se afectarían los numerosos estados estacionarios en los 

que intervienen las especies activas en el hasta ahora inexplorado entramado de la 

bioquímica celular. 

4.4- Efecto de situaciones de estrés oxidativo en cerebro de ratas tratadas con 

sobrecarga de Fe 

4.4.1- Administración aguda de Fe y LPS 

La sepsis es una situación asociada a estrés oxidativo, y el Fe podría agravar 

tal condición. Se ha propuesto que hay una variedad de mecanismos que explican la 

creciente suceptibilidad a la infección en pacientes con hemocromatosis (Khan y col., 

2007), y la propensión de los pacientes con sobrecarga de Fe a desarrollar una 

enfermedad fulminante al recibir un transplante hepático, como también al alto riesgo 

de estar expuestos a grandes oportunistas infecciosos (Singh y Sun, 2008). En el 

presente trabajo se utilizó un modelo experimental de sepsis que incluye una única 

dosis simultánea de Fe (500 mg/kg) y LPS (4 mg/kg) para estudiar el efecto sobre el 

cerebro. Este protocolo es importante para el análisis del efecto de una infección y 

sepsis en un paciente con una condición patológica de sobrecarga aguda de Fe. 

Según el modelo mencionado, Rousseau y col. (2011) sugirieron que, en el hígado, al 

cabo de las primeras 6 h, la estrategia de defensa contra los patógenos fue menos 

operativa en presencia de sobrecarga aguda de Fe, en comparación con la respuesta 

en los animales con un contenido de Fe fisiológico. Sin embargo, la condición oxidativa 

del hígado no parece verse afectada, ya que mecanismos endógenos regularían el 

contenido de LIP aún en presencia de LPS, luego de 6 h de administración de LPS 

(Rousseau y col., 2011). Nuestros resultados en cerebro indican que la administración 

de LPS no modifica el contenido de Fe con respecto al valor control ya que un 

aumento significativo del contenido de Fe total fue observado en las muestras de 

cerebro de ratas tratadas con Fe, tanto en presencia como en ausencia de LPS. El 

contenido de A aumentó un 41% en el grupo de animales con sobrecarga aguda de 

Fe en ausencia de LPS con respecto al control. Sin embargo, la administración de LPS 

en presencia de Fe no alteró el contenido de A con respecto a los valores en 

animales control. Esta situación puede deberse a que el LPS, como estímulo 

inflamatorio, genere NO y que el exceso circulante del mismo haya quelado al Fe que 

se incorpora en el cerebro en forma drástica. Esto explicaría que aunque se produce 

un  aumento de Fe total en el cerebro de ratas tratadas con sobrecarga aguda de Fe, 

en presencia y en ausencia de LPS; cuando la sobrecarga se administra en presencia 

de LPS, la posibilidad del metal de actuar como catalizador se modifique. Esta 
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alteración sería responsable de que no se observen modificaciones en la generación 

de A, debido a que, probablemente, se produce la formación de mononitrosil (MNIC) y 

dinitrosil complejos de Fe (DNIC). 

Las células de la microglía  participan en la inmunidad innata en el cerebro, y 

también se conocen como el mayor  tipo celular  responsable de la inflamación celular 

mediada por la neurotoxicidad (Skaper y col., 2012). Tras una lesión neuronal o 

estímulos inflamatorios tales como la administración de LPS, el interferón (IFN) -γ o β-

amiloide,  la microglia es sobre-activada y se liberan varios tipos de mediadores pro-

inflamatorios y citoquinas tales como el NO,  prostaglandina E2 (PGE2), ROS,  factor 

de necrosis tumoral-alfa (TNF-α) y la interleuquina-1 beta  (IL-1β) (Block y col., 2007; 

Park y col., 2012). Estos mediadores pro-inflamatorios y citoquinas  pueden regular la 

supervivencia neuronal, aunque están involucrados posteriormente en los procesos de 

neurodegeneración (Santos y col., 2012; Montgomery y Bowers, 2012; Thameen 

Dheen y col., 2007).  

El NO es capaz de unirse a Fe2+ para formar complejos Fe-nitrosilo. Se ha 

informado sobre la presencia de MNICs y DNICs, dependiendo de la naturaleza del 

ligando unido (Simontacchi y col., 2011). Entre las propiedades fisicoquímicas y 

funcionales de los complejos de Fe-nitrosilo, se postuló que estos compuestos pueden 

funcionar en el transporte de NO en animales y humanos, en calidad de formas de 

estabilización de NO que proporcionan su transporte a través de varias células y 

tejidos (Vanin y col., 1998). Señales características de EPR permitieron detectar DNIC 

en los tejidos animales o células aisladas tratados con NO gaseoso o dadores de NO 

(Vanin y col., 1998). En estos complejos, el  ion Fe2+ coordina dos moléculas de NO 

junto con otros dos ligandos, generando un característico espectro de EPR, centrado a 

aproximadamente 2,03 g (Pedersen y col., 2007). Además, los MNICs, hasta el 

momento, han sido detectados por EPR (Simontacchi y col., 2011), aunque no fueron 

detectados por CA. La formación de MNICs y DNICs  podrían considerarse como 

factores que contribuyen a la expresión del efecto hormético en el medio hidrofílico. 

 El papel fisiológico de los DNIC es aún controversial, porque a pesar de actuar 

como portadores estables de NO, también se sabe que tienen efectos tóxicos en los 

sistemas biológicos (por ejemplo, inhibidores irreversibles de la actividad de la enzima 

glutatión reductasa) (Pedersen y col., 2007). Nuestros resultados sugieren que la 

administración simultánea de Fe y LPS protege al cerebro de la producción de 

radicales oxidativos dependientes de la presencia de Fe en exceso. Este efecto podría 

deberse a la capacidad del NO de quelar el Fe y limitar su habilidad catalítica.  
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4.4.2- Administración subcrónica de Fe seguida de LPS 

Bajo el protocolo de administración subcrónica de Fe luego de 72 h de la 

administración de la 6ta dosis, tanto el contenido de Fe total como el LIP y la Ft se 

encuentran aumentados en hígado de rata (22,9-; 8,3- y 15,2- veces, respectivamente) 

(Galleano y col., 2011). Esta situación lleva a un aumento transiente del estado 

oxidativo del hígado entre las 24 y 72 h de la administración de la 6ta dosis, 

determinado por el nivel de proteínas carboniladas y la relación  proteínas 

carboniladas/GSH, que a las 72 h retornan al valor control (Galleano y col., 2011). 

Además, se demostró la capacidad de  protección otorgada por este protocolo de 

administración de Fe contra los efectos de la isquemia-reperfusión (IR) hepática, al ser 

producida la sobrecarga de Fe previamente a la IR (Galleano y col., 2011). Estos 

resultados son consistentes con el hecho de que un aumento transiente y moderado 

del estrés oxidativo en el hígado es considerado como un estímulo hormético que lleva 

a un pre-acondicionamiento ante la aparición de un segundo estrés, como por ejemplo 

diversas condiciones de IR experimental, incluyendo isquemia transiente (Romanque y 

col., 2010; Peralta y col., 1997; Terajima y col., 2000).  Esta estrategia de pre-

acondicionamiento tiene potencial uso clínico ya que se ha demostrado una 

significativa protección otorgada por la administración de Fe en el hígado cuando se 

administra antes de la IR, sin embargo no se conoce el efecto que puede producir en 

otros órganos como el cerebro. En este trabajo, luego de 72 h de la 6ta dosis de Fe, se 

administró LPS con el fin de generar endotoxemia y evaluar el efecto sobre el cerebro 

en el período temporal donde un aumento transiente y moderado de estrés oxidativo 

en el hígado llevó a un pre-acondicionamiento ante la exposición a una situación de 

estrés en ese órgano. 

Este trabajo muestra que en cerebro de rata, no se observó un aumento en el 

contenido de A en ninguno de los grupos estudiados. Sin embargo, se observó un 

aumento significativo en el contenido de Fe en el grupo de ratas tratadas con Fe en 

presencia de LPS. Este hecho es consistente con dos situaciones posibles i) con el 

hecho de que un estímulo inflamatorio, como el LPS, genere NO y que el exceso 

circulante del mismo esté quelando el Fe y favoreciendo la incorporación del metal en 

el cerebro en forma paulatina, lo que explicaría el aumento de Fe total en el grupo de 

ratas tratadas con Fe en presencia de LPS; y ii) aunque el Fe se incorpora 

paulatinamente, su actividad catalítica se encuentre limitada debido a que, 

probablemente, se produce la formación de DNICs y MNICs que no permiten que el Fe 

catalice efectivamente la generación de A. No se observaron modificaciones en el 

índice A/AH-  en ninguno de los grupos estudiados y, además, no se registró daño a 
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nivel lipofílico considerando los niveles de TBARS, indicando que, en las condiciones 

temporales estudiadas, la presencia de LPS favorece la incorporación de Fe en el 

cerebro limitando la generación de estrés oxidativo que pudiera producir el exceso del 

metal.  

 

4.4.3- Administración subcrónica de Fe seguida de CPZ 

Como se mencionó previamente, la CPZ es un fármaco altamente lipofílico que 

se une a una elevada proporción de proteínas del plasma y se concentra 

sustancialmente en el cerebro. Los efectos adversos causados por el tratamiento con 

CPZ se relacionan con la dosis y duración del mismo (Otręba y col., 2015). Aunque se 

ha demostrado que la administración de CPZ en distintas dosis es capaz de ejercer un 

efecto neuroprotector significativo sobre el daño en cerebro (Li y col., 2014), en la 

isquemia de la médula espinal (Sader y col., 2002), la neurotoxicidad inducida por el 

glutamato (Stone y Pilowsky, 2007) y la apoptosis neuronal inducida por etanol (Wu y 

col., 2011), también se ha demostrado que la actividad y la expresión de CAT y SOD 

disminuyen como consecuencia de la administración de una dosis de CPZ (Pillai y col., 

2007) , generando una situación controversial que podría ser explicada en términos del 

efecto hormético. Además, recientemente se ha demostrado en células melanocíticas 

epidérmicas humanas, que una incubación con CPZ durante 24 h, produce un 

aumento significativo en la actividad de SOD (que correlaciona con un aumento en los 

niveles de H2O2) y una disminución de la actividad intracelular de CAT-dosis 

dependiente (Otręba y col., 2015). Esta disminución en la actividad de CAT puede 

estar relacionada con los elevados niveles detectados de H2O2 que no pudieron ser 

eliminados, lo que indicaría que el sistema de defensa antioxidante no estaría 

actuando adecuadamente (Otręba y col., 2015). Akyol y col. (2002) también indicaron 

un posible papel de aumento del estrés oxidativo y antioxidantes enzimáticos 

disminuidos (por ej. SOD), los cuales pueden ser relevantes para la fisiopatología de la 

esquizofrenia. Además, el aumento de la producción de NO por la actividad de NOSs 

sugirió un posible papel del NO en el proceso fisiopatológico de la esquizofrenia. 

(Akyol y col., 2002).  

De acuerdo al protocolo de administración de Fe y CPZ utilizado en este 

trabajo, luego de 8 h de administración de la 6ta dosis de Fe, las ratas recibieron una 

dosis de CPZ de 10 mg/kg ip disuelta en solución fisiológica. Esta dosis es la 

concentración máxima que se administra en tratamientos terapéuticos en humanos 

(Baldessarini, 1996). Se observó un aumento significativo de la velocidad de 

generación de RL en las muestras de cerebro de ratas tratadas con CPZ en ausencia 
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del pretratamiento con Fe, 9 y 10 h luego de la administración de la 6ta dosis de 

solución fisiológica, mientras que en los cerebros de ratas pretratadas con Fe, la 

administración de CPZ no mostró diferencias significativas en el parámetro 

mencionado. 

La generación de ROS inducida por CPZ y los cambios en las actividades de 

SOD y CAT también fue discutida por otros autores. Rukmini y col. (2004) demostraron 

que la CPZ y la tioridazina causaron estrés oxidativo en el suero de pacientes con 

esquizofrenia en los que se observó un decaimiento del sistema de defensa 

antioxidante. Además, Anthérieu y col. (2013) demostraron el aumento de la expresión 

de MnSOD en células HepaRG humanas después de 24 h de tratamiento con CPZ. 

Los resultados presentados en este trabajo indican que no se observaron 

diferencias en la actividad de CAT entre las muestras de cerebro de ratas tratadas con 

CPZ en ausencia del pretratamiento con Fe y los valores control. Sin embargo, hubo 

un aumento significativo en la actividad de CAT en las muestras de cerebro de ratas 

tratadas con CPZ en presencia del pretratamiento con Fe, al cabo de 10 y 12 h post-

administración de la 6ta dosis de Fe, con respecto a los valores control. Estos 

resultados son consistentes con el hecho de que la CPZ es capaz de producir efectos 

secundarios no deseados dependientes del tiempo y de la dosis. Sin embargo, dichos 

efectos pueden ser modificados si previamente se trata a los animales con un agente 

“levemente” estresante como el Fe-dextrán en forma controlada, capaz de activar el 

sistema de defensa antioxidante.  

Si bien el pretratamiento con Fe (sobrecarga subcrónica de Fe-dextrán) generó 

un aumento del LIP al cabo de 2 h luego de la 6ta dosis de Fe que se mantuvo elevado 

durante las 24 h, la absorción lenta del metal por la Ft frente a las dosis anteriores de 

Fe recibidas, permitiría por un lado, que el metal tenga menos posibilidades de actuar 

como catalizador en la generación de especies activas y por otro lado, que las 

defensas antioxidantes se activen. De este modo, el exceso de Fe estaría protegiendo 

al cerebro del daño lipídico generado por la CPZ. Estos resultados son consistentes 

con la hipótesis de hormesis, en base a la observación de una disminución del daño 

lipídico causado por la CPZ, producida probablemente por la administración previa de 

sucesivas dosis bajas de Fe-dextrán.  

Muchos agentes tóxicos han mostrado beneficios con bajos niveles de 

exposición (Calabrese, 2002). El concepto de hormesis se basa en observaciones 

experimentales, pero el supuesto de que efectos estimulantes son siempre o 

habitualmente beneficiosos, no está comprobado. Muchas respuestas estimuladoras 

de bajas dosis tienen consecuencias adversas igualmente probables que  incluyen el 
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aumento de la replicación celular, la síntesis de ADN; la presión arterial, la frecuencia 

cardíaca, y otros inconvenientes (Calabrese y Baldwin 2003). 

Las respuestas adaptativas en el hígado suelen implicar acciones de los 

compuestos químicos sobre las vías de señalización celular, que es a menudo 

mediada por el receptor, que conduce a cambios en la expresión génica y en última 

instancia, a la alteración del metabolismo, dirigida hacia el mantenimiento de la 

homeostasis a través de la modulación de diversas funciones celulares y 

extracelulares. En todos los niveles de organización, las respuestas adaptativas son 

beneficiosas en el sentido que mejoran la capacidad de todas las unidades de 

respuesta al estrés inducido por productos químicos, son reversibles y preservan la 

viabilidad. Los resultados presentados en este trabajo en relación al efecto de la 

administración de LPS y CPZ en cerebro de ratas tratadas con sobrecarga de Fe, son 

importantes ya que muestran efectos beneficiosos tanto con una única administración 

como con varias administraciones de Fe-dextrán. En lo que respecta al cerebro, por 

ejemplo, muchos estudios han encontrado que la hormesis potencia las células madre 

a un estado en el que pueden soportar un entorno celular mucho más duro y mejorar 

la recuperación funcional en modelos animales de enfermedad neurodegenerativa. Por 

lo tanto, es racional promover la combinación de la terapia de células madre con 

hormesis para lograr un resultado más deseable, y fomentar más investigación en el 

campo relacionado (Wang, 2012). Del mismo modo, los resultados presentados en 

este trabajo, muestran que el tratamiento agudo y subcrónico con Fe-dextrán, generan 

una situación de estrés oxidativo cuyos mecanismos difieren de un tratamiento a otro 

pero que tienen la particularidad de desencadenar la respuesta antioxidante en el 

cerebro. Esta respuesta es capaz de apaciguar los efectos producidos por la presencia 

de otra situación estresante, por ejemplo, la administración de CPZ, por lo que la 

administración de Fe se convierte en un posible químico capaz de generar una 

respuesta hormética en cerebro de rata. Considerando que muchas respuestas 

estimuladoras de bajas dosis tienen consecuencias adversas igualmente probables, 

que en el caso de la sobrecarga aguda de Fe se visualiza en una disminución de la 

integridad nuclear y mitocondrial del ADN y en la sobrecarga subcrónica se visualiza 

en una disminución de la integridad del ADN mitocondrial, es importante la continuidad 

del estudio a fin de caracterizar en profundidad el efecto hormético producido por el Fe 

para evaluar la factibilidad de un uso terapéutico.
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1. Los datos presentados en este trabajo indican que la sobrecarga aguda de Fe 

in vivo aumenta el contenido de Fe total en el cerebro de rata a las 6 h de la 

administración de la dosis única de Fe. Este incremento en el contenido de Fe 

lleva a un aumento en el contenido de LIP, que luego de 8 h vuelve a valores 

control. El aumento en el Fe total cerebral, capaz de atravesar la barrera 

hematoencefálica, condujo a un aumento transciente del LIP en el citoplasma 

que podría distribuirse en los componentes celulares que requieren Fe, tales 

como las mitocondrias, para rápidamente retomar al nivel control. 

2. El incremento en el Fe total y en el LIP como consecuencia de la sobrecarga 

aguda de Fe in vivo, llevaron a un incremento en la concentración de las ROS 

llevando a un estado de estrés oxidativo inicial que se verifica por un aumento 

en el valor del índice A/AH-, en sincronía temporal con el aumento en el 

contenido de Fe total y en el LIP. 

3. El estrés oxidativo desencadenado por la sobrecarga aguda de Fe generó el 

aumento del porcentaje de activación del factor NF-κB (30%) y en la actividad 

de la enzima CAT (62%), sin la producción de un daño significativo en cerebro 

ni alteración en la morfología del tejido. Sin embargo, se observó una 

disminución en la integridad de ADN nuclear y mitocondrial, que sería la 

consecuencia de las reacciones deletéreas causadas por el aumento en la 

concentración en estado estacionario de las especies activas catalizado por el 

incremento de Fe en las células. 

 

4. El contenido de Fe total luego de 6 h de administración de la dosis única de Fe-

dextrán ip en cerebro se ve reflejado en la corteza, el hipocampo y el cuerpo 

estriado, pero con un aumento mayoritario en el cuerpo estriado. Por otro lado, 

se observó un incremento en la peroxidación lipídica en la corteza acompañada 

de una respuesta antioxidante basada en un aumento en la actividad de la 

enzima CAT y el consumo de tioles totales. Esta situación pone en evidencia la 

mayor susceptibilidad a nivel lipofílico de la corteza y la capacidad del tejido 

cortical para contrarrestar los efectos estresantes generados por la 

administración del metal. 

 

5. La sobrecarga subcrónica de Fe in vivo empleada incrementó 

significativamente el contenido de Fe en cerebro entero a las 2 h luego de la 6ta 

dosis, en comparación con los valores obtenidos en animales no tratados. El 
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estrés oxidativo inicial frente a la administración subcrónica de Fe mostró una 

cinética que difiere de la observada en el modelo de sobrecarga aguda de Fe, 

ya que se incrementó el contenido de LIP a partir de las 2 h pi y se mantuvo 

elevado durante todo el período estudiado. En este caso, se propone que la Ft 

podría funcionar como proteína de secuestro y almacenamiento activo y 

paulatino del metal durante el período de tratamiento.  

 

6. El estrés oxidativo desencadenado por la sobrecarga subcrónica de Fe generó 

el aumento del índice RL/α-T al cabo de 2 h de la 6ta dosis, que  retornó a 

valores control luego de 4 h de la 6ta dosis y un aumento del índice A/AH- y de 

la velocidad de oxidación de DCFH-DA al cabo de 4 h de la 6ta dosis que 

retornaron a valores control luego de 6 h de la administración de la última dosis 

de Fe-dextrán. Por lo tanto, este protocolo de administración de Fe llevó a una 

cinética diferencial de respuesta oxidativa en los medios hidrofílico y lipofílico. 

 

7. El estrés oxidativo desencadenado por la sobrecarga subcrónica de Fe condujo 

a un incremento en la actividad de las enzimas SOD y CAT a las 2 y 8 h, 

respectivamente, luego de la 6ta dosis de Fe-dextrán. El porcentaje de unión a 

ADN del factor NF-κB no se modificó en el período estudiado sugiriendo un 

mecanismo de defensa antioxidante diferente al desencadenado por la 

sobrecarga aguda de Fe. No se observaron cambios en la integridad nuclear 

de ADN, pero la integridad del ADN mitocondrial fue afectada. Estos resultados 

indican una adecuada capacidad del cerebro para limitar el daño debido a la 

sobrecarga subcrónica de Fe, ya que el daño se restringe al ADN expuesto, en 

la matriz mitocondrial, a contenidos relevantes de Fe destinados por ejemplo, a 

la síntesis del hemo. 

 

8. La sobrecarga subcrónica de Fe generó el aumento en el contenido de Fe total 

a las 2 h luego de la administración de la 6ta dosis en cerebro total que se ve 

reflejado en la corteza, el hipocampo y el cuerpo estriado, aunque en este 

último se mantiene elevado hasta las 6 h. El contenido de Fe aumentó más de 

2 veces en las 3 áreas estudiadas, aunque el efecto se observó 

mayoritariamente en el hipocampo. Se midió en la corteza un incremento 

significativo en la actividad de CAT. Esta situación acentúa la mayor 

susceptibilidad de la corteza cerebral observada frente a una situación de 
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estrés y su capacidad para contrarrestar los efectos estresantes generados por 

la administración del Fe, en concordancia con los resultados observados en el 

tratamiento agudo. Sin embargo, estos resultados también dan cuenta de la 

importancia de individualizar cada área específica del cerebro. La respuesta 

frente al estrés generado por el Fe está relacionado con la estructura, función y 

capacidad antioxidante que posee cada área específica y resulta indispensable 

no desestimar cualquiera de los efectos que pueda producir el tratamiento. 

 

9. Tanto la administración aguda como subcrónica de Fe-dextrán generan una 

situación de estrés oxidativo en cerebro de rata. La administración simultánea 

de Fe y LPS en las dosis estudiadas, parece tener un efecto protector ante la 

producción de A en el tratamiento agudo. En cambio, luego del tratamiento 

subcrónico, no se observó un cambio en el contenido de A aunque el 

contenido de Fe se incrementó en presencia de LPS. El NO generado por el 

LPS, podría estar quelando el Fe (formación de complejos MNIC y DNIC), 

favoreciendo la icorporación del metal en forma paulatina y disminuyendo su 

capacidad catalítica. Sin embargo, son necesarios más estudios al respecto 

para identificar los mecanismos diferenciales en cada uno de estos 

tratamientos.  

 

10.  La administración subcrónica de Fe en presencia de CPZ generó un efecto 

protector en el medio lipofílico, representado por una disminución de la 

velocidad de generación de RL, cuando la droga se administra a ratas que 

fueron tratadas previamente con Fe. Este efecto podría considerarse un efecto 

hormético. Si bien se requieren otros estudios que avalen esta hipótesis, la 

posibilidad de encontrar la ventana temporal en que el Fe genera una 

respuesta antioxidante capaz de contrarrestar el efecto oxidativo de drogas 

como la CPZ, resulta interesante, no sólo para caracterizar los efectos del Fe a 

nivel mecanístico, sino también desde un punto de vista clínico. 

 

Tomados en forma integral, este estudio avanza sobre el conocimiento 

de los fenómenos oxidativos disparados por la administración de Fe en 

cerebro. Los datos aquí presentados abren posibilidades para diseñar 

estrategias de tratamientos, una vez que se explote en profundidad las 

diferencias generadas por los protocolos de administración y la capacidad 
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endógena de defensa antioxidante como así también los complejos escenarios 

de señalización  gatillados por el estrés oxidativo.
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El objetivo general de esta tesis fue estudiar el efecto de la sobrecarga de Fe 

en cerebro de rata. Se utilizó un modelo agudo y uno subcrónico de exposición a Fe-

dextrán. Se estudiaron los mecanismos vinculados al metabolismo oxidativo y el 

establecimiento de una posible respuesta hormética generada por la administración de 

otros agentes estresantes.   

La sobrecarga aguda de Fe aumentó el contenido de Fe total en el cerebro de 

rata a las 6 h de administración de la dosis de Fe, que se vio reflejado en la corteza, el 

hipocampo y mayoritariamente en el cuerpo estriado. Este incremento llevó a un 

aumento en cerebro entero en el contenido de LIP y de las ROS que desencadenaron 

un estado de estrés oxidativo. Aunque se observó una disminución en la integridad de 

ADN nuclear y mitocondrial, el estrés oxidativo generó el aumento de la activación del 

factor NF-κB y en la actividad de la enzima CAT, sin la producción de un daño 

significativo en cerebro. El incremento en la peroxidación lipídica observado en la 

corteza, acompañado de una respuesta antioxidante, puso en evidencia la mayor 

susceptibilidad a nivel lipofílico de este área cerebral y su capacidad para contrarrestar 

los efectos estresantes generados por la administración del Fe. 

La sobrecarga subcrónica de Fe incrementó el contenido de Fe en cerebro 

entero a las 2 h luego de la 6ta dosis, en comparación con los valores obtenidos en 

animales no tratados, e incrementó el contenido de LIP a partir de las 2 h pi. Luego de 

la 6ta dosis de Fe-dextrán, se desencadenó un estado de estrés oxidativo y se observó 

un incremento en la actividad de SOD y CAT a las 2 y 8 h, respectivamente. El 

porcentaje de unión del factor NF-κB al ADN no se modificó en el período estudiado 

indicando el gatillado de un mecanismo de señalización del sistema de defensa 

antioxidante diferente al desencadenado por la sobrecarga aguda de Fe. No se 

observaron cambios en la integridad del ADN nuclear, aunque la integridad del ADN 

mitocondrial disminuyó. Estos resultados indican una adecuada capacidad del cerebro 

para limitar el daño debido a la sobrecarga subcrónica de Fe. El aumento en el 

contenido de Fe total a las 2 h luego de la administración de la 6ta dosis de Fe en 

cerebro total se vio reflejado en la corteza, el cuerpo estriado y mayoritariamente en el 

hipocampo. Se midió un incremento significativo en la actividad de CAT en la corteza. 

Estos resultados acentúan la mayor susceptibilidad de la corteza cerebral frente a una 

situación de estrés y reiteran la importancia de individualizar cada área específica del 

cerebro para el estudio de la respuesta frente al estrés generado por el Fe.  

La administración simultánea de Fe y LPS en una única dosis, parece tener un 

efecto protector a nivel hidrofílico (evidenciado por la generación de radical ascorbilo). 

En cambio, la administración de LPS posterior a un tratamiento subcrónico con Fe, no 
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da cuenta de ninguna protección adicional en este medio celular a los tiempos 

estudiados. Sin embargo, el tratamiento subcrónico con Fe en forma previa a la 

administración de CPZ, produjo un efecto protector a nivel lipofílico, que podría ser 

considerado como un efecto hormético. Si bien se requieren otros estudios que avalen 

esta hipótesis, la posibilidad de encontrar la ventana temporal en la cual el Fe genere 

una respuesta antioxidante capaz de contrarrestar el efecto oxidativo de drogas como 

la CPZ, resulta interesante no sólo desde un punto de vista clínico sino también para 

caracterizar los efectos del Fe a nivel mecanístico. 
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