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Resumen

Introducción: Muchos estudios han demostrado que la deficiencia de hierro modifica el funcio-

namiento normal del sistema nervioso central, alterando las habilidades cognitivas. Ante una

situación de daño celular en el sistema nervioso central existen mecanismos neuroprotectores,

como la producción de factores neurotróficos, los cuales son esenciales para un funcionamiento

adecuado del tejido nervioso. El factor de crecimiento de insulina tipo II (IGF-II) es un factor

neurotrófico que recientemente se ha involucrado en el funcionamiento normal de los procesos

cognitivos en modelos animales; sin embargo, el impacto de la deficiencia de hierro sobre la

expresión y funcionamiento de esta molécula aún no ha sido determinado.

Métodos: Se emplearon cultivos primarios mixtos de células del sistema nervioso central, en

los que se simuló la deficiencia de hierro empleando deferoxamina y se determinó la expresión

de IGF-I, IGF-II, IGF-IR e IGF-IIR por medio de western-blot.

Resultados: Se observó un incremento en la expresión de IGF-II y una disminución en la expre-

sión de IGF-IIR en cultivos primarios mixtos deficientes en hierro. No se observaron cambios en

la expresión de dichas proteínas en cultivos individuales de microglía o neuronas en las mismas

condiciones. No se encontraron diferencias en la expresión de IGF-I e IGF-IR en condiciones de

deficiencia de hierro.

Conclusiones: La deficiencia de hierro in vitro induce un incremento en la expresión de

IGF-II en cultivos mixtos de células gliales, lo que puede favorecer la homeostasis del tejido

cerebral en situaciones de disminución en la disponibilidad de hierro.
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Effect of iron deficiency on the expression of insulin-like growth factor-II and its

receptor in neuronal and glial cells

Abstract

Introduction: Many studies have demonstrated that iron deficiency modifies the normal func-

tion of the central nervous system and alters cognitive abilities. When cellular damage occurs in

the central nervous system, neuroprotective mechanisms, such as the production of neurotrop-

hic factors, are essential in order for nervous tissue to function correctly. Insulin-like growth

factor II (IGF- II) is a neurotrophic factor that was recently shown to be involved in the normal

functioning of cognitive processes in animal models. However, the impact of iron deficiency on

the expression and function of this molecule has not yet been clarified.

Methods: Mixed primary cell cultures from the central nervous system were collected to simu-

late iron deficiency using deferoxamine. The expression of IGF-I, IGF-II, IGF-IR, and IGF-IIR was

determined with the western blot test.

Results: We observed increased expression of IGF-II, along with a corresponding decrease in

the expression of IGF-IIR, in iron-deficient mixed primary cell cultures. We did not observe

alterations in the expression of these proteins in isolated microglia or neuronal cultures under

the same conditions. We did not detect differences in the expression of IGF-I and IGF-IR in

iron-deficient cultures.

Conclusions: In vitro iron deficiency increases the expression of IGF-II in mixed glial cell cul-

tures, which may have a beneficial effect on brain tissue homeostasis in a situation in which

iron availability is decreased.

© 2013 Sociedad Española de Neurología. Published by Elsevier España, S.L.U. All rights

reserved.

Introducción

El hierro es un micronutriente esencial para el desarro-
llo y funcionamiento del sistema nervioso central (SNC);
sin embargo, su carencia en la dieta y las consecuencias
que ocasiona siguen siendo un problema de salud a nivel
mundial1. La UNICEF calcula que casi 2.000 millones de per-
sonas en el mundo padecen esta deficiencia, afectando a
la población infantil en un 20 al 25%2. El hierro es funda-
mental en el SNC debido a que participa en los procesos de
migración y diferenciación celular, mielinización, sinapto-
génesis, gliogénesis y neurogénesis, así como la síntesis de
neurotransmisores, que en conjunto permiten el funciona-
miento adecuado de las diferentes regiones cerebrales3—5.
La deficiencia de hierro tiene un efecto negativo sobre
estos procesos, ocasionando alteraciones de las funciones
neurológicas y cognitivas en todas las edades6,7 al afectar
estructuras importantes del cerebro, como el hipocampo y
la corteza cerebral8.

Durante el desarrollo del SNC debe existir un equilibrio
entre los factores externos, como el hierro aportado en
la dieta, y los factores internos, que incluyen los factores
de crecimiento, los cuales son moléculas que controlan los
procesos de proliferación, diferenciación y supervivencia
celular9,10, activan vías de señalización para modular la
transcripción génica y favorecen la transducción de señales
extracelulares11,12. Estudios recientes en animales han
demostrado que el factor de crecimiento de insulina tipo
II (IGF-II) es uno de los factores que actúa como protector
ante el daño neuronal o glial, y participa como inductor en
la generación y diferenciación de nuevas células, mejorando
los procesos cognitivos13. El IGF-II se encuentra distribuido
en diversas estructuras del SNC, incluyendo hipocampo,
hipotálamo, estriado, corteza cerebral y cerebelo14,15, y

requiere de la activación de su receptor específico (IGF-IIR)
para favorecer sus efectos biológicos16,17. Sin embargo, a
pesar de la importancia del IGF-II como factor neurotró-
fico y del impacto negativo que tiene la deficiencia de
hierro sobre los procesos cognitivos, hasta el momento se
desconoce el efecto que tiene la deficiencia de hierro sobre
la expresión de esta molécula y su receptor.

Este estudio tuvo como finalidad identificar cambios en
la expresión de IGF-II y de su receptor en cultivos primarios
de células del SNC, en condiciones de deficiencia de hierro,
para contribuir a la comprensión de las alteraciones mole-
culares que promueven los déficits cognitivos que ocurren
como consecuencia de esta patología.

Sujetos, material y métodos

Los experimentos fueron realizados en el Laboratorio de
Neuroquímica, de la Facultad de Medicina, Universidad
Autónoma del Estado de México, en el periodo agosto 2012-
julio 2013.

Ratones BALB/c

Se criaron parejas de ratones BALB/c durante 3 sema-
nas, bajo condiciones estándar (alimento y agua natural
purificada ad libitum; ciclo de luz-oscuridad de 12:12 h;
temperatura promedio de 20 ◦C). Las hembras preñadas fue-
ron separadas y mantenidas bajo las mismas condiciones
de crianza y bajo observación hasta el nacimiento de la
camada. Los ratones recién nacidos (< 24 h de vida) fueron
empleados para el establecimiento de los cultivos celulares
primarios.
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Disección de tejido cerebral y obtención de células
neuronales y gliales

Se emplearon 4-8 ratones neonatos (< 24 h de vida), los
cuales fueron colocados sobre placas de enfriamiento y
sacrificados por decapitación. El tejido cerebral se colocó
en medio de digestión (DMEM + 0,25 tripsina/EDTA) y se
incubó durante 1 h en condiciones estándar (37 ◦C, 5% CO2),
para degradar el tejido conectivo. El proceso de digestión
se detuvo con medio de cultivo completo (DMEM + FBS 10%)
y las células obtenidas se centrifugaron durante 10 min a
1.200 rpm.

Cultivo mixto de células del sistema nervioso
central

Las células purificadas se cultivaron a una densidad de
1—1,2 x 105 cél/cm2 de área de cultivo; se colocaron en incu-
bación bajo condiciones estándar (37 ◦C, 5% CO2) durante
10-15 días, hasta alcanzar una confluencia > 80%.

Cultivo de neuronas

A partir del cultivo mixto de células gliales, una vez trans-
curridas 24 h se obtuvo el sobrenadante y se centrifugó, para
obtener las células no adherentes, las cuales se cultivaron
a una densidad de 1 a 1,2 x 105 cél/cm2 en placas de cul-
tivo preparadas previamente con poli-L-lisina, y medio de
cultivo neurobasal, adicionado con suplemento B-27 y 5%
FBS. El cultivo se mantuvo en incubación bajo condiciones
estándar (37 ◦C, 5% CO2) durante 10-15 días.

Cultivo de células de la microglía

A partir del cultivo mixto, una vez obtenida la confluencia
deseada, se adicionó tripsina/EDTA 0,25 mM durante 30 a
45 min para inducir la separación de los astrocitos. Una vez
separadas las células, se obtuvo y se centrifugó el sobre-
nadante a 1.200 rpm a 21 ◦C durante 5 min, y se procedió a
cultivarlas a una densidad de 1—1,2 x 105 cél/cm2 de área de
cultivo. Se adicionó medio de cultivo completo (DMEM + FBS
8%) y se mantuvieron bajo condiciones estándar (37 ◦C, 5%
CO2), hasta alcanzar una confluencia > 80%.

Establecimiento de los cultivos celulares
deficientes de hierro

Los cultivos celulares correspondientes fueron tratados con
deferoxamina (100 �M), durante 24 h, para crear las con-
diciones de deficiencia de hierro en el medio. Los cultivos
suficientes en hierro no recibieron tratamiento alguno.

Extracción y dosificación de proteínas

Para la extracción de proteínas de los cultivos celulares, se
añadieron 50—80 �L de buffer de lisis adicionado con inhi-
bidores de proteasas y fosfatasas (+ 20 �L IP 50X + 100 �L
NaF 50 mM + 20 �L PMFS 1 mM + 20 �L Na3VO4 2 mM) en
cada pozo y se procedió al raspado de las células, las

cuales se colectaron en tubos de 1,5 mL, manteniéndo-
las en hielo durante 45 min con agitación. Posteriormente,
se centrifugaron a 13.000 rpm a 4 ◦C durante 20 min, para
obtener las proteínas en el sobrenadante. El botón de
restos celulares fue eliminado. La dosificación de proteí-
nas se realizó con el método de Bradford previamente
descrito en el Quick StartTM Bradford Protein Assay de BIO-
RAD.

Análisis de expresión de proteínas por western-blot

Se preparó un gel de corrimiento del 10% para la detec-
ción de las proteínas de interés. Previo al uso de las
proteínas dosificadas, se determinó la expresión de actina
(Sigma-Aldrich) como control para la cantidad de muestra
empleada, utilizando un anticuerpo monoclonal de ratón
antiactina a una concentración de 1:2.000. Posteriormente,
se realizó el corrimiento de muestras control (con hierro nor-
mal) y las muestras problema (con deficiencia de hierro),
empleando 60 �g de proteína para cada una. Terminado
el corrimiento, se realizó la transferencia de las proteínas
hacia una membrana de PVDF. Al término de la transfe-
rencia se lavó la membrana y se bloqueó con leche al 5%
durante 1 h. Para la detección de IGF-IIR, se empleó un
anticuerpo primario policlonal de conejo antirratón (Santa

Cruz Biotechnology) a una concentración de 1:250, mien-
tras que para IGF-II se empleo el anticuerpo policlonal
de conejo antirratón para IGF-II (Abcam) a una concen-
tración de 1:1.500, durante toda la noche en agitación a
4 ◦C. Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo
policlonal de ratón anticonejo (Thermo) a una concen-
tración de 1:2.000 para IGF-IIR e IGF-II, durante 90 min
a temperatura ambiente. Finalmente, la membrana se
reveló mediante el método colorimétrico con diaminobenzi-
dina + peróxido de hidrógeno en PBS, en agitación, durante
15 a 30 min.

Resultados

Expresión de factor de crecimiento de insulina tipo
II en condiciones de deficiencia de hierro

Para determinar el efecto de la deficiencia de hierro sobre
células derivadas del SNC, se analizaron las diferencias
en la expresión de IGF-II en los cultivos primarios mix-
tos de células gliales deficientes de hierro y sus controles.
Se detectó una banda con un peso molecular aproximado
< 10 KDa, correspondiente al peso molecular de 7,5 KDa
esperado para la molécula de IGF-II madura (fig. 1). La
expresión de esta banda se observó incrementada en los
cultivos con deficiencia de hierro con respecto a los culti-
vos control. Adicionalmente, se observó consistentemente
la presencia de bandas con pesos moleculares entre 20
y 70 KDa, así como bandas en un peso > 250 KDa (fig. 1).
Estas proteínas mostraron un comportamiento similar al
del IGF-II, incrementando su expresión en los cultivos defi-
cientes de hierro, con excepción de la banda con peso
de ∼70 KDa, la cual no mostró cambios en estas condicio-
nes.
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Figura 1 Análisis de expresión de IGF-II de cultivos de células del SNC de ratones BALB/c por western-blot. (A) Cultivos mixtos con

hierro suficiente (SFe) o hierro deficiente (DFe). Las flechas indican las principales proteínas encontradas: a) IGFBP-3, b) IGFBP-2, c)

IGFB4, d) IGFII. (B) Cultivos de células de la microglía, SFe y DFe. (C) Cultivos de células neuronales SFe y DFe. B-actina se muestra

como control de carga.

Expresión de factor de crecimiento de insulina tipo
II en cultivos aislados de microglía y neuronas

Para determinar la población celular responsable del incre-
mento en la expresión de IGF-II en los cultivos mixtos,
se analizó la expresión de IGF-II en cultivos aislados de
microglía y neuronas; sin embargo, en estos cultivos no se
observaron diferencias en la expresión de IGF-II en condi-
ciones de deficiencia de hierro. De igual forma a los cultivos
mixtos, se detectaron bandas de ∼20 y 55 KDa, para ambos
tipos celulares, además de otras bandas de ∼35 y 70 KDa en
las neuronas. Estas bandas tampoco mostraron diferencias
en su expresión en condiciones de deficiencia de hierro.

En función de los resultados obtenidos observamos que la
deficiencia de hierro induce un incremento en la expresión
de IGF-II en cultivos mixtos de células del SNC, pero no en
poblaciones celulares separadas de microglía o neuronas.

Expresión de receptor específico del factor de
crecimiento de insulina tipo II en cultivos mixtos
de células gliales

Una vez detectadas las alteraciones en la expresión de IGF-
II, nos propusimos determinar si el efecto encontrado se
aplicaba también al receptor para dicha molécula. El análi-
sis de la expresión de receptor de IGF-II en cultivos mixtos
de células gliales mostró una banda con peso molecular
> 250 KDa, la cual puede corresponder a IGF-IIR (∼300 KDa),
en células cultivadas con concentraciones normales del
nutriente; por el contrario, la expresión de esta molécula
se observó disminuida, al punto de ser prácticamente ine-
xistente, en condiciones de deficiencia de hierro (fig. 2).
Adicionalmente, detectamos consistentemente una banda
de ∼70 KDa, la cual no mostró cambios en su expresión en los
cultivos deficientes de hierro. Esta banda no corresponde al
peso molecular reportado para la molécula. Estos resultados
indican que la deficiencia de hierro disminuye la expresión
de IGF-IIR en cultivos mixtos de células del SNC.

Expresión de factor de crecimiento de insulina tipo
I y de receptor específico del factor de crecimiento
de insulina tipo I en cultivos mixtos de células
gliales y poblaciones separadas de microglía y
neuronas

Con el fin de comparar la expresión de IGF-II y su recep-
tor con la de otro factor de crecimiento relacionado de
manera muy cercana con el mismo, se analizó la expre-
sión de IGF-I e IGF-IR en los cultivos celulares del SNC. No
se pudieron observar diferencias en la expresión de IGF-
I en los cultivos celulares deficientes de hierro, debido a
que las bandas detectadas se encontraron con peso mole-
cular de ∼50 KDa y ∼100 KDa, las cuales no corresponden
al peso molecular esperado para IGF-I (7,6 KDa) (fig. 3).
Adicionalmente, se realizó la búsqueda de la expresión
en poblaciones celulares separadas de microglía y neuro-
nas, en las cuales tampoco se detectó la banda esperada
< 10KDa. No se detectaron diferencias en la expresión de las
proteínas de 50 o 100 KDa en condiciones de deficiencia de
hierro.

Con respecto al receptor IGF-IR, se detectó una banda
de ∼100 KDa en los cultivos celulares mixtos, la cual puede
corresponder a IGF-IR� con un peso molecular de 97 KDa.
Adicionalmente se detectó una banda de ∼50 KDa. No obser-
vamos diferencias en la expresión de esta proteína en
condiciones de deficiencia de hierro (fig. 4).

SFe

250 KDa

DFe

IGF-IIR

Figura 2 Análisis de la expresión de IGF-IIR en cultivos celula-

res mixtos del SNC de ratones BALB/c por western-blot. Cultivos

con hierro suficiente (SFe) o hierro deficiente (DFe). La flecha

indica la proteína de interés.
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Figura 3 Expresión de IGF-I en cultivos celulares del SNC de

ratones BALB/c por western-blot. (A) Cultivos mixtos de células

gliales, (B) cultivos de células de la microglía, (C) cultivos de

células neuronales. Cultivos con hierro suficiente (SFe) o con

hierro deficiente (DFe). Las flechas indican las bandas detecta-

das por el anticuerpo.

Discusión

Una dieta adecuada es trascendental en etapas tempra-
nas del desarrollo para favorecer el crecimiento y desarrollo
del SNC18. Existe evidencia del vínculo entre los micro-
nutrimentos de la dieta y la función de los factores
neurotróficos19—22.La deficiencia de vitamina A disminuye la
expresión de BDNF y NGF en el SNC19,23. Igualmente, existe
una relación de la vitamina B con un incremento en las con-
centraciones de BDNF en el SNC24,25, y los antioxidantes,
como las vitaminas E y C, pueden favorecer los efectos pro-
tectores de BDNF y CNTF en el tejido nervioso22,26,27. Sin
embargo, existe poca evidencia con respecto a la relación
que existe entre la deficiencia de hierro y la expresión de
factores neurotróficos específicos, más allá del BDNF.

Con relación a los IGF, se ha demostrado que la defi-
ciencia de hierro puede modificar la expresión de IGF-I en
ratones, alterando la vía de señalización de mTOR, regulada
por la vía de Akt28,29, ocasionando una disminución de la
señalización mediada por IGF-I, y afectando la prolifera-
ción, supervivencia y mielinización neuronal30. Cuando la
carencia del metal es corregida con hierro complementario,
se pueden normalizar las concentraciones de IGF-I; sin
embargo, esto no ocurre para IGF-II30,31, así que a pesar
de ser constituyentes de la misma familia pueden tener
respuestas diferentes, desde la regulación genética a sus
efectos en la homeostasis celular.

Este estudio demuestra que la deficiencia de hierro
ocasiona un incremento en la expresión de IGF-II en

SFe

100 KDa

DFe

Figura 4 Análisis de la expresión de IGF-IR en cultivos celu-

lares del SNC de ratones neonatos BALB/c por western-blot.

Cultivos con hierro suficiente (SFe) o hierro deficiente (DFe). La

flecha indica IGF-IR�.

cultivos primarios de células del SNC. Es importante notar
que otros estudios han demostrado que la expresión de
BDNF disminuye en condiciones de deficiencia de hierro32,
lo que sugiere la posibilidad de que la expresión de IGF-
II puede verse estimulada ante una situación de estrés del
tejido cerebral por carencia del nutrimento, favoreciendo
un efecto neuroprotector mediado por este factor neuro-
trófico. El aumento en la expresión de IGF-II bajo efecto
de la deficiencia de hierro se observó principalmente en
cultivos celulares mixtos, es decir, aquellos que estaban
constituidos por neuronas, astrocitos, células de la micro-
glía, oligodendrocitos e incluso células endoteliales, lo cual
puede significar que las diferentes poblaciones celulares
interaccionan, creando un ambiente favorable para que
IGF-II pueda incrementar su expresión bajo condiciones de
deficiencia del metal. Este punto estaría demostrado en
el hecho de que no fue posible observar diferencias en la
expresión de IGF-II en condiciones de deficiencia de hierro
cuando se emplearon cultivos aislados de microglía o neuro-
nas. Asimismo, dado que la gran mayoría de las células que
se obtienen en los cultivos mixtos son astrocitos, es posible
que el incremento en la expresión de IGF-II observado en
condiciones de deficiencia de hierro pueda deberse a la acti-
vidad de esta población celular, lo cual está siendo analizado
actualmente.

Las bandas adicionales detectadas en el análisis por
western-blot, con pesos moleculares de ∼20, 50 y 70 KDa,
son similares a lo reportado por Walter et al. en su
estudio33, por lo que se considera que pueden correspon-
der a IGF-II unido a proteínas de unión a IGF (IGFBP).
Debido a que el transporte y la actividad de los IGF son
modulados temporal y localmente por estas proteínas de
unión34, estas proteínas pueden formar complejos con los
IGF para regular su aclaramiento renal, transportarlos en
los compartimentos vasculares y modular su interacción
con los receptores de superficie celular34,35. Entre las pro-
teínas con mayor concentración que se han encontrado
en el SNC intacto, especialmente en el plexo coroideo
y meninges, se encuentran la IGFBP-2, -4, -5 y -636,37,
pero en condiciones patológicas IGFBP-2, -3 y -6 han sido
encontradas en el líquido cefalorraquídeo, y han sido rela-
cionadas con el transporte de IGF-II38,39. En este sentido, la
banda de proteína con peso molecular de ∼20 KDa puede
corresponder a IGFBP—4, el cual ha sido aislado en 2 for-
mas, de 24 y 29 KDa, respectivamente40. En el SNC se
ha observado en el epéndimo, plexos coroideos, meninges
y tractos nerviosos mielinizados, y cuando existe alguna
lesión se llega a encontrar en neuronas, astrocitos, micro-
glía y macrófagos41. Por otro lado, las bandas halladas con
pesos inferiores o cercanos a 50 KDa pueden correspon-
der a IGFBP—2 o IGFBP—3, con un peso molecular de 32
a 34 KDa y 53 KDa, respectivamente, que están presentes
en el líquido cefalorraquídeo42,43, plexos coroideos, trac-
tos nerviosos corticales, epéndima y meninges, y cuando
existe alguna lesión en el tejido cerebral puede incremen-
tar su expresión en neuronas, astrocitos y macrófagos41.
IGFBP-2 muestra mayor afinidad por IGF-II, en comparación
con IGF-I 44, mientras que IGFBP-3 tiene mayor afinidad
por IGF-I45. Es importante notar que la banda con un
peso molecular de 70 KDa puede corresponder también a
IGFBP—3, que se ha encontrado con isoforma con alto peso
molecular46.
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Por último, se detectó una banda con peso molecular
> 250 KDa, la cual puede corresponder a IGF-II adherido a
su receptor, que tiene un peso molecular de ∼300 KDa17.
En general, las bandas adicionales mostraron un incremento
en su expresión en condiciones de deficiencia de hierro, con
excepción de la banda de 70 KDa, la cual no tuvo cambios en
su expresión. Si estas proteínas corresponden a IGFBP, pue-
den reforzar la importancia que tienen estas proteínas en la
regulación y modulación de la función de los IGF, no solo en
condiciones fisiológicas, sino bajo situaciones patológicas.

Se sabe que las múltiples funciones del IGF-II son media-
das por 2 tipos de receptores principalmente, que son el
IGF-IR y el IGF-IIR, con diferente afinidad47. La afinidad más
alta para IGF-II es por su receptor específico IGF-IIR, el
cual participa en la señalización de IGF-II para mediar la
respuesta metabólica en neuronas16,48. La importancia de
IGF-IIR radica en que se ha observado que la mejora de las
funciones cognitivas dependiente de IGF-II requiere princi-
palmente de IGF-IIR13. En comparación con el incremento de
la expresión de IGF-II observado en condiciones de deficien-
cia de hierro, se evidenció una disminución de la expresión
de IGF-IIR en las mismas condiciones. Se ha demostrado que
la adición de IGF-II in vitro induce la expresión de IGF-IIR
sobre la superficie celular de cultivos neuronales49,50, lo que
sugiere la posibilidad de que las concentraciones de IGF-II
modulan la expresión de su receptor en células del SNC, de
tal forma que si disminuyen las concentraciones de IGF-II,
se incrementan las de su receptor específico, y viceversa;
de manera que IGF-IIR puede compensar la disminución o
aumento de IGF-II y activar vías de señalización que promue-
ven los procesos celulares involucrados en el crecimiento
y desarrollo del SNC ante situaciones patológicas, como la
deficiencia de hierro. Estos resultados contrastan con estu-
dios sobre IGF-I y su receptor, donde se ha observado que
la deficiencia de hierro disminuye la expresión de IGF-I, sin
alterar la expresión de IGF-IR51.

Coincidiendo con Fushimi et al.49, se detectaron bandas
adicionales, con pesos moleculares de ∼70 y 80 KDa, las cua-
les no mostraron diferencias en su expresión en condiciones
de deficiencia de hierro. Sin embargo, se observó un incre-
mento de la banda de ∼60 KDa en las mismas condiciones.
Las bandas con menor peso molecular pueden corresponder
a la fragmentación del receptor durante el procedimiento
de lisis celular, o a la falta de especificidad del anticuerpo
policlonal empleado durante el estudio.

Finalmente, se analizó la expresión de IGF-I e IGF-IR en
cultivos mixtos de células gliales, debido en parte a que la
unión funcional de IGF-II a las células puede ser modificada
tanto por IGFBP como por IGF-IR47,52, además de comparar
la respuesta de IGF-II con la de IGF-I y sus respectivos recep-
tores en condiciones de deficiencia de hierro. Se sabe que
IGF-I, de manera similar a IGF-II, favorece el crecimiento y
desarrollo de neuronas e incluso tiene efectos protectores
en situaciones de hipoxia e hipoglucemia53; sin embargo, tie-
nen algunas diferencias en su distribución54, aunque ambos
están ampliamente distribuidos en el tejido cerebral. Exis-
ten reportes en los que la deficiencia de hierro disminuye
las concentraciones en plasma de IGF-I55. También se ha
reportado que esta condición afecta la señalización mediada
por IGF-I con sus consecuente afectación en las poblacio-
nes celulares30, e incluso, puede incrementar la expresión
de la molécula y de su receptor41. Sin embargo, no fue

posible observar diferencias en la expresión de esta molé-
cula en condiciones de deficiencia de hierro, debido a que el
anticuerpo empleado no permitió la detección de la banda
esperada con un peso < 10 KDa. El análisis de la expresión
de IGF-I detectó bandas adicionales, con pesos molecula-
res ∼100 y 55 KDa, en el cultivo mixto: ∼100 KDa en células
gliales y ∼55 KDa en neuronas. Estas bandas pueden corres-
ponder a la unión de IGF-I con IGFBP, o a la unión de la
molécula con IGF-IR45,56, aunque esto no se ha determinado
con ningún resultado. En cualquier caso, no se observó una
diferencia en la expresión de estas proteínas en condiciones
de deficiencia de hierro.

La banda de ∼100 KDa detectada en el análisis de expre-
sión de IGF-IR puede corresponder a la subunidad beta de
IGF-IR, la cual tiene un peso molecular de 97 KDa. De manera
adicional, encontramos otra banda con un peso molecular de
∼55 KDa, que puede deberse a la fragmentación del receptor
durante el proceso de lisis celular. En ninguno de los casos
se observaron diferencias en la expresión de esta proteína
en condiciones de deficiencia de hierro. Es importante notar
que los resultados obtenidos en este estudio en cuanto a la
expresión de IGF-I e IGF-IR contrastan con las observaciones
de Tran et al.30, quienes sí observaron modificaciones en la
expresión de estas moléculas en condiciones de deficiencia
de hierro.

Cabe mencionar que existen otros factores que no fueron
considerados en el estudio, como el tiempo de exposi-
ción a la deficiencia de hierro. Se sabe que esta condición
es una patología crónica que afecta el SNC desde eta-
pas tempranas del desarrollo y puede perdurar hasta la
etapa adulta51,57. Previamente se ha observado que la
expresión de IGF-II, IGF-IIR e incluso IGFBP tenían una res-
puesta diferente durante la fase aguda en comparación con
la fase crónica de este padecimiento, cuando el cerebro
tiene alguna lesión. En la fase aguda las concentraciones
de IGF-II además de IGFBP-2, -3 y -6, se incrementan en
el líquido cefalorraquídeo, mientras que en la fase cró-
nica disminuyen su concentración33. Debido a que en este
estudio se analizó el efecto de una deficiencia aguda del
metal sobre poblaciones celulares particulares, es necesa-
rio aún determinar el efecto de una deficiencia crónica del
metal, no solo sobre los cultivos celulares, sino con estudios
in vivo.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que
la deficiencia de hierro in vitro ocasiona un incremento
en la expresión de IGF-II en cultivos primarios mix-
tos de células derivadas del SNC, el cual va acompañado
de una disminución en la expresión del receptor IGF-
IIR. El incremento en la expresión de esta molécula
bajo condiciones de deficiencia de este elemento puede
desempeñar un papel neuroprotector, favoreciendo la
homeostasis del tejido nervioso en condiciones patológi-
cas.

Financiación

El proyecto fue financiado por el Programa de Mejoramiento
del Profesorado (PROMEP) de la Secretaría de Educación
Pública (SEP), México. EMG contó con una beca de estudios
de posgrado del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología
(CONACYT).



414 E. Morales González et al

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningún conflicto de intereses.

Bibliografía

1. WHO. Iron deficiency anaemia: assessment, prevention and con-
trol. A guide for programme managers. Geneva: WHO/NHD/;
2001. p. 1—107.

2. UNICEF. Desnutrición infantil en América Latina y el Caribe. Des-
afios. Boletín de la infancia y adolescencia sobre el avance y los
objetivos de desarrollo del milenio. 2006:3—12.

3. Beteta-Pacheco E. Neurogenética de las funciones cognitivas. R
Neuro-Psiquiatría. 2003;66:335—43.

4. Beard JL, Connor JR. Iron status and neural functioning. Annu
Rev Nutr. 2003;23:41—58.

5. Ortiz E, Pasquini JM, Thompson K, Felt B, Butkus G, Beard J,
et al. Effect of manipulation of iron storage, transport, or avai-
lability on myelin composition and brain iron content in three
different animal models. J Neurosci Res. 2004;77:681—9.

6. Boccio J, Paéz MC, Zubilaga M, Salgueiro J. Causas y consecuen-
cias de la deficiencia de hierrro sobre la salud humana. ALAN
[revista en Internet]. 2004;54:165—73.

7. Baiocchi N. Anemia por deficiencia de Hierro. Rev Cubana Hema-
tol Inmunol Hemoter. 2006:20—7.

8. Stanco GG. Funcionamiento intelectual y rendimiento esco-
lar en niños con deficiencia de anemia y hierro. Colom Med.
2007;38:25—33.

9. Alvarez-Buylla A, Garcia-Verdugo JM. Neurogenesis in adult sub-
ventricular zone. J Neurosci. 2002;22:629—34.

10. Vaccarino FM, Ganat Y, Zhang Y, Zheng W. Stem cells in
neurodevelopment and plasticity. Neuropsychopharmacology.
2001;25:805—15.

11. Sadler TW, ed. Langman. Embriología médica. 7.a ed, Barce-
lona: Lippincott Williams and Wilkins; 1996.

12. Sauvageot CM, Stiles CD. Molecular mechanisms controlling cor-
tical gliogenesis. Curr Opin Neurobiol. 2002;12:244—9.

13. Chen DY, Stern SA, Garcia-Osta A, Saunier-Rebori B, Pollonini G,
Bambah-Mukku D, et al. A critical role for IGF-II in memory
consolidation and enhancement. Nature. 2011;469:491—7.

14. Haselbacher GK, Schwab ME, Pasi A, Humbel RE. Insulin-like
growth factor II (IGF II) in human brain: Regional distribution of
IGF II and of higher molecular mass forms. Proc Natl Acad Sci U
S A. 1985;82:2153—7.

15. Dore S, Kar S, Rowe W, Quirion R. Distribution and levels of
[125I]IGF-I, [125I]IGF-II and [125I]insulin receptor binding sites
in the hippocampus of aged memory-unimpaired and -impaired
rats. Neuroscience. 1997;80:1033—40.

16. Kar S, Seto D, Dore S, Hanisch U, Quirion R. Insulin-like growth
factors-I and -II differentially regulate endogenous acetylcho-
line release from the rat hippocampal formation. Proc Natl Acad
Sci U S A. 1997;94:14054—9.

17. Zhang Q, Tally M, Larsson O, Kennedy TR, Huang L, Hall K,
et al. Insulin-like growth factor II signaling through the insulin-
like growth factor II/mannose-6-phosphate receptor promotes
exocytosis in insulin-secreting cells. Proc Natl Acad Sci U S A.
1997;94:6232—7.

18. Black RE, Allen LH, Bhutta ZA, Caulfield LE, de Onis M, Ezzati M,
et al. Maternal and child undernutrition: Global and regional
exposures and health consequences. Lancet. 2008;371:243—60.

19. Golini RS, Delgado SM, Navigatore Fonzo LS, Ponce IT,
Lacoste MG, Anzulovich AC. Daily patterns of clock and
cognition-related factors are modified in the hippocampus of
vitamin A-deficient rats. Hippocampus. 2012;22:1720—32.

20. Sable P, Dangat K, Kale A, Joshi S. Altered brain neurotrop-
hins at birth: Consequence of imbalance in maternal folic

acid and vitamin B12 metabolism. Neuroscience. 2011;190:
127—34.

21. Kheirvari S, Uezu K, Sakai T, Nakamori M, Alizadeh M,
Sarukura N, et al. Increased nerve growth factor by zinc sup-
plementation with concurrent vitamin A deficiency does not
improve memory performance in mice. J Nutr Sci Vitaminol
(Tokyo). 2006;52:421—7.

22. Shinohara T, Bredberg G, Ulfendahl M, Pyykkö I, Olivius NP,
Kaksonen R, et al. Neurotrophic factor intervention restores
auditory function in deafened animals. Proc Natl Acad Sci U
S A. 2002;99:1657—60.

23. Kheirvari S, Uezu K, Yamamoto S, Nakaya Y. High-dose dietary
supplementation of vitamin A induces brain-derived neurotrop-
hic factor and nerve growth factor production in mice with
simultaneous deficiency of vitamin A and zinc. Nutr Neurosci.
2008;11:228—34.

24. Hathorn T, Snyder-Keller A, Messer A. Nicotinamide impro-
ves motor deficits and upregulates PGC-1alpha and BDNF gene
expression in a mouse model of Huntington’s disease. Neurobiol
Dis. 2011;41:43—50.

25. Green KN, Steffan JS, Martinez-Coria H, Sun X, Schreiber SS,
Thompson LM, et al. Nicotinamide restores cognition in Alzhei-
mer’s disease transgenic mice via a mechanism involving sirtuin
inhibition and selective reduction of Thr231-phosphotau. J Neu-
rosci. 2008;28:11500—10.

26. Ylikoski J, Pirvola U, Virkkala J, Suvanto P, Liang XQ, Magal E,
et al. Guinea pig auditory neurons are protected by glial
cell line-derived growth factor from degeneration after noise
trauma. Hear Res. 1998;124:17—26.

27. Maruyama J, Miller JM, Ulfendahl M. Glial cell line-derived
neurotrophic factor and antioxidants preserve the elec-
trical responsiveness of the spiral ganglion neurons after
experimentally induced deafness. Neurobiol Dis. 2008;29:
14—21.

28. Ndong M, Kazami M, Suzuki T, Uehara M, Katsumata S,
Inoue H, et al. Iron deficiency down-regulates the Akt/TSC1-
TSC2/mammalian Target of Rapamycin signaling pathway in rats
and in COS-1 cells. Nutr Res. 2009;29:640—7.

29. Carlson ES, Stead JD, Neal CR, Petryk A, Georgieff MK. Perinatal
iron deficiency results in altered developmental expression of
genes mediating energy metabolism and neuronal morphogene-
sis in hippocampus. Hippocampus. 2007;17:679—91.

30. Tran PV, Fretham SJ, Wobken J, Miller BS, Georgieff MK.
Gestational-neonatal iron deficiency suppresses and iron treat-
ment reactivates IGF signaling in developing rat hippocampus.
Am J Physiol Endocrinol Metab. 2012;302:E316—24.

31. Jorgenson LA, Sun M, O’Connor M, Georgieff MK. Fetal iron defi-
ciency disrupts the maturation of synaptic function and efficacy
in area CA1 of the developing rat hippocampus. Hippocampus.
2005;15:1094—102.

32. Tran PV, Fretham SJ, Carlson ES, Georgieff MK. Long-term reduc-
tion of hippocampal brain-derived neurotrophic factor activity
after fetal-neonatal iron deficiency in adult rats. Pediatr Res.
2009;65:493—8.

33. Walter HJ, Berry M, Hill DJ, Cwyfan-Hughes S, Holly JM, Logan A.
Distinct sites of insulin-like growth factor (IGF)-II expression and
localization in lesioned rat brain: possible roles of IGF binding
proteins (IGFBPs) in the mediation of IGF-II activity. Endocrino-
logy. 1999;140:520—32.

34. Joseph D’Ercole A, Ye P. Expanding the mind: Insulin-
like growth factor I and brain development. Endocrinology.
2008;149:5958—62.

35. Zapf J. Physiological role of the insulin-like growth factor bin-
ding proteins. Eur J Endocrinol. 1995;132:645—54.

36. Logan A, Gonzalez AM, Hill DJ, Berry M, Gregson NA, Baird A.
Coordinated pattern of expression and localization of insulin-
like growth factor-II (IGF-II) and IGF-binding protein-2 in the
adult rat brain. Endocrinology. 1994;135:2255—64.



Expresión de factor de crecimiento de insulina II en células gliales deficientes de hierro 415

37. Stenvers KL, Zimmermann EM, Gallagher M, Lund PK. Expression
of insulin-like growth factor binding protein-4 and -5 mRNAs in
adult rat forebrain. J Comp Neurol. 1994;339:91—105.

38. Ocrant I. Insulin-like growth factor binding proteins in
nervous-tissue-derived cells. Ann N Y Acad Sci. 1993;692:
44—50.

39. Roghani M, Hossenlopp P, Lepage P, Balland A, Binoux M. Isola-
tion from human cerebrospinal fluid of a new insulin-like growth
factor-binding protein with a selective affinity for IGF-II. FEBS
Lett. 1989;255:253—8.

40. Camacho-Hubner C, Busby Jr WH, McCusker RH, Wright G,
Clemmons DR. Identification of the forms of insulin-like growth
factor-binding proteins produced by human fibroblasts and
the mechanisms that regulate their secretion. J Biol Chem.
1992;267:11949—56.

41. Walter HJ, Berry M, Hill DJ, Logan A. Spatial and temporal
changes in the insulin-like growth factor (IGF) axis indicate
autocrine/paracrine actions of IGF-I within wounds of the rat
brain. Endocrinology. 1997;138:3024—34.

42. Schoen TJ, Beebe DC, Clemmons DR, Chader GJ, Waldbillig RJ.
Local synthesis and developmental regulation of avian vitreal
insulin-like growth factor-binding proteins: A model for
independent regulation in extravascular and vascular compart-
ments. Endocrinology. 1992;131:2846—54.

43. Hossner KL, Yemm R, Vierck J, Dodson MV. Insulin-like growth
factor (IGF)-I and -II and IGFBP secretion by ovine satellite cell
strains grown alone or in coculture with 3T3-L1 preadipocytes.
In Vitro Cell Dev Biol Anim. 1997;33:791—5.

44. Bach LA, Thotakura NR, Rechler MM. Human insulin-like growth
factor binding protein-6 is O-glycosylated. Biochem Biophys Res
Commun. 1992;186:301—7.

45. Baxter RC. Insulin-like growth factor binding proteins in the
human circulation: A review. Horm Res. 1994;42:140—4.

46. Weinzimer SA, Gibson TB, Collett-Solberg PF, Khare A,
Liu B, Cohen P. Transferrin is an insulin-like growth factor-
binding protein-3 binding protein. J Clin Endocrinol Metab.
2001;86:1806—13.

47. D’Ercole AJ, Ye P, Calikoglu AS, Gutierrez-Ospina G. The role of
the insulin-like growth factors in the central nervous system.
Mol Neurobiol. 1996;13:227—55.

48. Ikezu T, Okamoto T, Giambarella U, Yokota T, Nishimoto I. In vivo
coupling of insulin-like growth factor II/mannose 6-phosphate
receptor to heteromeric G proteins. Distinct roles of cytoplas-
mic domains and signal sequestration by the receptor. J Biol
Chem. 1995;270:29224—8.

49. Fushimi S, Konishi Y, Shirabe T. Receptors for insulin-like growth
factor (IGF)-II/cation-independent mannose-6-phosphate are
present in mouse neurons and influenced by IGF-II treatment.
Acta Histochem Cytochem. 2004;37:191—204.

50. Valentino KL, Ocrant I, Rosenfeld RG. Developmental expression
of insulin-like growth factor-II receptor immunoreactivity in the
rat central nervous system. Endocrinology. 1990;126:914—20.

51. Rao R, Tkac I, Townsend EL, Gruetter R, Georgieff MK. Peri-
natal iron deficiency alters the neurochemical profile of the
developing rat hippocampus. J Nutr. 2003;133:3215—21.

52. Hepler JE, Lund PK. Molecular biology of the insulin-like growth
factors. Relevance to nervous system function. Mol Neurobiol.
1990;4:93—127.

53. Cheng B, Mattson MP. IGF-I and IGF-II protect cultured
hippocampal and septal neurons against calcium-mediated
hypoglycemic damage. J Neurosci. 1992;12:1558—66.

54. Rotwein P, Burgess SK, Milbrandt JD, Krause JE. Differential
expression of insulin-like growth factor genes in rat central
nervous system. Proc Natl Acad Sci U S A. 1988;85:265—9.

55. Isguven P, Arslanoglu I, Erol M, Yildiz M, Adal E, Erguven M.
Serum levels of ghrelin, leptin, IGF-I, IGFBP-3, insulin, thyroid
hormones and cortisol in prepubertal children with iron defi-
ciency. Endocr J. 2007;54:985—90.

56. Lee WH, Wang GM, Yang XL, Seaman LB, Vannucci SI. Peri-
natal hypoxia-ischemia decreased neuronal but increased
cerebral vascular endothelial IGFBP3 expression. Endocrine.
1999;11:181—8.

57. Sen A, Kanani SJ. Deleterious functional impact of anemia on
young adolescent school girls. Indian Pediatr. 2006;43:219—26.


	Efecto de la deficiencia de hierro sobre la expresin de factor de crecimiento de insulina tipo II y su receptor en celulas neuronales y gliales
	Introduccin
	Sujetos, material y metodos
	Ratones BALB/c
	Diseccin de tejido cerebral y obtencin de celulas neuronales y gliales
	Cultivo mixto de celulas del sistema nervioso central
	Cultivo de neuronas
	Cultivo de celulas de la microglia
	Establecimiento de los cultivos celulares deficientes de hierro
	Extraccin y dosificacin de proteinas
	Analisis de expresin de proteinas por western-blot

	Resultados
	Expresin de factor de crecimiento de insulina tipo II en condiciones de deficiencia de hierro
	Expresin de factor de crecimiento de insulina tipo II en cultivos aislados de microglia y neuronas
	Expresin de receptor especifico del factor de crecimiento de insulina tipo II en cultivos mixtos de celulas gliales
	Expresin de factor de crecimiento de insulina tipo I y de receptor especifico del factor de crecimiento de insulina tipo I en cultivos mixtos de celulas gliales y poblaciones separadas de microglia y neuronas

	Discusin
	Financiacin
	Conflicto de intereses
	Bibliograf{í}a


