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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron aspectos funcionales y disfuncionales del metabolismo
del Fe centralizados principal mente en patologias que comprometen al Eritron.

Los estudios se realizaron en Model os Animales de raton desarrollados por induccion
de alteraciones del metabolismo del Fe y de la eritropoyesis, como la alta demanda de
Fe asociada a la anemia hemolitica severa, con sin inhibicion de |la eritropoyesis, y con
y sin Sobrecarga de Fe. Otro de los modelos animales utilizados fue e de ratas
Belgrade, mutantes para el Transportador de Metales Divalentes 1 (DMTL).

En estos modelos experimentales, aplicando un disefio metodol6gico adecuado, se
encararon estudios estructurales y funcionales mediante técnicas histologicas e
inmunohistoquimicas. Con este objetivo, se utilizaron tejidos tradicionamente
asociados a la captacion, depdsito y liberacion del Fe, como son el duodeno, bazo e
higado. Un aspecto innovador de nuestro trabajo fue la evaluacion de lafuncion renal en
el metabolismo del Fe. La eritropoyesis y € estado del Fe se evaluaron en sangre
periférica mediante técnicas hematologicas y biogquimicas convencionales. El andlisis
estadistico de los datos se aplicd en todos los casos que fue necesario por € tipo de
estudio. En las condiciones experimentales descriptas, se abordaron estudios de
identificacion y caracterizacion de proteinas centrales del metabolismo del Fe como
Prohepcidinay DMT1, asi como también de Eritropoyetina, principal regulador de la
eritropoyesis, estrechamente asociada al Fe, uno de sus nutrientes esenciaes. En €
modelo de Anemia identificamos y cuantificamos Islotes Eritroblasticos en bazo,
higado, y rifién, indicadores diagnésticos de la actividad eritropoyética, siendo
importante destacar la contribucién renal en la restauracion de la volemia post-
hemalisis.

En las condiciones de alta demanda de Fe que caracteriza ala Anemia Hemolitica, €l
perfil de expresion de DMT1 mostré un mecanismo regulatorio tendiente a estimular la
absorcién de Fe en duodeno y a disminuir la captacion de Fe en higado; de esta forma
DMTL1 contribuy6 a aumentar la disponibilidad de Fe para restaurar la eritropoyesis. La
funcion de Prohepcidina como regulador negativo de la absorcion de Fe, se reflglé por
su moderada expresion en la Anemia Hemolitica. En las condiciones del modelo
acoplado, que se caracteriza por intensa demanda de Fe, por la Anemia Hemoalitica, y

exceso de Fe; e aumento de expresion hepatica de DMT1 constituyd un mecanismo



regulatorio que estimul 6 la captacion Fe en higado. Este comportamiento fue similar al
observado en Sobrecarga de Fe sin Anemia. En duodeno, en Anemia con Sobrecarga de
Fe, la expresion intracelular de DMT1 reflejé un moderado estimulo de |a absorcién de
Fe, como mecanismo para evitar la citotoxicidad causada por el exceso de Fe. Este
perfil de expresion también fue coincidente con el observado en Sobrecarga de Fe sin
Anemia. La activa participacion de Prohepcidina como principal hormona reguladora
del balance del Fe se puso en evidencia por su marcada expresion hepética tanto en
Sobrecarga de Fe como en Anemia con Sobrecarga de Fe.

El disefio del modelo de acople fue innovador porque creo condiciones
fisiopatol 6gicas adecuadas para inducir e aumento simultaneo de Prohepcidinay Epo
definiendo la siguiente interrelacion funcional y regulatoria: en respuesta a la sefid
“exceso de Fe' aument6 la expresion de Prohepcidina y en respuesta a la sefia “alta
demanda’ de la anemia, aumentd la expresion de Epo. Otro aporte significativo de
nuestros estudios surgi6 de identificar a rifion como un érgano metabdlicamente activo
en el balance del Fe, a partir de los cambios funcionales y regulatorios de Prohepcidina
y DMT1 tendientes a favorecer la captacion tubular de Fe en anemia severa con 'y sin
exceso de Fe.

Los estudios de Prohepcidinay Epo en €l rifion en Ratas Belgrade constituyeron un
aporte relevante para ampliar el conocimiento de las relaciones regulatorias entre
eritropoyesis y Fe en respuesta a la anemia constitutiva derivada de la mutacién del gen
de DMT1. De nuestros resultados podemos concluir que en Ratas Belgrade, larespuesta
adaptativa a la sefia “anemia’ (aumento de Epo y disminucién de Prohepcidina renal)
tendiente a estimular la captacion de Fe, fue inefectiva por mutacion del importador de
FeDMTL



ABSTRACT

In this work we studied functional and dysfunctional points of iron metabolism,
focusing mainly in pathologies that compromise the Eryhtron.

These studies were made in animal models of mouse, developed for induction of iron
metabolism and erythropoiesis alterations, as high iron demands associated with severe
hemolytic anemia, with and without erythropoiesis inhibition, and with and without iron
overload. Another animal model used was Belgrade rats, where Divalent Meta
Transporter 1 (DMTL1) is mutated.

In these experimental models, applying an adequate methodological design, we
focused on structural  and functional studies using histologica  and
immunohistochemistry methods. With this objective, we used tissues commonly
associated with iron uptake, iron deposit and iron release, as are the duodenum, the
spleen and the liver. An innovative point of our work was the evaluation of renal
function in iron metabolism. Erythropoiesis and iron state were evaluated in peripheral
blood using conventional hematological tests. Statistical analysis of the data was applied
in all cases that it was necessary for the type of study. In the experimental conditions
described, we have done research on the identification and characterization of key
proteins of iron metabolism as Prohepcidin and DMT1, as well as also, Erythropoietin,
primary regulator of erythropoiesis, and tightly associated with iron, one of the essential
nutrients. In anemia model we identified and quantified Erythroblastic Islands in spleen,
liver and kidney, diagnostic indicators of erythropoietic activity, highlighting the renal
contribution in restoration of blood volume post-hemolysis.

Under conditions of high iron demands, that characterizes hemolytic anemia, the
expression pattern of DMT1 showed a regulatory mechanism aimed to stimulate iron
absorption on duodenum and to decrease iron uptake in liver; thus, DMT1 contributed
to increase iron availability to restore erythropoiesis. The role of Prohepcidin as
negative regulator of iron absorption was reflected by its moderate expression under
hemolytic anemia. In the conditions of our coupled model, characterized by high iron
demands, by hemolytic anemia, and iron excess; the increased hepatic expression of
DMT1 was a regulatory mechanism that stimulated iron uptake in liver. This behavior
was similar to that observed in iron overload without anemia. On duodenum, under
anemia with iron overload, intracellular expression of DMT1 showed to be a moderate

stimulus for iron absorption, as a mechanism to avoid iron toxicity causes by iron



excess. This expression pattern was also coincident with that observed in iron overload
without anemia. The active involvement of Prohepcidin as the primary regulating
hormone of iron balance was evident for its increased hepatic expression both under
iron overload and under hemolytic anemiawith iron overload.

The design of the coupled model was innovator because set up adequate
physiopatological conditions to induce the concomitant increase of Prohepcidin and
Epo, defining the following functional and regulatory relation: in response to the signal
“iron excess’ Prohepcidin expression increased and in response to the signal “high iron
demands’ of anemia, Epo expression increased. Another significant contribution of our
studies emerged to identify the kidney as a tissue metabolically active in iron balance,
from functional and regulatory changes of Prohepcidin and DMT1 that allow the tubular
iron uptake in severe anemia with and without iron excess.

Prohepcidin and Epo studies in kidney of Belgrade rats were a relevant contribution
to extend our knowledge of regulatory relations between erythropoiesis and iron in
response to congtitutive anemia from mutations of DMT1 gene. From our results, we
conclude that in Belgrade rats, the adaptative response to the signa “anemia’ (Epo
increased and renal Prohepcidin decreased) aimed to stimulate iron uptake, was

ineffective for the mutation of the iron importer DMT1.
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El Hierro (Fe) es un nutriente esencial para el crecimiento y funcion de las células de
los mamiferos. Las ateraciones del metabolismo del Fe, tanto la deficiencia como la
sobrecarga, revisten importancia médica y son responsables de la disminucién de las
expectativas de vida. Su homeostasis depende de sefiales que comunican |os sitios de
consumo, utilizacion y almacenamiento.

El conocimiento de las proteinas que regulan la homeostasis del Fe y su
desregulacién, ha tenido importantes avances en las Ultimas décadas (Donovan A et al.,
2006). El principal hallazgo fue la identificacion de Hepcidina, proteina que adquirio
relevancia como sefial soluble que comunica a epitelio intestinal los requerimientos del
Fe.

Cuando aumenta la actividad eritropoyética, en respuesta al estimulo hipdxico, se
requiere gran aporte de Fe como mecanismo adaptativo que restaura € eritron.
Mediante este mecanismo, las células absortivas intestinales detectan las necesidades
del Fe del organismo y son programadas para expresar apropiados niveles de proteinas
transportadoras (Latunde-Dada GO et al., 2006).

Los enterocitos obtienen la informacion de reguladores especificos que comunican
las necesidades del Fe como: @) Regulador de Depdsito, que modula la reabsorcion en
funcion del Fe de reserva; b) Regulador de la Dieta, que influye en la reabsorcion
independientemente de ambos reguladores; ¢) Regulador Eritroide, que depende de la
demanda eritrocitica y gjusta lareabsorcion intestinal en forma independiente del Fe de
depdsito.

La trascendencia del Regulador de Deposito se debe a hallazgo de un desorden
hereditario originado por la mutacion del gen HFE, la hemocromatosis (HH), que
presenta absorcion excesiva de Fe respecto a estado de los depdsitos del metal, lo que
sugirio que el control de dicho regulador est4 alterado (Fleming RE et a., 2006).

La anemia de las enfermedades cronicas (AEC) es otra patologia que cursa con
alteracion de la homeostasis del Fe. Tiene un origen multifactorial y se manifiesta en
estados de infeccion, inflamacion, artritis o cancer. En la anemia de las enfermedades
cronicas los niveles plasmaticos de Fe son bajos, los depositos del Sistema Reticulo
Endotelial (SRE) son altosy la absorcion intestinal esta disminuida.

Un aspecto comin de ambas patologias, es la alteracion de la comunicacion entre los

sitios de depdsito (SRE y hepatocitos) y €l sitio de captacién (enterocitos).
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Hasta el presente, las vias de comunicacion entre estos sitios han sido un misterio en
este campo del conocimiento y alin no se han dilucidado totalmente.

En este contexto, 1os mayores esfuerzos se centraron en explicar como se informan
los requerimientos de Fe alos tejidos del organismo. Dilucidar € origen de esta sefial ha
sido un aspecto central para €l estudio de enfermedades asociadas a alteraciones del
metabolismo del Fe.

Los avances en e conocimiento de mecanismos involucrados en la accion de
mol éculas claves de la homeostasis del Fe, contribuird a comprender |a etiopatologia de
algunas enfermedades asociadas a desordenes que afectan la eritropoyesis.

El megor conocimiento de las relaciones funcionales de Hepcidina con
Eritropoyetina, contribuira a profundizar € estudio de las bases moleculares de
desordenes del Fe, en patol ogias con compromiso del eritron.

La eritropoyesis, proceso por el cua se sintetizan las células sanguineas que luego se
vierten a la circulacion, es un sistema de renovacion continua porque sus elementos
celulares tienen vida media limitada, por lo que deben ser reemplazados
constantemente. La eritropoyesis es regulada por mecanismos gque operan aumentando
su produccion cuando disminuye el niUmero de eritrocitos o se reduce su formacion.

La eritropoyesis depende de la interaccion de mdltiples citogquinas y factores de
crecimiento, siendo la Eritropoyetina (Epo) e principal factor regulador de la
mitogénesis y diferenciacion de progenitores eritroides, y un conocido modulador de la
apoptosis de dichos precursores (Metcalf D et a., 1998; Sawyer ST et a., 1994). Como
es sabido, la Eritropoyetina es una hormona sintetizada principalmente por las células
intersticiales del tubulo renal, aunque en menor medida en tegjidos extrarrenales como
higado y cerebro (Koury St et al., 1988; Fried W et al., 1972; Maxwell PH et a., 1977).

La clonacion del gen de la Epo y de su receptor (Epo-R) fue de gran importancia
para comprender la funcionalidad de este factor regulador y su participacion en la
proliferacion y diferenciacion eritroide (Jacobs K et al., 1985; D’ Andrea AD et al.,
1989). El rol crucial de Epo y su receptor en la supervivencia de ratones homocigotos
para una delecion del gen de Epo o su receptor, se confirmd por la temprana muerte de
estos animales (Lin CS 1996, Wu H1999).

Se ha propuesto que la via de sefidizacion intracelular de la Epo comienza con la

unién de una molécula de Epo a dos Epo-R, formando un homodimero. Posteriormente
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se produce la fosforilacion de residuos tirosina del Epo-R y de otras proteinas, por la
tirosina kinasa JAK-2, llevando a la activacion de diversos procesos metabdlicos. Entre
ellos se produce e aumento en la transcripcion de los genesy B de las cadenas de
globina, el aumento de la sintesis de Hemoglobinay del Receptor de Transferrina (RTf)
(Watowich SS et al., 1992; Witthuhn BA et a., 1993).

Laregulacion de la sintesis de Epo ha sido ampliamente estudiada, y se han descripto
diversos estimul os capaces de modular la expresion del gen (Ebert BL et al., 1999). Sin
embargo, es sabido que la presion parcial de oxigeno es € principa regulador de los
niveles de este factor eritropoyético.

A nivel molecular, uno de los elementos mas importantes en respuesta a la hipoxia es
el factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF-1), un heterodimero constituido
por una subunidad nuclear Ilamada HIF-B y tres subunidades citosdlicas regulatorias
llamadas HIF-1a, HIF-200 y HIF-30, cuya expresion es regulada post-
transcripcionalmente (Gu YZ et al., 1998; Semenza GL et al., 2001).

En presencia de oxigeno, las subunidades regulatorias a son modificadas por una
prolil-hidroxilasa dependiente de Fe (PHD) y degradadas mediante su interaccion con la
proteina supresora de tumores Von Hippel-Lindau (VHL). Por el contrario, en
condiciones de hipoxia la actividad de PHD es inhibida, 10 que permite la acumulacién
de las subunidades regulatorias o y su traslocacion al nucleo, favoreciendo la formacion
del complejo HIF-o/HIF-f. Finalmente, este comple o se une a elementos de respuesta a
la hipoxia (HRE) presentes en secuencias regulatorias del gen de la Epo, favoreciendo la
transcripcion del gen (Carole Peyssonnaux AS et a., 2007). De estaforma, se explica el
mecanismo de retroalimentacion negativa existente entre los niveles de oxigeno y la
Eritropoyetina.

Debido a la importancia que revisten los niveles de oxigeno sobre la eritropoyesis,
una disminucion en e ndmero de eritrocitos se asocia con un estado de hipoxia
temporal, induciendo un aumento en los niveles de Epo y un incremento en la actividad
eritropoyética. En este contexto, la presencia de un estado anémico generado por
excesiva hemalisis es un claro g emplo de modulacion de la eritropoyesis (Roque ME et
al., 2008).

La accién hemolizante de las arilhidrazinas, tales como la Fenilhidrazina (FHZ) ha
sido ampliamente estudiada (Kinuta M et al., 1995; Jain SK et al., 1980; Rogue ME et
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al., 2008). En este sentido, Rogue M et a (2008) han caracterizado profundamente al
eritron en la crisis hemolitica inducida por FHZ y en |a etapa de regeneracion.

El mecanismo de accion de estos hemotoxicos consiste basicamente en el incremento
de especies reactivas de oxigeno (ROS), la peroxidacion lipidicay la disminucién de los
niveles de Glutation (GSH) (Berger J, 2007). En este sentido, la produccion de ROS
favorece la oxidacion de la Hemoglobina a Metahemoglobina, que posteriormente es
convertida en hemicromos reversibles. Estos intermediarios son capaces de convertirse
en hemicromos irreversibles, quienes favorecen la desnaturalizacion y precipitacion de
la Hemoglobina sobre la membrana celular en forma de Cuerpos de Heinz (Rifkind RA,
1965; Rifkind RA et al., 1965). Ademés del dafio proteico y la peroxidacion lipidica se
producen otras ateraciones tales como deplecién de glutation y ATP, desbalance
cationico y deformabilidad de la membrana celular (McMillan DJ et al., 1998).

Lahemdlisisinducida por Fenilhidrazina esta asociada, por un lado, alos cambios en
la deformabilidad de la membrana eritrocitaria, lo que favorece la captacion de los
hematies por macréfagos del bazo, y la posterior traslocacion de fosfatidil-serina (PS)
desde la membrana plasmética interna hacia la externa, constituyendo esto una sefial
paralafagocitosis macrofégica (Berger J, 2007). Por otro lado, también se ha postulado
gue lahemdlisis inducida por FHZ esta asociada con un mecanismo inmunolégico en €l
gue la droga favorece la exposicion del antigeno senescente eritrocitario, causando la
unién de anticuerpos autélogos circulantes (Naughton BA et al., 1990). Finamente, €l
reconocimiento del complegjo antigeno-anticuerpo por macréfagos conduciria a la
fagocitosis y destruccion eritrocitaria (Magnani M et al., 1986).

En este sentido, es ampliamente conocido que € bazo desempefia un rol clave en
diversos procesos inmunol6gicos, y que actla como €l principal érgano eritrofagocitico
en la Anemiainducida por Fenilhidrazina en roedores y mamiferos (Latunde-Dada GO
et al., 2006; Rogue M et al., 2008). Esto implica que las células dafiadas son removidas
intactas por el bazo, primando € proceso de hemdlisis extravascular por sobre la
hemoalisisintravascular.

Por otro lado, ha sido reportado que en ratones adultos la respuesta regenerativa
eritroide en la hemalisis inducida por FHZ es llevada a cabo principalmente por € bazo
(Kozlov VA et al., 1980; Roque M et al., 2008). En este sentido, Roque M et a (2008)
han evidenciado hiperplasia eritroide en bazo de ratones tratados con FHZ y elevado
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recuento de Islotes Eritroblasticos, sugiriendo marcada actividad eritropoyética
esplénica. Asimismo, se ha reportado que la restauracion de la eritropoyesis depende de
la accion coordinada de diversos tejidos ya que existen evidencias sobre €l compromiso
de 6rganos eritropoyéticos extramedul ares como higado y rifion (Rogque M et al., 2008).

Se ha determinado que bajo estimulo eritropoyético las células pluripotenciales
proliferan y migran desde la médula 6sea a bazo, un hallazgo avalado por estudios que
evidencian precursores eritroides en sangre periférica de animales tratados con FHZ
(RencriccaNJ et a., 1970; HaraH et a., 1976; HaraH et a., 1977).

En este sentido, la presencia de abundantes reticulocitos en sangre periférica es un
claro indicador de la intensa actividad eritropoyética. Los reticulocitos son precursores
eritroides inmaduros, anucleados, pero capaces de transportar Hb, de modo que la
presencia de gran nimero de reticulocitos en circulacion periférica es un indice de la
actividad de lamédula 6sea (Murro H et a., 1989).

Sin embargo, es importante mencionar que aungue la eritropoyesis murina ha servido
ampliamente para el estudio de la eritropoyesis humana, existen diferencias entre ambas
especies, ya que en & humano e bazo no desempefia un rol significante en la
eritropoyesis.

Ademas de la hemalisis, se han descripto otros factores que modulan la proliferacion
eritroide ya sea actuando sobre progenitores eritroides a través de vias directas o
indirectas. En este contexto, la Angiotensina Il ha sido propuesta como un factor
mitogénico capaz de incrementar los niveles de Epo indirectamente (Mrug M et d.,
1997). Por otro lado, la presencia de receptores para Angiotensina Il en progenitores
hemopoyéticos y en células estromales de médula ésea, sugiere la regulacion de la
eritropoyesis mediada por el Sistema Renina Angiotensina (Rodgers KE et al., 2000).

Otros estudios han demostrado inhibicion de la eritropoyesis utilizando drogas que
inhiben la sintesis de Angiotensina |l (Kamper AL et al., 1990; Veuthey T et al., 2008).
Se ha descripto una respuesta reducida a la terapia con Epo en pacientes con
hemodidlisis crénica tratados con Inhibidores de la Enzima Convertidora de
Angiotensina (IECA) (Albitar S et al, 1998). Asimismo, €l incremento en la apoptosis
de células progenitoras y una disminucion en el hematocrito han sido también asociados
alaadministracion de IECA (Glezerman | et al., 2003). Recientemente se ha reportado
un retraso en larecuperacion de la Anemia en ratones tratados con un inhibidor de ECA,
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destacando €l rol de la Angiotensina Il en la eritropoyesis (Veuthey T et a., 2008). Por
otro lado, se ha descripto que la restauracion de la volemia post-hemdlisis en animales
tratados con IECA es llevada a cabo principalmente por €l bazo, evidenciando ademéas
compromiso del tegjido renal (Veuthey T et a., 2008).

Aungue el mecanismo de los IECA ain no esta claro, se han propuesto varias
hipétesis (Graafland AD et al., 1992; Macdougall IC et a., 1999). Entre ellas, Graafland
AD et a (1992) reportaron que la inhibicion de la ECA podria incrementar del flujo
sanguineo renal y disminuir asi los niveles de Epo.

Como es ampliamente conocido, e Fe es un nutriente esencial para la eritropoyesis,
de modo gue su balance se halla estrictamente regulado en el organismo, favoreciendo
la absorcién del metal pero evitando la toxicidad que podrian causar sus elevados
niveles.

Existen dos formas de Fe proveniente de la dieta capaces de ser absorbidos: e Fe
Hemo, que se halla principalmente en las carnes rojas y que es de facil absorcion; y el
Fe libre o No-Hemo, que se encuentra fundamentalmente en los vegetales, y cuya
absorcion es algo més dificil.

Una vez absorbido el metal, su circulacion y distribucion en el organismo constituye
un ciclo muy eficiente y practicamente cerrado (Figura 1). Dado que €l cuerpo carece de
mecanismos especificos para la excrecion del metal, sdlo una pequefia proporcion es
eliminada, principalmente por descamacion de la mucosa del epitelio intestinal. Por este
motivo, la necesidad diaria de incorporacion de Fe en un individuo es muy bagja, de
modo que sblo una pequefia cantidad del Fe ingerido es absorbido (aproximadamente el
10 %) (Perez G et a., 2005).

Una vez absorbido, este nutriente alcanza la circulacion sanguinea, se une a la
Transferrina plasmética y asi es distribuido en el organismo formando parte de dos
grandes compartimentos. La mayor parte del Fe constituye e compartimento de Fe
Funcional (80-85 %), que incluye e Fe utilizado por la médula Gsea para la
eritropoyesis como asi también el Fe necesario para la sintesis de Mioglobina y otros
procesos celulares que requieren del metal. El resto del Fe absorbido forma parte del Fe
de Depdsito, el cual constituye lareserva corpora del metal. Este Fe se distribuye entre
el parénquima hepatico, donde reside aproximadamente el 60% del Fe de reserva, y €
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Sistema Reticulo Endotelial Esplénico donde se localiza €l otro 40% (Jimenez R et al.,
2005).

Es importante destacar que mientras € Fe depositado en el higado proviene
principalmente del Fe absorbido, € SRE capta el metal proveniente no solo de la
absorcién intestinal sino que ademas incorpora Fe procedente de la destruccion
eritrocitaria, sea esta fisiolégica o patolégica. Finalmente, para completar el ciclo cabe
mencionar que gran parte del Fe perteneciente al compartimento de Deposito es liberado
alacirculacion para su transporte a través de la Transferrinay su posterior utilizacion.

Hiemo Dietario
(10-20 mg Fe/dia)

t:qsr | Absorcion Intestinal
o | (1020%)

-

¥

70- 80 %

[\

Hierro Funcional

Médula Osea
{70-80 %)

Produccion Eritroide
\. J

'

~

Mioglobina Muscular
(20 %)

Cofactor Enzimatico
(5-10 %)

10-20 %

N

Hiemro de Depésito

)

Parénquima Hepatico
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Sistema Reticulo
Endotelial Esplénico
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Figura 1. Distribucién de Hierro en € organismo.

Por o descripto anteriormente, el balance de Fe del organismo se halla finamente
regulado por complgos mecanismos, para satisfacer las demandas del nutriente

evitando latoxicidad que podrian causar elevados niveles de Fe.
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En este sentido, la regulacion de los niveles de Fe depende basicamente de tres
reguladores (Andrews N, 2000). Uno de ellos es el Regulador Dietario, quien modulala
absorcion de Fe anivel intestinal, siendo més efectiva en los enterocitos duodenales. En
este sentido, se ha determinado que tras la administracion de una dosis importante de Fe
por viaoral, el intestino disminuye la captacion del mismo.

Otro miembro de este mecanismo es el Regulador de Dep0sito, quien responde a las
reservas de Fe del organismo y que posiblemente también actie a nivel duodenal. Se
postula que frente a disminuciones en el contenido de Fe amacenado en e cuerpo, €
regulador de deposito incrementa la captacion del nutriente hasta que las reserva son
repletas nuevamente. Por e contrario, cuando |as reservas son excesivas, este regulador
reduce la absorcion intestinal de Fe. Se ha postulado que este regulador opera mediante
la programacion de enterocitos inmaduros de | as criptas duodenal es para favorecer o no
la absorcion de Fe, mecanismo que seria sensible a cambios en la saturacion de la
Transferrina.

El tercer componente es el Regulador Eritroide, quien transmitiria a los enterocitos
las demandas eritroides del organismo, de manera tal que la absorcion intestina de Fe
seria regulada positivamente cuanto mayor Fe sea requerido para la actividad
eritropoyética. Se ha descripto que este regulador posee mayor eficacia para estimular la
absorcién duodenal de Fe que € Regulador de Deposito. Ademas, aunque aln no se ha
dilucidado completamente el mecanismo por € que e regulador eritroide informa a
duodeno las demandas de Fe, se postula que diversos factores solubles serian
transportados hasta € intestino actuando como mediadores (Nicolas G et al., 2002b).

Como es ampliamente conocido, la absorcion de Fe se produce en € intestino
delgado, principamente a nivel duodenal. Sin embargo, ambas formas de Fe dietario
poseen mecanismos diferentes de incorporacion.

La absorcién del Fe hemo comienza con su liberacion desde la Mioglobina y
Hemoglobina por accién de enzimas pancredticas. Posteriormente, se produce la
tradocacion del meta como una metalo-porfirina, desde la luz intestinal hacia €
citoplasma del enterocito mediante un transportador presente en la membrana apical
duodenal, llamado Heme Carrier Protein 1 (HCP1) (Uzel C et al., 1998; Worthington MT
et al., 2001). Unavez en € interior celular, €l grupo Fe inorganico es separado del grupo
Hemo, quien es degradado por la Hemooxigenasa. Aungque no se conocen con exactitud
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el resto de los mecanismos involucrados, se han descripto dos proteinas capaces de
exportar € metal desde los enterocitos llamadas Berp y FLVCR, aungue sus roles
especificos aun no han sido esclarecidos (Shayeghi M et al., 2005) (Figura 2).

La absorcién del Fe no-hemo o Fe libre estd mejor dilucidada. Es sabido que la
mayor parte del Fe dietario libre se halla en su forma férrica, forma insoluble a pH
mayor de 3, de modo que su absorcién es algo mas compleja. Para favorecer la
absorciéon de este metal, en e estdmago se forman complgos solubles de Fe que
aumentan su biodisponibilidad para ser absorbidos en el duodeno (Pérez G et a., 2005).
De esta manera, € Fe en estado férrico seria incorporado al interior de los enterocitos
mediante la proteinaf33 -integrina, y posteriormente transferido a la proteina chaperona
Mobilferrina (Conrad ME et a., 1993). Debido a que Mobilferrina ha sido aisada en
asociacion con fB3-integrina, flavin monooxigenasa y p2-microglobuling, se postula que
este complejo proteico de alto peso molecular [lamado Paraferritina transportaria el Fe a
través de los enterocitos (Umbreit JN et al., 1996) (Figura 2).

_ €—Fe ¥
p3-integrina

Fe 2+

Figura 2. Mecanismo de absorcion intestinal de Fe mediado por DMT1 y Ferroportina.
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Sin embargo, gran parte del Fe ** es reducido a Fe ?* para permitir su absorcién a
nivel duodenal. Este proceso es llevado a cabo por una ferrireductasa localizada en la
membrana apical celular del enterocito conocida como Citocromo Duodenal B (DcytB)
(McKie AT et a., 2001). Aunque se ha descripto una regulacion positiva de DcytB en
condiciones de deprivacion de Fe (Collins JF, 2005), algunos autores postulan que este
reductor no seria fundamental para la absorcion de Fe**, ya que tal vez no serfala Gnica
ferrireductasa intestinal (Mackenzie B 2005) (Figura 2).

Una vez que e Fe se ha reducido, ingresa a los enterocitos a través del
Transportador de Metales Divalentes 1 (DMT1), también conocido como DCT1
(Transportador de Cationes Divalentes 1) 6 NRAMP2 (Proteina 2 de Resistencia
Natural AsociadaaMacrofagos) (Gunshin H et al., 1997).

El transportador DMT1 tiene un peso molecular de 70-90 KDa segun el estado de
glicosilacion y se encuentra anclado a la membrana celular a través de 12 residuos
transmembrana. En €l cuarto segmento extracelular presenta dos sitios de glicosilacion,
mientras que el cuarto segmento intracelular posee un motivo asociado a su funcion de
transporte. Es conocida su capacidad de transportar diversos metales divalentes como el
Fe?*, Zn*, Cd**, Co®*, Mn®*; como asi también la estrecha relacion que posee su
actividad con e pH del medio (Gunshin H et al., 1997). Se ha postulado que su
actividad Optima ocurre a pH acidos entre 5,5 y 6,5, aunque también se evidencio
actividad del transportador a pH arededor de 7. No menos importante es su actividad
acoplada a cotransporte de H*, lo que favorece aun més la acidez del medio necesaria
paralaactividad de la proteina (Gunshin H et a., 1997).

Cabe destacar que se ha establecido que por corte aternativo en el extremo 3'del gen
de DMT1 se producen dos isoformas del ARNm de la proteina: la Isoforma I,
caracterizada por la presencia de un Elemento de Respuesta a Hierro (IRE), y la
Isoforma Il carente de dicho elemento (Lee PL et al., 1998). Las secuencias IRE se
hallan altamente conservadas en la evolucién y forman un loop en la regién no
codificante del ARN, que interacciona con alta afinidad con una proteina citoplasmatica
|lamada Proteina Reguladora de Hierro (IRP).

Debido a que la union de IRE con IRP varia en funcion de la disponibilidad de Fe, la
presencia de una secuencia IRE en e ARNm del Transportador de Metales Divalentes 1

resulta de gran relevancia ya que sugiere que la regulacion de su expresion seria
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dependiente de los niveles de Fe del organismo (Walander ML et al., 2006;
Muckenthaler MU et al., 2008). En este sentido, la regulacion de la expresion de DMT1
seria similar a la regulacion del RTf. Se ha sugerido que frente a deficiencias de Fe la
presencia de una secuencia IRE en el extremo 3'del ARNm de DMT1 se uniriaa IRP,
favoreciendo la estabilizacion del transcripto y la transcripcion de la proteina (Gunshin
H et al., 1997; Oates PS et al., 2000).

Una vez que € Fe*" ha alcanzado el interior del enterocito puede ser oxidado
nuevamente a estado férrico para su almacenamiento en forma de Ferritina. Ferritina es
una proteina ubicua, aunque altamente expresada en higado y bazo, con conocida
capacidad de amacenar Fe ya que puede incorporar hasta 4500 &omos de Fe en su
interior. Posee un peso molecular de 430-460 KDay presenta una cadena liviana (L) y
una cadena pesada (H). Se ha establecido que la cadena H incorpora Fe a una tasa
mucho mayor que la cadena L, y esta diferencia podria deberse a la presencia de una
ferroxidasa central asociada a la cadena H, que promoveria la oxidacion de Fe** a Fe **
(Ponka P, 1990).

Por otro lado, e Fe*" que no forma parte de los depésitos es oxidado a Fe ** por la
proteina Hefastina y posteriormente exportado hacia el compartimento extracelular a
través del transportador Ferroporting, también llamado Ireg 1 6 MTP1 (Abboud and
Haile 2000; Donovan et a. 2000; McKie et a. 2000; D’ Anna MC et a., 2009). Similar
aDMT1, e ARNm de Ferroportina contiene un Elemento de Respuesta a Hierro (IRE)
en el extremo 5, indicado que la expresién de la proteina podria depender de los niveles
de Fe (Lymboussaki A et a., 2003). Sin embargo, otros estudios han reportado
diferencias tejido-especificas en laregulacion del gen (Wessling-Resnick M, 2006).

Es conocida la capacidad que posee e Fe para generar radicales libres mediante la
reaccion de Haber-Weiss (Emerit Jet al., 2001, Fraga CG et a., 2002). Por este motivo,
una vez que es exportado de las células no puede circular en forma libre, sino que es
asociado a la proteina sérica Transferrina (Tf) formando el complejo Fe-Tf. Esta
proteina posee 2 residuos homoélogos cuyo ligando natural es el Fe 3y cuya unién es
pH dependiente, siendo mayor la afinidad por el metal a pH cercanos a 7 (Ponka P,
1990). En condiciones de balance normal de Fe, sdlo el 30 % de la Transferrina se halla
saturada con e metal, por 1o que e 70 % restante actia como mecanismo protector

capaz de captar los excesos de Fe, evitando la toxicidad que estos podrian generar
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(Ponka P, 1990). Sin embargo, es sabido que en situaciones de marcada sobrecarga de
Fe, la capacidad de saturacion de la Transferrina puede alcanzar su maximo nivel,
situacion en la que el metal puede unirse a ligandos como € citrato constituyendo el
Hierro no Unido a Transferrina (NTBI) (Pérez G et a., 2005)

El complgjo Fe-Tf es el encargado de transportar €l Fe entre los sitios de absorcion,
almacenamiento y utilizacion, siendo € higado uno de los 6rganos mas importantes. La
via de captacion celular de Fe-Tf en higado mediada por e Receptor de Transferrina 1
(RTf1) es una de las més conocidas (Figura 3). Este receptor es una glicoproteina
homodimérica de expresion ubicua, aunque expresada principalmente en e higado,
cuyos hiveles son regulados post-transcripcionalmente por la interacciéon IRE-IRP en €l
ARNmM (Pérez G et a., 2005). Se ha propuesto ademas una interaccion del RTf1 con
HFE, una proteina similar al complejo mayor de histocompatibilidad, compitiendo ésta
con la Tf por € sitio de union a RTf1 (Giannetti AM et al., 2004, Ouyang Q et al.,
1993). Sin embargo, dado que su afinidad por el RTf1 seria menor que la que posee la
Transferring, alln no se conocen con exactitud las consecuencias fisiolégicas de esta
union (West AP et ., 2001).

Al pH de fluido extracelular el RTfl posee gran afinidad por la Transferrina
diférrica, formandose un complgo RTf1-Tf-Fe que es endocitado formando un
endosoma. Posteriormente se produce una acidificacion en el interior del endosoma, 1o
que disminuye la afinidad de la Tf por € Fe, liberdndose € meta y quedando
Apotransferrina. Asimismo, este cambio en el pH incrementa la afinidad del RTf1 por la
Apotransferrina, complejo que retorna ala membrana plasmatica fusionandose con ella.

El Feliberado en € interior endosomal se encuentra en estado férrico, sin embargo es
sabido que previo alaliberacion del metal a citoplasma celular se produce la reduccion
del mismo. Recientes evidencias postulan que el producto proteico del gen STEAP3
serfa la ferrireductasa endosomal encargada de transformar e Fe ¥ en Fe ?* (Graham
RM et al., 2007). Una vez que es reducido el metal, este seria exportado desde €l
endosoma mediante DM T1, conocido por su localizacion en la membrana de endosomas
y lisosomas (Gruenheid S et al., 1999; Tabuchi M et a., 2000) (Figura 3).

Finalmente, una vez gque € Fe ha alcanzado € citoplasma celular, este puede formar
parte de los depositos del metal a través de su union a Ferritina (en estado férrico), o

bien puede ser exportado de las células en estado ferroso mediante Ferroportina.
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Posteriormente es oxidado por la Ceruloplasmina y acopado nuevamente a la
Transferrina, permitiendo asi su circulacién por € torrente sanguineo (Graham RM et
al., 2007).

Aunque la captacion celular de Fe unido a Transferrina mediada por RTf1 es la mas
conocida, en los dltimos afos se ha descripto una segunda ruta de ingreso del Fe a
interior celular que involucra el Receptor de Transferrina 2 (RTf2) (Kawabata H et al.,
1999) (Figura 3). Esta proteina se expresa en diversos tejidos aunque principa mente en
el higado, y posee 45 % de homologia con € clasico RTf1, aunque su capacidad de
union a la Tf-Fe es 25 veces menor, siendo también pH dependiente (West AP et al.,
2000). A diferenciadel RTf1, el RTf2 no posee elemento de Respuesta a Hierro (IRE),
de modo que los niveles celulares de Fe no parecerian regular cambios en la expresion
de la proteina. Sin embargo se ha propuesto que sus niveles serian regulados post-
traduccionalmente por la Transferrina diférrica, de modo que la union del ligando
estabilizariaal receptor (Robb A et al., 2004).

Por otro lado, cabe destacar que el higado es uno de los 6rganos méas importantes en
la captacion de NTBI, evitando la toxicidad que éste podria causar debido al escaso
control de su actividad redox (Craven CM et a., 1987; Britton RS 2002). Segun trabajos
recientes, la captacion de NTBI pareceria estar mediada por € Transportador de Metales
Divalentes 1, conocido importador de Fe (Shindo M et al., 2006). Sin embargo, también
se ha descripto la posible participacion de una proteina transmembrana llamada ZI1P14,
atamente expresada en higado (Liuzzi JP et a., 2006) (Figura 3). Las proteinas ZIP
pertenecen a una super familia de proteinas, donde ZIP14 iniciamente ha sido
involucrada en €l trasporte de zinc desde la membrana plasmética u organelas celulares
hacia € citosol (Liuzzi JP et a., 2004). Sin embargo, recientemente se ha descripto que
la supresién de la expresion de ZIP14 reduce fuertemente la captacién de NTBI,
destacando € rol de esta proteinaen el balance del Fe (Liuzzi JP et al., 2006).
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Figura 3. Incorporacion y transporte de Fe en hepatocitos.

S bien los hepatocitos son conocidos por su participacion en la captacion y
almacenamiento del Fe, un sitio clave para la captacion y reutilizaciéon del Fe es €
Sistema Reticulo Endotelial, formado por macrofagos especiadizados, presentes
principalmente en bazo y en higado. Estas células tienen la capacidad de fagocitar y
lisar eritrocitos senescentes O dafados. Luego, e grupo hemo es catabolizado por la
Hemo-oxigenasa 1 permitiendo la liberacion del Fe en el interior de la célula (Poss KD
et a., 1997). Aungue la eritrofagocitosis es la principal via de adquisiciéon de Fe en €
SRE, no es la Unica, ya que se ha descripto la expresion del importador de Fe DMT1 en
macrofagos esplénicos, quien también podria estar involucrado en la captacién de Fe
(Muckenthaler MU et al., 2008). Por otro lado, también se ha reportado que DMT1
estaria involucrado en e tréfico intracelular de Fe, aunque ain existen controversias
sobre su participacion.

Unavez que el Fe haacanzado € interior celular, una porcion del Fe es almacenado
en forma de Ferritina. En este sentido, el SRE representa el mayor sitio de depésito de

Fe (Knutson M et al., 2003). Por otro lado, €l Fe que no es almacenado es exportado a
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través de Ferroportina, oxidado por la Ceruloplasminay acoplado a Transferrina para su
circulacién en € torrente sanguineo.

Las consecuencias de anormalidades en el reciclado del Fe se evidencian en dos
patologias bien definidas. Por un lado, la hipoferremia asociada a inflamaciones
cronicas, conocidas como Anemia de las Enfermedades Cronicas, donde existe una
marcada retencion de Fe en e SRE (Mayszko J et a., 2007). Por otro lado, la
hemocromatosis hereditaria, caracterizada por bagos niveles de Fe en macrofagos
(Andrews N, 2000).

Debido a la complgidad de los mecanismos involucrados en la absorcion y
utilizacion del Fe, es evidente que dichos procesos se encuentran altamente regulados.
En este sentido, se han redlizado diversos estudios para comprender los mecanismos
mediante los que se le informa al enterocito las demandas de Fe del organismo,
postulando la existencia de una sefial soluble que actuaria como nexo entre e intestino y
otros tejidos.

En este contexto, fue fundamental el descubrimiento de la Hepcidina, conocida como
regulador clave de la homeostasis del Fe (Park CH et al., 2001; Pigeon C et al., 2001).
Aungue es ampliamente conocido que e higado es el principa sitio de sintesis de
Hepcidina, pocos estudios han determinado con precision el sitio exacto de localizacion
celular de la proteina 'y su patron de distribucién en € tgjido hepatico (Park CH et al.,
2001; Pigeon C et al., 2001; Kulaksiz H et al., 2004).

Es sabido que en humanos Hepcidina es producida como un pre-pro-péptido de 84
AA, compuesto por: una secuencia sefial de 24 AA en el extremo N-terminal, clave para
su reconocimiento en el reticulo endoplasmatico; una pro-region central entre los AA 25
y 59; y @ péptido maduro de 25 AA en € extremo C-termina (Pigeon C et al., 2001,
Park CH et a., 2001). En esta estructura, en e extremo C-terminal, precediendo a
péptido maduro existe un sitio de clivaje para furina (Pigeon C et a., 2001). Furina es
miembro de una familia de pro-hormonas convertasas que activan proteinas por clivge
del precursor en un sitio especifico (Valore EV et al., 2008; Kartikasari AE et al., 2008).
En este sentido, recientemente se ha reportado que la convertasa furina seriala principal
enzima involucrada en la remocion de la pro-region de Hepcidina, ya que su inhibicién

impide €l clivaje del péptido activo (Vaore EV et al., 2008). Por otro lado, |a secrecion
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de Hepcidina pareceria no depender de la actividad de furina, ya que se ha reportado
gue su inhibicion no impide la secrecion del péptido (Valore EV et al., 2008).

Se ha determinado ademas, que la estructura y funcién de Hepcidinay € sitio de
clivaje para furina, se halan atamente conservados en mamiferos 'y peces, dado que la
secuencia del gen codifica pro-pro-péptidos muy similares a los presentes en humanos
(Hunter HN et al., 2002; Shike H et al., 2002).

Una vez que Hepcidina ha alcanzado la circulacion, se ha reportado su union a la
proteina 32 -macroglobulina en sangre humana, en forma especifica'y con ata afinidad
(Peslova G et a., 2009). Dado que hepcidina inicialmente fue identificada por su
actividad antimicrobial, estos halazgos presentan similitud con lo reportado por
Panyutich A et al (1991), quienes han demostrado la union de p2-macroglobulina con
péptidos antimicrobiales |lamados defensinas.

Debido a que Hepcidina posee bajo peso molecular, seria posible que a circular en
forma libre sea répidamente eliminada por orina, disminuyendo su vida media. Por este
motivo, se ha propuesto que la unién de Hepcidina con 32-macroglobulina podria ser un
mecanismo para prevenir su acel erada eliminacion (Peslova G et al., 2009).

Si bien en humanos se ha reportado un gen para Hepcidina, en el genomadel raton se
han identificado 2 genes que codifican parala proteina, lamados HEPC1 y HEPC2. Sin
embargo, solamente Hepcidina 1 pareceria estar involucrada en € metabolismo del Fe
(LouDQ et d., 2004).

La relacion entre Hepcidina y e metabolismo del Fe ha sido profundamente
estudiada en las Ultimas décadas. Nicolas G (2001) utilizé ratones Usf2 (Upstream
Stimulatory Factor) knockout, que poseen una severa sobrecarga de Fe similar a la
observada en pacientes con Hemocromatosis, presentando acumulacién hepéticade Fey
elevados niveles séricos de Fe. Sin embargo, la sobrecarga de Fe de estos animales no
se debid a mutaciones en los genes de RTf2 y HFE, como ocurre en pacientes con
Hemocromatosis, sino més bien a la disminucion de Hepcidina que presentaron los
animales. En este sentido, dado que Hepcidina se localiza rio arriba del gen Usf2, la
mutacion del gen Usf2 podria afectar la expresion de Hepcidina

Posteriormente se realizaron otros estudios para confirmar el rol de Hepcidina como

sensor de los niveles de Fe, utilizando ratones que sobreexpresaban Hepcidina hepatica
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(Nicolas G et a., 2002a). Estos animales mostraron severa anemia microcitica, baos
niveles de Fe y una alta mortandad perinatal .

En cuanto a la regulacion molecular de la expresiéon de Hepcidina, estudios recientes
sugieren la existencia de diversos mecanismos que ocurren a nivel transcripcional.

Se plantea que citoquinas inflamatorias como IL-6, inducen la transcripcion de
HAMP en hepatocitos. Esta induccion involucraria la activacion de Stat3 y la unién de
Stat3 a un elemento regulador en e promotor de Hamp (Wrighting DM et al., 2006;
Pietrangelo A et al, 2007; Verga Falzacappa et al, 2007).

Por otro lado, diversos autores han propuesto que la activacion de la transcripcion de
Hepcidina seria mediada por Fe, y dependeria principalmente del RTf2, RTf1 y HFE
(Nemeth E et al., 2008; Viatte L et a., 2009) (Figura 4).

En este sentido se ha propuesto que en deficiencia de Fe, cuando los niveles de Tf-
diférrica son bajos, HFE interactia con e RTf1, disminuyendo la concentracion del
RTf2. Dado que € RTf2 seria quien previene la liberacion de HJV soluble (HIVS),
cuando la concentracion de RTf2 es bagja se favorece la liberacion del péptido. Se ha
propuesto que HJV's seria capaz de antagonizar la via de BMP, de modo que elevados
niveles de HJVsinactivarian la cascada intracelular mediada por BMP, disminuyendo la
sintesisde hepcidina (Lin L et a., 2005; Zhang AS et a., 2005).

Por otro lado, en sobrecarga de Fe, cuando |a concentracion de Tf-diférrica es alta, €l
complejo Fe-Tf se uniriaa RTf1y al RTf2. Como resultado, el RTF2 seria estabilizado
y HFE se disociaria del RTf1 para unirse al RTf2. De esta manera, e complejo HFE-
RTf2 interaccionaria con la HJV, evitando € desprendimiento de HJV y disminuyendo
los niveles de HJV's. De esta manera, bajos niveles de HJV's resultaran en la activacion
de la cascada de sefidizacion mediada por BMP. Se postula que BMP se uniria a
receptores serina-treonina kinasa, 1o que conduciria a la fosforilacién de RSmad, quien
se uniriaa Smad4 formando un complejo que trasloca a nucleo y activa la transcripcion
del gen de Hepcidina (Massague J et al, 2005; De Domenico | et al., 2007; Babitt JL et
a 2007).

Recientemente se ha descripto una nueva proteina involucrada en la regulacion de
Hepcidina via HIV/BMP: |a serina proteasa TMPRSS6 también llamada Matriptasa-2,
altamente expresada en higado (Ramsay AJ et al., 2008). Se ha reportado que ratones

knock-out para la Matriptasa-2 presentan anemia por deficiencia de Fe y niveles
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inapropiadamente altos de Hepcidina (Folgueras AR et al., 2008). Los elevados niveles
de Hepcidina, pese a la deficiencia de Fe sugieren que Matriptasa-2 seria un inhibidor
de la sintesis de Hepcidina (Du X et al., 2008). En este sentido, estudios in vitro
sugieren que Matriptasa-2 tendria actividad proteolitica contra la HV de membrana,
impidiendo de estaformala sintesis de Hepcidina (Silvestri L et al., 2008).

Aungue existen diversas hipétesis sobre la regulacién transcripcional de Hepcidina,
existen pocos estudios sobre la influencia del promotor del gen. En este sentido, se ha
determinado que € factor de transcripcion C/EBR , altamente expresado en higado,
tiene la capacidad de unirse al promotor de HAMP rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion, y que frente a la sobrecarga de Fe los incrementos hallados en C/EBPa
modularian los niveles del ARNm de Hepcidina (Courselaud B et al., 2002).

Bajo Ti-Fe  [oN® '\- Alto Tf-Fe By -

Figura 4. Regulacion de la transcripcion de Hepcidina en deficienciay sobrecarga de Fe.

Aungue no se conocen con claridad los mecanismos moleculares involucrados en la
regulacion de Hepcidina, es ampliamente conocido que esta proteina es un regulador
negativo de la absorcion de Fe, cuyos expresion es estimulada por exceso de Fe e
inflamacion, y reducida en hipoxiay deficiencia de Fe, permitiendo el ingreso de Fe a
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plasma cuando las demandas del metal son atas, pero limitando su absorcion y
liberacién cuando los niveles de Fe son elevados (Nicolas G et al., 2002b; Ganz T et al.,
2005).

En este sentido, diversos estudios indican que en sobrecarga de Fe la Hepcidina
liberada desde €l higado se une a Ferroportina duodenal induciendo la internalizacion y
degradacion lisosomal del exportador de Fe, bloqueando asi la via de transferencia de
Fe desde @ enterocito a plasma (Nemeth E et al., 2004; Knutson MD et al., 2005)
(Figurab)
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Figura 5. Regulacion de la absorcidn de Fe por Hepcidinay Ferroportina

Por e contrario, en estados de deficiencia de Fe la expresién de Hepcidina es
suprimida favoreciendo la expresion duodena de FPN, permitiendo asi la absorcion de
Fe para compensar la carencia del metal (Figura 5). En este sentido, trabgando con
ratones Usf2 knock-out se han hallado bajos niveles de Hepcidina asociados a un estado
de severa deficienciade Fe (Nicolas G et al., 20023).

Asimismo, la hipoferremia de estados inflamatorios pareceria ser mediada por un

incremento en la expresion de Hepcidina, mecanismo dependiente de citoquinas
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asociadas a proceso inflamatorio e independiente del estado del Fe (Nemeth E, Vaore
EV 2003; Lee Pet a., 2004).

Por otro lado, dado que gran parte del Fe absorbido o reciclado de la hemoglobina es
utilizado para la produccion eritroide, se ha evidenciado que estados asociados a
elevada actividad eritropoyética, como la hipoxiay la anemia, también presentan baja
expresion de Hepcidina (Nicolas G et a., 2002b).

En este sentido, cuando la distribucion de oxigeno a los tejidos es inadecuada la
respuesta homeostética es la produccién de nuevas células eritroides, de modo que
disminuyen los niveles de Hepcidina para favorecer la disponibilidad del Fe dietario y
del Fe proveniente de depésitos celulares. Sin embargo, aunque en humanos €l promotor
de Hepcidina contiene sitios de unién para HIF, no hay evidencias de esto en otros
mamiferos. Por este motivo se ha postulado que la respuesta de Hepcidina a la anemia
podria estar mediada no sélo por la hipoxia del tejido sino también por los elevados
niveles de Epo, la elevada actividad eritropoyeética 6 1os bajos niveles de Fe plasméticos
y tisulares existentes debido al consumo de este nutriente parala produccion eritroide.

En este contexto, diversos trabajos destacan la importancia de la actividad
eritropoyética sobre la regulacion de Hepcidina. Se ha demostrado que la supresion de
Hepcidina por flebotomia fue revertida cuando la respuesta eritropoyética fue inhibida
por un agente quimioterapéutico 6 por un anticuerpo contra Epo (Pak M et al., 2006).
Ademés, se havisto que la administracién de Epo aratones produce un incremento en la
actividad eritropoyética y un marcado descenso en la expresion del gen de Hepcidina
(Nicolas G et al., 2002c). Asimismo, recientemente se ha propuesto que la regulacion
negativa que Epo gerce sobre Hepcidina seria directa y mediada por el receptor
hepatico de Epo, ya que el pre-tratamiento de células hepéticas con un anticuerpo que
bloquea Epo-R previno la supresion de Hepcidina (Pinto JS, 2008).

Sin embargo, pese a las evidencias sobre la regulacion que gerce la actividad
eritropoyética sobre la produccién de Hepcidina, quedan aln por esclarecer |as sefiales 6
mediadores existentes entre lamédula 6seay € higado.

Por otro lado, debido al rol clave que Hepcidina desempefia en e balance del Fe, se
han intentado establecer relaciones entre la expresion de Hepcidina y la expresion de
transportadores de Fe como e Transportador de Metales Divalentes 1 (DMT1) y
Ferroporting, cuando el estado de Fe del organismo se encuentra aterado.
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En este sentido, Frazer DM et a (2002) ha establecido una relacion inversa entre la
expresion de Hepcidina y la expresion duodenal de DMT1 en ratas deficientes en Fe,
evidenciando ademas un incremento en la absorcion duodena de Fe. Estos cambios en
la expresion de las proteinas, coinciden con los cambios observados por Anderson GJ
(2002) en los niveles de ARNm de DMT1 y Hepcidina en ratas alimentadas con una
dieta deficiente en Fe.

La expresion duodenal de DMT1 hallada en estos estudios coincidiria con la
conocida regulacion post-transcripciona de su sintesis mediada por IRE-IRP, mediante
la que bagos niveles de Fe favorecen la union de IRE con IRP, estabilizando €l
transcripto y permitiendo latraduccion de la proteina.

También se ha visto unarelacion inversa entre la expresion de Hepcidinay DMT1 en
ratones Usf2 knock-out, carentes de Hepcidina, quienes presentaron un marcado
incremento en la expresion duodenal de DMT1 (Viatte L et a., 2005). Sin embargo,
dado que estos animales poseen una intensa sobrecarga de Fe, se podria sugerir que €l
incremento de DM T1 seria secundario alos niveles duodenales de Fe.

Por otro lado no sdlo se ha determinado un incremento en los niveles duodenales de
DMTL1 en deficiencia de Fe, sino que diversos trabajos han identificado €l transportador
en la membrana apical de enterocitos en ratas y ratones alimentados con una dieta
deficiente en Fe, sefidlando la funcién de DMT1 como importador de Fe (Canonne-
Hergaux F et al., 1999; Trinder D et al., 2000). En este sentido, la expresion apical de
DMT1 junto con la ausencia del transportador en las criptas duodenaes podria estar
indicando que la expresion de DMT1 duodenal ocurre al mismo tiempo que €l
enterocito madura y adquiere las proteinas necesarias para la absorcion y digestion,
haciendo referencia a un modelo de programacion de células de la cripta (Trinder D et
al., 2000). Sin embargo, Frazer DM et a (2004) ha demostrado que €l tiempo necesario
para que se produzcan cambios en la absorcién de Fe coincide con € tiempo necesario
para alterar la expresion de Hepcidina. De este modo, una vez que los niveles
circulantes de Hepcidina se modifican, los cambios en la absorcion de Fe se producen
en formargpida. A partir de estos hallazgos, el modelo de programacion de células de la
cripta ha sido reemplazado por un modelo que postula que la absorciéon de Fe y los
cambios en la expresion de proteinas del metabolismo del Fe se produciria en dos etapas

cuya regulaciéon seria independiente: el transporte de Fe a través de la superficie
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duodenal apical, que seria modulado por e estado del Fe del enterocito, y €l flujo de Fe
por la cara basolateral que estaria regulado por sefiales sistémicas como Hepcidina
(Wesdling-Resnick M, 2006). Sin embargo, con este modelo queda alin por esclarecer a
que se debe el gradiente en la expresiéon de DMT1 observado entre las criptas y las
vellosidades intestinales.

La funcion de DMT1 también ha sido estudiada en tejido hepatico de animales con
deficiencia de Fe, donde se han determinado muy bajos niveles del importador de Fe. La
regulacion negativa de la expresion hepatica de DMT1 en la deficiencia de Fe podria
sugerir la existencia de un mecanismo para favorecer la circulacion de Fe,
incrementando las oportunidades de que €l Fe se una a a Tf para su distribucion en €l
organismo (Trinder D et al, 2000).

Sin embargo, pese a la conocida funcion de DMT1 en la captacién de Fe, también ha
sido descripta su participacion en e movimiento intracelular de Fe. En este sentido, se
ha reportado la localizaciéon de NRAMP2 humano en endosomas tardios y lisosomas
(Tabuchi M et al., 2000), como asi también su colocalizacién con Transferrina en
compartimentos intracelulares (Gruenheid S et al., 1999).

Aungue existen contundentes evidencias sobre la expresién duodenal y hepatica de
DMTL1 en estados de deficiencia de Fe, poco se conoce sobre el rol que desempefiaria
este importador de Fe en otros tgjidos, frente a estados de deficiencia del metal. En este
sentido, tampoco se conoce con precision el tipo de células que expresan DMT1 y el
patrén de distribucion del importador en cada uno de los tejidos.

Cabe mencionar ademas, que existen diversas patol ogias que cursan con alteraciones
del balance del Fe, tales como Anemias de distinta etiologia, en las que la expresion de
proteinas reguladores del Fe tampoco ha sido estudiada en profundidad. En este sentido,
la Anemia Hemolitica es un estado fisiopatol6gico con un marcado compromiso del
eritron, en e cual ain no se conocen con detalle los mecanismos involucrados en el
manejo del Fe del organismo ni laexpresion tisular de proteinas del Fe.

Otro de los estimulos mas importantes capaz de modificar la expresion de proteinas
delarutadel Feesla Sobrecargade Fe.

Es sabido que excesos de Fe catalizan la conversion de superoxido y peroxido de
hidrégeno en radicales libres mediante |a reaccidon de Haber-Weiss, especies altamente

reactivas capaces de dafar diversas estructuras celulares (Fraga CG et al., 2002; Emerit
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J et a., 2001). Sin embargo, es ampliamente conocido que e higado es un 6rgano
fundamental en la detoxificacion de Fe, mediante un incremento en la tasa de captacion
y unabajatasa de liberacion de Fe (Trinder D et al., 2002).

En este sentido, se ha visto marcada expresion hepética de DMT1 en animales
alimentados con dietas con elevado contenido de Fe, 1o que pone de manifiesto la
capacidad importadoray fagociticade DMT1 (Trinder D et al., 2000).

También se ha intentado determinar e compromiso de DMT1 en otros tejidos
cuando los niveles de Fe del organismo son elevados. En este sentido, algunos trabajos
han propuesto la participacion de DMT1 duodena en e balance del Fe, evidenciando
bajos niveles de la proteina en estados de Sobrecarga Fe (Dupic F et al., 2002; Frazer
DM et al., 2003). Por otro lado, Theurl | et a (2005) ha reportado menores niveles del
ARNmM de DMT1 en tejido esplénico frente ala Sobrecarga de Fe.

Sin embargo, pese a los estudios realizados, ain no se conoce con certeza € rol
preciso que desempefia DMT1 en los tejidos comprometidos con € balance del Fe,
como asi tampoco se conoce con detalle la localizacion celular del importador en los
diversostejidos.

A partir de lo expuesto anteriormente, es claro que la expresion tisular del
importador DMT1 difiere mucho en situaciones que cursan con exceso de Fe y cuando
las demandas de Fe son intensas. Por otro lado, también es evidente que tanto la Anemia
como la Sobrecarga de Fe gjercen una modulacion sobre la expresion hepética de
Hepcidina.

Por este motivo, seria clave poder determinar la expresion hepética de Hepcidina, un
conocido regulador negativo de la absorcion de Fe, en una situacion que
tradicionalmente estd asociada a una elevada demanda de Fe y marcada actividad
eritropoyética. Asimismo, seria interesante conocer la expresion de la principal proteina
importadora de Fe del organismo, DMT1, en estados anémicos que cursan con el evados
depdsitos de Fe. Seria interesante saber qué sucede con la absorcién duodenal de Fe
cuando el organismo posee elevadas reservas de Fe pero presenta una gran demanda de
Fe para la actividad eritropoyética. Asimismo, seria interesante determinar € rol que
desempefian tejidos tipicamente asociados a almacenamiento de Fe, como €l higado y
el bazo.
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Esto seria fundamental para responder uno de los interrogantes mas importantes que
surge a partir de la relacion entre eritropoyesis y metabolismo del Fe. En este sentido
nos preguntamos s seria posible la coexistencia de elevados niveles de Epo y de
Hepcidina, 6 si laEpo podria modular la expresion de Hepcidina.

Si frente a estimulo eritroide el organismo no fuera capaz de sensar 1os niveles de
Fe, posiblemente el regulador eritroide transmitiria al enterocito las demandas de Fe,
favoreciendo la absorcion duodena de Fe y la liberacién de Fe desde € Sistema
Reticulo Endotelial Hepético y Esplénico. Por e contrario si el regulador eritroide fuera
capaz de utilizar € Fe existente en el organismo, 6 si € regulador de depdsito fuera mas
fuerte frente ala Anemia, posiblemente la absorcidn duodenal de Fe seria escasa pese a
la demanda eritroide.

En este sentido, sélo un trabajo ha reportado que en situaciones donde la anemiay la
sobrecarga de Fe coexisten, predominaria €l regulador eritroide favoreciendo un
aumento de Epo y una disminucion en los niveles de Hepcidina (Nicolas G et a.,
2002b). De esta forma, se sugiere la existencia de algiin mecanismo por € cual la Epo
podria regular los niveles hepaticos de Hepcidina (Pak M et al., 2006). Por otro lado,
aungue no se conoce con certeza el mecanismo que relacionaria a Epo y Hepcidina,
recientemente se ha propuesto gque la accion inhibitoria de Epo estria mediada por €l
receptor de Epo expresado en células hepaticas (Pinto JP et ., 2008).

A partir de la posible relacién entre la eritropoyesis y €l metabolismo del Fe, y dado
que la principal hormona estimuladora de la eritropoyesis, la Epo, es sintetizada en €l
rifon (Koury ST et al., 1988; Maxwell A et a., 1990), adquiere relevancia el estudio
del tejido renal.

Es sabido que € control de Fe en & organismo depende fundamentalmente de la
captacion duodena del Fe de la dieta, para balancear la pérdida de Fe por otras vias
(Ganz T et a., 2006). Por otro lado, si bien los mecanismos de excrecion renal son
centrales para el control de diversos cationes divalentes, poco se sabe en la actualidad
sobre como e Fe es mangjado en €l rifion. En este sentido, Wareing M et a (2000)
reportdé no solo que solo una pequefia porcion del Fe sérico es disponible para la
ultrafiltracion, sino que ademas determind que gran parte de Fe filtrado es reabsorbido
en los tubulos renales. Sin embargo, aln no esta esclarecido si € rifién gerce algun tipo
de control sobre el contenido de Fe excretado (Wareing M et al., 2000).
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El reciente descubrimiento sobre la identificacion de Hepcidina en células renales en
condiciones basales podria indicar un mecanismo dependiente de Hepcidina por € que
el rifién regularia los niveles de Fe (Kulaksiz H et al., 2005). Si bien se ha determinado
la expresiéon de Hepcidina en rifion de humanos y de algunos mamiferos en condiciones
basales, hasta el presente solo un trabagjo ha podido identificar la expresion rena de
Hepcidina en una condicion con desbalance del Fe (Veuthey T et a., 2008). En este
sentido, se ha propuesto una menor expresion de Prohepcidina frente a la Anemia
Hemolitica Aguda, comportamiento evidenciado en el segmento S2 de Tubulo
Proximal. Esto favoreceria la captacion tubular de Fe frente ala anemia, para satisfacer
las demandas de Fe parala eritropoyesis.

En este contexto, DMT1 también adquiere importancia en e rifion. Si bien este
Organo no esta usualmente asociado €l balance del Fe, se ha demostrado la expresion de
DMTL1 en tgjido renal de ratas en condiciones basales (Ferguson CJ et al., 2001). Méas
importantes fueron los hallazgos sobre la modulacion de la expresion renal de DMT1
segun los niveles de Fe dietario. Se hareportado un incremento en la expresion renal de
DMT1 en ditas con poco Fe, evidencidndose €l comportamiento inverso en dietas
enriquecidas en Fe (Wareing M et al., 2003). Por otro lado, también se ha determinado
localizacion intracelular de DMT1 en una linea de células de Tubulo Proximal renal,
expresado principalmente en membranas de endosomas tardios y lisosomas
(Abouhamed M et a., 2006). Uno de los resultados més importantes en este sentido, fue
la determinacion de captacion de Tf por la cara apical de las células rendes y la
posterior colocalizacion de DMT1 con Tf, lo que podria sefialar la participacion de
DMT1 en la captacién tubular de Fe.

Sin embargo, pese a laimportancia que pareciera tener la expresion renal de DMT1
en el manegjo del Fe, no hay evidencias en la literatura sobre la participacion rena de
este importador de Fe en otros estados con desbalance del metal como la Sobrecarga de
Fe.

Un modelo animal que resulta interesante para aportar nuevos conocimientos sobre el
estudio de DMT1 en rifibn es € modelo de Ratas Belgrade, quienes poseen una
mutacion en e locus que codifica para DMT1 (Fleming MD et al., 1998). Se ha
establecido gque estos animales poseen anemia microcitica e hipocromica debido a un

defecto en la absorcion intestinal de Fe, como asi también en la captacion y utilizacion
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del metal. Presentan ademas una marcada hiperferremiay elevada saturacion de Tf, pero
poseen una anemia con caracteristicas de deficiencia de Fe. Por o expuesto
anteriormente, es posible que la mutacion en DM T1 también afecte el movimiento renal
de Fe. En este sentido, Ferguson et a (2003) ha estudiado e manejo renal de Fe
mediante la confirmacion de la mutacion de DMT1 en tegjido renal, evidenciando muy
baja expresion del importador. Por otro lado, se ha establecido que estos animales
poseen elevados niveles de Hepcidina hepética pese a la sobrecarga de Fe hepética que
sufren, 1o cual pone de manifiesto una vez més la compleja regulaciéon del balance del
Fe (Thompson K et al., 2006).

Aungue € modelo de ratas Belgrade es una gran herramienta para la identificacion
de proteinas claves de la ruta del Fe y para profundizar e conocimiento de los
mecanismos involucrados en el transporte de Fe, no ha sido explotado en su totalidad,
por 1o que aln quedan por esclarecer muchas de las relaciones regulatorias de proteinas
del metabolismo de Fe en €l tgjido renal.

El estudio de proteinas del metabolismo del Fe en rifibn también podria contribuir a
ampliar nuestro conocimiento sobre los mecanismos asociados a la anemia de las
enfermedades renal es cronicas en humanos. En este sentido, es sabido que pacientes con
enfermedades renales crénicas desarrollan una anemia gradual pese a la terapia con
Epo, evidenciando una deficiencia de Fe funcional. En casos como esos, la existencia de
elevados niveles de Hepcidina hepética, posiblemente debido a estado inflamatorio
crénico subyacente, podria explicar la inadecuada absorcion duodenal de Fe y su
secuestro en e Sistema Reticulo Endotelial esplénico (Mayszko J et a., 2007). En
vistas de relacion entre Hepcidina y transportadores de Fe, € estudio rena de estas
proteinas seria Util para elucidar alteraciones en vias renales en la anemia asociada a
enfermedades renales cronicas.

A partir de todo lo expuesto anteriormente se desprende que, si bien hubo
importantes avances en €l estudio de los mecanismos regulatorios involucrados en el
balance de Fe del organismo, quedan por esclarecer muchos aspectos de la fisiologia y
fisiopatologia del metabolismo del Fey de la eritropoyesis.

En este sentido, el enfoque de este trabgjo de tesis contribuird a conocimiento de la
expresion de proteinas claves de la ruta del Fe como Hepcidinay DMT1, en tejidos

tradicionalmente asociados a la homeostasis del Fe como asi también en tgjidos cuya
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asociacion con e Fe ha sido recientemente descripta. De esta forma se intentaran
responder interrogantes sobre la regulacion del balance del Fe en diversas situaciones
fisiopatol 6gicas andlogas a las observadas en humanos, intentado establecer relaciones
funcionalesy regulatorias entre dos proteinas claves como Eritropoyetinay Hepcidina

El conocimiento de mecanismos involucrados en la accion de moléculas claves de la
homeostasis del Fe, contribuird a comprender |a etiopatol ogia de algunas enfermedades
asociadas a desordenes que afectan el eritron. El abordaje de estudios moleculares,
estructurales y funcionales de proteinas relacionadas con el Fe permitird avanzar en la
comprension de las vias de comunicacion que participan en informar a los tegjidos los
requerimientos de Fe.

La comprensiéon de estos mecanismos de sefiaizacion sera de utilidad,
especiamente, para explicar la falta de disponibilidad de Fe funcional cuando los
niveles son normales o estan en exceso. EI meor conocimiento de las relaciones
funcionales de Hepcidina con Eritropoyetina, contribuira a profundizar €l estudio de las
bases moleculares de desérdenes del Fe, como la AEC y otras patologias con

compromiso del eritron.
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SECCION II. MATERIALESY METODOS




1.1.

1.1.1.

1.1.2.

1.2.
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ANIMALESDE EXPERIMENTACION

ESPECIES

Ratones

Hembras adultas CF1 de 3 semanas de edad (30 + 3 g. peso corporal)

Ratas

Belgrade heterocigotas (b/+) y homocigotas (b/b), machos Fisher F344 adultos,
de 12 semanas de edad.

Estos animales poseen una mutacion en €l residuo G158 (Glicina-Arginina) del
Transportador de Metales Divaentes 1 (DMT1), por lo que presentan anemia
microcitica e hipocrémica y una intensa hipoferremia. Para la sobrevida, las

Belgrade son alimentadas con una dieta suplementada en hierro.

DIETAS

Los ratones CF1 fueron alimentados con una dieta estandar certificada (Batch
10006/06/01, Ganave ratas y ratones, Pilar, Argentina).

Las ratas Belgrade recibieron una dieta suplementada en hierro de Harlan
Teklad, TD 02385 (Boston, Massachusetts).

En todos | os casos | os animal es tuvieron acceso libre aaguay alimento.

1.3.

CONDICIONES AMBIENTALES

Los animales de experimentacion deben mantenerse en condiciones ambientales

estables y reguladas para estudios in vivo e in vitro reproducibles y confiables.

Las ratas y ratones son mamiferos homeotérmicos que mantienen su temperatura

corporal mediante un control interno de pérdida y produccién de calor (Bligh J, 1973),

por 1o que en todas las experiencias fueron mantenidos en un ambiente con temperatura

(22+2 °C) y humedad controlada (60+10%), siendo estos parametros importantes en la

termorregulacion.
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En todos |os casos, |os animales se alojaron en habitaciones con iluminaciéon artificial
parael control del ciclo luz —oscuridad.

Dentro de la iluminacién otro factor a considerar fue el fotoperiodo, que regula €
ciclo circadiano de los animales (Hastings JW et al., 1976). En este trabajo se utiliz6 un
ciclo artificial de 12 horas de iluminacion y 12 horas de oscuridad, controlada por un
reloj automético.

Los animales se mantuvieron en jaulas de policarbonato, con piso y paredes solidas,
con un colchén de viruta de madera que se cambi ¢ diariamente.

1.4. REGLAMENTACION PARA EL TRABAJO CON ANIMALES
DE LABORATORIO

En diversos estados europeos y en los Estados Unidos existen en vigencia diversas
legislaciones para €l uso de animales de laboratorio. En nuestro pais, € trabajo con
animales de laboratorio actualmente no se encuentra legislado.

Por este motivo, para € adecuado uso y mangjo de animales de laboratorio en
procedimientos experimentales desarrollados con fines cientificos, hemos seguido los
principios recomendados por “ The guide for the Care and Use of Laboratory Animals’.

Por otro lado, los disefios experimentales y el desarrollo de los procedimientos
experimentales se realizaron considerando el “Principio de las 3 R” de Russell y Burch
(Van Zutphen LFM et a., 1993). Este principio se basa en e Reemplazo, la Reduccion
y e Refinamiento. Propone e Reemplazo de animales conscientes por animales
inconscientes 0 anestesiados, la Reduccién del nimero de animales a utilizar, y €

Refinamiento de las técnicas utilizadas para reducir €l sufrimiento del animal.

1.5. CRITERIOS DE INCLUSION DE RATONES EN LA
“CONDICION BASAL”

El criterio de inclusion de los ratones en la condicién basal fue:
Hb: 13,0 - 18,0 g/dI

HCT: 40-50 %

Reticulocitos: 0 - 8,3 %

Células con Cuerpos de Heinz: 0 %
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Epo: 151 pg/mi
Ferremia: 217-253 pg/dl
Fe hepatico: 134-550 mmol/g tejido

2. MUESTRASBIOLOGICAS

2.1. SANGRE PERIFERICA

2.1.1. Método de obtencién

Debido a la importancia de la toma de muestra sanguinea en las determinaciones
hematol dgicas, es fundamental utilizar una adecuada técnica de extraccién para obtener
volimenes adecuados a la volemia de los animales. La volemia de un roedor es
aproximadamente €l 8% del peso corpora. Si el volumen de sangre extraido excede €l
10 % del volumen sanguineo, €l animal puede sufrir hipovolemiay falla cardiovascular.
Como regla general, para conservar lavidadel animal se recomienda extraer un maximo
de 8 ml/kg peso, que en un ratén es equivalente a 0,3 ml aproximadamente.

Por otro lado, en los pequerios roedores las venas son habitualmente pequefias y
dificiles de alcanzar, 1o que muchas veces dificulta la obtencion de la muestra. Debido a
estos inconvenientes, la obtencion de sangre desde el seno retro-orbital es utilizada

como un método alternativo en trabajos con roedores (Van Zutphen LFM et al., 1993).

Extraccion desde seno retro-orbital

Una vez anestesiado €l raton, se sujeta a animal estirando la piel del cuello hacia
atrés, asegurandose de no dificultar su respiracion.

Para la extraccion de sangre se utilizan capilares heparinizados, |os cuales se insertan
en e angulo externo del ojo (2 mm aproximadamente) y se giran suavemente hasta que
extremo del tubo rompe el vaso sanguineo y la sangre fluye por capilaridad en €l
interior del capilar. Una vez obtenido €l volumen adecuado, se retira suavemente el
capilar y se oprime ligeramente la zona con una gasa o algoddn seco a fin de favorecer
la coagul acion. Finalmente se observa detenidamente la recuperacion de la anestesia.
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2.1.2. Anestesia

Debido a que muchos de los procedimientos experimentales llevados a cabo con
animales pueden causarles dolor o distrés, se busca reducir a minimo o eliminar estas
sensaciones mediante el uso de anestésicos. De esta forma, se reduce también la
magnitud de dichos efectos sobre e modelo experimental en desarrollo, incrementando
lavalidez de |os resultados obtenidos.

La anestesia general es producida por drogas inductoras de pérdida de la conciencia
mientras que la anestesia local es producida por drogas que generan insensibilidad en
determinadas partes del cuerpo.

La seleccion de la anestesia a utilizar depende de diversos factores como la especie a
emplear, € tipo de procedimiento a desarrollar y la duracién del procedimiento entre
otras. También es importante considerar la facilidad de administracion del mismo, la
induccion de un estado de anestesia estable, la reversibilidad de dicho estado y la
ausencia de influencia sobre las variables fisiologicas en estudio (Van Zutphen LFM et
al., 1993)

Debido a que la extracciéon sanguinea debe ser un proceso rgpido y sencillo, como
anestésico utilizamos un agente inhalatorio. Para ello se trabaj6 con éter etilico
(Biopack®), gque induce cortos periodos de anestesia y de fécil reversibilidad, ademas
de ser considerado un agente que dificilmente produzca la muerte del animal por
sobredosis.

La administracion solo requiere de una camara de anestesia en cuyo interior la
concentracion del agente debe ser de 15-20 % para trabajos con murinos. Para
determinar el momento en e que el anima se halla anestesiado resulta fundamental

conocer |os periodos de la anestesia.

Periodos dela anestesia con éter etilico

a) Primer periodo: Se produce un ligero aumento de la frecuencia cardiacay de la
respiracion toraco-abdominal. Las pupilas permanecen normales a principio,
dilatéandose después. El tono muscular es normal.

b) Segundo periodo: Aparecen movimientos involuntarios. Hay dilatacion pupilar.
El anima comienza a relgjarse suavemente. Al final, las pupilas comienzan a
contraerse. La respiracion es toraco-abdominal y se mantiene regular y profunda.

El pulso esrgpido y la presion arterial esta aumentada.
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c) Tercer periodo: Larespiracion se hace toracicay superficial. Hay miosis extrema
y luego algo de midriasis. Los ojos pueden girar en las érbitas. Luego quedan
fijosy protuye e tercer parpado. Los musculos abdominales se relgan. El pulso
esrapidoy lapresion arterial normal.

d) Cuarto periodo: Depende del anestésico. La respiracion vuelve a ser toraco-
abdominal. Aparecen temblores 'y el animal puede gritar. Produce movimientos
de lucha o escape poco antes de recuperar la conciencia. Se recuperan los reflgjos

corneal, conjuntival y el tono muscular.

2.2. TEJIDOS

2.2.1. Eutanasia

La eutanasia se define como el acto de inducir la muerte de un animal de forma
humanitaria, sin provocar dolor y distrés. Debe dar como resultado una rapida
inconsciencia seguida del paro cardiaco o respiratorio y la pérdida de lafuncién cerebral
(American Veterinary Medical Association, 2007).

Es fundamental verificar la muerte del animal inmediatamente después de aplicada la
eutanasia. Para € reconocimiento de la muerte deben considerarse los siguientes
aspectos. midriasis y ausencia de ventilacion pulmonar, latido cardiaco, control de
esfinteresy reflgos.

Para inducir la muerte del animal se utiliza un agente volatil como €l éter etilico, una
droga inhalatoria que induce inactivacion indirecta de la corteza, subcorteza 'y centros
vitales del bulbo raquideo (Van Zutphen LFM et a., 1993). Este agente suele ser
utilizado en especies pequefias como es € ratén, y para su administracién se requiere de
una cdmara cuyo interior se sobresatura con agente quimico, de modo que e animal
inhale los vapores.

2.2.2. Necropsia

El procedimiento de la necropsia comprende un estudio morfolégico vy

fisiopatol 6gico del estado del animal a momento de su muerte.
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Inicialmente se observa macroscopicamente el anima buscando la presencia de
posibles alteraciones que podrian invalidar los resultados obtenidos. Luego se coloca a
animal en posicion decubito dorsal en una plancha de telgopor, sujetdndolo a la misma
por sus extremidades, y se limpia la zona de trabgjo con abundante alcohol. A
continuacion serealiza unaincision primariaen lapiel del animal, efectuando un ojal en
la region abdominal (antes de la apertura genital) que se extiende hasta e diafragma.
Desde alli se realiza un segundo corte hacia las extremidades inferiores del animal,
formando una Y invertida. Finalizado esto se realizala apertura de la cavidad abdominal
mediante e corte del peritoneo, lo que permite identificar macroscopicamente los
organos del animal. Una vez que la cavidad ha sido abierta se seleccionan los 6rganos

en estudio para su extraccion (Figura 1).

Figura 6. Diseccién de érganos de raton.

2.2.3. Diseccion

Durante el procedimiento de extraccion de los 6rganos es fundamental actuar con
precision y rapidez para evitar posibles dafios en las células de los tejidos. En nuestro
caso hemos extraido el higado, bazo, rifiones y duodeno.

e Diseccion dd higado

El higado se localiza en e hipocondrio derecho aungue se prolonga a epigastrio e
hipocondrio izquierdo. Se halla limitado por el diafragma en su cara superior y lateral, y
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por el colon transverso en la cara inferior (Rouviere H et al., 2005). Para realizar su
diseccion se requiere de gran dedicacion debido a que es un 6rgano altamente irrigado
de modo que su extraccién va a acompafiada de pérdida de grandes volumenes de
sangre que podrian afectar la extraccion de los demés drganos. Debido a que este
organo recibe sangre oxigenada y desoxigenada, durante su obtencion es necesario
cortar la arteria hepética y la vena porta, ademas de separarlo del tejido circundante. Por
otro lado, es de gran importancia considerar su cercania con la vesicula biliar, érgano
rico en enzimas digestivas. Es por esto que a momento de la extraccion es fundamental
evitar €l contacto con la vesicula biliar a fin de evitar la lesion de la misma y la
liberacidn de las enzimas que contiene, lo cua podria degradar €l tgjido de interés. Una
vez obtenido & drgano, se toma una porcion del 16bulo derecho y una porcién del 16bulo

izquierdo y se almacena para su utilizacion.

e Diseccion del Bazo

El bazo es un odrgano que se hala situado en € hipocondrio izquierdo
inmediatamente debajo del diafragma y detras de estbmago, y presenta direccion
oblicua cas semejante a la de las Ultimas costillas (Tortora GJ et al., 1996). Para su
diseccion es necesario trabagjar en dicha zona de la cavidad abdominal, separando €l
bazo del rifion izquierdo y del colon descendente, rganos sobre los que descansa.
Ademas durante la obtencion de dicho 6rgano es necesario cortar €l hilio, estructura por

donde pasan la arteriay la vena esplénica.

e Diseccion dd Rindn

Los rifiones son érganos pares que en su cara posterior se relacionan con €
diafragma en la zona superior y con la pared lumbar en la zona inferior. La cara anterior
del rifién derecho se relaciona con la porcion descendente del duodeno y con € higado,
mientras que en el caso dd rifion izquierdo lo hace con € bazo, €l extremo izquierdo del
pancreas, €l estomago y € extremo izquierdo del colon transverso (Tortora GJ et al.,
1996). Para su diseccion en necesario separarlos de los 6rganos vecinos ademas de

cortar lavenarenal, arteriarenal y uréteres.
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e Diseccion del Duodeno

El duodeno constituye la primera porcion del intestino delgado y la parte fija del
mismo. Este 6rgano se extiende desde €l piloro hasta €l angulo duodeno-yeyunal y se
relaciona con la cabeza del pancreas, a la que rodea en forma de U (Rouviére H et a.,
2005). Para su diseccion se realiza un primer corte en la zona del esfinter pilorico y un
segundo corte 2 cm mas adelante, de modo de asegurarse la obtencién de segmentos

duodenales sin restos de yeyuno.

3. ADMINISTRACION DE FARMACOS

La administracion de drogas en animales de laboratorio puede realizarse en cuatro
formas diferentes, segun la ruta de administracién: a) aplicaciones en las membranas
mucosas, b) administracion inhalatoria, ¢) administracion enteral, d) administracion
parenteral. Estos ultimos incluyen las inyecciones intraperitoneales, intramusculares y
subcutaneas entre otras.

La eleccion de la via de administracion de sustancias a los animaes de
experimentacion es un proceso critico y fundamental para mantener el bienestar del
animal. Deben considerarse variables como la solubilidad y viscosidad de la droga, €
volumen ainyectar, el calibre de la aguja a utilizar como asi también el peso del animal
(Van Zutphen LFM et al., 1993).

Para la administracion del anestésico de eleccion se ha utilizado la via inhalatoria,
que ha sido previamente descripta. Para la administracion del resto de los farmacos
hemos utilizado la via intraperitoneal, siguiendo las recomendaciones de “Principle of
Laboratory Animal Science”. En la siguiente tabla se detallan caracteristicas
consideradas al momento de la administracion de drogas en los procedimientos
experimental es desarrollados con animales.

Animal Raton

Viade administracion I ntraperitoneal
Calibre aguja 25G-27G
Maximo volumen ainyectar | 1,0 ml
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VIA INTRAPERITONEAL

Procedimiento experimental :

1
2.
3.

Tomar al animal firmemente por el lomo parainmovilizarlo.

Invertir su posicion para que el vientre quede expuesto hacia arriba.

Colocar la cabeza en un plano inferior con respecto al cuerpo, reduciendo de esta
formalos riesgos de lesiones en |os érganos.

Limpiar la zona de |os cuadrantes inferiores con abundante alcohol.

5. Introducir laaguja en direccion horizontal alalineamediadel cuerpo.

Una vez que se ha atravesado e peritoneo, inclinar levemente la aguja,

aproximadamente en un angulo de 90°.

7. Introducir lasustanciaen €l interior del animal.

Extraer la aguja suavemente y reincorporar €l animal a su posicién habitual.

4. PARAMETROSBIOQUIMICOS. HEMATOLOGICOS

4.1.

HEMOGLOBINA

La determinacion de Hemoglobina es un parametro critico para €l diagnodstico de las

anemias, por lo que la metodologia utilizada debe ser lo mas exacta y precisa posible.

Existen diversos métodos para la cuantificacion de los niveles de Hb. En nuestros

estudios se opto por el método de la Cianometahemoglobina, o0 método de Van Kampen

y Zijlstra, recomendado por el Comité Internaciona de Estandarizacion en Hematologia
(ICSH 1978).

M étodo de la Cianometahemoglobina

Muestra bioldgica: sangre anticoagulada obtenida con capilares heparinizados (0,1 -

0,2 mg Heparina/ml).



49

Fundamento: las células rojas son lisadas y las variantes de Hemoglobina son
convertidas a Cianometahemogl obina, un compuesto estable que se cuantifica a 540 nm.

Procedimiento experimental: Se toma una alicuota de la sangre y se diluye con €
Reactivo de Drabkin, una solucion de Ferrocianuro de potasio, Cianuro Potasico, y un
detergente no ionico apH: 7-7,4.

Lafuncién del detergente es acelerar la hemdlisis, disminuir €l tiempo de la reaccion
y evitar la aparicion de precipitados proteicos. El Ferrocianuro de potasio oxida la
Hemoglobina y sus derivados (Oxihemoglobina y Carboxihemoglobina) a
Metahemoglobina, y finalmente, el Cianuro Potésico proporciona los iones Cianuro
necesarios para formar Cianometahemoglobina. Este Ultimo presenta su maxima

absorcién a unalongitud de onda de 540 mm.

Hb + KgFe (CN)g -------=====mmmmmmmmmeeen MetaHb
MetaHb + KCN --------------m-mmmmmeeo- CianometaHb
En el siguiente cuadro se detalla el procedimiento experimental que hemos seguido
para desarrollar |a determinacion de Hemoglobina.

Testigo | Desconocido
Reactivo de Drabkin | 25 ml | 2,5 ml

Testigo de Hb 10 pl -
Muestra - 10 ul

Finalmente se tapan los tubos, se mezclan por inversion y luego de 3 minutos se leen
las absorbancias en espectrofotdmetro a 540 nm. Estabilidad de la reaccién: 24 horas

Célculos
Hb (g/dl): Abs desconocido x factor (F), donde
F: Concentracion Testigo/Abs Testigo
Intervalo de referenciaen ratén: 13,0 — 18,0 g/dl
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4.2. ERITROPOYETINA PLASMATICA Y SERICA

Su cuantificacion reviste gran importancia debido a que es un indicador fundamental
de laactividad eritropoyética.

Muestra biol6gica:

- Plasma de raton. Se obtuvo a partir de sangre anticoagulada con heparina,
centrifugada a 10000 g durante 5 minutos.

- Suero de rata. Se obtuvo a partir de sangre que se dgjé coagular 2 horas a

temperatura ambiente y se centrifugd 20 minutos a 1000 g.

Fundamento: la determinacion de os niveles plasméticos de Eritropoyetina se realiza
con e kit Quantikine Mouse/Rat Epo Immunoassay (R&D System). Es un
inmunoensayo cuantitativo del tipo sandwich, que emplea un anticuerpo monoclonal
especifico de ratdn, e que se pone en contacto con la muestra, seguido de un complejo
conjugado con un enzima. Finalmente se agrega €l sustrato de dichaenzimay se mide la
intensidad de color de la reaccion a 450 nm, la cual es proporciona a contenido de
Eritropoyetina de la muestra. Para la determinacion del 1os valores de Epo de la muestra

se utiliza una curva de calibrado realizada con estandares de concentracion conocida.

Procedimiento experimental:

1. Agregar 50 pl de diluyente de ensayo a cadawell de la placa.
Agregar 50 pl de las muestras, control y estandares a cada well.
Incubar 2 horas a temperatura ambiente en shaker.

Lavar cadawell 5 veces con el buffer de lavado.
Agregar 100 pl del conjugado a cada well.
Incubar 2 horas a temperatura ambiente en shaker.
Lavar cadawell 5 veces con el buffer de lavado.
Agregar 100 ul del sustrato a cadawell.

© 0o N o ok W DN

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente en shaker.

=
o

. Agregar 100 pl dela solucién de stop a cadawell.

[EEY
[N

. Determinar de la densidad 6ptica de cada well a 450 nm y 540, dentro de los 30

minutos.
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12. Corregir la densidad optica. Para ello se resta la lectura obtenida a 540 nm de la
lectura obtenida a 450 nm.

13. Construir lacurva de calibrado y determinar la concentracién de la muestra.

El método empleado provee un control de concentracion conocida cuya absorbancia
permite determinar si los valores de la curva de calibrado son correctos.

Control parasuero de rata: 329 y 548 pg EPO/m.

Control para plasmade ratén: 324 y 540 pg EPO/m

Para las muestras de plasma de raton se obtuvo la siguiente curva de calibrado.

:

:

=

:

Eritropoyetina plasmética (pg/ml)
g

0,0 0,2 04 OI,6 0,8 1,0 1,2
Absorbandiacorregida
Curva de Calibrado para la Determinacion de Eritropoyetina Plasmética de raton. Se
muestran |os valores de absorbancia de los estandares (m) y la recta obtenida en el gjuste por

cuadrados minimos.

Laecuacion de estarectaes. Y = A + BX, donde
A:-102,7175

B: 1442,66398

El coeficiente de correlacién obtenido fue r®: 0,99437
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Utilizando la curva de calibrado obtenida se determind que la concentracion del
control fue de 450,78 pg EPO/m.

Para las muestras de suero de rata se obtuvo la siguiente curva de calibrado.

Eritropoyetinasfica (pg/ml)
- 8 88 E 8 8 ¢

00 02 04 0:6 0:8 1:0 1:2 14 16 18
Absorbanciacorregida
Curva de Calibrado para la Determinacion de Eritropoyetina Sérica de Rata. Se muestran
los valores de absorbancia de los estédndares (m) y la recta obtenida en el ajuste por cuadrados

minimos.

Laecuacion de estarectaes: Y = A + BX, donde
A: -68,09255
B: 1806,86629

El coeficiente de correlacion obtenido fue r’: 0,09948

Utilizando la curva de calibrado obtenida se determin6é que la concentracion del
control fue de 481,1948 pg EPO/ml.
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Vaores dereferencia
Plasma heparinizado de raton: 151 pg/mi
Suero de rata: no detectable

4.3. HEMATOCRITO

El Hematocrito (HCT) se define como larelacion entre el volumen de eritrocitosy el
correspondiente volumen de sangre tota. Su determinacion es uno de los
procedimientos més sencillos para ayudar a diagnostico de anemias, y puede ser

realizada por técnicas directas o indirectas.

Técnicadirecta

La técnica directa es  método recomendado por Comité Internacional de
Estandarizacion en Hematol ogia (ICSH 1978).

Muestra bioldgica: sangre anticoagulada obtenida con capilares heparinizados (0,1 -
0,2 mg Heparina/ml).

Fundamento: mediante centrifugacion, el paguete de eritrocitos es separado del resto
de la sangre, y posteriormente se establece la relacion entre éste y el volumen de sangre
total.

Procedimiento experimental: Se utilizan tubos capilares de vidrio, heparinizados. Los
capilares se cargan con la muestra, preferentemente hasta las % partes, se obtura uno de
los extremos del capilar con plastilinay posteriormente se centrifugan a 10000g durante
5 minutos.

Utilizando un &baco se mide la longitud total de la columna (glébulos rojos y

plasma) y lalongitud de la columna eritrocitaria. El resultado se expresa como %.

Intervalo de referencia en raton: 40 - 50 %

Intervalo de referenciaen rata: 37 - 53 %
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4.4. INDICES HEMATIMETRICOS

Los indices hematimétricos son parametros que relacionan la Hemoglobina, €
Hematocrito y recuento eritrocitario. Estos son:

- Volumen Corpuscular Medio (VCM): expresa el volumen promedio de cada
eritrocito.

- Hemoglobina Corpuscular Media (HCM): expresa €l contenido promedio de
Hemogl obina contendido en cada eritrocito.

- Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM): expresa €
contenido medio o concentracion de Hemoglobina por unidad de volumen

eritrocitario.

Muestra biologica: sangre anticoagulada obtenida con capilares heparinizados (0,1 -
0,2 mg Heparina/ml).

La determinacion de estos indices puede realizarse mediante contadores el ectronicos
0 a través de célculos manuales. En este trabajo las muestras fueron procesadas en
forma automatica en una autoanalizador Cell-Dyn 1400 (Abbott).

Intervalo de referencia en raton:
VCM: 40 — 551l

HCM: 14,1 - 19,3 pg

CHCM: 26,0-32,0 g/di

5. ESTUDIOSMORFOLOGICOS

5.1. SANGRE PERIFERICA

5.1.1. Eritrocitos
El recuento de eritrocitos es la cantidad de glébulos rojos por mm?®. Su valoracion,
conjuntamente con Hemoglobina y Hematocito, es una herramienta diagnodstica de la

anemia.
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Muestra biologica: sangre anticoagulada obtenida con capilares heparinizados (0,1 -
0,2 mg Heparina/ml).

El recuento de células rojas puede realizarse mediante métodos manuales o
automatizados. Dado que la determinacidn por métodos manual es suele ser poco precisa
e incorpora un gran margen de error a los resultados obtenidos, consideramos adecuado
utilizar un método automatizado. Para ello se utilizd el autoanalizador Cell-Dyn 1400
(Abbott).

Intervalo de referencia en raton: 6,36 — 9,42 x 10* eritrocitos/L

5.1.2. Serieleucocitaria

El examen de un extendido sanguineo reviste importancia ya que frente a
alteraciones en el recuento leucocitario, permite identificar las poblaciones causantes de
dicha anormalidad.

Muestra biologica: primera gota de sangre anticoagulada obtenida con capilares
heparinizados (0,1 - 0,2 mg Heparina/ml)

Fundamento: se realiza un extendido sanguineo y posteriormente se colorea seguin la
tincion de May Grunwald-Giemsa. En dicho extendido se realiza la identificacion de

cada subpoblacion de células de la serie blanca.

Procedimiento experimental:

Extendido sanguineo

1. Colocar unagota de sangre sobre un portaobjeto limpio y seco.

2. Colocar €l extensor delante de la gota de sangre y desplazar € extensor hacia la
gota hasta que ésta se distribuya uniformemente en el bode del extensor.

3. Desplazar el extensor hacia adelante a velocidad constante hasta que la sangre
guede bien extendida.

4. Dejar secar € extendido en posicién horizontal.

5. Unavez que € extendido se ha secado, debe ser coloreado segun la tincion de

May Grundwald-Giemsa (La preparacion de los reactivos se detallaen el apéndice).
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Tincién de May Grunwald-Giemsa

1. Colocar los portaobjetos sobre la bandeja de tincion.

2. Cubrir los portaobjetos con May Grundwald durante 3 minutos.

3. Sin volcar € colorante, agregar 20 gotas de agua neutra sobre el preparado y
dgjar actuar durante 1 minuto. El agregado de agua permite que en este periodo
se produzca la coloracién por precipitacion del eosinato de azul de metileno.

4. Volcar e colorante y lavar el portaobjetos suavemente bajo chorro de agua,
eliminando asi |os restos de colorante.

5. Cubrir los preparados con una solucién de Giemsa 1/10 y dejar actuar durante 12
minutos.

6. Eliminar e colorante bajo chorro de agua.

7. Degar secar el preparado en posicion vertical.

Para obtener € vaor porcentual de cada sub-poblacién leucocitaria se observan los
extendidos con una gota de aceite de inmersion en e objetivo 100X en microscopio
optico. Se cuentan en formadiferencial las células de la serie leucocitaria halladas en un
campo, procediendo de la misma forma hasta haber contado 100 células de la serie
blanca. Finalmente se refiere el nimero de cada sub-poblacidn respecto alas 100 células
contadasy el valor hallado se expresa como porcentaje.

Intervalo de referencia en raton:
Linfocitos; 73 —85 %

Polimorfonucleares: 15— 25 %

5.1.3. Serieeritrocitaria

La observacion de un extendido sanguineo también reviste gran importancia para la
identificacion y caracterizacion de la serie eritrocitaria.

Muestra biologica: primera gota de sangre anticoagulada obtenida con capilares
heparinizados (0,1 - 0,2 mg Heparina/ml)

Fundamento: se realiza un extendido sanguineo y posteriormente se colorea segin la
tincion de May Grunwald-Giemsa. En dicho extendido se realiza la identificacion de la

morfologia eritrocitaria.
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En condiciones normales, los eritrocitos se observan como células con forma de

disco biconcavo y anucleadas, las cuales adquieren una coloracion rosada-violacea. Es

posible detectar diversas anomalias en la morfologia de los eritrocitos. Entre ellas se

pueden mencionar:

Microcitosis: eritrocitos mas pequefios que 1o normal (< 6).

Macrocitosis. eritrocitos més grandes que o normal (>10p).

Anisocitosis: coexistencia de eritrocitos de distinto tamafio en un mismo
extendido.

Poiquilocitosis: eritrocitos de formas irregulares.

Anisocromia: coexistencia de eritrocitos con distinta intensidad de coloracion en
un mismo extendido.

Hipocromia: reduccién de la intensidad de la tincion de los eritrocitos. Puede
variar desde un ligero incremento de palidez en la zona central, hasta un area
padiida de gran tamafio rodeada por un pequefio borde de citoplasma
hemogl obinizado.

Policromasia: células que toma los colorantes acidos y basicos a mismo tiempo
por ateracion en e contenido de hemoglobina, de modo que exhibe una
coloracion similar a las células en etapas tempranas de la maduracién. En este
caso, €l citoplasma se ha retrasado en su maduracion respecto a nucleo y no ha
perdido todo su &cido ribonucleico.

5.1.4. Reticulocitos

La determinacion y cuantificacion de este tipo celular reviste gran importancia para

el estudio de la actividad eritropoyética, ya que la presencia de reticulocitos en

circulacion periférica es un indice de la actividad de la médula Gsea.

Cuantificacion de Reticul ocitos

Muestra biolégica: sangre anticoagulada obtenida con capilares heparinizados (0,1 -

0,2 mg Heparina/ml)
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Fundamento: se basa en la deteccion de los restos de ARN polirribosomal que poseen
estas células, mediante la utilizacion de colorantes supravitales. En nuestros estudios

hemos utilizado € colorante Azul Brillante de Cresilo.

Procedimiento experimental:
1. Mezclar partes iguales de sangre anticoagulada y colorante Azul Brillante de
Cresilo.
Incubar entre 30 minutosy 2 horas atemperatura ambiente.
Realizar un extendido sanguineo en portaobjetos desengrasados previamente.

Dejar secar € extendido sanguineo.

o k~ W DN

Observar los extendidos con una gota de aceite de inmersion en el objetivo de
100X en microscopio optico.

Mientras que los eritrocitos adquieren una coloracién verdosa tenue, los restos de
ARN en € interior de los reticulocitos se observan de color azul, como un precipitado
reticular. La observacién detallada de la morfologia de los reticulocitos permite
determinar ademés diferencias en la cantidad y la intensidad de los precipitados de
ARN, lo que aporta informacién sobre el grado de maduracion de las células. Las
células que presentan intensos precipitados de ARN o gran nimero de precipitados,
indican mayor grado de inmadurez que aguellas que poseen menos ARN, ya que €l
mismo se va perdiendo durante la maduracion celular.

Para obtener el porcentaje de reticul ocitos se cuentan todas las células de la serie roja
observadas en un campo y todos los eritrocitos observados en e mismo campo,
continuando de esta forma hasta contar 1000 células rojas. Finalmente se refiere €
numero de reticul ocitos hallados respecto a 100 células eritroides (%).

Intervalo de referenciaen raton: 0 —8,3 %

5.1.5. Célulascon Cuerposde Heinz

La identificacion de células con Cuerpos de Heinz es una determinacion que permite

evaluar el grado de dafio oxidativo que sufren los eritrocitos.
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Muestra biolégica: sangre anticoagulada obtenida con capilares heparinizados (0,1 -
0,2 mg Heparina/ml).

Fundamento: se basa en la deteccién de los precipitados de Hemoglobina
desnaturalizada, mediante la utilizacion de colorantes supravitales. En nuestros estudios
hemos utilizado el colorante Azul Brillante de Cresilo.

Procedimiento experimental: la identificacion y recuento de estas células se rediza
siguiendo el mismo procedimiento que para el recuento de reticulocitos, expresandose
finalmente como el porcentaje de células con Cuerpos de Heinz halladas en 1000
eritrocitos. Es importante destacar que €l tiempo y temperatura de incubacion para la
investigacion de Cuerpos de Heinz es fundamental, ya que se ha descripto que la

incubacion a 37 °C induce la formacion de este tipo celular.

Vaor dereferenciaen raton: 0 %

5.2. TEJIDOS

5.2.1. Epitelio de Tubulo Proximal

Debido a que e tegido rena posee gran nimero de estructuras tubulares, la
identificacion morfo-histologica del tubulo proximal resulta fundamental.

El criterio utilizado para su identificacion es € siguiente (Canonne-Hergaux F et al.,
2002):

1) Son predominantes en |os rayos medul ares externos.

2) Son muy abundantes en la corteza.

3) Poseen epitelio cubico y lumen angosto.

A su vez, los tdbulos proximales poseen 3 segmentos, denominados S1, S2'y S3; los
cuales pueden ser claramente diferenciados segun el siguiente criterio:
1) Los segmentos S1 y S2 se encuentran principamente en la corteza, muy
cercanos a los glomérulos; mientras que los segmentos S3 se hallan en € limite
entre la corteza y la cara externa de la médula externa.
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2) Los segmentos S1 'y S3 se caracterizan por poseer lumen més angosto que los

segmentos S2.

5.2.2. Ilotes Eritroblasticos

La identificacion de islotes eritroblasticos tisulares reviste gran importancia para €l
estudio de la actividad eritropoyética extramedul ar.

Muestra biolégica: secciones de tgiido embebido en parafina y coloreado con
Hematoxilina & Eosina.

Fundamento: técnica histolégica que se basa en la identificacion de islotes
eritroblasticos tisulares y su cuantificacion mediante un score preestablecido.

Procedimiento experimental: se cuentan campos de 10X y se determina el nimero de
islotes eritroblasticos hallados en cada campo.

Score preestablecido para el recuento de islotes eritroblasticos esplénicos y renales:

Numero deislotes/10 campos | GRADO
0-5 +
6-12 iotes ++
13-19islotes +++

> 20 islotes ++++

Score preestablecido para el recuento de islotes eritrobl asticos hepéticos:

Numer o deislotes/5 campos | GRADO

0-5 +
6-15 islotes ++
16-50 islotes +++
51-100 islotes ++++

101-150 islotes +++++




61

6. ESTADO DEL HIERRO DEL ORGANISMO

6.1. HIERRO PLASMATICO

La determinacion de este parametro es de gran importancia ya que permite estimar la
cantidad de hierro disponible.

El principa inconveniente hallado a momento de desarrollar la determinacion fue el
peguefio volumen de muestra obtenido a partir de sangre de ratén. El kit de Roche
resultd ser e més conveniente para realizar esta determinacién, no sdlo por los
pequeios volumenes de trabajo sino por la precison y exactitud que posee para la
determinacion del hierro circulante y por € minimo error que presenta.

Muestra biolégica: plasma obtenido a partir de sangre anticoagulada con heparina,
centrifugada a 10000 g durante 5 minutos.

Fundamento: El hierro se libera del complejo de Transferrina en medio acido, se
reduce a Fe ** y reacciona con e reactivo de color dando un complejo que se mide a 660
nm. La absorbancia obtenida es directamente proporcional a la concentracion de Fe de
la muestra.

Procedimiento experimental: las muestras fueron derivadas a un centro de referencia,
el que se encargd del tratamiento de las mismas y posterior determinacion de los niveles

de hierro circulantes mediante el uso de un autoanalizador y el kit de Roche.

6.2. HIERRO TISULAR

La determinacion de los niveles hepaticos de hierro es fundamental para profundizar
el estudio de patologias asociadas con un desbalance de este nutriente (Pérez G et al.,
2005).

La medicién de los niveles de hierro hepético generalmente se basa en dos métodos
complementarios: la exanimacion histoldgica (semicuantificacion) y la determinacion

bioquimica de la concentracion de Fe (cuantificacion) (Beilby JP et al., 1999).
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6.2.1 Evaluacion semicuantitativa

Muestra biol6gica: secciones de tejido embebido en parafina

Fundamento: técnica histolégica que se basa en la identificacion de los depésitos
tisulares de hierro férrico no asociados a proteina, conocido como Hemosiderina,

mediante la Tincion de Perl’s (Azul de Prusia).

Procedimiento experimental

1. Tincién de los depdsitos de hierro segun latécnica de Tincion de Perl’s.
2. ldentificacién de los depositos del metal en un microscopio 6ptico, observando
con objetivo 40X.
3. Semicuantificacién de los depdsitos de hierro mediante un score preestablecido
El score utilizado permite distinguir y estimar la presencia de Fe hepatocelular y Fe
en macrofagos, segun € porcentgje de células que muestren depdsitos del metal (Barton
JC et d., 1995; Barton JC et al., 2005).

HIERO HEPATOCELULAR GRADO

Hierro no visible 0

Hierro visible en unos pocos hepatocitos

Hierro visible en 5-10 % de los hepatocitos

Hierro visible en > 40 % de los hepatocitos

Al W N P

Abundante Hierro en la mayoria de los hepatocitos.

HIERRO EN MACROFAGOS GRADO

Hierro no visible 0

Hierro visible en < un tercio de las células de Kupffer

Hierro visible en < dos tercios de las células de Kupffer

w| N B

Abundante Hierro visible en > dos tercios de células de Kupffer
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6.2.2. Evaluacion cuantitativa

6.2.2a Lavado

Muestra biol6gica: tejido hepético

Fundamento: el lavado del 6rgano previo a la extraccion del mismo es fundamental
ya que de estaforma se eliminala sangre que contiene €l tejido en su interior. Este paso
es muy importante debido a la gran vascularizacion hepética, que en caso contrario
sobreestimaria los niveles de Fe debido a la cuantificacion del metal que existe en €l
interior de los eritrocitos.

Procedimiento experimental
1. Abrir lacavidad abdominal del animal.
2. Introducir una canula en un vaso sanguineo de gran calibre que se dirige a
higado.

3. Cortar laarteria esplénica.

4. Abrir el dispositivo de lavado permitiendo €l ingreso de la solucion de lavado
(solucién salina 0,9 % y heparina).
Asi se genera un circuito abierto que asegura la entrada de la solucion de lavado y |a
salida de la misma junto con la sangre, evitando aumentos de presiéon en el higado que
eventual mente podrian dafiar €l tejido.
5. Lavar durante 2 minutos aproximadamente, aspirando paralelamente el liquido
que se acumula en la cavidad.
La coloracion es un indicio de la cantidad de sangre remanente en el higado. El cambio
en la coloracion del tejido es otra herramienta importante para confirmar la finalizacion
del lavado, dado que € habitua color pardo del tejido es reemplazado por un color
marron claro-amarillento.
6. Cerrar lallave de paso ala solucion de lavado.
7. Limpiar € interior de la cavidad abdominal con gasa.
8. Extraer el higado, evitando larupturade lavesiculabiliar.
9. Cortar una pequefia porcién del mismo y mantener a-20°C hasta su utilizacion.
En este paso es conveniente cortar muestras de tejido de tamafio relativamente

homogéneo parala posterior cuantificacion de hierro.
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6.2.2b Cuantificacion

Muestra: tejido hepético lavado

Fundamento: metodologia basada en la digestion acida del tejido con posterior

determinacion de los niveles totales de hierro férrico y ferroso, por un método

colorimétrico. La optimizacion de la misma se basd en la modificacion de metodol ogias

desarrolladas previamente por otros autores (Deugnier Y et a., 1982; Imbert-Bismut F
et a., 1999).

Procedimiento experimental

1

o k~ W DN

Pesar un tubo de vidrio por cada muestra, lavados previamente con HCI 10 %.
Tomar una pequefia pieza del tejido frezado y colocarla en un tubo.

Dejar secar las muestras en estufa a 105 °C durante toda la noche.

Dejar enfriar los tubos hasta que al cancen temperatura ambiente.

Pesar cada tubo a la cuarta cifra decimal y por diferencia calcular e peso del
tgjido digerido, e cua debe ser a menos 1 mg para poder redizar la
determinacion.

Realizar 1a digestion en tubos de plastico previamente lavados. Para ello colocar
0,8 ml de Acido Nitrico 35% a cada muestra, y procesar un blanco con 0,8 ml de
Acido Nitrico 35 %.

Agitar con vortex.

8. Tapar los tubos con parafilm.

Colocar los tubos en un bafio de agua termostatizado a 70°C durante 60 minutos.
Si durante la incubacion no todo el tejido fue digerido se incuban 30 minutos
adicionales.

10. Degjar enfriar los tubos hasta que a cancen temperatura ambiente.

11. Centrifugar a 2500 rpm durante 10 min si fuera necesario.

12. Preparar lareaccion de color de la siguiente manera.
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Blanco (B) Standard (St) Experimental

Dilucién 1/10
Acido Nitrico 35 % 200 pL - -
Teidodigerido - - 200uL
FeCl; 1 mM - 200pL -
NaOH 10N 100 pL 50 pL 100 pL
Buffer AcetatodeNa 1700 uL 1750 pL 1700 pL

*Lapreparacion de los reactivos de trabajo se detallaen el apéndice.

13. Medir la absorbancia en un espectrofotébmetro a 560 nm.
14. Agregar reactivo PBTS a cada tubo, mezclar inmediatamente y leer nuevamente
la absorbancia a 560 nm, entre los 6 y 20 minutos de iniciada la reaccion.

15. Luego proceder de la siguiente manera.

Blanco Standard Muestra (M)
(St) Dilucién /10
Tubo Blanco 500 puL - -

Tubo Standard - 500 pL -
Tubo Exp /10 - - 500 pL
Buffer Reductor 2 ml 2ml 2ml

Céculos:

Corregir las lecturas del estandar (St) y de la muestra (M), resténdoles la absorbancia
del blanco.

St - B= St corregida

M —B= M corregida

Finalmente se calculala concentracion de Fe de la Muestra:
Fe Muestra (umol/L) = M corregidax F1,
donde F1= 1000 umol/L / St corregida
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7. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA
OPTICA

7.1. METODO DE FIJACION

Este proceso tiene como objetivo interrumpir los procesos dinamicos que conducen a
la degeneracion, manteniendo asi las estructuras |0 mas conservadas posibles. A fin de
preservar la estructura tridimensional y la localizacion de los antigenos, los tejidos
deben ser tratados con un fijador que inmovilice las células y detenga los procesos de
autolisis.

La fijacion suele producirse por dos procesos. por la desnaturalizacion de la
estructura secundaria y terciaria de la proteina o por € entrecruzamiento de las distintas
moléculas formando grandes agregados. El primero de ellos, producido por solventes
organicos, induce pérdida de la estructura de la proteina sin la formacién de enlaces
covalentes, proceso potencialmente reversible por lo que no es recomendada su
utilizacion. El otro tipo de fijacién, producida por formaldehido o glutaraldehido, es
aquella generada mediante la remocién de d&omos de hidrogeno y la formacién de
enlaces covaentes (Boenisch T, 2002).

En los protocolos desarrollados la fijacion se realizd6 con un fijador basado en
Formol, perteneciente al segundo grupo, debido a su rapida penetracion, bajo costo y la
adecuada preservacion de la mayoria de los antigenos. Este fijador contiene Formalina
10 %, una sal neutra para mantener la osmolaridad, y un sistema buffer para mantener el
PH (Lapreparacion del fijador se detallaen el apéndice).

Fundamento: e formaldehido rompe enlaces débiles y reacciona con aminoacidos
bésicos formando uniones cruzadas de puentes de metileno, de manera que se preserva
cierta permeabilidad a las macromoléculas, sin aterar las estructuras de las proteinas
intracitoplasmaticas (Boenisch T, 2002).

Procedimiento experimental: en el presente trabajo los tejidos extraidos fueron
diseccionados en pequefios trozos de 1 cm® Para desarrollar € procedimiento de
fijacion consideramos los siguientes detalles. @) obtencion de pequefios trozos de
muestra, de 1 cm?, b) utilizacién de 15-20 vol imenes de fijador por cada volumen de

tgjido, c) poner en contacto todas las caras de la muestra con € fijador. En estas
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condiciones, e procedimiento de fijacion establecido como Optimo fue: 1 hora a

temperatura ambiente seguido de 12 horas en heladera.

7.2. METODO DE INCLUSION

Fundamento: aunque € tejido adquiere determinada consistencia a ser fijado, estano
es suficiente para permitir la obtencion de cortes seriados 'y de poco grosor. Por ello es
necesario que €l tegjido seimpregne de un material que unavez seco facilite la obtencion
del corte. En general se utilizan sustancias serosas |lamadas medios de inclusion, tales
como la parafina (Garcia del Moral R, 1993), pero para realizar la inclusién de una
muestra en parafina es necesario inicialmente deshidratar la muestra, debido a la
hidrofobicidad del material. Este proceso puede ser llevado a cabo de diferentes
maneras, ya sea utilizando alcoholes, glicoéteres 0 acetona, pero debe ser un
procedimiento gradual cuyo tiempo dependera del tamafio de la muestra (Garcia del
Moral R, 1993). En el presente trabajo se utiliza una escala creciente de alcoholes.

Por otro lado, debido a que el alcohol no es capaz de mezclarse con la parafina, antes
de lainclusion es necesario eliminar el exceso de alcohol. Para esto se utilizan liquidos
capaces de mezclarse tanto con la parafina como con e alcohol. En nuestro trabajo

hemos utilizamos tolueno como liquido intermediario.

Procedimiento experimental

1. Lavado postfijacion paraeliminar excesos de formol.
Sumergir los cassettes en agua corriente por |o menos 15 minutos.
2. Proceso de deshidratacion.
a. Etanol 50 durante 30 minutos.
b. Etanol 96 durante 2 horas.
Etanol 100 (I) durante 30 minutos.
Etanol 100 (I1) durante 30 minutos.
Tolueno | durante 30 minutos.

-~ o o @

Tolueno |1 durante 30 minutos.
3. Inclusién en parafina.
a. Parafinaliquidaa5b5-58 (1) durante 1 hora.
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Parafina liquidaa55 -58 (I1) durante 1 hora.

4. Obtencion del taco.

a

Colocar un anillo de inclusion sobre un molde de inclusion de pléstico.

b. Volcar iniciamente un pequefio volumen de parafina liquida.
c. Colocar lapiezadetejido con la orientacion deseada.

d.
e

Coloca el volumen restante de parafina.
Deja enfriar la parafina hasta su solidificacion, obteniéndose asi bloques

solidos [lamados tacos.

Utilizando un micrétomo se obtienen cortes de 5 um de espesor, 1o suficientemente

delgados para permitir el paso de la luz. Los cortes obtenidos se colocan sobre

portaobjetos previamente silanizados, procedimiento que favorece la adhesion de la

muestra alos mismos (La preparacion del silane se detallaen el apéndice).

Procedimiento de silanizacion

1

o g~ W N

Sumergir los portaobjetos en alcohol 96 % para eliminar todos los restos de

grasa.
Secar |os portaobjetos.
Sumergir los portaobjetos en la solucién de salinizacion durante 30 minutos.

Lavar 1 vez y répidamente el portaobjeto silanizado en agua destilada.

Dejar secar |os portaobjetos en un lugar libre de polvo durante 16 horas.

Unavez secos, apilar y guardar |os portaobjetos.

8. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA

ELECTRONICA

8.1.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Fundamento: la microscopia €electrénica de barrido (SEM) realiza un escaneo de la

muestra mediante la utilizacion de un haz de luz de alta energia. Los electrones
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interaccionan con los a&omos que forman parte de la muestray generan una imagen que
contiene informacién sobre la ultraestructura de la misma.

La preparacion de las muestras es algo complga ya que por un lado deben ser
carentes de liquido, de modo que las muestras bioldgicas usuamente requieren algin
proceso de fijacion que ademas preserve las estructuras celulares. Otra de las
caracteristicas mas importantes que debe poseer el espécimen en estudio es la
conductividad de la corriente, por 1o que las muestras biolégicas suelen recubrirse de
algin material conductor. Dicha cobertura debe poseer un grosor critico de manera tal
qgue permita la conduccion de la corriente sin enmascarar las caracteristicas de la
superficie de la muestra.

Procedimiento experimental: se trabaja con peguerios fragmentos de tejido los cuales
son fijados en glutaraldehido 1%, lavados y sometidos a un proceso de post-fijacion con
tetroxido de osmio. Luego las muestras son deshidratadas, montadas sobre un taco
utilizando un adhesivo de resina epoxy y cubiertas con una capa de oro. Mediante la
utilizacion de un ultramicrétomo se obtienen cortes ultrafinos de 0,5-2 um de espesor
para su examinacion a microscopio e ectronico.

9. TINCIONESHISTOLOGICAS

Debido a que los tgjidos se hallan incluidos en parafing, para su tincion se redizo la
desparafinizacion utilizando xilol y una posterior rehidratacion gradual, utilizando

concentraciones decrecientes de alcohol (Garciadel Mora R, 1993).

9.1. HEMATOXILINA & EOSINA (H&E)

Es una de las técnicas basicas usadas en histologia e histopatologia para identificar
correctamente la citologia del tejido.

Muestra biologica: secciones de tejido (5 um) embebido en parafina.

Fundamento: la Hematoxilina es un colorante basico que posee afinidad por los
componentes acidos de la célula, tales como e ADN, lo que le otorga la capacidad de
tefiir los nucleos celulares. En este trabgjo se ha utilizado la Hematoxilina de Harris, una
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laca conocida por su estabilidad (conservacion de 6 a 12 meses) que colorea los nicleos
celulares en tonalidades violetas (Garciadel Mora R, 1993).

Para la tincion de los componentes citoplasméticos se utilizé Eosina, uno de los
colorantes xanténicos mas conocidos. Este es un colorante acido que colorea estructuras
como filamentos citoplasmaticos y membranas intracelulares, permitiendo distinguir

detalles del citoplasma celular en tonalidades rojo-rosado.

Procedimiento experimental de tincidon

1. Desparafinizacion e hidratacion de cortes.
a. Xilol durante 20 minutos.
b. Alcohol 100 % durante 5 minutos.
c. Alcohol 96 % durante 5 minutos.
d. Alcohol 70 % durante 2 minutos.
e. Aguadestilada durante 2 minutos.
2. Tincion.
Hematoxilina de Harris. El tiempo varia segun el tejido en estudio:
Higado, Bazo y Rifién: 1 minuto y 15 segundos.
Intestino (duodeno): 1 minuto.
3. Lavado.
a. Aguacorriente | agunos segundos.
b. Aguacorriente Il durante 5 minutos.
4. Contrastey deshidratacion.
Alcohol 80 % durante 2 minutos.

Eosina durante 30 segundos.

. Alcohol 100 % durante 15 segundos.

a
b
c. Alcohol 96 % durante 15 segundos.
d
e. Xilol durante 1 minuto.

5. Montgje con cubreobjetos y Basamo de Canada.
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9.2. TINCION DE PERL’S

Es una metodologia ampliamente utilizada para detectar Fe libre en forma férrica o
como sales férricas (Garciadel Moral R, 1993).

Muestra biologica: secciones detejido (5 um) embebido en parafina

Fundamento: se basa en la propiedad que tiene e ferrocianuro de potasio para
transformarse, en presencia de hierro férrico, en ferrocianuro férrico o Azul de Prusia,
por accién del Acido Clorhidrico que actiia como desencadenante de la reaccion (Garcia

del Mora R, 1993). (La preparacion de los reactivos se detalla en el apéndice)

Procedimiento experimental:

1. Desparafinizacion e hidratacion de cortes.
a. Tolueno Il durante 3 minutos.
b. Etanol 100 Il durante 2 minutos.
c. Etanol 96 durante 2 minutos.
d. Etanol 50 durante 2 minutos.
e. AguaDestilada durante 1 minuto.
2. Agregado de Ferrocianuro Potésico a 10% durante 4 minutos.
3. Agregado de Solucion de Trabajo. La duracién de laincubacion depende del
tgjido en estudio. Bazo: 10 minutos; Rifién, Higado y duodeno: 12 minutos.
4. Lavado con Agua Destilada.
5. Contraste con Rojo Nuclear. La duracion de laincubacién depende del tejido en
estudio. Bazo: 1 minuto.
Rifidn, Higado y duodeno: 1 minuto y 30 segundos.
6. Lavado con Agua Destilada.
7. Deshidratacion.
a. Etanol 50 Etanol 50 durante 15 segundos.
b. Etanol 96 durante 15 segundos.
c. Etanol 100 durante 15 segundos.
d. Tolueno durante 15 segundos.
8. Montgje con cubreobjetos y Bl samo de Canada.
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10. ESTUDIOSINMUNOHISTOQUIMICOS

La inmunohistoguimica es una técnica ampliamente conocida que se basa en la
especificidad de | as reacciones antigeno-anticuerpo y que permite poner en evidenciala
localizacion celular del antigeno de interés.

Con €l objetivo de visuaizar € antigeno en estudio se utilizan anticuerpos en forma
individual o secuencial y la union de los mismos se evidencia mediante marcadores,

tales como enzimas, flourocromos, iones metalicos coloidal es, etc.

10.1. TECNICA ENZIMATICA. INMUNOPEROXIDASA

Muestra biologica: secciones detejido (5 um) embebido en parafina

Fundamento: |a inmunohistoquimica enzimética emplea una enzima como marcador.
acomplegjada a anticuerpo mediante unién covaente. Las enzimas mas comunmente
utilizadas son la peroxidasa y la fosfatasa alcalina. Debido a la versatilidad y amplia
aplicacion que posee la marcacion con peroxidasa, hemos elegido este sistema de
deteccion para nuestros estudios inmunohi stoquimicos.

Esta técnica se basa en la utilizacion de la enzima peroxidasa, obtenida del rabano
picante. El agregando del sustrato de la enzimay de una molécula productora de color
[lamada cromoégeno, genera un precipitado de color que pone en evidencia la reaccion
antigeno-anticuerpo (Garciadel Mora R, 1993).

Existe una gran variedad de metodologias que utilizan esta enzima y suelen
clasificarse segin e numero de anticuerpos empleados o por € uso de complejos

enziméaticos o polimeros conjugados (Boenisch T, 2002).

Aspectos técnicos

El empleo de esta técnica requiere del conocimiento previo de algunos aspectos
técnicos, claves para e desarrollo de una adecuada tincion inmunohistogquimica. Uno de
ellos es la pérdida de reactividad de muchos antigenos durante la fijacién del tejido en
formol, lo cua requiere de un proceso de desenmascaramiento del antigeno conocido
Como recuperacion de epitopes.
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El principio de esta metodologia se basa en el tratamiento de la muestra con enzimas
proteoliticas (Cattoretti G et al., 1993) o en la aplicacidn de calor por tiempos variables,
una técnica més recientemente descripta y que ha mostrado mejores resultados (Pileri
SA et a., 1997). Debido a que la recuperacion de antigeno es dependiente del antigeno
en estudio, en nuestro caso fue necesario reaizar pruebas iniciales con e objetivo de
determinar s era necesaria la recuperacion de epitopes para las proteinas en estudio.

Para ello sellevo a cabo € siguiente protocol o de recuperacion antigénica por calor.

Procedimiento experimental

Este procedimiento se realiza luego de la rehidratacion de las muestras, y previamente a
laincubacién con el anticuerpo primario.
1. Colocar los cortes en Buffer citrato 2,1 g/l.
2. Llevar las muestras al microondas 40 segundos.
3. Colocar las muestras en una olla presiéon, y contar 15 minutos desde que
comienzael hervor.

4. Enfriar atemperatura ambiente.

* Lapreparacion de los reactivos de trabajo se detalla en el apéndice.

Otro aspecto técnico critico a considerar fue la actividad de |la peroxidasa endogena,
originada por la enzima presente en los eritrocitos de las muestras tisulares, como asi
también por enzimas tisulares como la catalasa y la citocromo oxidasa. El principal
problema de ésto es la posible reaccion de la enzima enddgena con el sustrato, causando
una tincion inespecifica que origina resultados falsos positivos (Garcia del Mora R,
1993).

Para evitar esto se realiza €l bloqueo de la peroxidasa endégena mediante €l
tratamiento de las muestras con H,O, 3% en PBS durante 15 minutos, previamente a la
incubacion del anticuerpo primario. Algunos protocolos sugieren la utilizaciéon de H,O»
3% en metanol, pero ésto no se recomienda para aquellos especimenes en los que se
identificardn marcadores de la superficie de la célula, como es nuestro caso (Boenisch
T, 2002).

Finalmente, en cada inmunomarcacion es necesario incluir un control negativo que
permita confirmar la ausencia de uniones inespecificas del anticuerpo secundario al

tgjido en estudio. Para ello se toma alguna de las muestras y se omite la incubacion con


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezp-prod1.hul.harvard.edu/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pileri%20SA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezp-prod1.hul.harvard.edu/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pileri%20SA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezp-prod1.hul.harvard.edu/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pileri%20SA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�

74

el anticuerpo primario manteniendo igual €l resto del procedimiento de

i nmunomarcacion.

10.2. PROTOCOLOS

10.2.1. Método con polimero conjugado

Esta metodologia utiliza un polimero de Dextrdn marcado con aproximadamente 70
moléculas de laenzimay 10 moléculas del anticuerpo. Dentro de esta categoria pueden
mencionarse diversos varios sistemas como €l EPOSYy el EnVision.

En nuestro caso hemos empleado el sistema EnVision (Dako Cytomation), en el cual,
a diferencia del sistema EPOS, € polimero se halla conjugado con el anticuerpo
secundario; de modo que la inmunotincion se realiza incubando primero con el

anticuerpo primario seguido del polimero (Figura7).

Polimero- Ant icuerpo secundario-
Enzima

Anticuerpo primario

. ‘ Antigeno

Figura 7. Inmunohistoquimica con método de Polimero Conjugado (EnVision).

Una de las principales ventajas de la utilizacion de este sistema es la reduccion en e
nimero de pasos de incubacion requeridos, lo cua reduce la posibilidad de errores.
Ademas, prolongando los tiempos de incubacién con ambos anticuerpos se pueden

utilizar diluciones mayores que | as habituales.
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Finalmente, y no menos importante, es la calidad de la marcacion obtenida, debido a
gue la presencia de gran nimero de enzimas favorece una amplificacion de la sefiad
permitiendo detectar la misma alin cuando la muestra posee pequefias cantidades del
antigeno, las que posiblemente seria dificil de detectar con un sistema de marcacion

comun.

Procedimiento experimental inmunohistoguimico desarrollado con €l sistema EnVision
1. Rehidratacion.

a Xilol durante 20 minutos en estufaa 60° C.

b. Xilol durante 20 minutos a temperatura ambiente.
c. Alcohol 100 % durante 5 minutos.

d. Alcohol 96 % durante 5 minutos.

e. Alcohol 70 % durante 5 minutos.

f. Alcohol 50 % durante 5 minutos.

2. Lavado en PBS durante 5 minutos.
* Lapreparacion del reactivo se detallaen € apéndice.

w

. Bloqueo de peroxidasa endégena.

a. H,O, 3 % durante 7 minutos y 30 segundos.

b. H,O, 3 % nuevo, durante 7 minutos 'y 30 segundos.
4. Lavado en PBS durante 5 minutos.

ol

. Incubacién con el anticuerpo primario en camara humeda.
El tiempo de incubacion depende de la proteina en estudio: a) deteccion
de DMT1.: 1 hora atemperatura ambiente, b) deteccion de Prohepcidina:
overnight a40C.

6. Lavado en PBS durante 5 minutos.

7. Incubacion con el anticuerpo secundario (EnVision) durante 30 minutos en

camara hiumeda.

8. Lavado en PBS durante 5 minutos.

9. Revelado.

Agregar 50-80 pl del revelador a cada portaobjeto.

El tiempo de revelado depende de laproteinay € tejido en estudio.
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DMT1 Prohepcidina

Rifién 50 segundos | 1 minuto 30 segundos

Duodeno | 40 segundos | 1 minuto 30 segundos

Higado | 50 segundos -

Bazo 1 minuto -

10. Contraste.
a.  Hematoxilinade Harris.
El tiempo depende del tejido en estudio

Hematoxilina de Harris
Rifién 4 segundos
Duodeno 4 segundos
Higado 2-3 segundos
Bazo 5 segundos

Agua corriente | durante 2-3 segundos.
Aguacorriente Il durante 5 minutos.
Alcohol 50 % durante 15 segundos.
Alcohol 70 % durante 15 segundos.

-~ o o 0 T

Alcohol 96 % durante 15 segundos.
Alcohol 100 % durante 15 segundos.

;0 Qe

Xilol durante 1 minuto.

5 Montaje con cubreobjetos y Basamo de Canada.

10.2.2. Método indirecto en dos pasos

Este método utiliza un anticuerpo primario y un anticuerpo secundario conjugado
directamente con la enzima, seguido por la solucion del sustrato cromégeno (Figura 8).
A diferencia del sistema EnVision, la sefial obtenida es menos amplificada ya que cada

anticuerpo secundario suele estar unido a una enzima. Para superar este inconveniente,
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es fundamental conocer la relacion anticuerpo/enzima a momento de la eleccion del
anticuerpo secundario. En nuestro caso hemos elegido anticuerpos secundarios con una
relacion enzima/anticuerpo= 4. De esta forma se tiene la certeza de que cada anticuerpo
tendra asociadas 4 enzimas, amplificando la sefial de tincion y favoreciendo asi la
deteccion de antigenos aunque los mismos se hallen en pequefias cantidades.

La principal desventgja de esto se debe a que la presencia de 4 enzimas en un solo
anticuerpo puede ocultar sitios de union del anticuerpo por un efecto estérico. Para
evitar este problema y tener una mayor certeza en la deteccion del antigeno hemos
trabagjado con grandes concentraciones de anticuerpo secundario, asegurandonos asi la

disponibilidad de sitios libres para su union al anticuerpo primario.

w Anticuerpo secund ario-
) Enzima

Anticuerpoprimario

‘ ‘ Antigeno

Figura 8. Inmunohistoquimica con método indirecto en dos pasos

Procedimiento experimental inmunohistoquimico indirecto en dos pasos
1. Rehidratacion.

a. Xilol durante 20 minutos en estufa a 60° C.

b. Xilol durante 20 minutos a temperatura ambiente.
c. Alcohol 100 % durante 5 minutos.

d. Alcohol 96 % durante 5 minutos.

e. Alcohol 70 % durante 5 minutos.

f. Alcohol 50 % durante 5 minutos.

2. Lavado en PBS durante 5 minutos.
* Lapreparacion del reactivo se detallaen el apéndice.
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Bloqueo de peroxidasa endogena.

a. H,O, 3 % durante 7 minutos y 30 segundos.

b. H,O, 3 % nuevo, durante 7 minutos y 30 segundos.
Lavado en PBS durante 5 minutos.

5. Incubacion con PBS conteniendo suero normal de cabra 5% durante 1 horaa

temperatura ambiente.
Incubacion overnight en cdmara himeda con el anticuerpo primario diluido en
PBS con suero normal de cabra 5%.

Lavado en PBS durante 5 minutos.

8. Incubacion con el anticuerpo secundario durante 30 minutos en cdmara himeda.

10.

11.

Lavado en PBS durante 5 minutos.
Revelado.
a. Preparar la solucion de revelado (DAB) unos minutos antes de usar. La

concentracion final de DAB es: 0,66 mg/ml.

* L apreparacion del reactivo se detallaen el apéndice.

b. Agregar 50-80 pl del revelador a cada portaobjeto.
El tiempo de revelado depende de la proteinay € tejido en estudio.

DMT1 | Prohepcidina | Eritropoyetina

Rifién | 50seg | 1min30seg | 1 min 30 seg

Contraste.
a. Solucién de Hematoxilina Gill.
El tiempo depende del tejido en estudio.

Solucion

Hematoxilina Gill

Rifién | 4 segundos
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b. Agua corriente | durante 2-3 segundos.
c. Aguacorriente Il durante 5 minutos.

d. Alcohol 50 % durante 15 segundos.

e. Alcohol 70 % durante 15 segundos.

f. Alcohol 96 % durante 15 segundos.

g. Alcohol 100 % durante 15 segundos.
h. Xilol durante 1 minuto.

12. Montaje con cubreobjetos y Balsamo de Canada.

10.2.3. Anticuerpos primarios

- Anticuerpo primario aDMT1. Anticuerpo policlonal purificado anti-raton,
desarrollado en congjo, comin a las isoformas | y |l de DMTL. Dilucién: 1:500 en
duodeno, higado y bazo. Dilucion: 1:1000 en rifidn.

- Anticuerpo primario aProhepcidina. Anticuerpo policlonal 1gG  anti-ratén
desarrollado en congjo (Alpha Diagnostic). Dilucion: 1:100.

- Anticuerpo primario aFEritropoyetina. Especies reactivas. rata, raton, humano.
Desarrollado en gallina (Sigma-Aldrich). Dilucién: 1:100

10.2.4. Anticuerpos secundarios

- Anticuerpo secundario polimero-HRP marcado, a-conejo, desarrollado en cabra.
EnVision+Sistema Diaminobenzidina (Dako Cytomation)

- Anticuerpo secundario IgG (completo) ligado a peroxidasa, a-conegjo, desarrollado en
burro (Amersham Bioscience). Dilucién: 1:100

- Anticuerpo secundario 1gG (H+L) ligado a peroxidasa, a-gallina, desarrollado en cabra
(Alpha Diagnostic). Dilucién: 1:500
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11. ESTUDIOSESTADISTICOS

11.1. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio de un experimento consiste en la organizacion de cada unidad experimental
segun el tratamiento a recibir y las posibles influencias interferentes, de modo que €l
éxito de un experimento depende ampliamente del disefio experimental elegido (Van
Zutphen LFM et al., 1993; Festing MF et a., 2004).

11.1.1. Eleccion ddl disefio
Existe una gran variedad de disefios posibles, cada uno de los cuales lleva aparejado
un test estadistico apropiado (Festing MF et a., 2004). En nuestro caso, hemos

realizado disefios pareados y disefios en boque.

e Diseflo pareado

Es un disefio ampliamente utilizado en la literatura biomédica en el que los animales
se agrupan de a pares, segun alguna variable que incorpore heterogeneidad al
experimento como puede ser el sexo, peso, edad, etc.

En nuestros estudios los animales se aparearon por peso antes de la administracion
del tratamiento, de manera que cada par tuviera la mayor homogeneidad posible; y se
al0j6 cada componente del par en la misma jaula. Finalmente, durante el desarrollo del
protocolo, cada jaula tuvo una ubicacion determinada la cual se mantuvo alo largo de
todalaexperiencia

Utilizando este modelo, los valores de cada tratamiento fueron promediados, las
diferencias existentes entre los pares fueron eliminadas con €l tratamiento estadistico, y
las diferencias entre tratamientos reflgjaron solamente el efecto del tratamiento en
estudio.
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e Disefo en blogues

Es otro disefio ampliamente recomendado por la literatura que surge como una
extension del test para muestras apareadas, con la ventgja que permite controlar una
fuente de variaciéon dada por la diferencia entre bloques (Van Zutphen LFM et al.,
1993).

El blogueo permite aumentar la precisiéon ya que subdivide un experimento en mini-
experimentos, cada uno de los cuales es pensado como un subset de unidades
experimentales las que deben hallarse en las mismas condiciones, |0 mas homogéneas
posibles. En este tipo de disefio los animales fueron separados segun la cantidad de
tratamientos, y ademas fueron separados 0 segregados en bloques. EI nimero de
bloques fue dependiente del experimento desarrollado, pero siempre debe ser entre 2 'y
6, aunque no puede ser menor gue el nimero de tratamientos. Ademés cada bloque debe
tener animales de todos | os tratamientos.

La segregacion en blogues debe realizarse en base a alguna variable que se conoce 0
se cree que puede incorporar heterogeneidad a experimento. En nuestro caso fueron
segregados seguin el peso y ubicacién de las jaulas en € bioterio, o que ademas permite
homogenei zar variables como temperaturay humedad dentro de cada bloque. Durante el
desarrollo del protocolo, cada bloque tuvo una ubicacion determinada, la cua fue
mantenida alo largo de toda la experiencia.

En e andlisis estadistico, las variaciones entre blogques son eliminadas dado que la
comparacion de tratamiento se realiza siempre dentro de cada blogue. Por otro lado, este
disefio posee una alta precision dado que las variaciones inter-individuales dentro de

cada bloque son muy pequefias debido ala formacion selectiva de |os bloques.

11.1.2. Randomizacion

Este es un procedimiento fundamental previo a desarrollo de un protocolo de trabajo
gue se basa en dividir las posibles variaciones inter-individuos en forma equitativa entre
grupos controles y experimentales (Van Zutphen LFM et al., 1993).

El procedimiento de randomizacion puede llevarse a cabo seleccionando alguna
variable de interés, que e investigador considere que puede afectar los resultados
obtenidos. En nuestro caso los animales se han segregado segun el peso, generando
grupos de trabajo cuyo peso sea lo més homogéneo posible, de modo que la variacién

de este pardmetro no seala causante de los grandes cambios en |os resultados obtenidos.
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11.1.3. Eleccion al azar

Laeleccion al azar es otro proceso importante que se utiliza para minimizar variables
que podrian introducir errores en € experimento en desarrollo. Es un procedimiento que
se debe realizar con anterioridad a inicio del experimento y por Unicavez.

Se suele utilizar para la seleccion del orden en que los animales recibirdn un
tratamiento, etc. En nuestro caso se ha realizado la eleccion al azar para establecer el
orden en que se redlizarian las inyecciones y el orden en que se redlizaria cada
extraccion sanguinea. Es un proceso sencillo en el que utilizamos una pieza de papel
para cada animal, cada una de las cuales es numerada y sometida a un sorteo para la

eleccidn del orden en que se procesara cada animal.

11.1.4. Distribuciéon de animales

La determinacion del nimero de animales que serén alojados en cada jaula no deja
de ser un parametro importante al momento de asegurar € bienestar del animal y la
subsecuente validez de | os resultados obtenidos.

Segin UFAW/Royal Society, U.K. (1987), para aojar ratones de hasta 30 g en
grupo, cada animal debe tener 60 cm? dentro de lajaula

El tamafio de nuestras jaulas de trabgjo es. 27 cm x 17 cm = 459 cm2

Por €llo,
N° ratones/jaula = 459 cm2/60 cm?2
=7.65

11.2. ANALISIS ESTADISTICO

11.2.1. Tamafo de muestra
La determinacion de la unidad experimental es un paso fundamental para obtener
resultados estadisticamente validos. En el estudio con animales, suele creerse que un
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animal constituye una unidad experimental, pero muchas veces esto no es cierto. Es por
ello, que antes de iniciar un protocolo experimental es de gran importancia determinar €l
tamafio de la muestra que nos asegure que los resultados obtenidos tienen validez
estadistica.

Existen 3 métodos principales para la determinacion del tamafio de la muestra: @)
determinacién por ecuaciones mateméticas, b) métodos basados en experiencias previas,
¢) método de la Ecuacion Recursiva (Van Zutphen LFM et al., 1993).

En nuestros estudios hemos utilizado e método de la Ecuacién Recursiva para
establecer el nimero de animal es necesarios en cada procedimiento experimental (Mead
R 1988). Segun este método, € numero de grados de libertad asociados con € error
residual de un experimento (E) debe ser entre 10y 20.

Cuando se trabaja solamente con 2 grupos experimental es, se cal cula segun:

E=N-T

Donde; N (tota de grados de libertad): corresponde a numero de unidades
experimentales
T (grados de libertad de tratamientos): corresponde a numero de
tratamientos
Cuando se trabaja con un model o en bloques, se calcula segun:
E=N-T-B

Donde; N (total de grados de libertad): nimero de unidades experimentales —1
T (grados de libertad de tratamientos): nimero de tratamientos —1
B (grados de libertad de blogue): nimero de blogues -1
De esta forma, se calcula un valor de N que permita obtener un error residual entre
10y 20. Dicho N, sera el numero de unidades experimentales totales que se utilizaran,

las cuales seran distribuidas en el nimero de tratamientos y bloques existentes.

11.2.2. Normalidad
Lanormalidad ¢ distribucién normal de los datos a estudiar es uno de los principales
supuestos que deben comprobarse antes de comenzar un analisis estadistico.
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11.2.2.a Prueba de Bondad de Ajuste X2. Chi Cuadrado.

Esta prueba se basa en la comparacion entre la frecuencia observada en un intervalo

de clase y la frecuencia esperada (E;) en dicho intervalo (Steel R et al., 1993). Es decir,
intenta determinar si las frecuencias observadas en la muestra estan lo suficientemente
cerca de las frecuencias esperadas en una distribucion normal.
Inicialmente se plantearon la hipotesis nula (Ho) y la hipbtesis aternativa (H;)
H,: 1as observaciones tienen distribucion normal
H;: las observaciones no tienen distribucién normal
Posteriormente |os datos se agruparon en intervalos de clase, donde € numero de
interval os se determind segln la siguiente ecuacion:
N°intervalos; 1 + 3,32 log (nlimero de observaciones)
Luego se calcul6:
La frecuencia observada (O;) de cada intervalo, como el numero de valores que
pertenecen a cadaintervalo
Lafrecuencia esperada (E;) de cadaintervalo como:
Ei:Pi.n
donde Pi: probabilidad de que el valor tenga distribucion normal
n: numero total de observaciones
A continuacion se determind el estadistico X? de cadaintervalo como:
X% (O - E)?/ E;

Y e X?total como:
K

X?= 3 (0 - E)*/E)
[

Finamente se comparé X? hallado con e valor critico de la distribucién Chi
Cuadrado (X?), trabajando con grados de libertad:
N°intervalos - 1
y utilizando a=0,05
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Posibles resultados

e Sie X? halado < X? Tanla, ENtoNces se acepta la hipétesis Ho. Esto determina que
las observaciones poseen distribucion normal. No hay evidencias que indiquen
que la distribucion normal no proporciona un g uste adecuado.

e Siel X? hatado > X2 Taia, €NtoNces se rechaza la hipétesis Ho. Esto determina que
no hay evidencias que las observaciones presentan distribucién normal. En este
caso puede transformarse la variable en estudio y posteriormente continuar con
el andlisis estadistico.

En los parametros estudiados en nuestro caso, siempre pudo comprobarse la

normalidad de modo que no fue necesaria la transformacion de los datos.

11.2.3. Homoscedasticidad

La homoscedasticidad se define como la homogeneidad de varianzas, |o que implica
gue todas las muestras provienen de poblaciones con igual variabilidad. Debido a que
nunca se tiene certeza de la homoscedasticidad de las muestras, es necesario conocer y
comprobar este supuesto antes de realizar 10s test estadisticos adecuados.

Y a que existen diversas pruebas para comprobar este supuesto es necesario conocer
cual eslamegjor pruebay bajo que nimero de muestras es aplicable cada una.

11.2.3.a. Prueba F de Fisher

Esta prueba se utiliza para comparar la varianza de 2 poblaciones, de modo que solo

puede ser utilizada para comprobar homoscedasticidad cuando se trabaja con un disefio
pareado.
Inicialmente se plantearon la hipétesis nula (Hy) y la hipbtesis alternativa (H,)
Ho: 01° = G5°
Hy 61°# 05
Luego se calculo € estadistico F, como la razon de las 2 varianzas, con la mayor

varianza en el numerador.

F2821/ 822



86

Siendo: S1 € desvio estandar de la poblacion 1
S2 €l desvio estandar de la poblacion 2

Finalmente se compar6 F con €l valor critico de la distribucion de probabilidad F,
trabajando con grados de libertad:
n;-1 en el numerador, siendo n; € numero de muestras de la poblacion 1
ny-1 en el numerador, siendo n, € numero de muestras de la poblacion 2

y utilizando a=0,05

Posibles resultados

o Sid F palao < F 1ania, €NtONCeS se acepta la hipdtesis Ho. Esto indica que no se
detectaron diferencias significativas entre las varianzas de | as dos pobl aciones.

o Si e F haiado > F tania, €NtONces se rechaza la hipétesis Ho. Esto indica que se
detectaron diferencias significativas entre las varianzas de las dos poblaciones.
En este caso puede transformarse la variable en estudio y posteriormente
continuar con € andlisis estadistico.

En los parametros estudiados en nuestro caso, siempre pudo comprobarse la

homoscedasticidad de modo gue no fue necesariala transformacion de los datos.

11.2.3.b. Prueba de Bartlett

Esta prueba se utiliza para comparar |a varianza de més de 2 poblaciones, de modo
que puede ser utilizada para comprobar homoscedasticidad cuando se trabaja con un
disefio en blogues.

En una prueba sensible a algamientos del supuesto de normalidad, y se ha
comprobado que es una de las pruebas mas poderosas para poblaciones normales (23).
Para utilizar esta prueba, e nimero de muestras (n) no necesita ser igual en todos los
tratamientos, pero para asegurar la validez de la prueba se aconseja que no sea menor a

3,y que en lamayoria de los casos seamayor a4 6 5.
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Inicialmente se plantearon la hipotesis nula (Ho) y la hipotesis aternativa (H;)

2 2 2 2
Ho: 01" = 02" = 03 =0k

Hi. a menos una 02 esdiferente

Luego se calcul6 €l estadistico B

k
B = U/C[(N-K) In S - = (n-1) In S7
i1l

Donde, C= 1+ [k+1/ 3(N-k)], si setrabajacon niguales;

k

C=1+[1/3(k-D][Z (1/n-1) - (1/N-K)], §i setrabgjacon n diferentes
il

L a notacién correspondiente es:

K: nimero de poblaciones.

n;: tamafio de cada poblacion.

N: ng+ng+...+ng

S varianza de cada poblacion, estimada como el desvio estandar.

S varianzatotal estimada, siendo ésta,

k
= ¥ S?(n-1) / N-k
i:1
Finalmente se comparé B con el valor critico de la distribucién X2, trabajando con

grados de libertad k-1, y utilizando 0=0,05
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Posibles resultados

e Sie B haiao < X Tana €Ntonces se acepta la hipétesis Ho. Esto indica
gque no se detectaron diferencias significativas entre las varianzas de las
pobl aciones.

e Sid B paiao > X2 1ana entonces se rechaza la hipétesis Ho. Esto indica
gue a menos una de las varianzas es significativamente diferente. En este caso
puede transformarse la variable en estudio y posteriormente continuar con €l
andlisis estadistico

En los parametros estudiados en nuestro caso, siempre pudo comprobarse la

homoscedasticidad de modo gue no fue necesariala transformacion de los datos.

11.2.4. Anélisisde Varianza. ANOVA

El andlisis de varianza es un método altamente versdtil para el andisis de datos
cuantitativos, €l cual puede ser utilizado para analizar simples experimentos como
aquellos que involucran la comparacién de medias de 2 grupos, como asi también para
disefios mas compl g os.

La aplicabilidad de este test estadistico requiere que los datos cumplan con 3
suposiciones, las cuales deben ser comprobadas (Festing MF et al., 2004). Estas son: a)
homoscedasticidad; b) normalidad; c) independencia.

11.2.4.a. ANOVA enunavia (“t” de Student)

Es e andlisis estadistico utilizado para determinar diferencias entre 2 medias, de

modo que es el elegido cuando se trabaja con un disefio pareado (Festing MF et al.,
2004).

Para el andlisis estadistico iniciamente se plantearon la hip6tesis nula (Ho) y la
hipétesis alternativa (Hy).
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Ho: Y1=Y2
Hiyi#Y2

Luego, se caculd la diferencia entre los valores de cada par y se construy6 una tabla

COMO Se muestra a continuaci on.

Par | Tratamiento | Diferencia
1 2 (1-2)

Yia Yoa ds

B |yB |ys |d

>

n d

Posteriormente se calcul 6 la varianza de | as diferencias como:

n —_—
S= T (d-d) 2/ n1
iil

Donde:

d: mediadelasdiferencias

n: nUmero de pares

Luego se calcul 6 el estadistico t

t=d/ (S n)

Y finamente se comparé € t halado con € valor critico para la distribucion t,

trabajando con grados de libertad n-1, y utilizando a=0,05.
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Posibles resultados
o Sidthalado <t entonces se acepta la hipétesis Ho. Esto implica que
no se detectaron diferencias significativas entre las medias de las dos

pobl aciones.
o Sid thalado >t tanla, ENtONCES Se rechaza la hipdtesis Ho. Esto implica que

las medias de las dos poblaciones presentan diferencias significativas.

11.2.4.b. ANOVA en dosvias

Es e andlisis estadistico utilizado para determinar diferencias entre grupos

experimentales cuando se trabgja con un disefio experimental en bloques. En estos
disefios hay una fuente de variacion asociada con los tratamientos, una fuente de
variacion asociada con los bloques, y por otro lado la interaccion bloque x tratamiento
provee una estimacion de la variacion del error y es utilizada para € término error
residual (Festing MF et al., 2004).

Para € andlisis estadistico inicialmente se plantearon la hipétesis nula (Ho) y la
hipétesis alternativa (Hy).
H,. todas las medias son iguales
Hi. @ menos unamedia es diferente
Luego, utilizando los valores de las muestras se construyd una tabla de ANOVA

COmo Se muestra a continuaci on.

Fuente Gradosde | Sumade Cuadrado | Fm
Libertad Cuadrados (SC) Medio
(9) (CM)
Tratamientos | K-1 T T%n-T3N SClgl CM ra/CM es
Bloques n-1 T Tj?/K = T?IN SClgl CMpiog/CM res
Error (K-1) (n-1) | SCiot— (SCura+SChiog) | SC/dl
Residual
Error Total | N-1 > Zy% — T°IN




91

Donde,

i: tratamientos.

J: blogues.
yij: valor de muestra de tratamiento i y bloquej.
Ti: suma de valores de cada tratamiento.
Tj: sumade valores de cada bloque.
T: suma de todos los valores.

n: nimero de bloques.

N: nimero total de respuestas.

K: nimero de tratamientos.

De esta manera se obtuvo un valor F entre tratamientos y un valor F entre bloques.

Luego se determind el valor critico paraladistribucion F, utilizando latablaF:

F paratratamiento, utilizando gl «aam €N €l numerador y gl e en el denominador

F tabla para bloque, utilizando gl pioq €n €l numerador y gl res €n el denominador

Y finamente se compar6 e F hallado con el valor critico para la distribucion F,

utilizando a=0,05

Posibles resultados

Si @ F trat halado < F trat tabla, €NtONCES Se acepta la hipotesis Ho. Esto implica que
no se detectaron diferencias significativas entre |os tratami entos.
Si €l F tra hallado > F tat tabla, €NtONCES Se rechaza la hipoétesis Ho. Esto implica que

al menos uno de los tratamientos presenta diferencias significativas.

Si €l F pioghallado < F biog tabla, €NtONCES se acepta la hipotesis Ho. Esto implica que
no se detectaron diferencias significativas entre los bloques.
Si €l F pioghallado > F biog tabla, €NtONCES se rechaza la hipotesis Ho. Esto implica

gue a menos uno de los bloques presenta diferencias significativas.
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11.2.5. Comparaciones multiples

Cuando son comparados diversos tratamientos, el analisis ANOVA solo nosindicas
hay evidencias que dichos tratamientos son estadisticamente diferentes. Si dicho andlisis
detecta diferencias, luego es necesario conocer qué grupos son los que presentan las
diferencias. En estos casos es necesario realizar un test de comparacion multiple en €l
gue todos los tratamientos en estudio se comparan entre si. Dado que existen diversos
test de comparacion maltiple, es necesario conocer 10 que se desea estudiar para elegir
el test mas adecuado (Festing MF et al., 20049).

11.2.5.aTest de Tukey modificado

En este test, uno de los mas recomendados para comparar medias de diferentes

tratamientos, inicialmente se calcula un “alowance” llamado D, que indica la minima
diferencia existente entre las medias que es considerada significativa.

En nuestro caso hemos trabgado siempre con igual nuimero de réplicas por
tratamiento, de modo que € “alowance” se calculé de la siguiente manera:

D= QV (CMres/n)

Donde:
CM: cuadrado medio del residual, proveniente del andlisis de ANOVA.
n: nimero de repeticiones por tratamiento.
Q: estadistico de amplitud total estudentizada, que se obtuvo en unatablaF,
trabajando con,

K: nimero de tratamientos.
gl del residual: proveniente del andlisis de varianza.
0=0,05

L uego se construy6 unatabla con las medias de cada tratamiento ordenadas de mayor

amenor, y se compararon todas las medias calculando |as diferencias entre ellas.



93

Tratamiento Media(;i) ;i—;u ;i—zll ;i—;/3
2 Y2
3 Vs -
1 Vi -
4 Va :

Finalmente se observaron todas las diferencias calculadas. Aquella diferencia que
supera a  “alowance” D indica los tratamientos que presentan diferencias

significativas entre ellos.
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SECCION I11. RESULTADOS
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CAPITULO I:

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ERITROPOYETICA EN MODELOS
ANIMALES
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1. MODELO DE ANEMIA HEMOLITICA

El modelo murino de Anemia Hemolitica desarrollado hace décadas fue esencia para
nuestros estudios sobre la eritropoyesis y €l metabolismo del Fe. El disefio experimental
implementado para €l desarrollo del modelo de Anemia Hemolitica con la droga
Fenilhidrazina (FHZ) se adecuo a los objetivos planteados inicialmente en nuestro Plan
de Trabgjo. Estos estudios significaron un aporte innovador por la caracterizacion
morfol6gica, bioquimica'y hematoldgica de la eritropoyesis y el metabolismo del Fe de
la cepa CF1 en condiciones fisiol6gicas y fisiopatol gicas no totalmente descriptas en la

literatura.

1.1 DESARROLLO DE ANEMIA HEMOLITICA EN RATON

1.1.a. DETERMINACION DE LA DOSISEFECTIVA MiNIMA DE
FENILHIDRAZINA.

De acuerdo a lo descripto en Materidles y Métodos, los ratones hembras CF1
divididos en 4 (cuatro) grupos experimentales denominados en adelante “Grupo
Anémico” (n=12) recibieron concentraciones crecientes de FHZ administrada via
intraperitoneal (i.p) losdias 0y 2. Las concentraciones de FHZ ensayadas fueron: a) 10
mg/kg; b) 20 mg/kg; c) 60 mg/kg; d) 100 mg/kg. El grupo No Anémico (control) (n=12)
recibié dosisi.p. de 0,5 ml de solucion salina estéril (NaCl 0,9 %) losdiasOy 2.

La instauracién de la anemia y la recuperacion de la eritropoyesis se evaluaron en
sangre periférica cada 2 dias hasta €l dia 8 del protocolo (n=4), mediante técnicas
hematol 6gicas convencionales. La caracteristicas morfologicas y tintoriales de células
sanguineas se evaluaron en extendidos sanguineos coloreados con May Grinwald-
Giemsa

Cuando se andizo € tipo de estudio estadistico a aplicar a partir del nimero de
grupos de trabajo (cinco) se optd por un disefio experimental en Blogques. Los bloques

fueron segregados segun el peso de los animales y su ubicacion en € Bioterio. Esta
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segregacion no solo permiti6 homogeneizar el peso, siho que ademas permitio
homogenei zar variables como latemperaturay humedad dentro de cada blogue.

Para iniciar €l andlisis estadistico se determind la Homocedasticidad y Normalidad
de las variables en estudio de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos. El
andlisis de varianza (ANOVA) en 2 vias, utilizando un a=0,05, determind la presencia o
ausencia de diferencias significativas entre los tratamientos. Finalmente, mediante un
andlisis de comparaciones multiples (Tukey modificado), utilizando un a=0,05, se
determinaron los grupos que presentaron diferencias estadisticamente significativas.

En la primera etapa del andlisis de los efectos de FHZ en las concentraciones
estudiadas se determind que las dosis de 60 y 100 mg FHZ/kg peso, indujeron la
méxima respuesta hemolitica. El dia 2 del protocolo se vio una disminucion
estadisticamente significativadel HCT y laHb, en relacion directa ala concentracion de
FHZ, respecto a dia 0. Esta respuesta fue mas evidente aun el dia 4. Los dias6y 8
ambos parametros mostraron unatendencia aretornar a valores basales (Figura 9).

La cuantificacion de los Reticulocitos no mostréo cambios en las concentraciones
menores de 20 mg/kg FHZ respecto a la condicion control; mientras que en las dosis de
60 y 100 mg/kg se pudo observar un incremento estadisticamente significativo de
Reticulocitos los dias 4 y 6, cuyos valores retornaron a los basales e dia 8. Los
cambios en & nimero de Reticulocitos no fueron dependientes de la concentracion de
FHZ (Figura10).

El recuento de células de la serie eritrocitaria con Cuerpos de Heinz mostro el dia 2
del protocolo experimental un marcado incremento estadisticamente significativo en
todas las concentraciones de FHZ testeadas. Se determind una respuesta dependiente de
la concentracion de FHZ solo en las concentraciones de 10 y 20 mg/kg. El dia 4, €
numero de células con Cuerpos de Heinz continudé elevado en las concentraciones de
FHZ de 10 y 20 mg/kg, mientras que las concentraciones de 60 y 100 mg/kg mostraron
una brusca disminucion en € recuento de dichas células. En € dia 6, en la mayoria de
las concentraciones de FHZ estudiadas €l recuento de los Cuerpos de Heinz mostré una
tendencia aretornar a valores basal es, excepto en la concentracion de 20 mg/kg de FHZ,
gue present6 un leve incremento respecto al dia 4. Finamente, el dia 8 del protocolo, €
nimero de células con Cuerpos de Heinz fue similar al control en todas las dosis de
FHZ estudiadas (Figura 10).
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La observacion de los extendidos sanguineos de ratones tratados con FHZ mostro
abundante destruccién de eritrocitos, detritus celular e intensa poiquilocitosis y
anisocitosis, sin observarse cambios dependientes de la concentracién de FHZ (Figura
11). Por €l contrario, los extendidos sanguineos pertenecientes a ratones no anémicos no
presentaron cambios en la serie eritrocitaria (Figura 11). La observacion de la serie
leucocitaria no mostré alteraciones en animales anémicos y no anémicos.

Mediante € andlisis de los pardmetros hematoldgicos pudimos determinar que la
dosis de 60 mg/kg fue la concentracion de FHZ que indujo la crisis hemolitica mas
severa, sin comprometer la supervivencia de los animales.

El grado de dafio oxidativo producido por la concentracién de 60 mg FHZ/kg peso se
puso en evidencia principamente por € elevado nimero de eritrocitos con Cuerpos de
Heinz. La respuesta compensadora destinada a restaurar la actividad del eritréon se

evidencio por e elevado niUmero de Reticulocitos.
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Figura 9. Hemoglobina y Hematocrito de Ratones Anémicos y No Anémicos. Ratones
hembras se anemizaron con FHZ. Dosis de FHZ: 10 mg/Kg (¢); 20 mg/Kg (A ); 60 mg/Kg (V);
y 100 mg/Kg (). Dosis de solucién salina: NaCl 0,9 %: (m). Disminucion de Hb (A) y HCT (B)
en los ratones Anémicos los dias 2 y 4 retornando a valores basales €l dia 6 (n=4). Los datos se

expresan como la media + desvio esténdar. *: Diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control (p <0.05). (Rogue M et al. Scand. J. Lab. Anim. Sci. 2008).
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Figura 10. Recuento de Reticulocitos y Células con Cuerpos de Heinz de Ratones
Anémicos y No Anémicos. Ratones hembras se anemizaron con FHZ. Dosis de FHZ: 10
mg/Kg (¢); 20 mg/Kg (A); 60 mg/Kg ('¥); y 100 mg/Kg (#). Dosis de solucion salina: NaCl 0,9
%: (m). Incremento en & Recuento de Reticulocitos los dias 4 y 6 en las dosis de 60 y 100
mg/kg peso (A) (n=4). Incremento en el nimero de Céulas con Cuerpos de Heinz en todas las
dosis testeadas (dia 2), y disminucién el dia 4 en las dosis de 60 y 100 mg/kg (B) (n=4). Los
datos se expresan como la media + desvio estédndar. *: Diferencias estadisticamente
significativas con respecto a control (p <0.05). (Rogque M et a. Scand. J. Lab. Anim. Sci.
2008).
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Figura 11. Formula Leucocitaria de ratones No Anémicos y Anémicos. Ratones hembras se
anemizaron con FHZ 6 se trataron con solucion salina. Los extendidos sanguineos se colorearon
con May Grinwad-Giemsa (n=4). No Anémicos (A): Morfologia eritrocitaria tipica sin
alteraciones en la serie leucocitaria. Anémicos dia 2 (B): Cambios estructurales en la serie
eritrocitaria, sin cambios en la serie leucocitaria. Leucocito (flecha). X 1000 (A, B). Escala: 30
pum
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1.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ERITROPOYETICA

Una vez establecida la concentracion éptima de FHZ (60 mg/kg) que induce Anemia
Hemolitica aguda sin afectar la sobrevida del ratdén, se avanz6 con las pruebas
hematoldgicas y se encararon estudios morfol6gicosy ultraestructurales.

Con este objetivo, se implement6 el siguiente protocolo experimental en € que se
administro una dosis Unica de FHZ. Los animales fueron divididos en dos grupos. a)
Anémicos (n=18): recibieron 60 mg/kg de Fenilhidrazinai.p. (0,5 ml) losdias 0y 2; b)
No Anémicos (n=18): recibieron salina estéril (NaCl 0,9 %) i.p. (0,5 ml) losdias 0y 2.
Cada dos dias y hasta € dia 8 se extrgieron muestras sanguineas para los siguientes
estudios hematol 6gicos: Hb, HCT, recuento de Reticulocitos, de células con Cuerpos de
Heinz, de Eritrocitos y determinacion de los indices Hematimétricos (n=6). La
morfologia de células sanguineas se evaud en extendidos sanguineos coloreados con
May Grinwald-Giemsa. Los mismos dias, un lote de cada grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y se realizé la diseccion de los 6rganos, que fueron procesados para estudios
morfoldgicosy ultraestructurales.

Dado que se utilizaron 2 grupos de trabajo, se realiz6 un disefio experimental
Pareado donde los animales se aparearon antes de la administracion del tratamiento, de
manera que cada par tuviera la mayor homogeneidad posible. El criterio utilizado para
armar los pares fue el peso y la edad. Con este tipo de estudio se redujeron a minimo
las diferencias existentes entre los pares, por 1o que las diferencias estadisticas halladas
entre tratamientos reflegjaron solamente el efecto del tratamiento en estudio.

Para iniciar el andlisis estadistico se determing la Homocedasticidad y Normalidad
de las variables en estudio (Materialesy Métodos). El andlisis de varianza (ANOVA) en
1 via utilizando un «=0,05 determind la presencia o ausencia de diferencias
significativas entre los tratamientos. En este disefio no fue necesario realizar un andlisis
de comparaciones multiples, ya que a trabagjar con 2 grupos solamente, la existencia de
diferencias estadisticamente significativas indica que un tratamiento es diferente

respecto al otro.



103

1.2.1. EVALUACION DE ERITROPOYESIS EN LA ANEMIA
HEMOLITICA

ESTUDIOSHEMATOLOGICOS

Los cambios en los pardmetros hematoldgicos y bioquimicos en la Anemia
Hemolitica inducida por FHZ se muestran en la Tabla 1. El recuento de células con
Cuerpos de Heinz, indicativo de dafio oxidativo eritrocitario, mostré un notorio
incremento los dias 2 y 4 del protocolo experimental, pudiéndose evidenciar abundantes
células con Cuerpos de Heinz en circulacion (Figura 12).

Se pudo observar un marcado aumento en e nimero de Reticulocitos en ratones
Anémicos € dia 4 del protocolo experimental, comportamiento asociado a incremento
del Volumen Corpuscular Medio (VCM) desde el dia 4. La presencia de Reticulocitos
en sangre periférica también se puso en evidencia en los extendidos sanguineos
coloreados con colorante supravital. Se pudieron observar Reticulocitos con variada
cantidad de precipitados de ARN de acuerdo a su madurez, ya sea focalizados en una
pequeiia zona de la célula o cubriéndola casi en su totalidad (Figura 12).

Por otro lado, en los ratones Anémicos se observé un elevado valor de Hemoglobina
Corpuscular Media (HCM) € dia 4, que podria ser interpretado como producto de la
excesiva hemalisis intravascular. Luego, la HCM mostré una tendencia a retornar a
valores basales los dias 6 y 8. Finalmente, el dia 8 del protocolo experimental todos los
pardmetros mostraron unatendencia a normalizarse.

Por otro lado, durante la crisis hemolitica los extendidos sanguineos de los animales
tratados con FHZ mostraron marcada destruccion eritrocitaria 'y alteraciones de la serie
roja como anisocitosis, poiquilocitosis y policromasia (Figura 13), cambios que se
atenuaron en la etapa de recuperacién posthemalisis.

De la observacion de la férmula leucocitaria de los ratones Anémicos y No
Anémicos (control) se deduce que no hay cambios en la serie leucocitaria durante el

desarrollo del procedimiento experimental (Figura 13).
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Figura 12. Extendidos sanguineos de ratones No Anémicos y Anémicos. Ratones hembras se
anemizaron con FHZ o se trataron con solucion salina. Los reticulocitos se colorearon con Azul
Brillante de Cresilo (n=6). No Anémico (A): Eritrocitos con morfologia de disco biconcavo y
reticulocitos (flecha). Anémico dia 4 (B): Destruccion eritrocitaria, aumento de reticul ocitos
(flecha) y presencia de células con Cuerpos de Heinz (cabeza de flecha). X 1000 (A, B). Escaa

30 um
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Control  Experimental Experimental Experimental Experimental
Parametro DiaO Dia2 Dia4 Dia6 Dia8
Hb (g/dL) 151+ 11.5+0.80 7.4+0.63 11.1+0.35 144+ 0.6
0.50

ER (x10%L) 8.1%15 74+14 52+1.9 6.4+18 79+12
HCT (%) 470+18 383057 34.3+0.28 395+ 17 458+1.1
VCM (fL) 51.5+35 57.4+3.9 60.9 +4.2 81.0+35 69.0+24
HCM (pg) 18.1+26 2717+ 27 32.3+28 26.8+29 232+21
Reticulocitos 3.4+1.2 291084 51.6+212 30.3+35 10.0+1.2
(%)

Cuerpos de 12+12 90.0+3.2 12.3+0.98 58+ 1.96 21+1.2
Heinz (%)

Tabla 1. Parametros Hematolégicos en Ratones Anémicos y No Anémicos. Ratones
hembras se anemizaron con FHZ. Los datos se expresan como la media + desvio estéandar (P
<0.05). (Roque M et al. Scand. J. Lab. Anim. Sci. 2008).
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Figura 13. Férmula Leucocitaria de ratones No Anémicos y Anémicos. Ratones hembras se
anemizaron con FHZ 6 se trataron con solucion salina. Los extendidos sanguineos se colorearon
con May Grinwald-Giemsa (n=6). No Anémicos (A): Morfologia eritrocitaria de disco
biconcavo sin ateraciones en la serie leucocitaria. Anémicos dia 2 (B): Destruccién
eritrocitaria, anisocitosis y poiquilocitosis, sin cambios en la serie leucocitaria. Leucocito
(flecha). X 1000 (A, B). Escala: 30 pm
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1.2.2. EVALUACION DE LA ERITROPOYESIS
EXTRAMEDULAR

1.2.2.a. ESTUDIOSHISTOLOGICOS

Los estudios morfologicos de bazo, higado y rifién, nos permitieron evaluar €
compromiso de Organos extramedulares en la recuperacion de eritron en la etapa post-
crisis hemolitica

En primer término realizamos la evaluacion estructural de los 6rganos de |os ratones
No Anémicosy en todos los casos se observo la homogeneidad celular caracteristica de
animales en buen estado general de salud.

La Figura 14A muestra la arquitectura del bazo organizada en dos estructuras bien
definidas, pulpa blancay la pulpa roja. El higado muestra la disposicién caracteristica
de cordones de hepatocitos entre los sinusoides hepaticos, sin detectarse alteraciones
morfoldgicas (Figura 14B). El rifidn mostro las estructuras glomerulares y tubulares que
identifican alas nefronas con morfologia caracteristica del tgjido sano (Figura 14C).

Cuando se evauaron los tgidos de ratones Anémicos se observaron cambios
estructurales bien definidos que describiremos a continuacion. El bazo de ratones
Anémicos, mostré marcada hiperplasia eritroide con abundante congestion eritrocitica
en la pulpa roja, depésitos de hemosiderina y elevado nimero de megacariocitos y
macréfagos tisulares los dias 4 y 6 (Figura 15). También se vio intensa esplenomegalia,
siendo marcada el dia 4 (Tabla 2). Los cambios en € peso del rifibn coincidieron
temporalmente con € bazo, aunque fueron de menor magnitud. El higado también
mostré variaciones en su peso, observandose los valores méas elevados e dia 6 (Tabla
2).

Como indicador de la respuesta eritropoyética a estimulo hipoxico de la anemia, fue
decisivalaidentificacion de Islotes Eritroblasticos en los érganos estudiados. En el bazo
estas estructuras celulares se localizaron principalmente en la pulpa roja. Otro hallazgo
de estos estudios histol 6gicos fue la observacion de |slotes Eritroblésticos en €l higado y
rifidn donde se los identificd asociados principamente a vasos sanguineos (Figura 15).

Cuando se evaluo la morfologia y disposicion de los Islotes Eritroblasticos se vieron
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marcadas diferencias tejido especificas, ya que en higado y rifidn los Islotes mostraron
organizacién nodular, mientras que en bazo fueron difusos o no-nodulares.

A partir de estas observaciones histolégicas decidimos cuantificar los Idotes
Eritroblasticos mediante un escore preestablecido segin se describe en Materiales y
M étodos. Este procedimiento fue Util paraanalizar con mayor precision larelacién entre
Islotes Eritroblasticos y la magnitud de la eritropoyesis y de esta manera determinar el
grado de compromiso de los 6rganos extramedul ares en la restauracion posthemalisis de
la eritropoyesis.

Como se muestra en la Tabla 3, e bazo mostr6 un aumento en el nimero de Islotes
Eritrobléasticos desde el dia 4, alcanzando e mayor nimero el dia 6. El higado mostré
una respuesta temporal similar a bazo, mostrando el mayor recuento de Islotes hacia el
dia 6, aunque la intensidad de dicha respuesta fue menor. La evaluacion histol6gica del
rifidn mostré un menor nimero de Islotes, evidenciandose e mayor nimero € dia 6 del

protocol o, sugiriendo menor compromiso eritropoyético de este tejido.

Control  Experimental Experimental Experimental Experimental

Parametro Dia0 Dia2 Dia4 Dia 6 Dia8
Peso (mg)

Bazo 100+ 30 310+ 40 580 + 50 460 + 40 150 + 30

Higado 1320+ 30 2000 + 30 1850 + 40 2200 + 30 1500 + 40

Rifi6n 200 + 20 230+ 10 360 + 30 245+ 10 230+ 15

Tabla 2. Peso del Bazo, Higado y Rifion de Ratones Anémicos y No Anémicos. Ratones
hembras se anemizaron con FHZ. Los datos se expresan como la media + desvio estandar
(p<0,05). (Rogue M et a. Scand. J. Lab. Anim. Sci. 2008).
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Figura 14. Bazo, Higado y Rifién de Ratones No Anémicos. Un grupo de animales No
Anémicos (n=3) fue sacrificado y el tejido se procesd para histologia y se colored con
Hematoxilina & Eosina seglin se describe en Materiales y Métodos. Se muestra uniformidad
celular en Tegjido Esplénico (A), Hepatico (B) y Rend (C). PR: Pulparoja; PB: Pulpablanca; V:
Vaso sanguineo, G: Glomérulo. X 50 (A), X 450 (B, C). Escala: 300 um (A), 30 um (B, C).
(Roque M et a. Scand. J. Lab. Anim. Sci. 2008).
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Figura 15. Bazo, Higado y Rifion de Ratones Anémicos. Ratones hembras se anemizaron con
FHZ. Un grupo de animales (n=3) (dia 6) fue sacrificado y €l tejido se procesd para histologiay
se colored con Hematoxilina & Eosina seguin se describe en Materiales y Métodos. Bazo (A):
Hiperplasia eritroide e Idotes Eritroblasticos difusos (flecha). Higado (B): Islotes
Eritrobl asticos nodulares, asociados a vaso sanguineo (flecha). Rifién (C): Islotes Eritroblasticos
nodulares, asociados a vaso sanguineo (flecha). V: Vaso sanguineo. X 50 (A), X 450 (B, C).
Escala: 300 pm (A), 30 um (B, C). (Roque M et al. Scand. J. Lab. Anim. Sci. 2008).
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Dias Control Experimental

0 + +
Bazo 4 + ++

6 + ++++

0 + +
Higado 4 + ++

6 + +++

0 + +
Rifion 4 + +

6 + ++

Tabla 3. Cuantificacion de Islotes Eritroblasticos en Tejido Esplénico, Hepético y Renal
de Ratones Anémicosy No Anémicos. Ratones hembras se anemizaron con FHZ. Un grupo de
animales (n=3) (dia 6) fuey €l tgjido se proceso para histologiay se colored con Hematoxilina
& Eosina seguin se describe en Materiales y Métodos. La cuantificacion de los islotes se realizd
segun se describe en Materiales y Métodos (Roque M et a. Scand. J. Lab. Anim. Sci. 2008).

1.2.2.b. ESTUDIOSULTRAESTRUCTURALES

Los cambios estructurales descriptos en € bazo son caracteristicos de la Anemia
Hemolitica y reflgjan la conocida funcion hemocaterética esplénica. Para avanzar en €l
conocimiento de larelacion estructural y funcional del bazo en e modelo de Hemdlisis
encaramos estudios ultraestructurales mediante Microscopia Electrénica de Barrido
(SEM).

El bazo de ratones sin tratamiento (No Anémicos) mostré el entretgjido reticular que
caracterizaa este tgjido (Figura 16). Los eritrocitos se observan con su tipica morfologia
biconcava, principalmente asociados al tejido fibroso, como asi también eritrocitos
atravesando trabécul as esplénicas y destacando su flexibilidad (Figura 16 B, C).

El efecto oxidativo de la FHZ sobre las estructuras celulares y tisulares se evidencio
en € tgjido esplénico de ratones Anémicos los dias de severa hemdlisis (dia 3y 4). Se
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vieron importantes alteraciones del parénquimay abundantes eritrocitos con inclusiones
en lamembrana, denominadas Cuerpos de Heinz (Figura17A).

La minuciosa observacion de imégenes de barrido posibilitd captar la transformacion
de eritrocitos biconcavos en células con Cuerpos de Heinz y luego la posterior
transicién a eritrocitos dafiados por la actividad litica esplénica, conocida como
“picoteo” esplénico (Figura 17B). Se observaron, ademas eritrocitos con morfologia de
esferocitos, severamente dafiados por el Sistema Reticulo Endotelial (Figura 17C).

Cuando los parametros hematol 6gicos mostraron una tendencia a la recuperacion de
la anemia (dia 7 del protocolo experimental), la ultraestructura del bazo evidencio
mayor homogeneidad celular, con células de la serie roja con su morfologia habitual
(Figura 18).
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Figura 16. Microscopia Electr6nica de Barrido del Parénquima Esplénico de Ratones No
Anémicos. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tgjido fue procesado para SEM
seglin se describe en Materiales y Métodos. Celularidad normal (A) y tipicos eritrocitos
biconcavos (B, C). X 6000 (A), X 15000 (B), X 18000 (C). Escala: 2 um. (Roque M y col.
Scand. J. Lab. Anim. Sci. 2008).
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Figura 17. Microscopia Electronica de Barrido del Parénquima Esplénico de Ratones
Anémicos. Ratones hembras se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) (dia 4) fue
sacrificado y el bazo fue procesado para SEM segln se describe en Materialesy Métodos. En A
se muestran abundantes eritrocitos con Cuerpos de Heinz. En B se muestran los estadios de la
transformacion de eritrocitos (1) en células con protuberancias (I1) y células dafiadas por el
“picote0” esplénico (I11). En C se muestran eritrocitos con morfologia de esferocitos, dafiados
por e SRE. X 10000 (A), X 18000 (B, C). Escala: 2 pm. (Roque M et a. Scand. J. Lab. Anim.
Sci. 2008).
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Figura 18. Microscopia Electrénica de Barrido del Parénquima Esplénico de Ratones
Anémicos. Ratones hembras se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) (dia 7) fue
sacrificado y € bazo fue procesado para SEM segun se describe en Materiales y Métodos. Se
muestran eritrocitos re-estableciendo su morfologia normal. X 10000 (A), X 15000 (B). Escaa:
2 um. (Roque M et al. Scand. J. Lab. Anim. Sci. 2008)
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2. MODELO DE ANEMIA HEMOLITICA CON INHIBICION
FARMACOLOGICA DE LA ERITROPOYESIS

El modelo de inhibicion farmacol 6gica de la eritropoyesis se disefid para avanzar en
el conocimiento de la respuesta eritropoyética frente a la Anemia Hemoalitica, en

condiciones de inhibicion del gje Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAA).

2.1 DESARROLLO DEL MODELO

De acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos, los ratones hembras CF1 se
dividieron en 3 grupos: a8 No Anémicos (Control) (n=20): solucion salina estéril i.p.
(NaCl 0,9 %) diariamente, entre losdias0y 9, y los dias 10 y 12; b) Anémicos (n=20):
solucion salina estéril i.p. (NaCl 0,9 %) diariamente, entre los dias 0y 9; y
Fenilhidrazina (FHZ) 60 mg/kg peso i.p. los dias 10 y 12; ¢) Tratados con Enalapril +
Induccién de Anemia (n=20): dosis de Enalapril 10 mg/kg peso i.p. diariamente entre
losdias0y 9; y FHZ 60 mg/kg pesoi.p. losdias 10y 12.

Lainstauracion de la anemiay la recuperacion de la eritropoyesis se evaluaron entre
el dia 0 y 20 mediante parametros hematol 6gicos convencionales (n=4). La morfologia
de las células sanguineas se observo en extendidos de sangre periférica coloreados con
May Grinwald-Giemsa.

Los dias O, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 un lote de animales (n=3) fue sacrificado y los
tgjidos fueron removidos para estudios histol 6gicos.

Debido a nimero de grupos de trabajo se realiz6 un disefio experimenta en Bloques,
donde los blogques fueron segregados segun el peso de los animales'y su ubicacion en €l
Bioterio. Este criterio de segregacion permitio homogeneizar €l peso, y variables como
latemperaturay humedad dentro de cada bloque.

Para iniciar €l andlisis estadistico se determind la Homocedasticidad y Normalidad
de las variables en estudio (Materiales y Métodos). El andlisis ANOVA en 2 vias,
utilizando un 0=0,05, determind la presencia o ausencia de diferencias significativas
entre los tratamientos. Finalmente, mediante un andlisis de comparaciones muiltiples,
Tukey modificado, utilizando un a=0,05, se determinaron los grupos que presentaron
diferencias estadisticamente significativas.
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2.2. EVALUACION DE LA ERITROPOYESIS

2.2.1. ESTUDIOSHEMATOLOGICOS

En la Figura 19 se muestran los cambios en los parametros hematol 6gicos de ratones
tratados con FHZ més Enalapril, y delos ratones tratados con FHZ sin Enalapril.

El tratamiento con Enalapril produjo una disminucion en los valores de Hb y HCT
desde € dia 4 del protocolo, comportamiento que fue mas evidente a los 10 dias de
tratamiento (Figura 19). Desde el dia 10 del protocolo experimental se vio un marcado
descenso estadisticamente significativo en Hb y HCT, principalmente entre los dias 12 y
14, lo que indica la presencia de una marcada destruccion eritrocitaria 'y la instauracion
delaanemia (Figura 19).

A partir del dia 16 comenzé la recuperacion de la anemia, comportamiento
evidenciado por e incremento en los valores de Hb y HCT en ambos grupos tratados
con FHZ. Es importante mencionar que en esta etapa del protocolo se vieron los
cambios més significativos entre ratones tratados con FHZ + Enalapril, y ratones
tratados con FHZ sin Enalapril. El andlisis de los pardmetros hematol 6gicos mostré que
laHby HCT de los tratados con Enalapril + FHZ retornaron a valores basales el dia 20,
mientas que en los tratados con FHZ sin Enalapril este comportamiento se vio desde el
dia 18 (Figura 19). Los parametros de los animales inyectados con solucién salina no
mostraron cambios significativos durante los 20 dias.

La observaciéon de los extendidos sanguineos también puso en evidencia la crisis
hemolitica en ambos grupos anémicos, tratados y sin tratar con Enalapril, entre los dias
12 y 14 (Figura 20). Se observé una disminucion del nimero de eritrocitos y presencia
de restos celulares producto de la intensa destruccién celular. Se pudieron ver ademés,
alteraciones eritrocitarias caracteristicas del proceso hemolitico, como presencia de
eritrocitos de formay tamarfio irregular, como asi también policromasia (Figura 20).

A partir del dia 16 del protocolo experimental, las ateraciones estructurales de la
serie eritrocitaria disminuyeron aunque se mantuvo policromasia marcada, Sin
observarse diferencias entre animales tratados con Enaapril més FHZ y tratados con
FHZ sin Enaapril. La serie leucocitaria no mostré cambios en los animales durante el

desarrollo de la experiencia
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Figura 19. Hemoglobina y Hematocrito de ratones tratados con Fenilhidrazina, con y sin
Enalapril. Ratones hembras tratados con Enalapril + FHZ: ®; y ratones sin tratar con Enal april
y tratados con FHZ: A. Se muestra una disminucion en HCT y Hb de ratones tratados con
Enalapril. Los valores de Hb y HCT se normalizaron el dia 18 en los tratados con FHZ sin
Enalapril, mientras que esto ocurrid €l dia 20 en los tratados con FHZ + Enalapril (n=4). Los
datos se expresan como la media + desvio estdndar. *: Diferencias estadisticamente
significativas con respecto a control (p <0.05).
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Figura 20. Formula Leucocitaria de ratones tratados con Fenilhidrazina y Enalapril. Los
extendidos sanguineos se colorearon con May Grinwad-Giemsa segin se describe en
Materiales y Méodos (n=4). En A se muestra morfologia eritrocitaria tipica (dia 0). En B se
muestra intensa lisis celular y ateraciones de la serie eritrocitaria como anisocitosis y
poiquilocitosis (dia 12). En C se muestra tendencia a la restauracion de la morfologia
eritrocitaria (dia 16). No se observan cambios en la serie leucocitaria. Leucocito: flecha. X 1000
(A, B, C). Escala: 30 pum.
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2.3. EVALUACION DE LA ERITROPOYESISEXTRAMEDULAR

ESTUDIOSESTRUCTURALES

2.3.1. MORFOL OGIA DE TEJIDOS

La estructura macroscopica del bazo, higado y rifién de ratones No Anémicos
(control) no mostré alteraciones en el modelo de Anemia Hemolitica con Inhibicidn
Farmacol 6gica de la Eritropoyesis y e andlisis histologico mostré uniformidad celular
con morfologia conservada (Figura 21).

Cuando se estudiaron los cambios macroscopicos y microscopicos en tejidos de
ratones tratados con FHZ y tratados con Enalapril + FHZ se vieron los resultados més
relevantes.

En ambos grupos Anémicos, e bazo mostrd evidentes cambios macroscpicos como
una marcada esplenomegalia, principalmente el dia 16.

Los estudios histol6gicos realizados en e bazo de los animales tratados con FHZ sin
Enaapril mostraron excesiva congestion eritrocitica, expansion de la pulpa roja,
presencia de hemosiderina, macrofagos y abundantes megacariocitos, principalmente
entrelos dias 12 y 16 (Figura 22 A). Estos cambios ocasionaron ateraciones en la tipica
organizacion de la pulparoja. Asimismo, el tejido esplénico de los ratones tratados con
Enaapril + FHZ mostré un comportamiento similar, pero principal mente entre los dias
14y 18 (Figura22 B).

Por otro lado, durante los dias de intensa hemolisis se observaron Islotes
Eritrobl&sticos con organizacion difusa en tejido esplénico de ratones tratados con FHZ
sin Enalapril y tratados con Enalapril + FHZ (Figura 22).

Durante la etapa de recuperacion del estado anémico se vieron los principales
cambios entre tejido esplénico de ratones tratados con FHZ sin Enalapril y los tratados
con Enalapril + FHZ, observandose una diferencia temporal en la respuesta de ambos
grupos de animales. Hacia €l dia 18 del protocolo experimental |a estructura de la pulpa
roja se reestructurd en los animales tratados con FHZ sin Enalapril, mientras que en los

tratados con Enalapril + FHZ la reorganizacion del tgjido se evidenci6 € dia 20. En
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ambos casos, se recuperd la estructura del bazo, mostrando las caracteristicas
morfol 6gicas que presentaron |os animales No Anémicos (Figura 23).

Los resultados que reflgjarian la participacion del rifibn en la recuperacion de la
eritropoyesis posthemdlisis fueron alentadores. En los ratones tratados con FHZ sin
Enaapril se vieron abundantes Islotes Eritroblasticos, con disposicion perivascular y
organizacion nodular, cambios observados principamente entre los dias 14 y 18.
Cuando se evalud € rifién de los ratones tratados con Enalapril + FHZ también se
observaron Islotes Eritroblasticos con localizacion perivascular y organizacion nodular.
La principal diferencia con respecto al tejido de animales tratados con FHZ sin
Enalapril fue e rango tempora de la respuesta, ya que en los ratones tratados con
Enalapril + FHZ los Islotes se identificaron principalmente entre los dias 18 y 20 del
protocolo experimental (Figura 24). En ambos casos no se observaron alteraciones de la
estructura del rifion.

La evaluacion de la relacion estructural y funcional del higado de ratones tratados
con FHZ sin Enalapril mostré uniformidad celular, morfologia conservada e islotes
eritroblasticos nodulares con localizacion perivascular (Figura 25A). Sin embargo, €l
higado de los ratones tratado con Enalapril + FHZ mostré morfologia celular aterada
con anormalidades citoplasmaticas y nucleares entre los dias 16 y 20, sin evidenciarse
Islotes Eritrobl &sticos (Figura 25B).



Figura 21. Bazo, Higado y Rifion de ratones No Anémicos. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y € tgjido se procesd para histologiay se colored con Hematoxilina & Eosina segin
se describe en Materiales y Métodos. Se muestra uniformidad celular en Tejido Esplénico (A),
Hepético (B) y Renal (C). PR: Pulparoja; PB: Pulpablanca; VS: Vaso sanguineo. X 200 (A, B,
C). Escala: 150 um. (Veuthey TV et a. ARS Pharmaceutica 2008).
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Figura 22. Bazo de ratones tratados con Fenilhidrazina, con y sin Enalapril. Ratones
hembras tratados con Enalapril + FHZ y ratones sin tratar con Enalapril y tratados con FHZ. Un
grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tegjido se procesd para histologiay se coloreb con
Hematoxilina & Eosina segin se describe en Materiales y Métodos. Tratados con FHZ sin
Enalapril (A): Congestion eritrocitica, expansion de la pulparoja, 1slotes Eritroblasticos difusos
(flecha) y megacariocitos (dia 16). Tratados con Enaapril + FHZ (B): Congestion, hiperplasia
eritroide e Islotes Eritroblasticos difusos (flecha) (dia 18). X 400 (A), X 100 (B). Escaa: 150
pm.
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Figura 23. Bazo de Ratones tratados con Fenilhidrazina y Enalapril. Ratones hembras se
trataron con Enalapril + FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tegjido se proceso
para histologia y se colored con Hematoxilina & Eosina seglin se describe en Materiales y
Métodos. Se muestra reorganizacion de la pulparoja (dia 20). PB: Pulpablanca; PR: Pulparoja.
X 200. Escala: 150 pm. (Veuthey TV et al. ARS Pharmaceutica 2008).
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Figura 24. Rifién de ratones tratados con Fenilhidrazina y Enalapril. Ratones hembras
tratados con Enaapril + FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y el tejido se procesd
para histologia y se colored con Hematoxilina & Eosina seglin se describe en Materiades y
Métodos. Se muestran Islotes Eritroblasticos en nddulos discretos (flecha), con locaizacion
perivascular, sin observarse ateraciones en la morfologia tisular (dia 18). G: Glomérulo. VS:
Vaso sanguineo. X 100 (A), X 400 (B). Escala: 150 pm.



Figura 25. Higado de ratones tratados con FHZ, con y sin Enalapril. Ratones hembras
tratados con Enalapril + FHZ y ratones sin tratar con Enalapril y tratados con FHZ. Un grupo de
animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se procesd para histologia y se colored con
Hematoxilina & Eosina seglin se describe en Materiales y Métodos. Tratados con FHZ sin
Enalapril (A): se muestran Islotes Eritroblésticos nodulares, con localizacion perivascular
(Flecha) (dia 16). Tratados con Enaapril + FHZ (B): se observan ateraciones morfoldgicas (dia
18). VS: Vaso sanguineo. X 400 (A, B). Escda 150 pm. (Veuthey TV et a. ARS
Pharmaceutica 2008).
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2.3.2. SEMICUANTIFICACION DE ISLOTES
ERITROBLASTICOS

La presencia de agregados celulares eritroblasticos descripta reflgga funciones
eritropoyéticas en los Organos estudiados. Por lo tanto, para evaluar el grado de
actividad se semicuantificaron los Islotes Eritroblasticos en bazo, higado y rifion,
mediante un escore preestablecido, segiin se describe en Materiales y Métodos (Tabla
4).

El bazo de los animales tratados con FHZ sin Enalapril mostré incremento en €l
nuimero de Islotes Eritroblésticos desde el dia 12, alcanzando su maximo valor e dia 16
y retornando a niveles basales el dia 18. En cambio, bazo de los animales tratados con
Enalapril + FHZ recién mostré un incremento en el nimero de Islotes Eritroblasticos el
dia 16, que comenzo a descender en dias posteriores.

El rifidn de los animales tratados con Enalapril + FHZ evidencié abundantes Islotes
Eritroblésticos €l dia 20, mientras que en los animales tratados con FHZ sin Enalapril
los cambios se observaron entre los dias 12 y 18. La semicuantificacién de Islotes
Eritroblésticos hepéticos mostré compromiso de este tegjido € dia 16 en los animales
tratados con FHZ sin Enalapril, sin observarse actividad hepética en los animales
tratados con Enalapril + FHZ.
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Diasdel Ratones tratados con FHZ Ratones tratados
protocolo (FHZ) con Enalapril y FHZ
(E+FHZ)
Bazo Rifién Higado Bazo Rifidén
0 + + + + +
10 + + + + +
12 ++ ++ + + +
14 ++ ++ + + +
16 ++++ ++ +++ +++ +
18 + ++ + ++ ++
20 + + + ++ +++

Tabla 4. Semicuantificacion de Islotes Eritroblasticos en Tejido Esplénico, Hepatico y
Renal deratonestratados con Fenilhidrazina, con y sin Enalapril. Ratones hembras tratados
con Enalapril + FHZ y ratones sin tratar con Enalapril y tratados con FHZ. Un grupo de
animales (n=3) fue sacrificado y € tegiido se procesd para histologia y se colored con
Hematoxilina & Eosina segin se describe en Materiales y Métodos. La semicuantificacion de
los islotes se reaizd segln se describe en Materiales y Métodos (Veuthey TV et al. ARS
Pharmaceutica 2008).
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3. MODELO DE SOBRECARGA DE HIERRO

El modelo murino de Sobrecarga de Fe desarrollado en la cepa CF1 de ratones fue
disefiado para inducir disfunciones metabdlicas de la ruta del Fe andlogas a las
descriptas en humanos en patol ogias cronicas que presentan elevados nivelesde Feen €
SRE, con o sin hipoferremia. El disefio experimental implementado se adecu6 a los
objetivos planteados inicialmente en nuestro Plan de Trabajo.

3.1 DESARROLLO DEL MODELO

Para desarrollar el modelo de Sobrecarga de Fe se utilizaron concentraciones
crecientes de Fe-Dextran con e objetivo de determinar la dosis Optima del farmaco
inductor capaz de inducir €l exceso de Fe, sin comprometer la supervivencia del animal.

Con este proposito, los ratones hembra se dividieron en 3 grupos: @) Experimental A
(n=10): 0.5 g Fe-Dextran/Kg peso i.p. los dias 0 y 10 del protocolo experimenta; b)
Experimental B (n=10): 1.0 g Fe-Dextran/Kg peso i.p. los dias 0 y 10 del protocolo
experimental; ¢) Control (n=10): solucién salina estéril (NaCl 0,9 %) i.p. losdias 0y 10.
Para evaluar €l estado hematol6gico de los animales, cada 10 dias (n=4) se evalu6 Hb,
HCT, férmulaleucocitariay Ferremia para evauar € estado hematol 6gico. Los mismos
dias, un lote de cada grupo de animales (n=3) fue sacrificado y el higado fue utilizado
parala determinacion del contenido de Fe total en este tgjido.

Para € andlisis estadistico, se utilizd un disefio en Blogues, donde los animales
fueron segregados en los distintos bloques segin su peso y segun la ubicacion de los
blogques en €l Bioterio. De esta forma se homogeneizé el peso, y otras variables como la
temperaturay la humedad dentro de cada bloque.

En e andlisis estadistico se determind la Homocedasticidad y Normalidad de las
variables en estudio (Materiales y Métodos). Luego, mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) en 2 vias, con 0=0,05, se determiné la presencia o ausencia de diferencias
significativas entre los tratamientos. Finamente, mediante un andlisis de comparaciones
multiples se determinaron los grupos que presentaron diferencias estadisticamente

significativas.
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3.2. EVALUACION DE LA ERITROPOYESIS Y EL ESTADO
DEL HIERRO

3.2.1. ESTUDIOSHEMATOLOGICOS

El andlisis de parametros hematol6gicos no mostré cambios significativos en los
valores de Hemoglobina y Hematocrito en los dos grupos de animales con Sobrecarga
de Fe durante los 30 dias del protocolo experimental, evidenciandose valores similares a
los observados en los animales sin tratar (Figura 26).

Asimismo, de la observacion de |os extendidos sanguineos se desprende que no hubo
cambios en la morfologia de la serie eritrocitaria y leucocitaria en las condiciones
ensayadas, observandose celularidad similar a la hallada en extendidos sanguineos de
ratones sin tratar (Figura 27).
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Figura 26. Hemoglobina y Hematocrito de ratones con y sin Sobrecarga de Fe. Ratones
hembras se trataron con Solucién Salina (m), con 0,5 g Fe-Dextran/Kg peso () y con 1,0 g Fe-
Dextran/Kg peso (a). No se observan cambios en Hb (A) y HCT (B) durante € protocolo
(n=4). Los datos se expresan como la media + desvio estandar. *: Diferencias estadisticamente
significativas con respecto a control (p <0.05).
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Figura 27. Férmula leucocitaria de ratones con y sin Sobrecarga de Fe. Ratones hembras
(n=20) se trataron con Solucion Sdina y con Fe-Dextrdn. Los extendidos sanguineos se
colorearon con May Griinwald-Giemsa (n=4). Sin sobrecarga de Fe (control) (A): Morfologia
eritrocitaria tipica sin cambios en la serie leucocitaria. Con Sobrecarga de Fe, dia 20 (B):
Morfologia eritrocitaria normal sin cambios en la serie leucocitaria. Leucocito: flecha. X 1000
(A, B). Escala: 30 um



133

3.2.2. EVALUACION DEL ESTADO DEL HIERRO

3.2.2.a. HIERRO PLASMATICO

Los niveles plasméaticos de Fe no mostraron cambios significativos en los animales
del grupo control durante € desarrollo del protocolo experimental. Se determind un
incremento paulatino de la Ferremiaen las dosis de Fe-Dextran ensayadas (0,5y 1 g Fe-
Dextran/Kg peso). Estos cambios fueron estadisticamente significativos € dia 20 en el

grupo de ratones gue recibieron la mayor dosis del agente inductor (1 g Fe Dextran/Kg

peso) (Figura 28).
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Figura 28. Hierro Plasmatico de ratones con y sin Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se
trataron con Solucion Salina (m), con Fe-Dextrén con 0,5 g Fe-Dextran/Kg peso (e) y con 1,0 g
Fe-Dextran/Kg peso (a). El dia 20 se observa un incremento significativo en la Ferremia de los
ratones tratados con 1 g Fe Dextran/Kg peso (n=4). Los datos se expresan como la media +
desvio esténdar. *: Diferencias estadisticamente significativas con respecto a control (p <0.05).
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3.2.2.b. HIERRO TISULAR

EVALUACION MACROSCOPICA

Cuando se realizo la diseccion de tejido hepético observamos un cambio en la
coloracion tipica del higado en los ratones tratados con Fe-Dextrén, presentando color
pardo oscuro que evidencié € exceso de Fe. Esta coloracion también fue evidente en el

peritoneo (Figura 29).

4R ¢

Figura 29. Mucosa de Ratones con Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se trataron con Fe-
Dextrén.
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EVALUACION SEMICUANTITATIVA

Lavaloracion del Fe en higado por Perl’s no mostré depésitos de Fe** en los ratones
sin tratamiento (control), mientras que el Fe** en exceso fue evidente en el higado de
ratones tratados con Fe-Dextran desde el dia 10 del protocolo (Figura 30).

En e dia 20, se observaron abundantes pigmentos de Fe como hemosiderina,
respecto a dia 10 en ambos grupos con Sobrecarga de Fe. Cabe mencionar, que ladosis
de 1g Fe-Dextran/Kg peso indujo exceso de Fe que se visualizé como solidos depdsitos,
que afectaron alas células de Kupffer y alos hepatocitos (Figura 31).

Luego de la identificacion de Fe en higado se realizd la semicuantificacion del Fe®*
mediante un score preestablecido, que diferencia el Fe presente en los Hepatocitosy en
las células de Kupffer (Tabla 5). El escore establecido no mostro diferencias en el Fe de
depdsito en células de Kupffer en las dos dosis de Fe testeadas (0,5 g Fe-Dextran/Kg
peso y 1 g Fe-Dextran/Kg peso), tanto el dia 10 como €l dia 20. Sin embargo, €l dia 20
pudimos observar un grado mayor de Fe hepatocelular en el tejido de ratones tratados

con lamayor dosis de Fe-Dextran.
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Figura 30. Tincién de Perl’s ddl Tejido Hepatico de ratones con y sin Sobrecarga de Fe.
Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) (dia 10) fue
sacrificado y € tejido se procesd y se colored parala Tincion de Perl’s segln se describe en
Materialesy Métodos. Sin tratar (control) (A): No se observan pigmentos de Fe. Dosis 0,5 g Fe-
Dextran/Kg peso (B): Pigmentos de Fe. Dosis 1,0 g Fe-Dextran/Kg peso (C): Pigmentos de Fe.
X 400 (A, B, C). Escala: 150 um



Figura 31. Tincion de Perl’s del Tejido Hepético de ratones con y sin Sobrecarga de Fe.
Ratones hembras se trataron con Fe-Dextrén. Un grupo de animales (n=3) (dia 20) fue
sacrificado y € tejido se procesd y se colored para la Tincion de Perl’s seglin en Materides y
Métodos. Sin tratar (A): No se observan pigmentos de Fe. Dosis 0,5 g Fe-Dextran/Kg peso (B):
Pigmentos de Fe. Dosis 1,0 g Fe-Dextran/Kg peso (C): Abundantes pigmentos de Fe en forma
de concreciones. X 400 (A, B, C). Escala: 150 pm.
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Céulas de Kupffer con Fe

(Grado) (Grado)
Dia0 Dia10 Dia20 Dia0 Dia10 Dia20
Sin Tratar 0 0 0 0 0 0
0.5g/Kg 0 3 3 0 2 3
1.0g/Kg 0 3 4 0 2 3

Tabla 5. Semicuantificacion de los depdsitos de Fe de Tejido Hepético de ratonescon y sin
Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3)
fue sacrificado (dias 0, 10, 20) y €l tejido se procesd y colored para la Tincién de Perl’s segin
se describe en Materiales y Métodos. La semicuantificacion de los pigmentos de Hierro se
realizd segin se describe en Materidles y Métodos, con un score que expresa en grado el

porcentaje de hepatocitos y células de Kupffer que poseen Fe.
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EVALUACION CUANTITATIVA

La cuantificacion de los niveles totales de Fe hepatico se realizd mediante la
digestion &cida del tejido con posterior determinacion de los niveles totales de Fe %" y
Fe * por un método colorimétrico, seglin se describe en Materiales y Métodos.

Entre los dias 0 y 20 se vio un incremento estadisticamente significativo en los
niveles totales de Fe en higado de ratones tratados con ambas dosis de Fe-Dextran
(Figura 32). Dicho aumento fue mas evidente en los ratones tratados con 1g Fe-
Dextran/Kg peso. Los ratones sin tratamiento (control) no mostraron cambios en los

niveles de Fe hepético.
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Figura 32. Cuantificacion de Fe Hepatico de ratones con y sin Sobrecarga de Fe. Ratones
hembras se trataron con Solucion Salina (m), con 0,5 g Fe-Dextran/Kg peso (e) y con 1,0 g Fe-
Dextran/Kg peso (A). Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado (dias O, 10, 20) y € tegjido
hepdtico se procesd para la cuantificacidn de Fe segiin se describe en Materiales y Métodos. Se
muestra incremento en los niveles de Fe en ambos grupos de ratones con exceso de Fe. Los
datos se expresan como la media + desvio estdandar. *: Diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control (p <0.05).
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4. MODELO DE ACOPLE:
INDUCCION DE SOBRECARGA DE HIERRO SEGUIDA DE
ANEMIA HEMOLITICA

En las condiciones fisiopatolégicas estudiadas en los dos modelos
experimentales descriptos, Anemia Hemoliticay Sobrecarga de Fe, la expresion de
Hepcidina y de DMT1 son reguladas por diferentes sefides. Para evaluar la
expresion de ambas proteinas cuando coexisten situaciones bien definidas como: a)
exceso de Fe; b) balance normal de Fe con ata demanda, como es la Anemia
Hemolitica, se disefié el modelo Acoplado de Sobrecarga de Fe seguida de Anemia

Hemolitica

4.1 DESARROLLO DEL MODELO

De acuerdo a lo descripto en Materidles y Métodos, ratones hembras CFl se
dividieron en 4 grupos de animales: a) Sin tratar (control) (n=27): solucion salina estéril
(NaCl 0,9 %) i.p. los dias O, 10, 20 y 22; b) Anémicos (n=27): solucion salina estéril
(NaCl 0,9 %) i.p. losdias 0y 10, y Fenilhidrazina (FHZ) 60 mg/Kg peso i.p. los dias 20
y 22; ¢) Sobrecarga de Fe (n=27): 1,0 g Fe-Dextran/Kg peso los dias 0 y 10, solucion
salina estéril (NaCl 0,9 %) i.p. los dias 20 y 22; d) Sobrecarga de Fe seguida de Anemia
Hemolitica (n=27): 1,0 g Fe-Dextran/Kg peso i.p. losdias 0y 10, y FHZ 60 mg/Kg peso
i.p. losdias20y 22.

La induccion de anemia y la compensacion de la eritropoyesis se evalud (n=4) los
dias 0, 10, 20, 22, 23, 24, 26, 28 y 30 del protocolo experimenta mediante Hb,
Eritropoyetina, HCT, Recuento de Reticulocitos y células con Cuerpos de Heinz. Se
cuantificaron los niveles de Fe plasmético de los grupos animales. La morfologia de las
células sanguineas se observo en extendidos de sangre periférica coloreados con May
Grunwald-Giemsa.

Losdias 0, 10, 20, 22, 24, 25, 26, 28 y 30 un subgrupo de animales de cada grupo fue
sacrificado (n=3) y €l higado fue utilizado para la determinacion del contenido de Fe
total.
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En este caso, dado que se traba 6 con 4 grupos de animales, el anadlisis estadistico se
realiz6 por un disefio experimental en Bloques. Se trabajé con 4 blogques que fueron
segregados segln €l peso de los animales y su ubicacion en € Bioterio. Esta
segregacion no sdlo permiti6 homogeneizar el peso, sino que ademéas permitid
homogenei zar variables como latemperaturay la humedad dentro de cada blogue. En €l
andlisis estadistico se determiné la Homocedasticidad y Normalidad de las variables en
estudio (Materiales y Métodos). Luego, mediante un analisis ANOVA en 2 vias, con
a=0,05, se determind la presencia o ausencia de diferencias significativas entre los
tratamientos. Finalmente, mediante un anadlisis de comparaciones multiples (Tukey
modificado) con a=0,05, se determinaron los grupos que presentaron diferencias

estadisticamente significativas.

4.2. EVALUACION DE LA ERITROPOYESIS

4.2.1. ESTUDIOSHEMATOL OGICOS

Los valores de Hb y HCT no mostraron diferencias significativas durante |os
primeros 20 dias en los 4 grupos de animales descriptos anteriormente (a, b, ¢, d)
(Figura 33).

Como muestra la Figura 33, la anemia se manifestd por bajos valores de Hb y de
HCT entre los dias 23 y 24 en ambos grupos tratados con FHZ, aunque sin poder
hallarse diferencias significativas entre ambos grupos de animales, sugiriendo un grado
de anemia similar. Sin embargo, es importante mencionar que estos parametros
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ratones tratados y no tratados
con FHZ.

Las principales diferencias halladas en laHb y el HCT se observaron en el periodo
de recuperacion del estado anémico, cuando ambos parametros mostraron diferencias
significativas entre los animales con Anemia sin Sobrecarga de Fe y los animales con
Sobrecarga de Fe y Anemia. En este caso, los pardmetros hematolgicos de los
Anémicos con Sobrecarga de Fe alcanzaron valores normales el dia 30, mostrando un
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retraso temporal con respecto a los animales Anémicos sin Sobrecarga de Fe, cuyos
pardmetros retornaron a valores basales entre los dias 26 y 28 (Figura 33).

El nimero de Reticulocitos mostré variaciones en ambos grupos Anémicos,
observandose un importante aumento de estas células € dia 24. A partir de ahi, los
valores se mantuvieron elevados durante 2 dias 'y finalmente se vio una disminucion los
dias 28 y 30, sin hallarse diferencias significativas entre ambos grupos tratados con FHZ
(Figura 34).

Al igua que e recuento de Reticulocitos, solo los ratones Anémicos mostraron
cambios en el nimero de células con Cuerpos de Heinz. El dia 23 se observo un brusco
incremento, aunque sin detectarse diferencias significativas entre ambos grupos. Los
valores de células con Cuerpos de Heinz comenzaron a disminuir a partir de los dias 24
y 25, retornando a valores normales los dias 28 y 30 (Figura 35).

El estudio estadistico mostro diferencias en € recuento de células con Cuerpos de
Heinz el dia 25, cuando los animales del modelo Acoplado de Sobrecarga y Anemia
presentaron val ores menores respecto a aquellos Anémicos sin Sobrecarga.

La observacién de los extendidos sanguineos no mostré cambios en la serie blanca de
los animales durante el procedimiento experimental (Figura 36). Por €l contrario, en los
animales tratados con FHZ la serie eritrocitaria mostro tipicas alteraciones estructurales
asociadas a proceso hemolitico como anisocitosis, poiquilocitosis, anisocromia y
abundante destruccién celular, aunque sin detectarse diferencias entre ambos grupos
anémicos (Figura 36).
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Figura 33. Hemoglobina y Hematocrito de ratones Anémicosy ratones con Sobrecar ga de
Fe seguida de Anemia. Ratones hembras: Sin tratar: -m-; Sobrecarga de Fe: - A -; Anémicos: -
®-; y Sobrecarga de Fe seguida de Anemia Hemalitica: - ¥ -. Se muestran bajos valores de Hb
(A) y HCT (B) en ambos grupos Anémicos los dias 23-24, alcanzando valores basaes € dia 30
en ratones con Sobrecarga de Fey Anemia, y los dias 26-28 en ratones anémicos sin Sobrecarga
de Fe (n=4). Los datos se expresan como la media + desvio estandar. *: Diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control (p <0.05).
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Figura 34. Recuento de Reticulocitos de ratones Anémicos y ratones con Sobrecarga de Fe
seguida de Anemia. Ratones hembras. Sin tratar: -m-; Sobrecarga de Fe: - A -; Anémicos:. -@-;
y Sobrecarga de Fe seguida de Anemia Hemolitica: -V¥-. Se muestra un incremento de
Reticulocitos en grupos Anémicos (dias 20-26), y € retorno a valores basades (dia 30) (n=4).
Los datos se expresan como la media + desvio estandar. *: Diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control (p <0.05).
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Figura 35. Recuento de Céulas con Cuerpos de Heinz de ratones Anémicos y ratones con
Sobrecarga de Fe seguida de Anemia. Ratones hembras. Sin tratar: -m-; Sobrecarga de Fe: -
A-; Anémicos. -®-; y Sobrecarga de F segeuida de Anemia Hemolitica: - ¥ -. Se observa un
brusco incremento en las células con Cuerpos de Heinz el dia 23 en ambos grupos Anémicos 'y
una disminucion desde el dia 24 (n=4). Los datos se expresan como la media + desvio estéandar.
*: Diferencias estadisticamente significativas con respecto a control (p <0.05).



Figura 36. Formula L eucocitaria de ratones No Anémicos y ratones con Sobrecarga de Fe
seguida de Anemia. Los extendidos sanguineos se colorearon con May Grinwald-Giemsa
(n=4). Sin tratamiento (A): Morfologia normal de la serie eritrocitaria y leucocitaria. Con
Sobrecarga y Anemia (B): Cambios morfolégicas en la serie eritrocitaria, sin cambios en la
serie leucocitaria (dia 22). Leucocito: flecha. X 1000 (A, B). Escala Escala: 30 pm.
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4.3. EVALUACION DEL ESTIMULO ERITROPOYETICO

4.3.1. ERITROPOYETINA PLASMATICA

La cuantificacién de los niveles de Eritropoyetina plasmética mostré6 cambios
estadisticamente significativos en el grupo Anémico sin Sobrecarga de Fey en €l grupo
Anémico con Sobrecarga de Fe, respecto a los valores del grupo No Anémicos (Figura
37).

Ambos grupos de Anémicos, con y sin sobrecarga de Fe previa, mostraron un
marcado incremento de Epo durante la crisis hemolitica, principalmente entre los dias
23y 25, observandose valores 10 a 15 veces mayores que en condiciones basales. Estos
cambios no mostraron diferencias significativas entre ambos grupos tratados con FHZ
(Figura 37).

Asimismo, hacia €l dia 26 del protocolo se observé una rapida disminucion en los
valores de Epo en ambos grupos Anémicos, con valores que retornaron a los niveles
basales los dias 28 y 30. En todos los casos, las diferencias halladas entre animales del
modelo de Sobrecarga de Fe seguida de Anemia y animales Anémicos sin Sobrecarga

no mostraron significancia estadistica.
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Figura 37. Eritropoyetina Plasmatica de ratones Anémicos y ratones con Sobrecarga de
Fe seguida de Anemia. Ratones hembras: Sin tratar: -m-; Sobrecarga de Fe: - A -; Anémicos: -
®-; v Sobrecarga de Fe seguida de Anemia Hemolitica: -V¥-. Se observa un incremento
significativo en los niveles de Epo durante la crisis hemolitica y una posterior disminucién
hacia val ores normales en ambos grupos Anémicos (n=4). Los datos se expresan como la media
+ desvio esténdar. *: Diferencias estadisticamente significativas con respecto a control (p
<0.05).

148



149

4.4. EVALUACION DEL ESTADO DEL HIERRO

4.4.1. HIERRO PLASMATICO

L os ratones no tratados con Fe-Dextran no mostraron cambios en la Ferremia durante
los 30 dias del protocolo, mientras que se vio un aumento de este parametro en ambos
lotes con Sobrecarga de Fe (con y sin anemia) entre los dias 0 y 20, aunque sin
detectarse diferencias significativas entre ellos (Figura 38).

Desde e dia 20, en los animales con Sobrecarga de Fe sin Anemia los niveles de Fe
plasmético se mantuvieron elevados hasta el dia 28, retornando a valores basales e dia
30. Sin embargo, aquellos con Sobrecarga de Fe seguida de Anemia mostraron un
marcado descenso en la Ferremia entre los dias 22 y 26, un periodo de intensa
hemalisis, con un porcentaje de cambio del 50 % aproximadamente (Figura 38). Los
animales con Anemia sin Sobrecarga de Fe mostraron una disminucion en la Ferremia
del 36 % (dias 20 al 24). Este comportamiento muestra una diferencia temporal en la
respuesta entre animales con Sobrecarga de Fe seguida de Anemiay animales Anémicos
sin Sobrecarga de Fe (dias 22-26 vs dias 20-24).

Es importante mencionar que no se hallaron diferencias significativas en |os menores
valores de Ferremia alcanzados por ratones con Sobrecarga de Fe seguida de Anemiay
Anémicos sin Sobrecarga de Fe.

Durante la etapa de recuperacién de la anemia, ambos grupos Anémicos mostraron
diferencias en larestauracion de los niveles de Ferremia. Los ratones con Sobrecarga de
Fe y Anemia mostraron una tendencia a la recuperacion entre los dias 28 y 30,
presentando un retardo respecto a la respuesta observada en los ratones Anémicos sin

Sobrecarga, quienes mostraron un comportamiento similar desde €l dia 26.
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Figura 38. Hierro Plasmatico de ratones Anémicos y ratones con Sobrecarga de Fe
seguida de Anemia. Ratones hembras. Sin tratar: -m-; Sobrecarga de Fe: - A -; Anémicos. -@-;
y Sobrecarga de Fe seguida de Anemia Hemolitica: - ¥-. Se muestra un incremento en la
Ferremia de ambos grupos con Sobrecarga de Fe entre los dias 0 y 20. Los Anémicos sin
Sobrecarga disminuyeron su Ferremia entre € dia 20 y 24, mientras que en los animales con
Sobrecarga y Anemia el descenso se vio entre € dia 22 y 26. Durante la restauracion, los
animales con Sobrecarga y Anemia mostraron un retardo con respecto a los Anémicos sin
Sobrecarga (n=4). Los datos se expresan como la media + desvio estandar. *: Diferencias
estadisticamente significativas con respecto a control (p<0.05). #: Diferencias estadisticamente
significativas con respecto al dia 20 (p <0.05).




4.4.2. HHERRO HEPATICO

4.4.2.a CUANTIFICACION
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La cuantificacion de Fe fue esencial para confirmar la Sobrecarga de Fe con €

protocolo utilizado, dado que el modelo acoplado fue disefiado para producir exceso de

Fe previo alainduccion de Anemia Hemoalitica.

El Fe total hepético de ratones sin tratar y de los Anémicos no mostré variaciones

durante los 30 dias del protocolo. Sin embargo, los grupos de ratones con Sobrecarga

de Fe previa (No Anémicosy Anémicos) mostraron aumentos de Fe hepatico desde €l

inicio del protocolo hasta €l dia 30, sin detectarse diferencias significativas entre ellos

(Figura 39).
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Figura 39. Cuantificacion del Hierro Hepatico en ratones Anémicos y con Sobrecarga de
Fe seguida de Anemia. Ratones hembras: Sin tratar: -m-; Sobrecarga de Fe: - A -; Anémicos: -
®-; y Sobrecarga de Fe seguida de Anemia Hemolitica: - ¥-. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificados y el tgjido hepédtico se procesd para la cuantificacion de Fe segin se describe en
Materiales y Métodos. Se muestra un incremento de Fe en ambos grupos con Sobrecarga de Fe
entre los dias 0 y 30. Los datos se expresan como la media + desvio estdndar. *: Diferencias

estadisticamente significativas con respecto a control (p <0.05).
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CAPITULO II:

ESTUDIOS DE CARACTERIZACION Y DE REGULACION DE
PROTEINAS DEL METABOLISMO DEL HIERRO
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1. MODEL O DE ANEMIA HEMOLITICA

Una vez que se optimizé e modelo de Anemia Hemolitica en la Cepa CF1 y que se
pudo establecer e perfil hematoldgico e histolégico durante la induccidon y la
recuperacion eritropoyética, iniciamos estudios de caracterizacion de proteinas del
metabolismo del Fe en érganos claves como duodeno, higado y bazo.

En este sentido, centralizamos el estudio en evaluar la expresion tisular del
importador DMT1, y de Prohepcidina, regulador negativo del Fe, evaluando la
localizacién y distribucion celular de ambas proteinas en tgidos asociados
tradicionalmente al balance del Fe.

Se trabaj0 con ratones hembras, divididos en: @ No Anémicos (n=15): solucion
salina estéril (NaCl 0,9 %) i.p. (0,5 ml) losdias 0y 2; b) Anémicos (n=15): 60 mg/kg de
Fenilhidrazinai.p. (0,5 ml) losdias0y 2. Los dias 0, 3, 4, 5y 6 un lote de cada grupo
de animales fue sacrificado (n=3), se realiz6 la diseccion del higado, duodeno y bazo, y

los tejidos se procesaron para estudios histol 6gicos e inmunohistoquimicos.
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1.1. TRANSPORTADOR DE METALESDIVALENTES1

1.1.a. TEJIDO DUODENAL
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Figura 40. Diagrama esquemético de la estructura del duodeno (Gartner-Haitt. Atlas Color de
Histologia. 4° edicion)

Se muestra un diagrama esguemético de la estructura del duodeno (Figura 40). La
superficie absortiva del duodeno se amplifica por especializaciones de las células y
tgjidos de la capa submucosay mucosa. La capa submucosa contiene pliegues circulares
o valvulas de Kerckring. La mucosa duodenal esta formada por vellosidades que son
evaginaciones digitiformes de la I&mina propia cubiertas por epitelio. El epitelio
duodenal es del tipo cilindrico ssmple, formado por cinco tipos celulares. enterocitos o
células absortivas, células caliciformes, células de Paneth y células enteroenddcrinas.
Las microvellosidades de los enterocitos producen la principa amplificacion de la
superficie luminal. Lalamina propia, compuesta por tejido conectivo laxo, esté provista
de un vaso quilifero central, vasos sanguineos y glandulas llamadas criptas de
Lieberkuhn, que se extienden hasta la capa muscular de la mucosa. La parte superior de
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las criptas se halla poblada por células caliciformes y células enteroenddcrinas, mientras
gue en la base de la cripta se encuentran principalmente las células de Paneth y células
regenerativas (Smith LH et al., 1983; Ross MH et a., 1997).

En condiciones basales pudimos observar expresion del transportador DMT1 en los
enterocitos de vellosidades duodenales, con localizacion intracelular (Figura 41 A, B).
Por el contrario, las células caliciformes de las vellosidades y |as criptas duodenales no
mostraron expresion de DMT1 (Figura4l C).

Durante la crisis hemolitica aguda (dias 3 'y 4), como se evidencia por |os pardmetros
hematologicos (Hb: 7.4 £ 0.63 y HCT: 34.3 + 0.28), no se vieron cambios en la
expresion de DM T1 respecto a enterocitos de ratones No Anémicos (Figura 42).

Sin embargo, pudimos detectar diferencias en la expresion de DMT1 e dia 5, cuando
los valores hematol 6gicos mostraron una tendencia a retornar a los niveles basales. En
esta etapa, DMT1 mostro localizacion en la membrana apical celular y distribucién
intracelular, o que podria sugerir la redistribucion celular de DMT1 cuando las
demandas de Fe son intensas (Figura 43).

No se observd DMT1 en células cdiciformes y criptas duodenales de ratones
Anémicos (Figura 44). En e control negativo no se observd inmunomarcacion
inespecifica en el tejido duodenal (Figura 45).

Dado que DMT1 es un importador de Fe, su redistribucion haciala membrana apical
de los enterocitos en la etapa de recuperacion de la anemia podria estar reflegjando la
captacion duodenal de Fe. Para confirmar esta interpretacion relacionada con su
gfuncionalidad, encaramos laevaluacion cualitativa de Fe.

A diferencia de la ausencia de pigmentos de Fe **

en vellosdades y criptas
duodenales de ratones No Anémicos (Figura 46 A y B), en la crisis hemolitica se
identificO abundante Fe hemosiderina intracelular, en toda la extension de las
vellosidades (dia 3) (Figura 46 Cy D). Los pigmentos de Fe ** fueron menos evidentes
los dias 4 y 5 de la anemia. Al igual que en condiciones basales, en la anemia no se

detectd Fe ** en otras estructuras celulares del duodeno.



Figura 41. Expresion de DMT1 Duodenal. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y el
tegjido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo policlona anti-DMT1 de ratén
y € kit EnVision+System-HRP (DAB) seglin se describe en Materidles y Métodos. Se muestra
expresion intracelular de DMT1 en enterocitos (A, B) y ausencia de DMTL1 en criptas
duodenales (flecha) (C). X 400 (A), X 1000 (B, C). Escaa: 30 um
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Figura 42. Expresion de DM T1 Duodenal en Anemia. Ratones hembras se anemizaron con
FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tegido se procesd para
Inmunohistoquimica segin se describe en Materiadles y Métodos, utilizando. Se muestra
expresion intracelular de DMT1 en enterocitos €l dia 3 de la Anemia (A) y € dia 4 de la
Anemia (B). X 1000 (A, B). Escala 30 um
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Figura 43. Expresion de DM T1 Duodenal en Anemia. Ratones hembras se anemizaron con
FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tegido se procesd para
I nmunohi stoquimica segin se describe en Materiales y Métodos. Localizacion de DMT1 en la

membrana apical celular (flecha) y expresion intracelular del transportador (dia 5) (A, B). X
400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 um
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Figura 44. Expresion de DMT1 en criptas duodenales en Anemia. Ratones hembras se
anemizaron con. Un grupo de animaes (n=3) fue sacrificado y e tejido se procesd para
Inmunohistoquimica segiin se describe en Materiales y Métodos. Ausencia de expresion de
DMT1 en criptas duodenales (flecha) y en células caliciformes (cabeza de flecha) (dia 5). X
1000. Escala: 30 pm.

e i

Figura 45. Control Negativo para DMT1 en Tejido Duodenal en Anemia. Ratones hembras
se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se proceso para
Inmunohistoguimica segin se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del anticuerpo
primarioy con el kit EnVision+System-HRP (DAB). No se observan marcacion inespecifica en
las vellosidades duodenales (dia 5). X 400 (A, B). Escala: 30 pm.

159



Figura 46. Tincion de Perl’s del Tejido Duodenal en Anemia. Ratones hembras se
anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y el tejido se procesd parala
Tincién de Perl’s seglin se describe en Materiales y Méodos. No Anémicos (A y B): no se
observan pigmentos de Fe en las vellosidades duodenales. Anémicos dia 3 (C y D): Pigmentos
de Fe en los enterocitos, con localizacion intracitoplasmética (flecha). X 400 (A, C), X 1000 (B,
D). Escala: 30 um
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1.1.b. TEJIDO HEPATICO
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Figura 47. Diagrama esquemético de la estructura del higado (Gartner-Haitt. Atlas Color de
Histologia. 4° edicion)

Se muestra un diagrama esguemético de la estructura del higado (Figura 47). El
parénquima hepético estd formado por lobulillos hepéaticos que contienen varios tipos
celulares. hepatocitos, células de Kupffer, células de Ito y células endoteliales. La
disposicién de los hepatocitos en hileras delimita un espacio extravascular llamado
sinusoide hepético. El Lobulillo Clésico es una unidad funcional de la estructura
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hepética. Presenta una organizacion hexagonal, con una vena en €l centro del hexagono
(vena central) y las triadas portales ubicadas en sus vértices. En esta estructura, los
sinusoides hepéticos drenan en la vena central |a sangre venosay arterial procedente de
la triada portal. Por este motivo, a medida que la sangre fluye se genera una
disminucion del aporte de oxigeno y de nutrientes a las células proximas a la vena
central (Smith LH et a., 1983; Ross MH et a.,, 1997).

El tegjido de animaes sin tratar mostré expresion del transportador DMT1
principalmente en el citoplasma de los hepatocitos, aunque también se observo
inmunomarcacion cercana a la membrana plasméatica en algunos hepatocitos (Figura
48). Fue evidente la marcacion diferencial de los hepatocitos, observandose grupos
celulares fuertemente positivos para DM T1, otros levemente marcados y otros negativos
(Figura 48).

Cuando se anaiz6 € patron de distribucion de DMT1 en el higado se vio asociacion
de los hepatocitos inmunomarcados con grandes vasos sanguineos, principalmente en
estructuras con morfologia de venas centrales (Figura 48).

Es importante destacar que en la crisis hemolitica més marcada (dia 3), se vio
moderada expresion de DMT1 en hepatocitos, siendo mucho menor e dia 4 de la
anemia (Figura 49). Este perfil de inmunomarcacion de DMT1 en higado se podria
explicar por la mayor demanda de Fe, un nutriente esencial para la actividad
eritropoyética. Esta hiptesis podria confirmarse dado que cuando se compenso la
anemia (dia 5) y la demanda de Fe fue menor, nuevamente la expresion hepética de
DMT1 fue evidente, manteniendo su localizacion intracelular y su asociacion con vasos
sanguineos (Figura 49 C). En € control negativo no se evidencié inmunomarcacion
inespecifica en € tgjido hepético (Figura 50).

El andlisis cualitativo de los depésitos hepéticos de Fe mostré pigmentos de Fe®*
aislados en células con morfologia de células de Kupffer €l dia 4 de la anemia, sin

evidenciarse Fe en €l tegjido de animales sin tratar (Figura51) .



Figura 48. Expresién Hepatica de DM T1. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €
tejido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo policlonal anti-DMT1 de ratén
y el kit EnVision+System-HRP (DAB) seguiin se describe en Materidlesy Métodos. En Ay B se
muestra expresién de DM T1 con localizacion intracelular. En C se muestra expresion de DMT1
asociado a la membrana plasmética de agunos hepatocitos (flecha). En D se muestra
inmunomarcacién de DMT1 en cercanias de grandes vasos sanguineos (flecha). X 400 (A), X
1000 (B, C, D). VS: Vaso sanguineo. Escala: 30 pm
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Figura 49. Expresion Hepatica de DMT1 en Anemia. Ratones hembras se anemizaron con
FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tegido se procesd para
Inmunohistoquimica segiin se describe en Materidles y Métodos. Se muestra moderada
expresion intracelular de DMT1 en hepatocitos el dia3 (A) y € dia4 delaAnemia(B). En C se
muestra nuevamente intensa expresion de DMT1 en tejido hepético el dia 5 (flecha). X 1000
(A, B, C). Escala: 30 um
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Figura 50. Control Negativo para DMT1 en Tejido Hepético en Anemia. Ratones hembras
se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se proceso para
Inmunohistoquimica segin se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del anticuerpo
primario y con €l kit EnVision+System-HRP (DAB). No se observa marcacion inespecifica (dia
5). X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 um

165



Figura 51. Tincion de Perl’s en Tejido Hepético en Condiciones Basales y en Anemia.
Ratones hembras se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y el
tgjido se procesd para Tincion de Perl’s segin se describe en Materidles y Métodos. No
Anémico (A): no se observan pigmentos de Fe. Anémico dia 4 (B): se observan escasos

pigmentos de Fe localizados en células con morfologia de células de Kupffer (flecha). X 400
(A, B). VS: Vaso sanguineo. Escala: 30 pm
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1.1.c. TEJIDO ESPLENICO

Vena

L

esplénica | “
/ / r
/ - e
_{; =F vf"“"
- P
| Pulpa roja
Y BN :
Arteria . ~ Pulpa blanca
esplénica i =4

ST Sinusoide esplénico
> i :
Trabeécula

Figura 52. Diagrama esquematico de la estructura del bazo (Gartner-Haitt. Atlas Color de
Histologia. 4° edicidn)

Se muestra un diagrama esquematico de la estructura del bazo (Figura 52). El bazo,
organo localizado en el cuadrante superior izquierdo del abdomen, esta cubierto por una
capsula de tgiido conectivo, desde donde parten trabéculas hacia e parénguima
esplénico. Desde & punto vista morfolégico y funcional, € parénguima esplénico se
divide en dos regiones: pulpa blancay pulpa roja, separadas por una zona marginal. La
pulpa roja esta formada por cordones esplénicos y sinusoides. Los cordones espl énicos
estan formados por una malla de células reticulares y fibras reticulares que contienen
eritrocitos, macrofagos, linfocitos, células plasméticas, megacariocitos y granulocitos.

La pulpa blanca estd formada por vainas linféticas periarteriales, que son
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aglomeraciones de linfocitos T alrededor de una arteria central, y por nodulos linfaticos
gue son centros germinativos formados por linfocitos B. La zona marginal es una
acumulacion laxa de linfocitos y macréfagos que se localiza entre las pulpas roja y
blanca (Smith LH et al., 1983; Ross MH et a,, 1997).

Cuando se evalud por inmunomarcacion la presencia de DMT1 en bazo de ratones
No Anémicos se detectd abundante expresion de la proteina asociada selectivamente a
lapulparoja, sin evidenciarse tincion en la pulpa blanca (Figura 53).

Posteriormente se reaizé laidentificacion del transportador DM T1 los dias de severa
hemdlisis. Pese a la evidente desorganizacion de las pulpas hallada los dias 4 y 5 del
protocolo experimental, se pudo observar una disminucion en la intensidad de la
marcacion. Sin embargo, se mantuvo la localizacién selectiva de la tincion en la pulpa
roja. Cabe mencionar que se observd marcada congestion eritrocitica asociada a la
conocida funcion eritrofagocitica y eritropoyética del tejido esplénico murino (Figura
54).

En & control negativo no se evidencidé inmunomarcacién inespecifica en € tgjido
esplénico (Figura 55).

Sin embargo, dado que € Fe y la inmunomarcacion de DMT1 adquieren una
coloracion similar, la tincion observada podria deberse no solo a la presencia del
transportador DMT1 sino también a los depositos de Fe presentes en forma de
hemosiderina

Para confirmar la presencia de DMT1 identificada por la técnica
inmunohistoquimica, fue necesario detectar DM T1 y hemosiderina en forma diferencial
y simultanea en la misma seccion histologica. Para €llo desarrollamos unatécnicaen la
gue combinamos la técnica de inmunoperoxidasa con la Tincién de Perl’s.

La Figura 56 muestra los depésitos de Fe** en el bazo. En ratones No Anémicos se
evidenciaron abundantes pigmentos de Fe en macréfagos de la pulparoja, sin detectarse
el metal en la pulpa blanca (Figura 56A). Por el contrario, € bazo de ratones Anémicos
mostré una marcada disminucién en la hemosiderina (Figura 56B).

Con la estrategia metodol 6gica de doble tincién identificamos expresion de DMT1
en bazo de ratones No Anémicos, asociado nuevamente en forma selectiva a la pulpa
roja (Figura 57). La expresion de DMT1 en bazo de ratones Anémicos no mostro

cambios con respecto alos No Anémicos (Figura 58).
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Debido a que en ratones Anémicos y No Anémicos las células que presentaron
inmunomarcacion especifica para €l transportador DMT1 no coincidieron con aguellas
gue mostraron depdsitos de Fe, podemos concluir que no existe colocalizacion de
DMT1 con hemosiderina (Figura 57y 58).

Figura 53. Expresion Esplénica de DM T1. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €
tejido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo policlonal anti-DMT1 de ratén
y € kit EnVision+System-HRP (DAB) seglin se describe en Materiales y Métodos. Se muestra
expresion de DMT1 en la pulpa roja (flecha). PR: Pulpa roja; PB: Pulpa blanca. X 400 (A),
X1000 (B). Escdla: 30 pm
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Figura 54. Expresion Esplénica de DMT1 en Anemia. Ratones hembras se anemizaron con
FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l teido se procesd para
Inmunohistoquimica segiin se describe en Materidles y Métodos. Se muestra moderada
expresion de DMT1 (dia4). X 400 (A), X1000 (B). Escala: 30 pm



Figura 55. Control Negativo para DMT1 en Tejido Esplénico en Anemia. Ratones hembras
se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se proceso para
Inmunohistoguimica segin se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del anticuerpo
primario y con € kit EnVision+System-HRP (DAB). No se observa marcacion inespecifica de
DMT1y se observa hemosiderina (flecha) (dia4). X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 um
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Figura 56. Tincion de Perl’s de Tejido Esplénico en condiciones Basales y en Anemia.
Ratones hembras se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y el
tejido se procesd para la Tincion de Perl’s segln se describe en Materiales y Métodos. No
Anémico (A): Abundantes pigmentos de Fe en células con morfologia de células de Kupffer de
lapulparoja. Anémico dia 4 (B): Escasos pigmentos de Fe. PR: Pulparoja; PB: Pulpablanca. X
400 (A, B). Escaa 30 pm
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Figura 57. Expresién Esplénica de DMTL1 por Técnica de Doble Tincion. Un grupo de
animales (n=3) fue sacrificado y el tejido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando
anticuerpo policlonal anti-DMT1 de raton, y € kit EnVision+System-HRP (DAB), y se
contrastd con Tincién de Perl’s segin se describe en Materidles y Métodos. Se muestra
moderada expresion de DMT1, asociada a la pulpa roja (flecha). PR: Pulpa roja; PB: Pulpa
blanca. X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 um
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Figura 58. Expresion esplénica de DMT1 en Anemia por Técnica de Doble Tincion.
Ratones hembras se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y el
tejido se procesd para Inmunchistoquimica utilizando anticuerpo policlonal anti-DMT1 de
raton, y € kit EnVision+System-HRP (DAB), y se contrastd con Tincion de Perl’s seglin se

describe en Materiales y Métodos. Moderada expresion de DMT1 (flecha) (dia4). X 400 (A), X
1000 (B). Escala: 30 pm
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1.2. PROHEPCIDINA

TEJIDO HEPATICO

Otro de nuestros objetivos fue estudiar la expresion hepatica de Prohepcidina en
condiciones de elevada demanda de Fe como es |la Anemia Hemolitica.

El higado de ratones No Anémicos mostré moderada expresion de Prohepcidina,
localizada en hepatocitos y no en células de Kupffer. La expresion de la proteina no
estuvo asociada a ninguna estructura vascular especifica (Figura 59).

También se evalud la expresion de Prohepcidina durante los dias de anemia severa
(dia3y 4), cuando ladisminucion de Hb y HCT sugirié masiva destruccién eritrocitaria
y elevadas demandas de Fe para compensar €l cuadro anémico (Capitulo I), y durantela
etapa de recuperacion de la anemia.

En la anemia aguda y en la recuperacion de la anemia se observd moderada
expresion de Prohepcidina, sin hallarse cambios importantes respecto a tejido de
ratones No Anémicos (Figura 60).

En €& control negativo no se evidencié inmunomarcacion inespecifica en € tejido
hepético (Figura 61).
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Figura 59. Expresion de Prohepcidina Hepatica. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado
y €l tejido se procesd para Inmunchistoquimica utilizando anticuerpo anti-Prohepcidina de ratdn
y € kit EnVision+System-HRP (DAB) seglin se describe en Materiales y Métodos. Se muestra
moderada expresion intracelular de Prohepcidina en hepatocitos. X 400 (A), X 1000 (B). VS:
Vaso sanguineo. Escala: 30 pm
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Figura 60. Expresién de Prohepcidina Hepatica en Anemia. Ratones hembras se anemizaron
con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se procesd para
Inmunohistoquimica seglin se describe en Materidles y Métodos. Se muestra moderada
expresion de Prohepcidina (dia4). X 400 (A), X 1000 (B). VS: Vaso sanguineo. Escala: 30 um



Figura 61. Control Negativo para Prohepcidina en Tejido Hepatico en Anemia. Ratones
hembras se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se
procesd para |nmunohistoquimica segln se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del
anticuerpo primario y con €l kit EnVision+System-HRP (DAB). No se observa marcacion
inespecifica. X 400. Escala: 30 um
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2. MODELO DE SOBRECARGA DE HIERRO

En una primera etapa evaluamos la expresion de DMT1 y Hepcidina en 6rganos
claves del metabolismo del Fe, en condiciones de actividad eritropoyética normal y en
condiciones fisiopatol 6gicas como Anemia en estado de suficiencia de Fe. En una etapa
posterior se propuso avanzar en € estudio de estas proteinas frente al exceso de Fe.

De acuerdo alo descripto en Materiadles y Métodos, ratones hembra se dividieron en:
a) Sin Sobrecarga de Fe (n=10): solucién salina estéril (NaCl 0,9 %) i.p. losdias 0y 10;
b) Con Sobrecarga de Fe (n=10): 1,0 g Fe-Dextran/Kg peso i.p. los dias 0 y 10 del
protocolo experimental. Los dias 0, 10 y 20 un lote de animales de cada grupo fue
sacrificado (n=3), se redliz6 la diseccion del higado, duodeno y bazo, los que se

procesaron para estudios histol 6gicos e inmunohistoguimicos.

2.1. TRANSPORTADOR DE METALESDIVALENTES1

2.1.a. TEJIDO DUODENAL

En el duodeno de ratones con Sobrecarga de Fe se identifico expresion de DMT1 en
los enterocitos, con localizacion intracelular. No se identificO DMTL1 en las criptas
duodenales y en células caliciformes (Figura 62). Estos resultados muestran un patrén
de expresion similar a halado en duodeno de animales con suficiencia de Fe, sin
evidenciarse cambios en laintensidad de la expresion.

Es importante mencionar que €l perfil de expresion de DMT1 coexistio con elevados
niveles de Fe hepético en ratones con Sobrecarga de Fe (dia 20: dia 20: 4840,73 +
1565,91 umol Fe/g tgjido vs dia 0: 293,07 = 22,1 umol Fe/g tejido), y con elevados
niveles de Ferremia, lo que confirma la presencia del exceso de Fe en este grupo
experimental.

En e control negativo no se evidencié inmunomarcacion inespecifica en € tegjido
duodenal (Figura 63).

El estado de Sobrecarga de Fe se confirmé con la valoracién de los depdsitos

duodenales de Fe*'. El tejido de ratones con Sobrecarga de Fe no mostré pigmentos de
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Fe en enterocitos duodenales, un resultado similar a hallado en tejido de ratones sin
Sobrecarga. Sin embargo, frente a la Sobrecarga se vieron abundantes depésitos de Fe

localizados sel ectivamente en €l tgjido conectivo (Figura 64).

Figura 62. Expresién de DM T 1 Duodenal en Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se trataron
con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € teido se procesd para
Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo policlonal anti-DMT1 de ratén y € kit
EnVision+System-HRP (DAB) segin se describe en Materiadles y Métodos. Se muestra
expresion intracelular de DMTL1 en las vellosidades duodenales el dia 20 (A, B). Se muestra
ausenciade DMT1 en las criptas duodenales el dia 20 (flecha) (C, D). X 400 (A, C), X 1000 (B,
D). Escala 30 um



Figura 63. Control Negativo para DMT1 en Tegido Duodenal en Sobrecarga de Fe.
Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €
tgjido se procesd para Inmunohistoquimica seglin se describe en Materiadles y Métodos en

ausencia del anticuerpo primario y con el kit EnVision+System-HRP (DAB). No se observa
marcacion inespecifica (dia20). X 400. Escala: 30 pm
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Figura 64. Tincion de Perl’s en Tegjido Duodenal en Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se
trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se proceso para
la Tincién de Perl’s seglin se describe en Materiales y Métodos. Se muestran abundantes
pigmentos de Fe férrico en € tejido conectivo de las vellosidades (flecha) (dia 20). X 400 (A),
X 1000 (B). Escala: 30 um
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2.1.b. TEJIDO HEPATICO

En sobrecarga de Fe se identific6 marcada expresion DMT1 en e higado. El
transportador, localizado intracelularmente, se distribuyd en forma homogénea en el
higado. Es interesante destacar que su expresion fue méas evidente en las células
hepéticas que rodean los grandes vasos sanguineos (Figura 65). En el control negativo
no se evidencio inmunomarcacion inespecifica en el tejido hepético (Figura 66).

Es importante mencionar que la presencia de DMT1 coincide con elevados niveles
hepéticos de Fe (Capitulo ), 1o que revela € rol de DMT1 como importador de Fe
cuando los niveles del metal son excesivos.

Dado que € higado es e 6rgano de depdsito del Fe por excelencia, es esperable
contar con altos niveles de Fe en condiciones de sobrecarga. Efectivamente, como se
describié en e Capitulo I, e higado de animales con Sobrecarga de Fe mostro
abundantes pigmentos de Fe en forma de hemosiderina, evaluado por Tincion de Perl's.

Es necesario aclarar nuevamente que para evaluar cualitativamente el Fe hepético por
la Tincion de Perl’s en € higado y en forma simultanea identificar DMT1 en el mismo
tgjido, fue necesario utilizar un estrategia metodoldgica combinando la técnica
inmunohistoquimica con la Tincion de Perl’s. Esta estrategia permitio discriminar la
expresion de DMT1 de la presencia de Fe**.

Mediante esta estrategia experimental confirmamos la expresion de DMT1 en €
interior de los hepatocitos cercanos a grandes vasos en tejido de ratones con Sobrecarga
de Fe. Cabe destacar ademéds, que nuestros resultados sugieren ausencia de
colocalizacion de DMT1 con los depdsitos de hemosiderina, debido a que la expresion
de DMT1 no coincide con las concreciones de Fe halladas en células con morfologia de

células de Kupffer (Figura 67).



Figura 65. Expresion Hepatica de DM T 1 en Sobrecar ga de Fe. Ratones hembras se trataron
con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tegido se procesd para
Inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo policlonal anti-DMT1 de ratdén y e kit
EnVision+System-HRP (DAB) segln se describe en Materidles y Métodos. Expresion de
DMT1 € dia 20, asociado a grandes vasos sanguineos (flecha) (A, B). Expresion intracelular de
DMT1 d dia 20, principamente en la primera linea de células cercanas a un vaso sanguineo
(flecha) (C). VS: Vaso sanguineo. X 400 (A, B); X 1000 (C). Escala: 30 um

184



185

Figura 66. Control Negativo para DMT1 en Tejido Hepatico en Sobrecarga de Fe. Ratones
hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se
procesd para |nmunohistoquimica segln se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del
anticuerpo primario y con €l kit EnVision+System-HRP (DAB). No se observa marcacion
inespecifica (dia 20). X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 um
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Figura 67. Expresion Hepética de DMT1 en Sobrecarga de Fe por Técnica de Doble
Tincién. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextrdn. Un grupo de animaes (n=3) fue
sacrificado y el tegjido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo policlonal
anti-DMT1 de raton, y e kit EnVision+System-HRP (DAB), y se contrasté con Tincion de
Perl’s seglin se describe en Materiales y Métodos. Expresion intracelular de DMT1 en
hepatocitos, y ausencia de colocaizacion de DMT1 con células de Kupffer (A).
Inmunolocalizacion de DMT1 asociado a grandes vasos sanguineos. VS: Vaso Sanguineo. X
400 (A, B). Escala: 30 pm.
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2.1.c. TEJIDO ESPLENICO

Por inmunohistoquimica, € bazo de animales con Sobrecarga de Fe mostré marcada
expresion de DMTY, localizada selectivamente en la pulpa roja, sin evidenciarse
marcacion en la pulpa blanca (Figura 68). En e control negativo no se evidencio
inmunomarcacion inespecificaen € tegjido esplénico (Figura 69).

Dado que e modelo experimental posee Sobrecarga de Fe, fue necesario identificar
en forma selectiva los depdsitos esplénicos de Fe, ya que los mismos adquieren una
coloracion similar ala marcacion especificade DMT1.

La Figura 70 muestra los depésitos de Fe ** en bazo de ratones con Sobrecarga de Fe,
evidenciando abundantes pigmentos del metal con respecto al tejido de animales sin
Sobrecarga, localizado principalmente en la pulpa roja, sin detectarse Fe en la pulpa
blanca.

Nuevamente, la combinacion de la técnica de inmunoperoxidasa con la Tincion de
Perl’s fue de gran utilidad para marcar en forma diferencial e Fe** y e transportador
DMTL. Se detectdé moderada expresion de DMT1 en Sobrecarga de Fe, sin evidenciarse
cambios respecto a tegiido sin Sobrecarga. ES importante destacar que nuestros
resultados sugieren ausencia de colocalizacion del transportador DMT1 con
hemosiderina, ya que las células que expresan DMT1 no poseen pigmentos de Fe
(Figura71).



Figura 68. Expresion Esplénica de DM T1 en Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se trataron
con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tegjido se procesd para
Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo policlonal anti-DMT1 de ratén y d kit
EnVision+System-HRP (DAB) segin se describe en Materidles y Métodos. Se muestra
expresion de DMT1 en la pulpa roja (dia 20). PR: Pulpa roja; PB: Pulpa blanca. X 200 (A),
X400 (B). Escala: 30 pm
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Figura 69. Control Negativo para DMT1 en Tejido Esplénico en Sobrecarga de Fe.
Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y los
tejidos se procesaron para lnmunchistoquimica segiin se describe en Materiales y Métodos, en
ausencia del anticuerpo primario y con e kit EnVision+System-HRP (DAB). No se observa
marcacion inespecifica. Se muestra hemosiderina (flecha) (dia 20). X 400 (A), X 1000 (B).
Escala: 30 um
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Figura 70. Tincion de Perl’s en Tejido Esplénico en Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se
trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se proceso para
la Tincion de Perl’s segin se describe en Materiales y Métodos. Se muestran abundantes
depdsitos de Fe** en la pulparoja (dia 20). PR: Pulparoja; PB: Pulpablanca. X 200 (A), X 400
(B). Escala: 30 pm
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Figura 71. Expresién Esplénica de DMT1 en Sobrecarga de Fe por Técnica de Dable
Tincién. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y €l tegjido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo policlonal
anti-DMT1 de ratén y € kit EnVision+System-HRP (DAB), y se contrasté con Tincion de
Perl’s segln se describe en Materiales y Métodos. Se muestra moderada expresion de DMT1,
localizada en la pulpa roja (dia 20). PR: Pulpa roja; PB: Pulpa blanca. X 200 (A), X 400 (B).
Escala: 30 um
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2.2. PROHEPCIDINA

TEJIDO HEPATICO

Mediante la técnica inmunohistoquimica €l tegido hepético con Sobrecarga de Fe
mostr6 marcada expresion de Prohepcidina, a diferencia de la moderada expresion
observada en condiciones basales. Sin embargo, en ambos casos latincion se localizo en
el interior de los hepatocitos como asi también en células de Kupffer (Figura 72).

En & control negativo no se evidencidé inmunomarcacién inespecifica en € tejido
hepético (Figura 73).

Para realizar laidentificacion selectiva de Prohepcidinay Fe** se realizd latécnicade
inmunoperoxidasa combinada con la Tincion de Perl’s. De esta forma detectamos
abundantes pigmentos de Fe y confirmamos la marcada expresion hepética de
Prohepcidina en Sobrecarga de Fe con respecto al tegjido de ratones sin Sobrecarga de Fe
(Figura 74).

En el higado con Sobrecarga de Fe la expresion de Prohepcidina se observé en €l
interior de los hepatocitos cercanos a grandes vasos sanguineos, mientras que su
expresion fue leve en hepatocitos cercanos a triadas portales (Figura 74). Es importante
mencionar también, que nuestros resultados podrian indicar ausencia de colocalizacion
de Prohepcidina con hemosiderina, ya que la expresion de la proteina no colocalizé con

los depdsitos de Fe** en células de Kupffer.



Figura 72. Expresion de Prohepcidina Hepética en Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se
trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se proceso para
Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo anti-Prohepcidina y e kit EnVision+System-HRP
(DAB) segln se describe en Materiales y Métodos. Expresion de Prohepcidina intracelular,
asociada a vasos sanguineos (flecha) (dia 20). X 400. VS: Vaso sanguineo. Escala: 30 pm

Figura 73. Control Negativo para Prohepcidina en Tegido Hepético en Sobrecarga de Fe.
Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l
tgjido se procesd para Inmunohistoquimica segin se describe en Materiadles y Métodos, en
ausencia del anticuerpo primario y con e kit EnVision+System-HRP (DAB). No se observa
marcacion inespecifica (dia 20). X 400. Escala: 30 pm
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Figura 74. Expresion de Prohepcidina Hepética en Sobrecarga de Fe por Técnica de Doble
Tincién. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y € tejido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo anti-
Prohepcidina y € kit EnVision+System-HRP (DAB), y se contrasté con Tincion de Perl’s
segln se describe en Materides y Métodos. Expresion intracelular de Prohepcidina en
hepatocitos asociados a vasos sanguineos (flecha) (A, B). Moderada expresion de Prohepcidina
en triada portal (flecha) (C) (dia20). VS: Vaso sanguineo. X 400 (A, C), X 1000 (B) Escaa: 30
pm.
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3. MODELO DE ACOPLE: INDUCCION DE SOBRECARGA DE
HIERRO SEGUIDA DE ANEMIA HEMOLITICA

3.1. TRANSPORTADOR DE METALESDIVALENTES1

3.1.a. TEJIDO DUODENAL

Para facilitar la comprension de los resultados obtenidos en el modelo acoplado de
Sobrecarga de Fe seguido de Anemia, serd de utilidad describir brevemente los
principales resultados obtenidos en el duodeno en ambas condiciones de disfuncion
cuando se las estudio en forma independiente.

Como mencionamos anteriormente, en Anemia se vio un marcado descenso en Hb y
HCT entre los dias 23 y 24, indicativo de una fuerte hemdlisis. Estos parametros
mostraron una tendencia a la normalizacién desde el dia 25, indicando la recuperacion
de la Anemia. Como se describio en el Capitulo |1, estos resultados se asociaron con
expresion intracelular de DMT1 durante la crisis hemolitica y una traslocacion de la
proteina ala membrana apical durante la etapa de recuperacion de la anemia.

En el modelo experimental de Sobrecarga de Fe vimos locaizacion intracelular de
DMTL1 € dia 20 del protocolo, sin cambios en la expresion de la proteina respecto al
tgjido sin tratar (Capitulo 11).

En e modelo acoplado de Sobrecarga de Fe seguido de Anemia, los dias de severa
hemoalisis se caracterizaron también por valores disminuidos de Hb y HCT (dias 23 a
25). Un dato relevante fue que la recuperacion del estado anémico ocurrio tardiamente
en los animales con Sobrecarga de Fe y Anemia (dias 28 y 30) respecto a los animales
con Anemia sin Sobrecarga de Fe (dia 26) (Capitulo 1).

Cuando se analiz6 la expresion duodenal de DMT1 los dias de intensa hemdlisis
(dias 23 y 25) en Sobrecarga de Fe seguida de Anemia, se vio expresion intracelular de
la proteina en enterocitos, evidenciando un patron de expresion similar a hallado en
Anemia sin Sobrecarga sin detectarse DMT1 en células caiciformes ni criptas
duodenales (Figura 75). Este patron de expresion es similar a hallado en tejido con

Anemia sin Sobrecarga durante la anemia aguda.
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Posteriormente, se propuso determinar la expresion de DMT1 en enterocitos en
Sobrecarga de Fe seguida de Anemia durante la etapa de recuperaciéon de la anemia
(dias 28 y 30), para comparar y contrastar |os resultados con la expresion de la proteina
hallada en tejido con Anemia sin Sobrecarga de Fe.

Durante la recuperacion del estado de anemia, los enterocitos de ratones con
Sobrecarga de Fe seguida de Anemia mantuvieron expresion intracelular de DMT1 (dia
28), sin mostrar cambios respecto a dias anteriores del protocolo experimental (Figura
76). Estos resultados difieren de los observados en tejido de ratones con Anemia sin
Sobrecarga de Fe, donde se determind redistribucion de DMT1 a la cara apical en la
etapa de recuperacion (dia 26) (Figura 77).

La valoracién de los depésitos de Fe ** en duodeno de animales con Sobrecarga de
Fe y Anemia mostré pigmentos de hemosiderina en la Anemia aguda y en la etapa de
recuperacion de la anemia, localizados en € tejido conectivo duodenal, sin evidenciarse
Fe " en el interior de los enterocitos (Figura 78). Estos resultados fueron similares alos
observados en Sobrecarga de Fe (sin Anemia).

Por otro lado, la expresion de DMT1 en enterocitos duodenales de tegjido con
Sobrecarga de Fe (sin Anemia) no se modificd durante todo el protocolo experimental,
manteniéndose localizacién intracelular de la proteina, y ausencia de la misma en
criptas duodenales y células caliciformes (Figura 79).

En e control negativo no se evidencié inmunomarcacion inespecifica en € tegjido
duodenal (Figura 80).
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Figura 75. Expresiéon de DMT1 Duodenal en Sobrecarga de Fe con Anemia. Ratones
hembras se trataron segun se describe en Materiales y Métodos. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y € tgjido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo policlonal
anti-DMT1 de raton y €l kit EnVision+System-HRP (DAB) segln se describe en Materiadles y
Métodos. Expresion intracelular de DMT1 en las vellosidades duodenales e dia 25 (A, B).
Ausencia del transportador en las criptas duodenales (flecha) el dia 25 (C, D). X 400 (A, C), X
1000 (B, D). Escala: 30 pm.
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Figura 76. Expresion de DMT1 Duodenal en Sobrecarga de Fe con Anemia. Ratones
hembras se trataron con Fe-Dextran y con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y
el tgido se procesd para Inmunohistoquimica segiin se describe en Materides y Métodos.
Expresion intracelular de DMT1 en las vellosidades duodenaes € dia 28 (A, B). Ausencia del
transportador en las criptas duodenales (flecha) y células caliciformes (cabeza de flecha) e dia
28 (C, D). X 400 (A, C), X 1000 (B, D). Escala: 30 pm.
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Figura 77. Expresién de DM T1 Duodenal en Anemia. Ratones hembras se trataron con FHZ.
Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se procesd para |nmunohistoquimica
segln se describe en Materiales y Métodos. Expresion de DMT1 intracelular y en membrana
apical de vellosidades duodenales el dia 26 (flecha). X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 pm.
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3 A
Figura 78. Tincién de Perl’s del Tegido Duodenal en Sobrecarga de Fe con Anemia.
Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y € tegjido se proceso para la Tincion de Perl’s seglin se describe en Materiales y
Métodos. Pigmentos de Fe en €l tgjido conectivo de las vellosidades (flecha). X 400. Escala: 30
pm

Figura 79. Expresién de DM T 1 Duodenal en Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se trataron
con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tgido se procesd para
Inmunohistoquimica segin se describe en Materiales y Métodos. Expresion de DMTL1 en las
vellosidades duodenales y ausencia de la proteina en las criptas € dia 28 (flecha) (A). Expresion
intracelular de DMTL1 en enterocitos duodenales €l dia 28 (B). X 400 (A), X 1000 (B). Escaa
30 pm.
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Figura 80. Control Negativo para DMT1 en Tgjido Duodenal. Ratones hembras se trataron
con Fe-Dextran y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se procesd para
Inmunohistoquimica segin se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del anticuerpo
primario y con € kit EnVision+System-HRP (DAB). No se observa marcacion inespecifica en
las vellosidades duodenales. X 400. Escala: 30 pm.
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3.1.b. TEJIDO HEPATICO

Nuevamente mencionaremos brevemente los resultados més relevantes obtenidos en
higado en estado de Sobrecarga de Fe y en Anemia cuando se estudiaron los modelos en
forma independiente, para la mejor comprension de los resultados del modelo
Acoplado.

Como se describié anteriormente, la instauracion de la anemia evidenciada por bajos
niveles de Hb y HCT (dias 23-24) (Capitulo 1) coincidié temporalmente con una
moderada expresion hepatica de DMT1, mientras que durante la etapa de recuperacion
de la anemia (dia 26) se evidencié nuevamente expresion hepética intracelular de la
proteina, principal mente en cercanias de grandes vasos sanguineos (Capitulo 11).

En Sobrecarga de Fe se vio marcada expresion de DMT1 en tejido hepatico, con
localizacion intracelular, y principalmente en hepatocitos cercanos a vasos sanguineos
(Capitulo I1).

Cuando evaluamos los cambios en la expresion hepatica de DMTL1 los dias de intensa
hemdlisis (dias 23-25) en el modelo de Sobrecarga de Fe seguido de Anemia Hemolitica
utilizando la técnica inmunohistoquimica vimos marcada expresion de la proteina, con
un claro patron de asociacion con hepatocitos cercanos a vasos sanguineos (Figura 81).

Se identificaron e Fe** y DMT1 por Azul de Prusia y por la técnica de
inmunoperoxidasa combinada, respectivamente, evidenciandose abundantes depdsitos
de Fe 3" y marcada expresién de DMT1 distribuido en €l tejido hepético, mostrando una
fuerte asociacion con hepatocitos cercanos a grandes vasos sanguineos y ausencia de
colocalizacion de DM T1 con los depésitos de hemosiderina (Figura 82).

Es importante destacar la relevancia de estos resultados, ya que a diferencia de lo
hallado en tejido hepético de ratones con Anemia sin Sobrecarga de Fe, € teido de
ratones con Anemia y Sobrecarga de Fe mantuvo una fuerte expresion hepatica de
DMT1 alin en estado de anemia severa.

Cuando se estudio la expresion hepatica de DMT1 en el modelo de Sobrecarga de Fe
seguida de Anemia durante la etapa de recuperacion de la anemia (dias 28 y 30)
pudimos ver marcada expresion de DMT1 en €l interior de los hepatocitos, siendo mas

evidente en los hepatocitos perivasculares (Figuras 83). Ademés, mediante la técnica de
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doble tincién pudimos determinar abundante hemosiderinay ausencia de colocalizacion
de DMT1 con hemosiderina (Figura 84).

El patron de expresion de DMT1 hepético en Anemia con Sobrecarga de Fe durante
la recuperacion de la anemia (dias 28 y 30), coincide con € observado en Anemia sin
Sobrecarga de Fe en |la etapa de recuperacion (dia 26), donde también se vio expresion
intracelular de DM T1 en hepatocitos asociados a vasos sanguineos (Figura 85).

Dado que anteriormente habiamos determinado la expresién de DMT1 en higado de
ratones con Sobrecarga de Fe el dia 20 del protocolo experimental, continuamos estos
estudios para conocer |os cambios en la expresion de la proteina entre los dias 20 y 30.
Pudimos establecer que entre los dias 20 y 30, € higado con Sobrecarga de Fe mostré
abundantes hemosiderina y mantuvo un patron de expresion de DMT1 similar a
observado € dia 20, observandose inmunomarcacién en el interior de los hepatocitos y
no en células de Kupffer, evidenciandose ademés, mayor expresion de DMT1 en
hepatocitos cercanos a los grandes vasos sanguineos (Figuras 86 y 87).

En & control negativo no se evidencidé inmunomarcacién inespecifica en € tejido
hepatico (Figura 88).
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Figura 81. Expresion Hepética de DM T1 en Sobrecar ga de Fe seguida de Anemia. Ratones
hembras se trataron con Fe-Dextran y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €
tejido se procesd para Inmunchistoquimica utilizando anticuerpo policlonal anti-DMT1 de ratén
y € kit EnVision+System-HRP (DAB) segln se describe en Materiales y Métodos. Expresion
intracelular de DMT1 durante la anemia aguda, principalmente en cercanias de grandes vasos
sanguineos (flecha) (dia 23). VS: Vaso sanguineo. X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 um.



Figura 82. Expresién Hepatica de DMT1 en Sobrecarga de Fe seguida de Anemia por
Técnica de Doble Tincion. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran y FHZ. Un grupo de
animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando
anticuerpo policlonal anti-DMT1 de raton, y € kit EnVision+System-HRP (DAB), y se
contrastdé con Tincién de Perl’s segin se describe en Materiales y Métodos. Expresién
intracelular de DMT1 durante la anemia aguda, principalmente en cercanias de grandes vasos
sanguineos (flecha) (dia 23). VS: Vaso sanguineo. X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 um.
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Figura 83. Expresion Hepética de DM T1 en Sobrecar ga de Fe seguida de Anemia. Ratones
hembras se trataron con Fe-Dextran y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €
tejido se procesd para Inmunohistoquimica segin se describe en Materiadles y Métodos. Se
muestra expresion intracelular de DMT1 durante la recuperacion de la anemia, principalmente
en hepatocitos cercanos a grandes vasos sanguineos (flecha) (dia 28). VS: Vaso sanguineo. X
400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 um.



Figura 84. Expresion Hepatica de DMT1 en Sobrecarga de Fe seguida de Anemia por
Técnica de Doble Tincion. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran y FHZ. Un grupo de
animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se procesd para Inmunohistoquimica, y se contrastd
con Tincién de Perl’s seglin se describe en Materiales y Métodos. Expresion intracelular de
DMT1 durante la recuperacion de la anemia, principalmente en hepatocitos cercanos a vasos
sanguineos (flecha) (dia 28). V'S: Vaso sanguineo. X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 pm.
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Figura 85. Expresion Hepética de DMT1 en Anemia sin Sobrecarga de Fe. Ratones
hembras se trataron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tegjido se procesd
para | nmunchistoquimica segun se describe en Materiales y Métodos. Expresion intracelular de
DMT1 durante la recuperacion de la anemia, principalmente en hepatocitos cercanos a grandes
vasos sanguineos (flecha) (dia28). VS: Vaso sanguineo. X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 um.
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Figura 86. Expresion Hepatica de DM T1 en Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se trataron
con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tgido se procesd para
Inmunohistoquimica segin se describe en Materiadles y Métodos. Expresion de DMT1 en
hepatocitos asociados a vasos sanguineos, con localizacion intracelular (flecha) (dia 25). VS
Vaso sanguineo. X 400. Escala: 30 um.

Figura 87. Expresion Hepatica de DMT1 en Sobrecarga de Fe por Técnica de Doble
Tincién. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y €l tejido se procesd para Inmunohistoquimicay se contrasté con Tincion de Perl’s
seglin se describe en Materiales y Métodos. Se muestra expresién de DM T, principalmente en
hepatocitos cercanos a vasos sanguineos, con localizacion intracelular (flecha) (dia 25). VS:
Vaso sanguineo. X 1000. Escala: 30 um.



Figura 88. Control Negativo para DMTL1 en Tejido Hepatico. Ratones hembras se trataron
con Fe-Dextran y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se procesd para
Inmunohistoguimica segin se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del anticuerpo
primario y con €l kit EnVision+System-HRP (DAB). No se observa marcacion inespecifica. X
400. Escala: 30 um
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3.1.c. TEJIDO ESPLENICO

Con € objetivo de facilitar la comprension de los resultados del model o acoplado, en
el andlisis del tegjido esplénico también realizaremos una breve descripcion de los
resultados obtenidos en los modelos de Sobrecarga de Fe y de Anemia Hemoalitica
cuando se los estudié en forma independiente.

Como se describio en e Capitulo I, los animales con Anemia sin Sobrecarga de Fe
presentaron una marcada hemdlisis entre los dias 23 y 24 del protocolo experimental,
evidenciada por un descenso en laHb y HCT. Estos resultados fueron acompafiados por
moderada expresion esplénica de DMT1, principalmente en la pulpa roja, sin
evidenciarse cambios respecto a tejido de ratones No Anémicos (Capitulo I1).

Por otro lado, en € estudio del tgido esplénico de ratones con Sobrecarga de Fe
vimos expresion de DMT1 localizada selectivamente en la pulpa roja y abundantes
pigmentos de hemosiderina. Una vez mas, no detectamos diferencias en laintensidad de
expresion de DM T1 con respecto al tegjido de ratones sin Sobrecarga de Fe (Capitulo I1).

L uego desarrollamos el model o acoplado de Sobrecarga de Fe seguida de Anemia, en
el que se vio una marcada hemdlisis entre los dias 23 y 25 (Capitulo 1).

Estudiamos €l tejido esplénico de ratones con Sobrecarga de Fe seguida de Anemia
durante la crisis hemolitica (dias 23-25) para evauar el compromiso de este tgjido frente
a la anemia. La observacién microscopica del bazo mostr6 una marcada
desorganizacion de las pulpas y abundante congestion eritrocitica. Pudimos evidenciar
ademés expresion de DM T1 en todo €l tegjido esplénico (Figura 89).

Dado que € bazo, por su funcion hemocaterética amacena Fe, utilizamos la técnica
de doble tincién desarrollada en nuestro laboratorio para marcar en forma selectiva el
Fe** y e transportador DMT1.

De esta forma detectamos abundante hemosiderina en macrofagos esplénicos, y
evidenciamos moderada expresion esplénica de DMT1 en bazo de ratones con
Sobrecarga de Fe seguida de Anemia (Figura 90). Nuestros estudios también muestran
la ausencia de colocalizacion de DMT1 con hemosiderina, ya que las células que
presentan inmunomarcacion especifica para DMT1 no coinciden con aquellas que

poseen depdsitos de Fe (Figura 90).



212

Es importante sefidlar que de los resultados descriptos anteriormente se desprende la
ausencia de cambios en la expresion esplénica de DMT1 en la etapa de severa
hemdlisis, entre tejido de ratones con Anemia sin Sobrecarga de Fe y tgjido de ratones
con Anemiay Sobrecarga de Fe.

Por otro lado, ya que anteriormente habiamos determinado la expresion esplénica de
DMTL1 en los animales con Sobrecarga de Fe sin Anemia €l dia 20, continuamos con la
identificacion de la proteina entre los dias 20 y 30 del protocolo experimental,
utilizando la técnica de doble tincion debido a los abundantes pigmentos de Fe
existentes en la Sobrecarga. De esta forma pudimos observar una clara reorganizacion
de las pulpas esplénicas, abundantes pigmentos de hemosiderina 'y moderada expresion
de DMTL, localizada principalmente en la pulpa roja (Figura 91). Estos resultados son
similares alos hallados |os dias previos de Sobrecarga de Fe.

Si bien durante la crisis hemolitica no habiamos observado cambios en la expresion
esplénica de DMT1 en Anemia (sin Sobrecarga de Fe) con respecto a la condicion No
Anémico, identificamos DMTL1 los ultimos dias del protocolo experimental en bazo de
ratones con Anemia sin Sobrecarga de Fe. Pudimos observar moderada expresion de
DMTL1 en todo €l tgido, evidencidndose ademas una tendencia a la reorganizacion de
las pul pas esplénicas (Figura 92).

En la Anemia sin Sobrecarga de Fe habiamos observado escasos pigmentos
esplénicos de Fe respecto a tejido No Anémico. Con la técnica de doble tincion
identificamos moderada expresion de DMT1 en bazo ratones Anémicos sin sobrecarga
de Fe los ultimos dias del protocolo experimental, sin evidenciarse cambios respecto a
dias anteriores (Figura 93).

En & control negativo no se evidencidé inmunomarcacién inespecifica en € tejido
esplénico (Figura 94).
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Figura 89. Expresion Esplénica de DMT1 en Sobrecarga de Fe seguida de Anemia.
Ratones hembras se trataron con Fe-Dextrdn y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y € tgido se procesd para Inmunohistoguimica utilizando anticuerpo policlonal
anti-DMT1 de ratén y el kit EnVision+System-HRP (DAB) segun se describe en Materiales y
Métodos. Expresion de DMT1 (flecha) y desorganizacion de las pulpas esplénicas (dia 25). X
400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 um.



Figura 90. Expresion esplénica de DMT1 en Sobrecarga de Fe seguida de Anemia por
Técnica de Doble Tincion. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran y FHZ. Un grupo de
animales (n=3) fue sacrificado y €l tgido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando
anticuerpo policlona anti-DMT1 de raton y el kit EnVision+System-HRP (DAB), y se
contrastd con Tincién de Perl’s seglin se describe en Materides y Métodos. Se muestra

moderada expresion de DMT1 (flecha) y abundante pigmentos de Fe (dia 25). X 400 (A), X
1000 (B). Escala: 30 pm.
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Figura 91. Expresion esplénica de DMT1 en Sobrecarga de Fe por Técnica de Dable
Tincién. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y €l tejido se procesd para Inmunochistoquimicay se contrasté con Tincion de Perl’s
seglin se describe en Materides y Métodos. Se muestra expresion de DMTL1 en la pulpa roja
(flecha) (dia28). PR: Pulparoja; PB: Pulpablanca. X 400. Escala: 30 pm.



Figura 92. Expresion Esplénica de DMT1 en Anemia sin Sobrecarga de Fe. Ratones
hembras se trataron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y el tejido se procesd
para Inmunohistoquimica segin se describe en Materidles y Métodos. Se muestra
reorganizacion de pulpas esplénicas y moderada expresion de DMT1 (flecha) (dia 28). PR:
Pulparoja; PB: Pulpa. X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 pum.
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Figura 93. Expresion Esplénica de DMT1 en Anemia sin Sobrecarga de Fe por Técnica de
Doble Tincién. Ratones hembras se trataron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y el tejido se procesd para |nmunohistoquimicay se contrasté con Tincién de Perl’s
seglin se describe en Materiales y Métodos. Se muestra reorganizacion de pulpas esplénicas y
moderada expresién de DMT1, principalmente en la pulparoja (flecha) (dia 28). PR: Pulparoja;
PB: Pulpa. X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 pm.



Figura 94. Control Negativo para DMT1 en Tejido Esplénico. Ratones hembras se trataron
con Fe-Dextran y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se procesd para
Inmunohistoquimica segin se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del anticuerpo
primario y con € kit EnVision+System-HRP (DAB). No se observa marcacion inespecifica de
DMT1y se observa hemosiderina. X 400. Escala: 30 um
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3.2. PROHEPCIDINA
TEJIDO HEPATICO

Como se describié en e Capitulo I, en e modelo de Anemia Hemolitica los
pardmetros hematoldgicos mostraron una clara hemdlisis entre los dias 23 y 25 del
protocolo experimental, resultados asociados a una moderada expresion hepética de
Prohepcidina.

Por e contrario, durante e desarrollo de la Sobrecarga de Fe, Prohepcidina mostro
marcada expresion en e higado, localizdndose selectivamente en €l interior de los
hepatocitos, principalmente en agquellos cercanos a grandes vasos sanguineos.

Cuando se desarrollé € modelo acoplado de Sobrecarga de Fe seguido de Anemia
Hemolitica se determind la expresion hepatica de Prohepcidina los dias de intensa
hemdlisis (dias 23 a 25). Debido a los abundantes depésitos de Fe** en forma de
hemosiderina presentes en higado de animales con Sobrecarga de Fe seguida de
Anemia, utilizamos la técnica de inmunoperoxidasa combinada con la Tincion de Perl’s
paraidentificar en forma diferencial los depésitos de Fe** y ala proteina Prohepcidina

Se vio intensa expresion de Prohepcidina, localizada en €l interior de |os hepatocitos.
Nuestros resultados sugieren ademés, ausencia de colocalizacion de la proteina con los
depdsitos de hemosidering, debido a que la expresion de Prohepcidina no coincide con
las concreciones de Fe presentes en células con morfologia de células de Kupffer. Es
importante destacar que aunque Prohepcidina se expresd en la mayoria de los
hepatocitos, la intensidad de expresion fue mayor en los hepatocitos que rodean a
grandes vasos sanguineos, similar a lo observado en Sobrecarga de Fe sin Anemia
(Figura 95).

Estos resultados revisten gran importancia para nuestros estudios sobre la
eritropoyesis y € metabolismo del Fe ya que muestran marcada expresion hepatica de
Prohepcidina frente a excesos del Fe, aun cuando la demanda funcional de Fe esintensa,
como ocurre en la Anemia Hemolitica.

Es ampliamente conocido que € exceso de Fe induce incrementos en la sintesis de
hepcidina, y que la anemia y la deficiencia de Fe se asocian con bagja expresion de

Hepcidina, un regulador negativo de la absorcién de Fe. Sin embargo, hasta el presente
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no se conoce con detalle la regulacion de la expresion hepética de hepcidina cuando
coexiste alta demanda de Fe y excesos del metal.

En este sentido, en nuestro model o acoplado de Sobrecarga de Fe seguido de Anemia
hemolitica seria esperable hallar baja expresién hepética de Hepcidina debido a la
demanda de Fe parala produccion eritroide y alos elevados niveles de Epo existente en
la Anemia Hemolitica.

Por este motivo, € halazgo de marcada expresion hepética de Prohepcidina en el
modelo acoplado es de gran relevancia para profundizar el estudio de las relaciones

regulatorias entre el metabolismo del Fey la eritropoyesis.
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Figura 95. Expresion Hepatica de Prohepcidina en Sobrecarga de Fe seguida de Anemia
por Técnica de Dable Tincién. Ratones hembras se trataron seguin con Fe-Dextran 'y FHZ. Un
grupo de animales (n=3) fue sacrificado y el tgido se procesd para Inmunohistoquimica
utilizando anticuerpo anti-Prohepcidinay € kit EnVision+System-HRP (DAB), y se contrastd
con Tincion de Perl’s seglin se describe en Materiales y Métodos. Se muestra intensa expresion
intracelular de Prohepcidina en hepatocitos durante la anemia aguda, y asociacion de la
marcacion con vasos sanguineos (flecha) (dia25). X 400 (A), X 1000 (B) Escala: 30 um
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Debido a la conocida asociacion funcional y regulatoria existente entre € rifion
(productor de eritropoyetina) y la eritropoyesis, y la conocida asociacion entre la
actividad eritropoyética y las demandas de Fe (nutriente esencia), uno de los desafios
planeados fue estudiar 1a expresién de las proteinas del metabolismo del Fe en el rifion.

Para abordar este interrogante se propuso evaluar los cambios en la expresion renal
de DMT1 y Prohepcidina, utilizando técnicas inmunohistoquimicas para identificar la
localizacién de estas proteinas en modelos animales que presentan alteraciones en la
eritropoyesisy en € ciclo del Fe.

Figura 96. Diagrama esquemético de la estructura del rifion (Gartner-Haitt. Atlas Color de
Histologia. 4° edicidn).
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Se muestra un diagrama esquematico de la estructura del rifion (Figura 96). Los
rifiones son Organos pares retroperitoneales, cuya superficie esta cubierta por tejido
conectivo. El parénquima renal de divide en dos zonas bien definidas: la externa,
corteza, y la interna, médula, que puede subdividirse en médula externa (contigua a la
corteza) y médula interna, mas profunda. La zona cortical se compone de corpuscul os
renales junto con tubulos contorneados proximales y distales y conductos colectores. En
el tibulo contorneado proximal se distinguen 3 segmentos. S1, S2 y S3. La zona
medular se compone de |las ramas descendente fina, ascendente finay ascendente gruesa
del Asa de Henle, conducto colector y vasos rectos, una red capilar. A causa de la
distribucion de los tubulos medulares, se forman estructuras conicas o pirdmides
renales, separadas por las columnas de Bertin. Desde el punto de vista estructural, €l
parénquima esta formado por nefronas, la unidad funciona del rifion. Cada nefrona
consta de dos grandes porciones. un corpusculo renal, glomérulo, y un sistema tubular
gue lo drena. El corpusculo renal esta formado por un ovillo de capilares rodeado por la
Capsula de Bowman, una doble capa epitelial. El espacio entre ambas capas de epitelio
es € espacio de Bowman. La sangre ingresa a glomérulo a través de la arteriola
aferente y sale por la arteriola eferente, de modo que una porcion es filtrada en los
capilares y queda en € espacio de Bowman. Desde ali, €l liguido filtrado pasa a
sistema tubular. El epitelio de cada segmento tubular es caracteristico de la funcion que
desempefia (Smith LH et al., 1983; Ross MH et a., 1997).

ANEMIA HEMOLITICA

El modelo murino de Anemia Hemolitica caracterizado en nuestro laboratorio fue de
gran utilidad para € estudio de la expresiéon de proteinas del metabolismo del Fe 'y su
regulacion, dado que se asocia con e€levada actividad eritropoyéticay marcada demanda

de Fe, reproduciendo un estado de desbalance del Fe andlogo a observado en humanos.
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TRANSPORTADOR DE METALESDIVALENTES1

El estudio de la corteza renal de ratones No Anémicos revel6 abundante presencia
del transportador en estructuras similares a tlbulos proximales, donde la localizacién de
DMT1 fueintracelular, cercana ala membrana apical (Figura 97).

Una vez identificado DMTL1 en la corteza rena se intentd determinar el patron de
expresion de la proteina en los diferentes segmentos del tubulo proximal renal, a partir
de las caracteristicas del epitelio tubular de la zona. En este sentido, detectamos intensa
inmunoreactividad en € segmento S2 y S3, mientras que la inmunomarcacién fue
moderada en el segmento S1. Los glomérulos y vasos sanguineos no expresaron DMT1
(Figura 97).

El dia 3 de la anemia se vio € mismo patrén de distribucion de DMT1 en corteza
renal de ratones Anémicos y No Anémicos, con expresion de DMT1 en los tubulos
proximales (Figura 98). En este sentido, uno de los resultados més relevantes surgio a
partir de la observacion detallada de los distintos segmentos de tubulo proximal, lo que
nos permitid evidenciar un incremento en la expresion de DMT1 en € segmento S2 de
tubulo proximal en tejido de ratones Anémicos con respecto al estado basal (Figura 98).
Sin embargo, cuando se observo e segmento S3y S1 se vio que la expresion de DMT1
fue similar a la observada en tejido de animales sin tratar. Es interesante notar ademas,
gue la expresion de DMT1 en € citoplasma celular no fue uniforme, sino que €
transportador se localizé desplazado haciala membrana apical (Figura 98).

Por otro lado, durante la recuperacion de la anemia (dias 4 y 5), lainmunomarcacion
hallada en la corteza fue similar ala observada en condiciones basales.

Cuando se estudio la médula renal interna se vio expresion de DMT1 con
distribucion homogénea en la médula renal interna de ratones No Anémicos,
localizandose en €l interior de las células tubulares (Figura 99).

Luego se estudio el patron de expresion de la proteina en médula renal interna
durante lainstauracion y recuperacion de la anemia.

El dia 3 de la anemia, etapa del protocolo asociada a intensa hemdlisis (Tabla 1,
Capitulo I), DMT1 mantuvo su expresion intracelular en médulainterna. Sin embargo, a
diferencia de lo hallado en tejido de ratones No Anémicos, en la Anemia DMT1 se vio
principalmente asociado a los tubulos de mayor diametro de la médula interna (Figura

100). El dia 4 del protocolo experimental, cuando los animales permanecian aln bajo
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severa hemolisis, DMT1 mostré un patron de expresion similar a hallado el dia 3
(Figura 101). Luego, durante la etapa de recuperaciéon de la anemia, DMT1 mostro
expresion similar a la observada en dias anteriores, aunque las diferencias con €l tgido
de ratones No Anémico fueron menos evidentes.

La expresion de DMT1 en médula renal externa de ratones Anémicos y No
Anémicos no mostro diferencias. En ambas condiciones se observo expresion de DMT1
con localizacion intracelular y distribucién homogénea en los tubulos de la zona
medular (Figura 102).

En el control negativo no se evidencié inmunomarcacion inespecificaen el tegjido
renal cortical y medular (Figura 103).



Figura 97. Expresion de DMT1 en Corteza Renal de Ratones No Anémicos. Un grupo de
animales (n=3) fue sacrificado y el tegjido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando
anticuerpo policlona anti-DMT1 de raton y € kit EnVision+System-HRP (DAB) segin se
describe en Materidles y Métodos. Expresion de DMT1 en estructuras con morfologia de
Tubulos Proximal, principalmente en los segmentos S3'y S2 (flecha) (A). Expresion intracelular
de DMT1, asociado ala membrana celular apical (flecha) (B). G: glomérulo. X 400 (A), X 1000
(B). Escala: 30 pum.
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Figura 98. Expresion de DMT1 en Corteza Renal de Ratones Anémicos. Ratones hembras se
anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se procesd para
Inmunohistoquimica segin se describe en Materiales y Métodos. Intensa expresion de DMT1 en
Tdbulos Proximal, principalmente en segmento de S2 (dia 3) (A). Expresion intracelular de DMTL,
asociado alamembrana apical (flecha) (dia 3) (B). X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 pm.
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Figura 99. Expresion de DMT1 en Médula Renal Interna de Ratones No Anémicos. Un
grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tgjido se procesd para |nmunohistoquimica segiin
se describe en Materiales y Métodos. Se muestra expresion intracelular homogénea de DMT1 a
lo largo de la médula interna (A), con localizacion intracelular (B). X 400 (A), X 1000 (B).
Escala: 30 um.



Figura 100. Expresion de DMT1 en Médula Renal Interna de Ratones Anémicos. Ratones
hembras se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se
procesd para Inmunohistoquimica segin se describe en Materiales y Métodos. Se muestra
expresion intracelular de DMT1, principalmente en los tibulos de mayor diametro (flecha) (dia
3). X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 pm.
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Figura 101. Expresion de DM T1 en Médula Renal Interna de Ratones Anémicos. Ratones
hembras se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tgjido se
procesd para Inmunohistoquimica segiin se describe en Materiales y Métodos. Se muestra
expresion intracelular de DMT1, principalmente en los tdbulos de mayor diametro (flecha) (dia
4). X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30 um.
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Figura 102. Expresiéon de DMT1 en Médula Renal Externa de Ratones Anémicos y No
Anémicos. Ratones hembras se trataron con solucion fisiolégica 6 con FHZ. Un grupo de
animales (n=3) fue sacrificado y € tegjido se procesd para Inmunohistoquimica segin se
describe en Materidles y Métodos. No Anémicos (A): se muestra expresion intracelular de
DMT1 en toda la médula externa. Anémicos dia 3 (B): se muestra expresion intracelular de
DMT1 en toda la médula externa. X 400 (A, B). Escaa: 30 pum.
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Figura 103. Control Negativo para DMT1 en Tejido Renal en Anemia. Ratones hembras se
anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se procesot para
Inmunohistoquimica segiin se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del anticuerpo
primario y con € kit EnVision+System-HRP (DAB). Corteza (A), Médula Externa (B) y
Médula Interna (C): no se observa marcacion inespecifica. X 400 (A, B, C). Escala: 30 pm
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PROHEPCIDINA

La observacion histoldgica de nefronas de ratones No Anémicos mostré expresion de
Prohepcidina en tdbulos con morfologia de tdbulo proximal, con localizacion
intracelular muy cercana ala membrana basal, sin observarse marcacion en glomérulo y
vasos sanguineos (Figura 104).

Una vez identificada Prohepcidina en las nefronas corticales de animales No
Anémicos, se intentd determinar € patron de expresion de la proteina en los segmentos
de tubulo proximal renal, basandonos en la morfologia del epitelio tubular. Pudimos
observar intensa inmunoreactividad en e segmento S2 de tubulos proximales, siendo
menor la expresion de la proteina en el segmento S1, sin poder detectarse Prohepcidina
en el segmento S3 (Figura 104).

La examinacién de la zona cortical renal de ratones Anémicos (dia 3) reveld un
patron de distribucion de Prohepcidina similar al hallado en tejido de ratones No
Anémicos. Se observé expresion de Prohepcidina en tubulos con morfologia de tabulos
proximales, con localizacion intracitoplasmética estrechamente asociada a la membrana
basal (Figura 105). La expresion de Prohepcidina hallada fue intensa en el segmento S2
del tubulo proximal, moderada en S1y ausente en el segmento S3 (Figura 105). Al igua
gue en tgido de animales No Anémicos, la proteina no fue observada en otras
estructuras corticales.

De la observacion de la corteza rena se deprende uno de los resultados més
importantes. Si bien la inmunohistoquimica no es una técnica cuantitativa, de nuestros
resultados podemos inferir que en la corteza renal de ratones Anémicos la expresion de
Prohepcidina fue menos evidente que en tejido de ratones No Anémicos.

El estudio inmunohistoquimico del tejido medular de ratones No Anémicos mostrd
marcada expresion de Prohepcidina en la médula interna, con clara localizacion
intracitoplasmatica (Figura 106).

Sin embargo, la presencia de un estado anémico evidenciado por los niveles de Hb,
HCT y recuento de eritrocitos (Capitulo I), se asocié con una evidente disminucién en la
intensidad de expresién de Prohepcidina en médula interna con respecto a tejido de

ratones No Anémicos (Figura 107).
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El estudio de las nefronas se continud con la deteccion de Prohepcidina en médula
renal externa. Se evidencié moderada expresion de Prohepcidina en tgjido renal de
ratones No Anémicos, sin evidenciarse cambios frente ala anemia (Figura 108).

En €l control negativo no se evidencié inmunomarcacion inespecifica en €l tejido

renal cortical y medular (Figura 109).



Figura 104. Expresidon de Prohepcidina en Corteza Renal de Ratones No Anémicos. Un
grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tgido se procesd para Inmunohistoquimica
utilizando anticuerpo anti-Prohepcidina de raton y el kit EnVision+System-HRP (DAB) segiin
se describe en Materiales y Métodos. En A y B se muestra expresién de Prohepcidina en
estructuras con morfologia de Tdbulo Proximal, con evidente expresién en segmento S2
(flecha). En C se muestra inmunomarcacion intracelular cercana a la cara celular basolateral
(flecha). X 200 (A), X 400 (B), x 1000 (C). Escala: 30 pm.
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Figura 105. Expresion de Prohepcidina en Corteza Renal de Ratones Anémicos. Ratones
hembras se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tgjido se
procesd para Inmunchistoquimica segin se describe en Materiales y Métodos. En A y B se
muestra moderada expresion de Prohepcidina en estructuras con morfologia de Tubulo
Proximal, con evidente expresion en segmento S2 (flecha) (dia 3). En C se muestra
inmunomarcacion de Prohepcidina con localizacion intracelular cercana a la cara basolateral
(flecha) (dia3). X 200 (A), X 400 (B), x 1000 (C). Escala: 30 pm.
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Figura 106. Expresion de Prohepcidina en Médula Renal Interna de Ratones No
Anémicos. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se procesd para
Inmunohistoquimica segin se describe en Materidles y Métodos. No anémicos. marcada
expresion intracelular de Prohepcidina en tlbulos renales (flecha). X 400 (A), x 1000 (B).
Escala: 30 um.
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Figura 107. Expresion de Prohepcidina en Médula Renal Interna de Ratones Anémicos.
Ratones hembras se anemizaron con FHZ. Un grupo de animaes (n=3) fue sacrificado y
tgjido se procesd para Inmunohistoquimica segin se describe en Materidles y Métodos.
Anémicos (dia 3): moderada expresion de Prohepcidina en tibulos renales. X 400 (A), x 1000

(B). Escala: 30 pum.



Figura 108. Expresiéon de Prohepcidina en M édula Renal Externa de Ratones Anémicosy
No Anémicos. Ratones hembras se trataron con solucion fisioldgica 6 con FHZ. Un grupo de
animales (n=3) fue sacrificado y los tgjidos se procesaron para |nmunohistoquimica segin se
describe en Materiales y Métodos. Expresién de Prohepcidina en médula renal interna de
ratones No Anémicos (A) y Anémicos (B) (dia3). X 400 (A, B). Escala: 30 pum.
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Figura 109. Control Negativo para Prohepcidina en Tejido Renal en Anemia. Ratones
hembras se anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y el tgjido se
procesd para Inmunohistoquimica segiin se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del
anticuerpo primario y con el kit EnVision+System-HRP (DAB). Corteza (A), Médula Externa
(B) y Médula Interna (C): no se observa marcacion inespecifica. X 400 (A, B, C). Escala 30
pm
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HIERRO TISULAR

La relacién entre e tgjido rena y e Metabolismo del Fe se confirmd mediante la
identificacion de dos proteinas claves de la ruta del Fe, como Prohepcidina y €
transportador de Metales Divaentes 1, y de los cambios en la expresion de ambas
proteinas. Por este motivo, la valoracion del Fe renal mediante Tincion de Perl’s fue e
siguiente paso.

En la examinacion del tejido rena de ratones No Anémicos no se observaron
pigmentos de Fe * en la cortezay en lamédularenal externa einterna (Figura 110).

Sin embargo, frente a la crisis hemolitica (dia 3), |a corteza rena revel0 presencia
intracelular de Fe** en estructuras con morfologia similar a tdbulos proximales (Figura
111).

En un andlisis més detallado, y conociendo las caracteristicas del epitelio del tubulo
proximal se pudieron observar abundantes depésitos de Fe** en los segmentos S1y S2
del tdbulo proximal, y ausencia en € segmento S3. En otras estructuras corticales de la
nefrona, como glomérulo y vasos sanguineos, no se evidenciaron pigmentos de Fe **
(Figura 111).

A diferencia de los resultados hallados en |a corteza renal de ratones Anémicos, no se
detectaron depésitos de Fe** en médula externa e interna frente a la Anemia (Figura
112).

El monitoreo de |os pigmentos de Fe** en la etapa de recuperacién de la anemia (dias
4y 5) mostré cambios similares a los detectados el dia 3, observandose pigmentos de
Fe** en estructuras corticales con morfologia de tibulo proximal, siendo més evidentes
en los segmentos S1y S2.

A partir de la identificacion de Fe en tgido renal por Tincién de Perl’s en
condiciones de severa hemdlisis se realizd la cuantificacion del Fe total en rifion de
ratones Anémicosy No Anémicos.

Nuestros resultados muestran que en los dias de mayor hemdlisis (dias 2, 4),
caracterizados por la determinacion de pardmetros hematol6gicos (Capitulo 1), no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en € nivel de Fe tota en tgido

renal, entre tejido de ratones Anémicosy No Anémicos (Figura 113).
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Figura 110. Tincién de Perl’s del Tejido Renal de Ratones No Anémicos. Un grupo de
animales (n=3) fue sacrificado y el tgjido se procesd parala Tincidn de Perl’s seglin se describe
en Materidles y Métodos. Corteza (A), Médula Externa (B) y Médula Interna (C): No se
observan pigmentos de Fe. G: glomérulo. X 400 (A, B, C). Escala: 30 um.
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Figura 111. Tinci6on de Perl’s de Corteza Renal de Ratones Anémicos. Ratones hembras se
anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tgjido se procesd parala
Tincion de Perl’s segiin se describe en Materiales y Métodos. En A se muestra Fe en Tubulos
Proximales, principalmente en segmento S1y S2 (flecha) (dia 3). En B se muestra localizacion
intracelular de Fe (flecha) (dia 3). G: glomérulo. X 400 (A), x 1000 (B). Escala: 30 pm.

Figura 112. Tincion de Perl’s de M édula Renal de Ratones Anémicos. Ratones hembras se
anemizaron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se procesd parala
Tincién de Perl’ s segln se describe en Materiales y Métodos. No se observan pigmentos de Fe
en Médulaexterna (A) y Médula Interna (B) (dia3). X 400 (A, B). Escala: 30 um.
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Figura 113. Cuantificacién del Fe Renal en Tegjido de ratones Anémicos y No anémicos.
Ratones hembras se trataron con solucion saina o FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y € tejido renal fue procesado para la cuantificacion de Fe segin se describe en
Materiales y Métodos. No se observan diferencias estadisticamente significativas entre tgjido
Anémico (D) y No Anémico ( I ). Los datos se expresan como la media £ desvio

estandar (p <0.05).
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SOBRECARGA DE Fe

Una vez que se determinaron los cambios en la expresion rena de proteinas del
metabolismo del Fe en una condicién de ata demanda de Fe como la Anemia
Hemolitica, decidimos continuar con nuestros estudios sobre el compromiso del rifion.
Para ello nos propusimos identificar la expresion renal del importador de Fe DMT1y de
Prohepcidina en Sobrecarga de Fe. El estudio de un estado de exceso de Fe reviste gran
importancia ya que es una condicion clinica frecuente, en la que diversos sistemas
organicos responden para evitar la conocida citotoxicidad que es capaz de generar €l

exceso de Felibre.

TRANSPORTADOR DE METALESDIVALENTES1

L os estudios realizados en corteza renal de ratones con Sobrecarga de Fe mostraron
expresion homogénea de DMT1 en la mayoria de las estructuras tubulares corticales,
con localizacion intracelular. Esto resultados difieren de lo hallado en tejido de animales
sin tratar, donde la inmunomarcacion fue predominante en estructuras tubulares con
morfologia de tubulo proximal. Estructuras corticales como glomérulos y vasos
sanguineos no mostraron expresion de la proteina (Figura 114).

La medula rena externa e interna en Sobrecarga de Fe también mostré expresion de
DMTL1. El andlisis de la médula externa de ratones con Sobrecarga de Fe mostré
moderada expresion de DMTL1, localizado en € interior de las células tubulares y con
distribucién homogénea en toda la zona renal (Figura 115). Este patron de expresion de
la proteina fue similar al observado en tejido de ratones sin Sobrecarga de Fe, descripto
anteriormente. Por otro lado, se vio expresion intracitoplasmética de DMT1 en tubulos
de la médula interna de ratones con Sobrecarga de Fe, sin detectarse diferencias con
respecto a la expresién de la proteina halada en médula interna de ratones sin
Sobrecarga de Fe (Figura 116).

En el control negativo no se evidenci6 inmunomarcacion inespecificaen el tegjido

renal cortical y medular (Figura117).



Figura 114. Expresién de DMT1 en Corteza Renal de Ratones con Sobrecarga de Fe.
Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y el
tegjido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo policlonal anti-DMT1 de ratdn
y €l kit EnVision+System-HRP (DAB) segln se describe en Materiales y Métodos. Expresion
de DMT1 en células tubulares renales (dia 20) (A). Expresion intracelular de DMT1 (flecha)
(dia20) (B). G: glomérulo. X 400 (A), X 1000 (B). Escala: 30pm
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Figura 115. Expresion de DMT1 en Médula Renal Externa de Ratones con Sobrecarga de
Fe. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y
el tgjido se procesd para Inmunohistoquimica seglin se describe en Materides y Métodos.
Expresion de DMT1 en la médula renal externa, con localizacion intracelular (dia 20). X 400

(A), x 1000 (B). Escala: 30pum
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Figura 116. Expresién de DMT1 en Médula Renal Interna de Ratones con Sobrecarga de
Fe. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y
el tgjido se procesd para Inmunohistoquimica segiin se describe en Materiales y Métodos.
Expresién de DMT1 en la médula rena interna, con localizacion intracelular (flecha) (dia 20).
X 400 (A), x 1000 (B). Escala: 30um



Figura 117. Control Negativo para DMT1 en Tejido Renal con Sobrecar ga de Fe. Ratones
hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se
procesd para |nmunohistoquimica segun se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del
anticuerpo primario y con € kit EnVision+System-HRP (DAB). Corteza (A), Médula Externa
(B) y Médula Interna (C): no se observa marcacion inespecifica. X 400 (A, B, C). Escaa 30
pm
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PROHEPCIDINA

La observacién de la corteza renal de ratones con Sobrecarga de Fe revel6 marcada
expresion de Prohepcidina en estructuras con morfologia de epitelio del tubulo
proximal, presentando una localizacion intracelular cercana a la membrana basa
(Figura 118).

Cuando evaluamos la expresion de Prohepcidina en los diferentes segmentos de
tubulo proximal cortical de la nefrona, se vio que e segmento S2 mostro la expresion
mas intensa de la proteina, siendo menos evidente en S1, y sin evidenciarse en €l
segmento S3. Otras estructuras corticales, como glomérulos y vasos sanguineos, no
evidenciaron expresion de la proteina (Figura 118).

La identificacion cortical de Prohepcidina fue uno de los resultados més relevantes
sobre la expresion renal de Prohepcidina. Si bien el patron de expresion de Prohepcidina
fue similar en tegjido con y sin Sobrecarga de Fe, por la intensidad de la
inmunomarcacién podemos decir que la expresion de Prohepcidina fue menos evidente
en la segunda condicién.

Es importante mencionar, que los cambios en la expresion Prohepcidina coincidieron
con la presencia de abundantes pigmentos hepaticos de hemosiderina 'y con elevados
niveles de Fe hepético, cambios descriptos en el Capitulo 1.

El andlisis de la médula renal externa de ratones con Sobrecarga de Fe mostrd
moderada expresion de Prohepciding, localizandose en el citoplasma de las células
tubulares (Figura 119). Estos resultados no muestran diferencias con respecto a la
intensidad de expresion y a la localizacién de Prohepcidina en médula renal externa de
ratones sin Sobrecarga de Fe (Capitulo 111).

Cuando se analiz6 la médula interna de ratones con Sobrecarga de Fe se evidencié
marcada expresion de Prohepcidina, con localizacion intracelular y con distribucion
homogénea alo largo del tgido (Figura 119). No se hallaron diferencias en la expresion
de la proteina con respecto a tejido de ratones sin Sobrecarga de Fe.

En e control negativo no se evidencié inmunomarcacion inespecifica en € tegjido

renal cortical y medular (Figura 120).



Figura 118. Expresion de Prohepcidina en Corteza Renal de Ratones con Sobrecarga de
Fe. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y
el tejido se procesd para Il nmunohistogquimica utilizando anticuerpo anti-Prohepcidinade ratén y
el kit EnVision+System-HRP (DAB) segln se describe en Materiadles y Méodos. Marcada
expresion de Prohepcidina en estructuras con morfologia de Tdbulo Proximal, con mayor
inmunoreactividad en el segmento S2 (flecha) (dia 20) (A, B). Inmunomarcacion intracelular de
Prohepcidina, cercana a la cara basolateral (flecha) (dia 20) (C). G: glomérulo. X 200 (A), X
400 (B), x 1000 (C). Escala: 30pum.
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Figura 119. Expresion de Prohepcidina en Médula Renal Externa de Ratones con
Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3)
fue sacrificado y €l tejido se procesd para | nmunohistoquimica segiin se describe en Materiales
y Métodos. Expresion de Prohepcidina en médularena externa, con localizacion intracelular. X
400 (A), x 1000 (B). Escala: 30pm.



Figura 120. Expresion de Prohepcidina en Médula Renal de Ratones con Sobrecarga de
Fe. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y
el tgido se procesd para Inmunohistoquimica seglin se describe en Materides y Método.
Marcada expresion de Prohepcidina en médula interna, con localizacion intracitoplasmética
(flecha) (dia20). X 400 (A), x 1000 (B). Escala: 30pum.
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Figura 121. Control Negativo para Prohepcidina en Tejido Renal con Sobrecarga de Fe.
Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €
tejido se procesd para Inmunohistoquimica segin se describe en Materiadles y Métodos, en
ausencia del anticuerpo primario y con el kit EnVision+System-HRP (DAB). Corteza (A),
Médula Externa (B) y Médula Interna (C): no se observa marcacion inespecifica. X 400 (A, B,
C). Escala: 30 um
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HIERRO TISULAR

El estudio de valoracion del Fe ** en rifién de ratones con Sobrecarga de Fe mostré
abundantes pigmentos de Fe, localizado selectivamente en € tejido conectivo inter-
tubular. Es importante destacar que no se detectd Fe ** en e citoplasma de las células
tubulares renales (Figura 122).

Una observacion més detallada del tejido con Tincién de Perl’s mostré Fe * con un
perfil de distribucion heterogéneo. En este sentido, el Fe ** fue més notorio en lamédula

externa que en la corteza, estando ausente en lamédularenal interna (Figura 122).

Figura 122. Tincion de Perl’s en Tejido Renal de Ratones con Sobrecarga de Fe. Ratones
hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se
proceso para la Tincion de Perl’s seglin se describe en Materiadles y Métodos. Corteza (A): se
muestran pigmentos de Fe en € tejido conectivo (flecha) (dia 20). Médula externa (B) se
muestran abundantes depdsitos de Fe en € tejido conectivo inter-tubular (flecha) (dia 20).
Médulainterna (C): no se observa Fe. G: glomérulo. X 400 (A, B, C). Escala: 30um
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MODEL O DE ACOPLE: INDUCCION DE SOBRECARGA DE
HIERRO SEGUIDA DE ANEMIA HEMOLITICA

En e estudio del compromiso del teido renal hemos obtenido resultados muy
alentadores destacando laimportancia de lafisiologiarena en €l balance del Fe. En este
sentido, evidenciamos marcada actividad del rifion en la compensacion de la anemia
mediante la captacion renal de Fe desde el ultrafiltrado glomerular.

A partir de los resultados previos nos propusimos avanzar en € estudio del
compromiso renal, abordando estudios sobre la identificacion rena y laregulacion de la
expresion de proteinas del metabolismo del Fe en un estado en un estado con ata

demanda de Fe y exceso del metal.

TRANSPORTADOR DE METALESDIVALENTES1

A fin de facilitar la comprension de los resultados obtenidos en el modelo de Acople
de Sobrecarga de Fe seguido de Anemia Aguda, se mencionaran nuevamente los
resultados obtenidos cuando se estudiaron ambas condiciones en forma independiente.

Como se describio en € Capitulo |, en los animales Anémicos la crisis hemolitica fue
evidente los dias 23 y 24, evidenciada por bajos valores de Hb y HCT. En esta etapa del
protocolo experimental la médula renal externa no mostré cambios en la expresion de
DMTL1 respecto a tgido de animales sin tratar, mientras que en la médula interna se
observo expresion de DMT1 principalmente en los tdbulos de mayor diametro. Es
importante mencionar que los principales cambios en la expresion de DMT1 en tegjido
de animales Anémicos respecto a tejido de animales sin tratar se vieron en la corteza
renal, donde se observd marcada expresion de DMT1 en tubulos cuya morfologia
sugiere que podrian ser tubulos proximales, principalmente en el segmento S2.

En e modelo de Sobrecarga de Fe se vio locaizacion intracelular de DMT1 con
distribucién homogénea en la mayoria de los tlbulos de la corteza y medula renal

externa e interna (Capitulo I1).
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L uego desarrollamos el modelo acoplado de Sobrecarga de Fe seguida de Anemia, en
el que la crisis hemolitica se evidenci6 entre los dias 23 y 25, cuando los valores de Hb
y HCT mostraron un marcado descenso. En este modelo se estudié la expresion renal de
DMT1 durante la anemia aguda para comparar y contrastar |os resultados hallados con
los resultados obtenidos en animales con Anemia sin Sobrecarga de Fe.

El estudio de la expresion renal de DMT1 en el modelo acoplado de Sobrecarga de
Fe seguido de Anemia, mostré expresion de DMTL intracelular y asociada a la
membrana apical en tubulos de la corteza rena. En este sentido fue posible evidenciar
mayor inmunomarcacion en tubulos con morfologia de tubulos proximales. A partir de
estos resultados se intent6 identificar con precision la distribucién de DMT1 en los
diferentes segmentos del tubulo proximal mediante la observacion de las caracteristicas
del epitelio tubular. Pudimos identificar marcada expresion de DMT1 en & segmento S2
y S3 del tdbulo proximal, con moderada inmunoreactividad en el segmento S1. Los
glomérulos y vasos sanguineos no expresaron €l transportador DM T1 (Figura 123).

Luego se estudio e patron de expresion de DMT1 en la médula renal de animales
con Sobrecarga de Fe seguida Anemia, durante la etapa de instauracién de la anemia. El
transportador DMT1 mostré expresion intracelular, con distribucion homogénea en la
mayoria de los tabulos de la médularenal externa e interna (Figura 124).

Es importante mencionar que los resultados hallados en cortezay médula rena en la
crisis hemolitica (dia 25) en animales con Sobrecarga de Fe seguida de Anemia,
muestran un patrén de expresion de DMT1 similar al observado los dias de severa
hemolisis en animales Anémicos sin Sobrecarga de Fe. Ademas, en ambas condiciones
pudo observarse localizacién intracitoplasmatica de DMTL, cercana a la membrana
apical.

Por otro lado, ya que anteriormente habiamos identificado al transportador DMT1 en
rifon de animales con Sobrecarga de Fe (sin Anemia) hasta € dia 20 del protocolo
experimental, finalizamos este estudio determinando la expresiéon renal de DMT1 en
tgjido de animales con Sobrecarga de Fe entre los dias 20 y 30.

Pudimos ver que los Ultimos dias de Sobrecarga de Fe, la corteza renal mostré
expresion intracitoplasmética de DMT1 con distribucion homogénea en la mayoria de
los tUbulos renaes, sin evidenciarse cambios con respecto a lo observado en dias

anteriores del protocolo experimental (Figura 125). Por otro lado, la médula rena
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externa e interna de animales con Sobrecarga de Fe mostro expresion intracelular de
DMT1 en la mayoria de los tubulos renales, sin observarse predominio de
inmunomarcacion en ninguna zona tubular renal. Estos resultados no muestran
diferencias respecto a lo hallado en tejido de animales con Sobrecarga de Fe entre los
dias 0y 20 del protocolo experimental (Figura 126).

Finalmente realizamos la identificacion de DMT1 en rifion de animales con Anemia
sin sobrecarga de Fe durante los Ultimos dias del protocolo experimental, cuando los
parametros hematol 6gicos indicaron la recuperacion de laanemia.

El andlisis de la corteza rena mostré presencia del transportador DMT1 en
estructuras con morfologia de tubulos proximales, donde la localizacion de DMT1 fue
intracelular cercana a la membrana apical. Cuando se determind la expresion de DMT1
en los distintos segmentos del tubulo proximal se vio mayor inmunoreactividad en el
segmento S2 y S3, con moderada inmunomarcacion en e segmento S1. Otras
estructuras corticales como glomérulos y vasos sanguineos no expresaron DMT1
(Figura 127).

La médula renal, externa e interna, mostré expresion intracitoplasmética de DMT1
evidenciandose distribucion homogénea en la mayoria de los tubulos renales (Figura
128).

Estos resultados muestran que € patrén de distribucion corticd de DMT1 en
animales Anémicos con Sobrecarga de Fe fue similar los dias de severa hemolisis (dia
23) y en la etapa de recuperacion de la anemia (dia 28). Sin embargo, pudieron
observarse diferencias en laintensidad de la inmunomarcacion. En este sentido, durante
la crisis hemoalitica se vio marcada inmunoreactividad en e segmento S2 de tubulo
proximal a diferencia de lo observado en la etapa de recuperacién de la anemia, donde
la inmunomarcacion fue moderada, similar a la observada en tegjido de animales sin
tratar.

En & control negativo no se evidencié inmunomarcacién inespecifica en € tegjido

renal cortical y medular (Figura 129).
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Figura 123. Expresion Cortical Renal de DMT1 en Sobrecarga de Fe seguida de Anemia.
Ratones hembras se trataron con Fe-Dextrdn y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y el tejido se procesd para |nmunohistoquimica utilizando anticuerpo policlonal
anti-DMT1 de raton y el kit EnVision+System-HRP (DAB) seglin se describe en Materidles y
Métodos. Expresién de DMT1 en tdbulos con morfologia de Tibulos Proximales con
localizacion intracelular (flecha) y apical (cabeza de flecha) (dia 25). X 400 (A), X 1000 (B).
Escala: 30 pm.
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Figura 124. Expresién Medular Renal de DM T1 en Sobrecarga de Fe seguida de Anemia.
Ratones hembras se trataron con Fe-Dextrdn y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y € tegjido se procesd para Inmunohistoquimica segiin se describe en Materiales y
Métodos. Expresion intracelular de DMT1 en Médula Externa (A) y Médula Interna (B) (dia
25). X 400 (A, B). Escala: 30 um.
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Figura 125. Expresion Cortical Renal de DMT1 en Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se
trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se proceso para
Inmunohistoquimica seglin se describe en Materiales y Métodos. Expresion de DMT1 con
distribucién homogénea en tubulos renales y localizacion intracelular (flecha) (dia 28). X 400
(A), X 1000 (B). G: glomérulo. Escala: 30 um.
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Figura 126. Expresion Medular Renal de DM T1 en Sobrecarga de Fe. Ratones hembras se
trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se proceso para
Inmunohistoquimica segin se describe en Materiales y Méodos. Expresion intracelular de
DMT1 en Médula Externa (A) y Médula Interna (B) (dia 28). X 400 (A, B). Escala: 30 pm
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Figura 127. Expresion Cortical renal de DMT1 en Anemia sin Sobrecarga de Fe. Ratones
hembras se trataron con FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y el tejido se procesd
para |nmunohistoquimica seglin se describe en Materidles y Métodos. Expresién de DMT1 en
tubul os con morfologia de Tubulos proximales, con localizacion intracelular (flecha) y asociado
alamembrana apical (cabeza de flecha) (dia 28). X 400 (A), X 1000 (B). G: glomérulo. Escaa

30 pm.



Figura 128. Expresion Medular Renal de DMT1 en Anemia sin Sobrecarga de Fe. Ratones
hembras se trataron con Fe-Dextran. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tejido se
procesd para Inmunohistoquimica segin se describe en Materidles y Métodos. Expresion
intracelular de DMT1 en Médula Externa (A) y Médula Interna (B) (dia 28). X 400 (A, B).
Escala: 30 um
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Figura 129. Control Negativo para DM T1 en Tejido Renal. Ratones hembras se trataron con
Fe-Dextrdn y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y e tejido se procesd para
Inmunohistoquimica segiin se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del anticuerpo
primario y con € kit EnVision+System-HRP (DAB). Corteza (A), Médula Externa (B) y
Meédula Interna (C): no se observa marcacion inespecifica. X 400 (A, B, C). Escaa 30 pm
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PROHEPCIDINA

Para una mejor comprension de los resultados obtenidos en el modelo acoplado de
Sobrecarga de Fe seguida de Anemia, se describirdn nuevamente los resultados hallados
en el modelo de Anemiay de Sobrecarga de Fe por separado.

Los animales Anémicos mostraron marcada expresion cortical de Prohepcidina los
dias de severa hemdlisis (dia 23), principalmente en e segmento S2 de tubulos con
morfologia de tubulos proximales, con localizacion intracelular y cercana a la cara
basolateral. Por otro lado, la médula interna mostré6 marcada expresion intracelular de
Prohepcidina en la mayoria de los tubulos renales, mientras que la médula externa
mostré expresion moderada de la proteina.

La corteza de animales con Sobrecarga de Fe (sin Anemia) mostr6 marcada
expresion de Prohepcidina en tubulos con morfologia de tdbulo proximal,
principamente en e segmento S2, presentando localizacion intracelular cercana a la
membrana basal. Los cambios més evidentes se evidenciaron en esta zona tubular, ya
gue en Sobrecarga de Fe se vio mayor intensidad de expresion de Prohepcidina respecto
a tgjido de animales sin tratar. La médula renal interna y externa mostré expresion
intracelular de Prohepcidina con distribucion homogénea en los tubul os renal es.

Cuando estudiamos la corteza renal de animales con Sobrecarga de Fe seguida de
Anemia durante los dias de severa hemdlisis, vimos expresion de Prohepcidina
intracelular muy cercana a la membrana basal, localizada principalmente en tubulos con
morfologia de tubulo proximal (Figura 130).

Una vez identificada Prohepcidina en la zona cortical, se intentd identificar la
proteina en los segmentos de tdbulo proximal renal. Pudimos evidenciar marcada
inmunoreactividad en e segmento S2 del tlbulo proximal, menor expresion de
Prohepcidina en e segmento S1 y ausencia de la proteina en € segmento S3 (Figura
130).

Finalmente estudiamos la expresion de Prohepcidina en médula renal externa e
interna de animales con Sobrecarga de Fe seguida de Anemia los dias de severa
hemolisis. Pudimos observar expresion intracelular de Prohepciding, con distribucion
homogénea en la mayoria de los tubul os renales (Figura 131).

De nuestros resultados se desprende que durante la crisis hemolitica, la expresion

renal de Prohepcidina en tejido de animales con Sobrecarga de Fe seguida de Anemia
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mostré gran similitud con el patron de expresion de la proteina en rifion de Animales
con Sobrecarga de Fe (sin Anemia), anivel cortical y medular.

En & control negativo no se evidencidé inmunomarcacién inespecifica en € tgjido
renal cortical y medular (Figura 132).



Figura 130. Expresién Cortical Renal de Prohepcidina en Sobrecarga de Fe seguida de
Anemia. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y € tejido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo anti-
Prohepcidina y d kit EnVision+System-HRP (DAB) segin se describe en Materidles y
Métodos. Se muestra intensa expresion de Prohepcidina con localizacion intracelular y asociada
alamembrana basolateral (fecha) (dia25). X 400 (A), X 1000 (B) Escala: 30 pm.
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Figura 131. Expresion Medular Renal de Prohepcidina en Sobrecarga de Fe seguida de
Anemia. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue
sacrificado y el tejido se procesd para |nmunohistoquimica segin se describe en Materiales y
Métodos. Expresion intracelular de Prohepcidina en Médula Externa (A) y Médula Interna (B)
(dia25). X 400 (A, B). Escala: 30 um



Figura 132. Control Negativo para Prohepcidina en Tejido Renal. Ratones hembras se
trataron con Fe-Dextréan y FHZ. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tgjido se
proceso para |nmunohistoquimica segun se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del
anticuerpo primario y con el kit EnVision+System-HRP (DAB). Corteza (A), Médula Externa
(B) y Médula Interna (C): no se observa marcacién inespecifica. X 400 (A, B, C). Escaa 30
pm
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HIERRO TISULAR

El estudio del Fe * en rifién en animales anémicos solo evidencié pigmentos de
Fe * en la corteza renal, locdizado en el interior de los tdbulos renales con
morfologia de tdbulo proximal, principalmente en & segmento S2 del tubulo
proximal.

Por otro lado, el tegido de animales con Sobrecarga de Fe mostré Fe
hemosiderina localizado selectivamente en el tgido conectivo inter-tubular,
evidenciandose principalmente en lamédularenal externay en la cortezarenal.

Cuando realizamos la valoracion del Fe ** en rifion de ratones con Sobrecarga de
Fe seguida de Anemia, pudimos observar abundantes pigmentos de Fe **, localizado
especificamente en €l tgjido conectivo inter-tubular (Figura 133).

Una vez identificado € metal, realizamos un estudio mas detalado para
identificar las zonas renales que mostraron Fe. Pudimos identificar abundantes
depdsitos de Fe ** en lamédula renal externa, evidenciandose en menor cantidad en

la corteza, sin poder identificarse Fe en lamédularenal interna (Figura 133)
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Figura 133. Tincién de Perl’s del Tejido Renal de Ratones con Sobrecarga de Fe seguida
de Anemia. Ratones hembras se trataron con Fe-Dextran y FHZ. Un grupo de animales (n=3)
fue sacrificado y €l tejido se procesd parala Tincion de Perl’s segin se describe en Materiales y
Métodos. Pigmentos de Fe en € tejido conectivo de corteza (A) y Médula externa (B) (flecha).
No se observan Fe en laMédula Interna (C). X 400 (A, B, C). Escala: 30um
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RATASBELGRADE

Las ratas Belgrade resultan un interesante modelo animal para e estudio del
Metabolismo del Fe, ya que poseen una mutacién en el transportador de Metaes
Divalentes 1. El fenotipo asociado a esta mutacion es una anemia microcitica e
hipocrémica con elevados niveles de Fe sérico, que se hereda como un caracter
autosdmico recesivo. Los animales homocigotas para la mutacion presentan alteraciones
en la captacion de Fe gastrointestinal como asi también en € transporte de Fe desde
endosomeas &l interior celular.

Los valores de HCT pertenecientes a las ratas Belgrade utilizadas fueron
determinados con anterioridad por personal de Harvard School of Public Heath. El
HCT de ratas heterocigotas fue de: 41,71 + 0,85 %, mientras que las homocigotas
presentaron valores de 32,04 £ 0,92 %.

TRANSPORTADOR DE METALESDIVALENTES1

Aunque es conocida la mutacion que poseen las ratas Belgrade en el Transportador
de Metales Divalentes 1, antes de comenzar nuestros estudios en este modelo animal se
estudio la expresion de la proteina en rifion mediante una técnica inmunohi stoquimica.

El andlisis de la corteza rena de las ratas Belgrade heterocigotas (b/+) mostrd
expresion de DMT1. En este sentido es importante mencionar que aungue la proteina
fue detectada en € rifion, muy pocos tubulos corticales mostraron inmunomarcacion,
siendo moderada la intensidad de expresiéon de DMT1 vy locaizandose
intracelularmente. Debido a epitelio bgo, la gran luz tubular y la cercania con los
glomérulos, podria inferirse que las estructuras tubulares que expresan DMT1 serian
tubulos distales (Figura 134). Sin embargo, la expresion de DMT1 pareceria no estar
delimitada exclusivamente a un segmento tubular especifico, ya que también se detectd
expresion de DM T1 en tubulos con morfologia de ttbulo proximal.

Cuando se estudio la corteza rena de ratas Belgrade homocigotas (b/b), también se

detectd moderada expresion intracelular de DMT1 en estructuras con morfologia de
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tibulos distales, evidencidndose una vez mas pocas estructuras tubulares con
inmunomarcaci én especifica (Figura 134).

Cabe destacar que pese a que ratas b/b son homocigotas para la mutacion de DMT1,
no se observaron grandes diferencias en la intensidad de expresion de DMT1 entre
corteza de ratas heterocigotas y homocigotas.

El estudio de la médula rena externa de ratas Belgrade heterocigotas mostrd
expresion intracelular de DMT1 en las células tubulares, observandose distribucion
homogénea del transportador en todos los tdbulos de la zona medular externa (Figura
135). Cuando se estudié la zona medular externa de rifibn de ratas Belgrade
homocigotas, DMT1 mostré un patrén de expresion similar a hallado en ratas
heterocigotas, observandose inmunomarcacion en la mayoria de los tdbulos y con
localizacion intracelular (Figura 135).

El andlisis de la médula renal interna de ratas Belgrade heterocigotas mostro
moderada expresion intracelular de DMT1 en estructuras tubulares. En este sentido es
importante mencionar que la moderada expresion de la proteina se debe no solo a la
intensidad de la inmunoreactividad sino también a que pocos tubulos medulares
mostraron inmunomarcacion especifica (Figura 136). Finalmente, cuando se estudio €l
tgjido medular interno de ratas homocigotas, DMT1 mostr6 un patrén de expresion
similar a halado en ratas heterocigotas, sin detectarse cambios en la intensidad de
expresion de la proteina (Figura 136)

En €& control negativo no se evidencié inmunomarcacion inespecifica en € tejido

renal cortical y medular (Figura 137).



Figura 134. Expresién de DMT1 en Corteza Renal de Ratas Belgrade Heterocigotas y
Homaocigotas. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tejido se procesd para
I nmunohistogquimica utilizando anticuerpo policlona anti-DMT1 y anticuerpo secundario-HRP
seglin se describe en Materiales y Métodos. Expresion intracelular de DMT1 en algunos tibulos
con morfologia de Tubulo Distal de ratas Heterocigotas (A) y Homocigotas (B) (flecha). X 400
(A, B). Escala: 30um
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Figura 135. Expresion de DMT1 en Médula Externa de Ratas Belgrade Heterocigotas y
Homocigotas. Un grupo de animaes (n=3) fue sacrificado y e tejido se procesd para
Inmunohistoquimica segin se describe en Materiales y Méodos. Expresion intracelular de
DMT1, con distribucion homogénea en médula externa de ratas Heterocigotas (A) y
Homocigotas (B) (flecha). X 400 (A, B). Escala: 30pum
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Figura 136. Expresion de DMT1 en Médula Interna de Ratas Belgrade Heterocigotas y
Homocigotas. Un grupo de animaes (n=3) fue sacrificado y €l tgido se procesd para
Inmunohistoquimica segin se describe en Materiales y Métodos. Expresion intracelular de
DMT1 en agunas estructuras tubulares de la médula interna de ratas Heterocigotas (A) y
Homocigotas (B) (flecha). X 400 (A, B). Escala: 30pum
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Figura 137. Control Negativo para DMT1 en Tejido Renal de Ratas Belgrade. Un grupo de
animales (n=3) fue sacrificado €l tejido se procesd para |nmunohistoquimica seglin se describe
en Materiales y Métodos, en ausencia del anticuerpo primario y con anticuerpo secundario-
HRP. Corteza (A), Médula Externa (B) y Médula Interna (C): no se observa marcacion
inespecifica. X 400 (A, B, C). Escala: 30 um
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PROHEPCIDINA

El estudio del compromiso del rifion en la homeostasis del Fe ha adquirido relevancia
en los Ultimos afos. En este sentido, nuestros resultados previos sobre la sintesis renal
de Prohepcidina en ratones sin tratar y con desbalance del Fe es de gran relevancia
Dado que hemos evidenciado el compromiso renal en el balance del Fey ya que no ha
sido reportada la sintesis extrahepética de hepcidina en ratas Belgrade, nos parecio
interesante determinar la expresion rena de Prohepcidina en ratas Belgrade, debido a la
alteracion que poseen en larutadel Fe.

El tejido cortical rena de ratas Belgrade heterocigotas (b/+) mostré expresion
intracelular de Prohepcidina en tubulos con epitelio caracteristico y gran luz tubular,
cuya morfologiay cercania con los glomérulos sugiere que podrian ser tabulos distales.
Por el contrario, l0s tabulos proximales y otras estructuras corticales como glomérulosy
vasos sanguineos no expresaron la proteina (Figura 138).

La corteza renal de ratas Belgrade homocigotas (b/b) mostroé un patron de expresion
de Prohepcidina similar a hallado en tejido de ratas heterocigotas, hallandose la
proteina en tdbulos con morfologia de tubulo distal, con localizacién intracelular
(Figura 138).

La médula externa de Belgrade heterocigotas mostrO moderada expresion de
Prohepcidina, con distribucion homogénea y localizacion intracelular en la mayoria de
los tubulos (Figura 139). Si bien en este caso no se pudo identificar con precision los
tubulos de la médula externa que expresaron Prohepcidina, se podria inferir que la
proteina estaria en tubulos colectores y segmentos fino y ascendente grueso del Asa de
Henle, por ser abundantes en esta zonarenal.

El andlisis de la médula externa de ratas Belgrade homocigotas evidencio expresion
de Prohepcidina, aunque no se detectaron diferencias en la intensidad de la
inmunomarcacion y en el patron de distribucion de la proteina con respecto a tejido
renal de ratas heterocigotas (Figura 139).

Cuando se estudio la médula interna renal de ratas Belgrade heterocigotas también se
vio expresion de Prohepcidina con localizacion intracelular (Figura 140). En la zona
mas profunda de la médula interna, Prohepcidina renal fue identificada en tdbulos de
epitelio cubico orientados hacia la papila, morfologia caracteristica de tubulo colector

(Figura 140). En la zona menos profunda de la médula interna, se observo
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inmunomarcacion en células tubulares epiteliales aplanadas, que podrian identificarse
como células de tubulo colector y Asa de Henle fina (Figura 140).

Uno de los resultados mas relevantes fue la deteccidén de Prohepcidina en médula
renal interna de ratas Belgrade homocigotas. En este caso, el estado anémico que poseen
estos animales mostré asociacion con una moderada expresion de Prohepcidina con
respecto a tejido de Belgrade heterocigotas, manteniéndose |a localizacion intracelular
de la proteina (Figura 141).

En el control negativo no se evidenci inmunomarcacion inespecificaen el tegjido

renal cortical y medular (Figura 142).
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Figura 138. Expresién de Prohepcidina en Corteza Renal de Ratas Belgrade Heter ocigotas
y Homocigotas. Un grupo de animaes (n=3) fue sacrificado y el tejido se procesd para
Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo anti-Prohepcidina y anticuerpo secundario-HRP
seglin se describe en Materidles y Métodos. Expresiéon intracelular de Prohepcidina en
estructuras tubulares con morfologia de Tubulo Distal en ratas Heterocigotas (A) y
Homocigotas (B) (flecha). X 400 (A, B). Escala: 30pm



Figura 139. Expresion de Prohepcidina en Médula Renal Externa de Ratas Belgrade
Heterocigotas y Homocigotas. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tgjido se
procesd para Inmunohistoquimica segin se describe en Materiadles y Métodos. Expresion

intracelular de Prohepcidina con distribucion homogénea en los tibulos medulares en ratas
Heterocigotas (A) y Homocigotas (B). X 400. Escala: 30pm
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Figura 140. Expresion de Prohepcidina en Médula Renal Interna de Ratas Belgrade
Heterocigotas. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y €l tgido se procesd para
Inmunohistoquimica seglin se describe en Materiales y Métodos. Expresion intracelular de
Prohepcidina en tdbulos con morfologia de Tubulos Colectores, en la zona profunda de la
médula interna (flecha) (A). Expresién intracelular de Prohepcidina en la zona externa de la
médulainterna (flecha) (B). X 400 (A, B). Escala: 30pum
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Figura 141. Expresion de Prohepcidina en Médula Renal Interna de Ratas Belgrade
Homocigotas. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado y € tgido se procesd para
Inmunohistoquimica segin se describe en Materidles y Métodos. Moderada expresion
intracelular de Prohepcidina. X 400. Escala: 30um
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Figura 142. Control Negativo para Prohepcidina en Tgjido Renal de Ratas Belgrade. Se
utilizaron ratas Belgrade macho. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado el tejido se
procesd para |nmunohistoquimica segln se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del
anticuerpo primario y con anticuerpo secundario-HRP. Corteza (A), Médula Externa (B) y
Médula Interna (C): no se observa marcacion inespecifica. X 400 (A, B, C). Escala: 30 pm
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ERITROPOYETINA TISULAR

Aungue es ampliamente conocido que € rifion es e principal 6rgano productor de
Eritropoyetina, pocos trabajos han podido mostrar el sitio de produccion de la hormona
mediante técnicas inmunohistoquimicas. Mas importante aln es la ausencia de
informacion acerca de la expresion renal de Eritropoyetina en ratas Belgrade, modelo
animal con compromiso de la eritropoyesis.

Por este motivo, es que parte de nuestros estudio se centraron en tratar de determinar
el patrén de expresion de Epo en rifion de ratas Belgrade heterocigotas y homocigotas.

En €l tgjido renal de ratas Belgrade heterocigotas (b/+) se identifico Eritropoyetina
especificamente en la unidn cortico-medular y en la médula externa, sin observarse la
proteina en otras zonas tisulares (Figura 143).

Cuando se identificd e tipo de células que expresaban Eritropoyeting, se vio que la
proteina estaba presente en las uniones inter-tubulares y/o espacios intersticiales, que
presentan numerosos fibroblastos intersticiales. Por € contrario no se observo
marcacion en el interior de las células tubulares renales (Figura 143).

El tgiido rena de ratas Belgrade homocigotas (b/b) mostr6 un patron de
inmunolocalizacion de Eritropoyetina similar al observado en tegjido de ratas Belgrade
heterocigotas. Una vez més se vio expresion de Eritropoyetina en las uniones cortico-
medulares y en la médula externa, localizandose la proteina solamente en las uniones
inter-tubulares (Figura 144).

Es importante mencionar que, aln cuando las ratas Belgrade homocigotas poseen un
grado severo de anemia con respecto alas heterocigotas, no se detectaron diferencias en
laintensidad de la expresion rena de Eritropoyetina entre ambos model os.

En e control negativo no se evidencié inmunomarcacion inespecifica en € tegjido

renal cortical y medular (Figura 145).
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Figura 143. Expresién de Eritropoyetina en Tegido Renal de Ratas Belgrade
Heterocigotas. Se utilizaron ratas Belgrade macho. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado
y € tgido se procesd para Inmunohistoquimica utilizando anticuerpo policlonal anti-
Eritropoyetina de rata y anticuerpo secundario-HRP segln se describe en Materiales y Métodos.
Expresion de Eritropoyetina en |os espacios inter-tubulares de la zona cortico-medular (flecha).
X 400. Escala: 30um

Figura 144. Expresion de Eritropoyetina en Tejido Renal de Ratas Belgrade Homocigotas.
Se utilizaron ratas Belgrade macho. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado € tejido se
proceso para Inmunchistoquimica segiin se describe en Materiales y Métodos. Expresion de
eritropoyetina en los espacios inter-tubulares de la unién cortico-medular (flecha). X 400.
Escala: 30um
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Figura 145. Control Negativo para Eritropoyetina en Tejido Renal de Ratas Belgrade. Se
utilizaron ratas Belgrade macho. Un grupo de animales (n=3) fue sacrificado el tejido se
procesd para Inmunohistoquimica segiin se describe en Materiales y Métodos, en ausencia del
anticuerpo primario y con anticuerpo secundario-HRP. No se observa marcacion inespecificaen
la zona cértico-medular de rifién de ratas Belgrade heterocigotas (A) y homocigotas (B). X 400
(A, B). Escala: 30 um
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ERITROPOYETINA SERICA

Para completar nuestros estudios sobre |la Eritropoyetina en ratas Belgrade, y dado
que no fue posible identificar diferencias en la intensidad de expresion renal de Epo
entre ratas heterocigotas y homocigotas, realizamos la determinaciéon de los niveles
Séricos de Epo por un método ELISA, un inmunoensayo cuantitativo del tipo sdndwich.

El coeficiente de correlacion de la curva de calibrado realizada fue: r2: 0,99948

L as ratas Belgrade heterocigotas presentaron niveles no detectables de Eritropoyetina
por el método utilizado. Cuando se determinaron los niveles de Epo en ratas Belgrade
homocigotas, quienes poseen un grado severo de anemia, se hallaron altos valores

sericos de la hormona (Figura 146).
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Figura 146. Eritropoyetina Sérica de Ratas Belgrade Homocigotas y Heterocigotas.
Muestras sanguineas se procesaron para la determinacién de Epo sérica seglin se describe en
Materiales y Métodos. Se detectaron elevados niveles de Epo en ratas Belgrade homocigotas
(b/b) y no se detectd Epo en ratas heterocigotas (b/+). Los datos se expresan como la media £
desvio esténdar.
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HIERRO TISULAR

Debido alarelacion halada entre el rifidn, la eritropoyesis y el Metabolismo del Fe
en ratas Belgrade mediante nuestros estudios sobre la expresion de Epo y Hepcidina, €
siguiente paso fue la valoracién de Fe renal mediante Tincion de Perl’s.

Lavaloracion del Fe en la cortezarenal de ratas Belgrade heterocigotas no evidencio
pigmentos de Fe ** en los tdbulos corticales y glomérulos. Tampoco se observé Fe * en
tubulos de lamédularenal externaeinterna (Figura 147).

Similar a lo hallado en rifidn de ratas heterocigotas, la observacion histolégica de
tejido renal de ratas Belgrade homocigotas no mostré pigmentos de Fe ** en el sistema
tubular, pese a que esto animales son alimentados con una dieta suplementada en Fe

para permitir su supervivencia (Figura 148).
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Figura 147. Tincion de Perl’s del Tejido Renal de Ratas Belgrade Heter ocigotas. Un grupo
de animales (n=3) fue sacrificado y el tejido se procesd para la Tincion de Perl’s segiin se
describe en Materiales y Métodos. Corteza (A), Médula Externa (B) y Médula Interna (C): No
se observan pigmentos de Fe. X 400 (A, B, C). Escala: 30um
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Figura 148. Tincion de Perl’s del Tejido renal de Ratas Belgrade Homocigotas. Un grupo
de animales (n=3) fue sacrificado y el tejido se procesd para la Tincién de Perl’s segiin se
describe en Materidles y Métodos. Corteza (A), Médula Externa (B) y Médula Interna (C): No
se observan pigmentos de Fe. X 400 (A, B, C). Escala: 30um
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SECCION IV. DISCUSION




295

CAPITULOI:

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ERITROPOYETICA EN MODELOS
ANIMALES



296

1. ERITROPOYESIS EN EL MODELO DE MURINO DE
ANEMIA HEMOLITICA

La accion hemolitica de las arilhidrazinas como la Fenilhidrazina ha sido reportada
con respuestas variadas en funcion de los disefios experimentales implementados y de
las distintas especies utilizadas (KinutaM et al., 1995; Jain SK et a., 1980).

Nuestro estudio sobre la respuesta eritropoyética a la FHZ constituye un aporte a
conocimiento de la hemopoyesis experimental en la cepa CF1, por la implementacion
de un protocolo novedoso disefiado para caracterizar exhaustivamente al eritron durante
la crisis hemoliticay en la etapa de regeneracion eritropoyética. En forma paralela alos
estudios en animales con disfuncion eritropoyética, se evalud el eritrén de ratones sanos
por estudios morfologicos, hematoldgicos, bioquimicos y funcionales. La importancia
de estos resultados reside en que en la literatura no se dispone de valores de referencia
validados y sistematizados en ratdn en las condiciones estudiadas (Roque M et a.,
2008).

En concordancia con otros autores, observamos una marcada hemdlisis durante €
tratamiento con FHZ (Criswell KA et al., 2000; Latunde-Dada GO et a., 2006).
Ademas determinamos gue la concentracion éptima de FHZ que producia los signos y
sintomas caracteristicos de la crisis de hemolitica fue 60 mg FHZ/Kg peso corporal.

El dafio oxidativo inducido por Fenilhidrazina en la cepa CF1 se caracterizo por la
presencia caracteristica de abundantes células con Cuerpos de Heinz, alteraciones
estructurales descriptas en la membrana del eritrocito, generadas por la
desnaturalizacion y precipitacion de la Hb. Nuestros resultados coinciden con lo
descripto por Rifkind R et a (1965).

Es importantes destacar que la cuantificacion de células con Cuerpos de Heinz en
funcion de las dosis de FHZ nos aportd informacion sobre € posible mecanismo de
clearance de los eritrocitos daflados por la injuria oxidativa, proceso que fue
dependiente de la concentracion de FHZ. En este sentido, €l marcado aumento de
Cuerpos de Heinz el dia2 y el drastico descenso el dia 4, a atas dosis de FHZ, podria
indicar que € principal mecanismo de remocion de eritrocitos dafiados es el secuestro
esplénico prematuro.
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Por el contrario, la permanencia en circulacion de Cuerpos de Heinz observados con
bajas concentraciones de FHZ, sugiere moderada lisis y leve remocién celular, en
coincidencia con lo reportado por Mc Millan D et a (1998).

Para profundizar en e conocimiento de la funcion del bazo en e proceso de
hemocateresis realizamos estudios ultraestructurales. La Microscopia Electronica de
Barrido nos permitié identificar con precision la estructura del parénquima esplénico y
las alteraciones eritrocitarias que caracterizan al proceso de hemdlisis extravascular.

En este sentido, las diversas alteraciones observadas en la membrana de los
eritrocitos que condujeron a la transformacién secuencial de eritrocitos bicdncavos en
esferocitos proveen fuertes evidencias de eritrofagocitosis esplénica.

Los Cuerpos de Heinz observados en la membrana de |os eritrocitos son estructuras
producidas por precipitacion de la Hemoglobina, que producen la deformacion del
eritrocito, favoreciendo asi su atrapamiento en los sinusoides esplénicos cuando la
sangre esfiltrada através del bazo (Hasegawa S et al., 1993).

Estas ateraciones conducen ala destruccién de los eritrocitos, pudiendo identificarse
tres etapas bien diferenciadas. En una primera etapa se produce el “picoteo esplénico”
de los Cuerpos de Heinz llevado a cabo por células del Sistema Reticulo Endotelial.
Luego en una etapa “ post-picoteo” 10s eritrocitos se encuentran severamente dafiados, y
finalmente adquieren morfologia de esferocitos, un estadio final en e proceso de
destruccion eritrocitaria llevado a cabo por el Sistema Reticulo Endotelial esplénico.

Un indicador diagnostico de la restauracion de la eritropoyesis fue la reticulocitosis
observado luego de la induccion de Anemia Hemoalitica, que fue dependiente de la
concentracion de FHZ. Como es ampliamente conocido, la presencia de precursores
eritroides inmaduros, de mayor tamafio que los eritrocitos maduros pero capaces de
transportar hemoglobina, evidencia la recuperacion de la eritropoyesis frente a la
anemia (Latunde-Dada GO et al., 2006).

Como es esperable, en forma paralela a aumento de Reticul ocitos, aument6 el VCM,
cambios que coincidieron con la normalizacién de parametros hematol 6gicos como Hb,
HCT, eritrocitos. Este estado de recuperacion eritropoyeética posthemdlisis se acompafio
con el descenso en & numero de células con Cuerpos de Heinz.

Finalmente, cabe mencionar que |la presencia de Reticulocitos de variada morfologia

observados durante la Anemia Hemolitica suele asociarse a la existencia de
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Reticulocitos con distinto grado de maduracion, diferenciados por su contenido de
ribosomasy ARN (Rifkind RA et al., 1965).

El rol del bazo en la restauracion de la eritropoyesis post-hemolisis ha sido descripto
por diversos autores (Kozlov VA et al., 1980; Latunde-Dada GO et a., 2006; Hara H et
al., 1976). Es sabido que bajo estimulo eritropoyético, células madres pluripotenciaes
proliferan en la médula 6sea y migran hacia €l bazo donde anidan y se diferencian
(Rencricca NJ et al., 1970). En este sentido, diverso autores han demostrado la
presencia de precursores eritroides en sangre periférica de animales tratados con FHZ
(HaraH et d., 1976; HaraH et a., 1977). Paraavanzar en el conocimiento de lafuncion
esplénica en larestauracion de la eritropoyesis se encararon estudios estructurales.

De acuerdo a lo reportado en la literatura, nuestros estudios confirmaron que la
recuperacion del eritrén evaluada por parametros hematolégicos, fue paraela a
hiperplasia esplénica.

Otro indicador que aval6 € indiscutible rol del bazo en la recuperacion eritropoyética
fue la presencia de elevado nimero de Islotes Eritroblasticos, definidos como unidades
anatomicas formadas por un macréfago central rodeado por un anillo de eritroblastos en
proceso de maduracion (Yokoyama T et al., 2003). La presencia de macrofagos y
megacariocitos en € tegjido esplénico de animales con FHZ sugiere nuevamente la
participacion hemopoyética y eritrofagocitica de este Organo. Los depésitos de
Hemosiderina observados en tejido esplénico de animales tratados con FHZ podrian
deberse a la excesiva eritrofagocitosis asociada a la remocion de eritrocitos dafiados
durante la hemdlisis, aunque algunos autores consideran que e aumento en los
depdsitos de Fe** estarfa asociado a la eritropoyesis extramedular (Roque M et al.,
2008; Veuthey TV et a., 2008).

El higado es otro de los 6rganos que puede asumir funciones eritropoyéticas en
condiciones de esplenectomia 6 de alta demanda eritropoyética, de acuerdo a lo
reportado por otro autores (Ploemacher RE et al., 1977; Wolber FM et al., 2002). Estos
estudios avalan no sblo la presencia de Islotes Eritroblasticos observados en el higado
de ratones tratados con FHZ sino que ademaés coinciden con el incremento en €l nlmero
de Islotes evidenciado los Ultimos dias del protocolo experimental.

Otro 6rgano que adquirié relevancia en nuestro estudio fue € rifién. La presencia de
Islotes Eritroblasticos hallados en rifién en nuestras condiciones experimentales, y €

leve incremento observado en su semicuantificacién, sugieren la posibilidad que €l
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rifion seria otro sitio de eritropoyesis extramedular. La participacion del rifion no ha sido
descripta como 6rgano eritropoyético hasta el presente. Una de las hipétesis indicaria
gue la eritropoyesis renal ocurriria por migracion de células precursoras desde médula
Osea méas que por activacion de células madre (Roque M et al., 2008).

Una relacion funcional y estructural a destacar es la localizacion de los Islotes
Eritroblésticos hepéticos y renales, que podria ser clave para en € proceso de
recuperacion del eritron. La disposicion perivascular de estas agrupaciones celulares
indicaria un sitio estratégico para su liberacion a circulacion frente a la demanda
eritroide.

A partir de nuestros estudios podemos concluir que la respuesta regenerativa
eritropoyeética luego de la induccion de Anemia Hemolitica Aguda por FHZ, resulta de
la accion coordinada de diversos tejidos extramedulares como €l bazo, higado y rifidn.

Otro de nuestros objetivos fue profundizar los cambios en la restauracion de la
eritropoyesis, estudiando |la respuesta hematol6gica y morfoldgica a la anemia cuando
un ge regulatorio de la eritropoyesis se encuentra inhibido farmacolégicamente. Es
sabido que la eritropoyesis y € Sistema Renina-Angiotensina (SRA) se encuentran
interrelacionadas (Rodgers KE et al., 2000; Veuthey TV et al., 2008). Se ha descripto la
existencia de un SRA activo en la médula 6sea, que modularia €l crecimiento de
colonias hemopoyeéticas (Haznedaroglu IC et al., 1996). Otros autores han propuesto
que la Angiotensina Il tendria un importante efecto proliferativo, probablemente a
través de la activacion directa del receptor de Angiotensina | presente en progenitores
hemopoyéticos de la médula 6sea, 0 a través de la estimulacion de células estromales
para producir factores de crecimiento (Rodgers KE et al., 2002). Por este motivo, la
presencia de inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) podria
reducir los niveles de Angiotensina Il y como consecuencia modular la actividad
eritropoyeética.

El retraso temporal en la restauracion de la eritropoyesis luego del tratamiento con
Enalapril y FHZ es sin duda € resultado mas destacable de este modelo. Este
comportamiento podria ser atribuido a la accién del inhibidor de la ECA, quien
reduciria los niveles de Angiotensina |l afectando la produccion de glébulos rojos. La
inhibicion de la eritropoyesis evidenciada luego del tratamiento con Enalapril, podria
explicar larecuperacion tardia de la eritropoyesis, coincidente con lo reportado por Cole
Jet a (2000). De esta manera, nuestro modelo evidencié ademas la regulacion mdltiple
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de la eritropoyesis, dado que la modulacion del ee RA afectd la respuesta
eritropoyética.

Previamente nuestros resultados evidenciaron la participacion de tegidos
extramedulares en la recuperacion hematopoyética murina (Roque M et al., 2008). Los
estudios morfol 6gicos realizados nos permitieron evaluar el grado de participacion de
diversos tejidos extramedulares en la recuperacion eritropoyética cuando la actividad de
laECA estainhibida.

Reforzando nuestros resultados previos, la marcada congestion eritrocitica esplénica
y la pérdida de la tipica organizacién de la pulpa observada en |os ratones tratados E y
FHZ, sugiere una participacion activa de este tejido en respuesta a la crisis hemoalitica
(Rogue M et a., 2008). Estos cambios muestran una fuerte relacion con la
semicuantificacion de los Islotes Eritroblasticos y sugieren la participacion esplénica en
larestauracion de la anemia hemolitica (Sadahira Y et al., 2000).

Al igual que lo reportado en ratones con Anemia Hemolitica, la hemosiderinay los
abundantes macrofagos esplénicos hallados en bazo luego del tratamiento con Enalapril
podriaindicar la actividad eritrofagocitica esplénica (Roque M et al., 2008).

Otra de las evidencias mas importante que surge de nuestros estudios morfol 6gicos,
es el incremento en € nimero de Islotes Eritroblasticos renales los dias 18 y 20 en los
ratones tratados con E y FHZ. Similar a lo observado en tegido renal de ratones
anémicos sin Enaapril, los islotes se localizaron principamente cerca de los vasos
sanguineos, un sitio clave para una rdpida y efectiva liberacion de células a la
circulacion periférica (Roque M et al., 2008). Por otro lado, €l aumento en el nimero de
Islotes FEritroblasticos renales, coincidente con la disminucion en la actividad
eritropoyética esplénica, podria sugerir que € rifién contribuye en la restauracion de la
volemia post-hemdlisis, y explicaria el retardo en la recuperacién hematol égica.

Aungue no se ha descripto la participacion del rifion en la recuperacion
eritropoyética, es importante resaltar la presencia de Islotes Eritroblasticos en este tejido
bajo la inhibicién farmacolégica de un e regulatorio de la eritropoyesis. En este
sentido, la eritropoyesis rena podria ocurrir por migracion de células precursoras desde
meédula ésea mas que por la activacion de células madre.

Se ha descripto la presencia de Islotes Eritroblasticos en tejido hepatico luego de la
induccion de Anemia (Ploemacher RE et al., 1977; Wolber FM et al., 2002; Rogque M et
al., 2008). Por este motivo, la ausencia de estas agrupaciones celulares en higado de
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animales anémicos con inhibicion farmacoldgica del SRA podria deberse a la injuria
observada en € parénquima hepatico. En este sentido, otros autores han reportado
previamente signos de dafio tisular en e tratamiento con Enalapril (Gonzalez de la
puente MA et a., 2001; Quilez C et al., 1999).

Nuestros resultados muestran que bajo las condiciones descriptas, la inhibicion de la
ECA por Enalapril afectd el rango temporal de respuesta a la anemia hemolitica aguda
inducida por FHZ, y que cada tejido se comporté en forma diferente en la recuperacion
de la volemia post-hemdlisis. Nuestros resultados también sugieren que la recuperacion
tisular eritropoyética post-hemdlisis bagjo inhibicion del SRA también depende de la
accion coordinada de 6rganos extramedulares, confirmando e rol del bazo en la

recuperacion del eritron.

2. SOBRECARGA DE HIERRO

Se conoce ampliamente que e Fe es un nutriente esencial, cuyo balance esta
estrictamente regulado ya que tanto su carencia cCOmo SU exceso comprometen la
sobrevida. Las patologias asociadas a excesos de Fe suelen ser complgjas y no han sido
del todo esclarecidas, ya que € organismo carece de mecanismos fisioldgicos para la
excrecion del exceso de Fe. La sobrecarga de Fe origina severos dafios en estructuras
celulares por la generacion de especies reactivas de oxigeno (Fraga CG et a., 2002;
Emerit J et a., 2001). El Fe se acumula en € Sistema Reticulo Endotelial, afectandose
su biodisponibilidad (Hershko C et al., 1998).

Con el objetivo de profundizar e conocimiento sobre el metabolismo del Fe,
estudiamos proteinas claves de laruta del Fe en estado de suficienciay de exceso de Fe.
En este sentido, la fisiopatologia del modelo de Sobrecarga de Fe podria ser andloga ala
observada en enfermedades humanas. En la actualidad se conocen diversas patologias
gue cursan con Sobrecarga de Fe, entre ellas la Hemocromatosis (Andrews N, 2000;
Kushner JP et al., 2001).

Nuestros estudios sobre €l desarrollo de Sobrecarga de Fe inducida por Fe-Dextran

constituyen un importante aporte en el estudio de metabolismo del Fe en nuestra cepade
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ratones, ya que nos permitieron no sélo caracterizar los cambios de la ruta del Fe sino
también establecer valores de referencia que identifican el estado del Fe.

Debido a que en una primera etapa hemos optimizado € modelo de Anemia
Hemolitica, caracterizado por ata demanda de Fe, €l desarrollo posterior del modelo de
Sobrecarga de Fe fue fundamental para estudiar proteinas relacionadas con el balance
del Fe.

Para la optimizaciéon de nuestro modelo de Sobrecarga de Fe fue esencial la
valoracion de los niveles plasmaticos de Fe. El aumento de los niveles plasmaticos de
Fe observado en nuestro modelo podria deberse a la union del Fe a la Tf y a otros
ligandos como €l citrato, constituyendo €l hierro no unido a Transferrina (Pérez G et al.,
2005; Trinder D et al., 2002). Se ha descripto que la saturacion de Transferrina no es
completa, 1o que le permite actuar a esta proteina como amortiguador frente a excesos
de Fe evitando latoxicidad de su exceso (Kohgo Y et al., 2008).

La semicuantificacion del Fe hepético permitié confirmar el estado de Sobrecarga de
Fe. En este sentido, los abundantes pigmentos de Fe** presentes luego de la induccion
de Sobrecarga reflejaron la capacidad del higado para aimacenar Fe como Ferritina o
hemosiderina (Matsuno T et a., 1985). A su vez, del recuento de hepatocitos con Fe se
desprende que la Sobrecarga de Fe fue tiempo y dosis dependiente. La ausencia de
diferencias en el porcentaje de células de Kupffer con Fe € dia 20 en animales tratados
con ambas dosis de Fe-Dextran, podria deberse a la completa saturacion de estas células
dada su conocida capacidad de captacion y amacenamiento de Fe (Latunde-Dada GO,
et al., 2006).

De la cuantificacion de los niveles hepéticos de Fe surge un aumento del Fe hepatico
total post-tratamiento. En las células de Kupffer, esto podria reflegja su funcién
fagocitica, destacando la presencia de un mecanismo de detoxificacién basado en una
elevada tasa de captacion y una bgjatasa de liberacion de Fe (Trinder D et al., 2002). En
los hepatocitos podria deberse a su capacidad de captar e Fe circulante unido a
Transferrinay el NTBI. Este mecanismo estaria mediado por DMT1 y un transportador
[lamado zip14, atamente expresado en la membrana de los hepatocitos (Liuzzi JP et al.,
2006).

Las diferencias en la cuantificacion del Fe hepético total entre ambos grupos de

animales tratados con las concentraciones ensayadas de Fe-Dextran confirman que la
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respuesta es dependiente del tiempo y de la concentracion, como se describio en la
semicuantificacion.

Podemos concluir que los estudios cuantitativos y semicuantitativos nos permitieron
establecer la dosis de 1 g Fe-Dextran/Kg peso corporal como la més adecuada para la
induccion de sobrecarga de Fe, sin comprometer la sobrevida del animal.

Este estudio nos permitio caracterizar en Sobrecarga de Fe, pardmetros
hematoldgicos y €l estado del Fe funcional y de depdsito. Esto sera fundamental para
posteriores estudios de la regulacion de proteinas de laruta del Fe.

3. MODELO DE ACOPLE CON |INDUCCION DE
SOBRECARGA DE HIERRO SEGUIDA DE ANEMIA
HEMOLITICA.

En una primera etapa optimizamos y caracterizamos los modelos de Anemia
Hemolitica Aguda y de Sobrecarga de Fe, situaciones de ata demanda y de exceso de
Fe respectivamente. Estas situaciones experimental es fueron disefiadas para abordar l1os
estudios de caracterizacion y regulacion de las proteinas del Fe como Prohepcidina y
DMTL1 que se describen posteriormente. A partir de los resultados obtenidos y de las
conclusiones que surgieron de estos estudios, nos planteamos estudiar las proteinas del
metabolismo del Fe en un modelo de acoplado donde coexistieran dos situaciones bien
definidas como son: a) estado de exceso de Fe (sobrecarga); b) estado de suficiencia
(balance de Fe normal) con ata demanda de Fe (anemia). Para €llo, se indujo
inicialmente la Sobrecarga de Fe y posteriormente se indujo la Anemia Hemolitica.

El desarrollo de este modelo constituyd un aporte novedoso por € disefio de un
modelo animal “in vivo”, con condiciones fisiopatol 0gicas analogas a las observadas en
humanos.

Hemos descripto previamente que la Fenilhidrazina es un agente hemotdxico cuyo
principal mecanismo de accidn esta asociado ala desnaturalizacion y precipitacion de la
Hemoglobina sobre la membrana celular (Rifkind RA et al., 1965; Rifkind RA, 1965).

Esto favorece la captacion de los hematies por macréfagos del bazo, y la posterior
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trasocacion de fosfatidil-serina (PS) desde la membrana plasmética interna hacia la
externa, constituyendo esto una sefia paralafagocitosis macrofagica (Berger J, 2007).

Teniendo en cuenta los cambios hematol6gicos y bioguimicos observados, podemos
deducir que e grado de anemia visto en el modelo acoplado de Sobrecarga de Fe
seguido de anemiafue similar a hallado en Anemia con balance normal de Fe.

El dafio oxidativo de la FHZ produce la aparicién de Cuerpos de Heinz, inclusiones
eritrociticas de Hb oxidada que fueron observadas en e modelo de acople de
Sobrecarga de Fe seguido de Anemia, a igua que lo reportado previamente en Anemia
sin exceso de Fe. Sin embargo, aungue los Cuerpos de Heinz no se observaron en los
eritrocitos en exceso de Fe sin anemia, no podemos descartar que € Fe por s mismo
haya contribuido con el cuadro oxidativo sobre la Hb observado en Anemia con exceso
de Fe.

Otro dato interesante a destacar es la recuperacion tardia observada en la Anemia con
exceso de Fe previo. El aumento de Reticulocitos y la normalizacion de parametros
hematol 6gicos ocurrieron tardiamente en esta condicion, 1o que sugiere una limitada
disponibilidad de Fe para la eritropoyesis. Este comportamiento podria deberse a los
elevados niveles de Hepcidina asociados a exceso de Fe, que inducirian la
internalizacion 'y posterior degradacion del exportador de Fe Ferroportinag,
disminuyendo laliberacion de Fe (Ganz T et al., 2006; Fleming MD, 2008).

Finalmente, la normalizacion en el recuento de Reticul ocitos observada entre los dias
28 y 30 sugiere una menor demanda eritroide y coincide con la normalizacién de los
restantes parametros hematol 6gi cos.

Para la evaluacion de la eritropoyesis se determinaron 1os niveles de Epo plasmética,
principal hormona estimulante de la eritropoyesis que se libera cuando disminuye la
masa eritrocitaria, afectando de esta manera la presion parcial de oxigeno (Foley RN,
2008; Berger J, 2007). La Epo es sintetizada principalmente por las células intersticiales
del tdbulo renal, aunque en menor medida en tejidos extrarrenales como higado y
cerebro (Koury St et al., 1988; Fried W et al., 1972; Maxwell P et al., 1977). Lafuncién
més relevante es actuar como regulador de la mitogénesis y diferenciacion de
progenitores eritroides (Metcalf D, 1998; Sawyer ST et a., 1994).

El aumento de Eritropoyetina plasmatico observado en la Anemia con y Sin exceso
de Fe, confirmé la intensa demanda eritropoyética en la crisis hemolitica. Por otro lado,

la relacion inversa evidenciada entre los niveles de Epo y la Hb coincide con lo
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descripto en humanos con Anemia por deficiencia de Fe (Spivak JL et a., 1993; Roque
ME et a., 2001). Ademas nuestros resultados de Epo plasmética coinciden con el
comportamiento descripto por Spivak JL et a (1993), donde la respuesta de Epo es del
tipo “todo o nada’.

Se sabe, gue uno de los nutrientes esenciales en el proceso eritropoyético es e Fe. El
organismo tiene sistemas gue controlan eficientemente el balance del Fe para evitar los
efectos toxicos del Fe en exceso sobre tgidos y drganos. Una de las funciones mas
importantes del  higado es actuar como 6rgano de captacion de Fe (Matsuno T et al.,
1985). De esta forma €l tejido contribuye a mantener el balance del Fe y evita la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Se ha propuesto que €l principal
mecanismo detoxificador del higado dependeria del aumento en la tasa de captacion y
de ladisminucion en latasa de liberacion del Fe (Trinder D et a., 2002).

En nuestro modelo de Sobrecarga de Fe (con 'y sin Anemia) se identificaron elevados
depdsitos de Fe en e higado, valorados por un método cuantitativo, que avalan su
funcion de érgano regulador del balance del Fe biodisponible.

Otro de los roles del higado es la sintesis de proteinas. En este caso, en Sobrecarga
de Fe aumentara la sintesis de Hepcidina, € regulador negativo de la liberacion de Fe.
Resultados ain no publicados de nuestro laboratorio determinaron que la
sobreexpresion de Prohepcidina asociada a la Sobrecarga de Fe reduciriala expresion de
Ferroportina, Unico exportador de Fe descripto hasta € presente. Este mecanismo pone
en evidencia €l rol del higado no sblo como 6rgano detoxificador sino también como
organo regulador del Fe. Esto podria explicar la retencion hepatica del Fe,
disminuyendo su toxicidad y su biodisponibilidad para la produccion eritroide. La baja
disponibilidad explicaria también el retardo en la recuperacion de la Anemia en
animales con Sobrecarga de Fe y Anemia respecto a los Anémicos sin Sobrecarga de
Fe.

Para completar € estudio del estado del Fe del organismo, fue necesaria la
valoraciéon el Fe funcional circulante. El aumento del Fe plasmético observado en
Sobrecarga de Fe refleja nuevamente los excesivos niveles del metal, asociados a la
elevada capacidad de la Tf paraincorporar y transportar excesos de Fe (Kohgo H et al.,
2008). Cuando posteriormente se indujo Anemia, con y sin exceso de Fe previo, los

niveles plasmaticos de Fe disminuidos podrian indicar la utilizacion del Fe fécilmente



306

disponible para satisfacer las demandas de este nutriente para la eritropoyess, en

coincidencia con lo descripto por Fleming MD et a (2008).
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CAPITULO II;

ESTUDIOS DE CARACTERIZACION Y DE REGULACION DE
PROTEINAS DEL METABOLISMO DEL HIERRO
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Como se menciond anteriormente, se desarrollaron y optimizaron modelos animales
con desbalance del Fe como Anemia Hemolitica y Sobrecarga de Fe para realizar
estudios estructurales y evaluar el estado del Fey lafuncionalidad de la eritropoyesis.

La importancia de haber caracterizado exhaustivamente estos modelos
experimentales reside en que constituyen una herramienta indispensable para los
estudios propuestos en la etapa posterior de este trabajo de tesis. Una vez optimizados
estos model os disfuncionales, encaramos estudios sobre la regulacion de la expresion de
proteinas del metabolismo del Fe como DMT1, importadora de Fe, Prohepcidina,
regulador negativo de su absorcion, y Epo, principal regulador de la eritropoyesis. De
esta forma, podremos establ ecer relaciones funcionales y regulatorias entre proteinas de
larutadel Fey delaeritropoyesis.

Este enfoque nos permiti6 abordar €l interrogante sobre € rol dual de Eritropoyetina:
principal estimulo para la eritropoyesis y regulador negativo de Hepcidina. También
analizamos las implicancias funcionales y regulatorias de la coexistencia de elevados

niveles de Epo y de Hepcidina en la Anemia con Sobrecarga de Fe.

Prohepcidina en Condiciones Basalesy en Anemia Hemolitica

Hepcidina es un péptido-hormona cuya sintesis ha sido descripta principalmente en
el higado (Pigeon C et al., 2001; Park CH et a., 2001). En la actualidad Hepcidina es
considerada el regulador central de la homeostasis del Fe dado que coordina su uso,
captacion y almacenamiento (Ganz T et al., 2006). En este sentido, la primera evidencia
entre la asociacion entre Fe y Hepcidina fue aportada por Pigeon C et al (2001) quienes
demostraron su funcién clave en la homeostasis del Fe limitando la absorcion intestinal
y su liberacion desde |os macroéfagos.

S bien en la actualidad se conocen ampliamente los mecanismos moleculares
involucrados en la regulacion de Hepcidina, quedan aln por esclarecer las vias
regulatorias que participan en procesos asociados a la anemia de las enfermedades
cronicas, una entidad caracterizada por anemia hipoproliferativa con defectivo
reciclamiento del Fe desde es SRE y escasa respuesta a la Epo.

Uno de los objetivo de nuestros estudio fue contribuir a ampliar el conocimiento
sobre la regulacién de Hepcidina en higado, identificando |os cambios en su expresion y
localizacion celular en la Anemia Hemolitica



309

Dado que hepcidina es un conocido regulador negativo de la absorcion de Fe (Pigeon
C, liyin G, et al., 2001), la baja expresion hepética de Prohepcidina observada por
nosotros en condiciones basales podriareflgar € estado de balance de Fe del organismo
en ausencia de estimulo, coincidente con la ausencia de depdsitos hepéticos de Fe 3+
reportada por nosotros en condiciones basales. A diferencia de la expresion de
Prohepcidina que hemos hallado en ratones condiciones basales, los estudios de
Kulaksiz H et al., (2004) reportaron marcada expresion de Prohepcidina en higados
humanos y porcinos, reflgjando diferencias de especie para la expresion de esta
proteina.

Por otro lado, de acuerdo a lo reportado por Ganz T et al (2003), la anemia es un
conocido estimulo para la supresion de la sintesis de hepcidina, disminuyendo asi su
efecto inhibitorio sobre la absorcion de Fe y liberacion del metal desde macréfagos, y
favoreciendo la disponibilidad de Fe para la eritropoyesis. En este sentido, la ausencia
de cambios en la expresion hepética de Prohepcidina que observamos en la anemia no
coincide con estudios de otros autores, quienes han observado cambios en e ARNm de
Hepcidinaluego del tratamiento con FHZ (VokurkaM et a., 2006, Ganz T et al., 2003).
Las diferencias halladas con respecto a otros autores podrian deberse a que en nuestro
estudio se ha evaluado la expresion de la proteinay no su ARNm como asi también a
diferencias en las condiciones experimental es.

Si bien es sabido que la anemia se asocia con la regulacion de la expresion de
Hepcidina, hasta el presente no se han identificado con claridad los mecanismos, ya
sean directos o indirectos, involucrados en la regulacion de Hepcidina. Sin embargo,
varios autores han propuesto algunos mecanismos de regulacién posiblemente
implicados (Nicolas G, Viatte L 2002; Pinto JS et al., 2008; Nicolas G, Chauvet C
2002).

Por un lado, debido a que el promotor de Hepcidina contiene varios sitios de union
para HIF-1, es posible que & mecanismo de regulacion de Hepcidina en anemia esté
mediado por la hipoxia asociada a la anemia. En este sentido, se ha propuesto que la
expresion de Hepcidina estaria regul ada transcri pcionalmente mediante la interaccion de
HIF-1 con secuencias HRP del ARNm de Hepcidina, en forma dependiente de los
niveles de oxigeno (Safran M et a., 2003; Malyszko J et a., 2007).

Por otro lado, Nicolas G et al (2002c) han evidenciado una disminucién de

Hepcidina hepética luego de que ratones fueron inyectados con Epo, sugiriendo que la
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sintesis de Hepcidina seria regulada negativamente por Epo. Estudios similares fueron
desarrollados por Pak M et a (2006), quienes ademas evidenciaron una disminucion de
Hepcidina luego de flebotomizar ratones, situacion que fue revertida con inyecciones de
inhibidores de la eritropoyesis.

A pesar de las evidencias existentes sobre la regulacion que Epo gerceria sobre
Hepcidina, aln no se ha determinado con precision el mecanismo de accion involucrado
en esta regulacion. En este sentido, algunos autores han observado que la disminucién
de Hepcidina en células hepaticas luego del tratamiento con Epo es revertida con el
pretratamiento de las células con un anticuerpo que bloquea e receptor de Epo (Pinto JP
et al., 2008). De esta forma, |os autores sugieren la existencia de un mecanismo directo,
mediado por € receptor de Epo, por € cua la Epo regularia la sintesis de Hepcidina.
Sin embargo, Vokurka M et a (2006) han demostrado que la disminucién del ARNm de
Hepcidina en ratones tratados con Epo exdgena no se produce cuando los animales han
sido previamente irradiados, sugiriendo que el efecto regulatorio de Epo sobre la
sintesis de Hepcidina seriaindirecto.

En la busqueda de relaciones regulatorias entre Hepcidina y Anemia también se ha
demostrado una fuerte relacion entre los niveles de Hemoglobina y el ARNm de
Hepcidina, sugiriendo que la Anemia, la hipoxia, 0 ambas, tendrian un efecto sobre la
expresion de Hepcidina (Détivaud L et al., 2005).

Finalmente, también se ha planteado que |la elevada actividad eritropoyética asociada
a la anemia 0 los bajos niveles de Fe biodisponibles como consecuencia de su
utilizacion para la formacion de precursores eritroides, podrian regular la expresion de
Hepcidina en anemia (Ganz T et al., 2006; Vokurka M et a., 2006). Sin embargo,
guedan por esclarecer |os mecanismos involucrados en esta regul acion.

Transportador de Metales Divalentes 1 -DMT1- en Condiciones

Basalesy en Anemia Hemoalitica

El Transportador de Metales Divalentes 1 es una proteina asociada a la membrana
plasmética conocida por su capacidad de incorporar Fe ?* al interior celular (Fleming
MD et a., 1997; Gunshin H et al., 1997). A partir de la identificaciéon de DMT1

colocadlizado con Transferrina en compartimentos intracelulares, también se ha
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propuesto su participacion en e movimiento intracelular de Fe (Gruenheid S et al.,
1999).

Debido a que se ha reportado expresion de DMT1 en diversos tegjidos, entre ellos
intestino e higado, se pone en evidencia su rol clave en la homeostasis del Fe del
organismo (Hubert et al., 2002).

Tejido Duodenal

Es ampliamente conocido que la absorcion de Fe dietario ocurre principalmente en el
segmento duodenal del intestino. Los mecanismos fisioldgicos involucrados en el
transporte de Fe a través del epitelio intestina han sido caracterizados por ser
dependientes de la acidificacion del lumen intestinal y por relacionarse en formainversa
con e Fe de depdsito del organismo (Conrad ME et a., 1963). Se ha reportado una
inadecuada absorcion duodenal de Fe en modelos de ratas y ratones mutantes para
DMT1, destacando su importancia en el balance de Fe (Fleming MD et a., 1998;
Edwards JA et al., 1975).

A partir del conocimiento del rol que juega DMTL1 en la captacion apical de Fe,
hemos decido estudiar los cambios en la expresion y localizacion de DMTL1 en nuestro
modelo de Anemia Hemolitica inducida por FHZ.

La expresion de DMT1 hallada en enterocitos duodenales y la ausenciade DMT1 en
las criptas de Lieberkuhn en condiciones basales, coincide con lo descripto previamente
por Trinder D et a (2000). A partir de estos conocimientos se podria postular que €l
aumento gradual de la expresion de DMT1 desde las criptas duodenales hacia las
vellosidades, podria ocurrir al mismo tiempo que los enterocitos maduran, adquieren las
proteinas necesarias para la absorcion de Fe y migran hacia la parte superior de las
vellosidades.

La localizacion intracelular de DM T1 observada por nosotros en tejido duodenal en
condiciones basales indicariala participacion de DMT1 en el mangjo del Fe intracelular,
de acuerdo alo descripto por MaY et al (2006), quienes han demostrado la presenciade
DMTL1 en vesiculas intracelulares de células epiteliales. En este sentido, Gruenheid S et
al (1999) han trabajado con diversas lineas celulares y han observado lalocalizacion de

DMT1 en endosomas, confirmando la actividad intracelular de DMT1.
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La carencia de pigmentos de Fe hemosiderina que demostramos en tejido duodenal
en condiciones basales, confirma el balance normal de Fe de |os animales, destacando la
ausencia de Fe de depdsito.

En el estudio de la expresién duodenal de DMT1 en Anemia, la marcada expresion
apical de DMT1 observada por nosotros coincide con estudios en ratones con una dieta
deficiente en Fe, una condicién de alta demanda de Fe (Cannone-H F et al., 1999; Oates
PS et a., 2000). Resultados similares reportados por Latunde-Dada GO et a (2006),
podrian confirmar que el patrén de expresion de DM T1 obtenido en nuestro modelo de
Anemiareflglaria su funcién absortiva del Fe dietario.

Laexpresion apical de DM T1 que hemos observado en la Anemia podriaindicar que
la regulacion de este importador seria dependiente de los niveles de Fe. Se ha descripto
en la literatura que la presencia de un Elemento de Respuesta al Hierro (IRE) en €
ARNmM de ciertas proteinas interacciona con ata afinidad con una proteina
citoplasmatica Ilamada Proteina Reguladora de Hierro (IRP), y que dicha unién variaen
funcion de la disponibilidad de Fe (Theil EC et al., 1998). Por este motivo, los bajos
niveles de Fe asociados a la Anemia facilitarian la asociacion de IRE-IRP en e ARNm
de DMT1, favoreciendo la estabilizacion del transcripto de DMT1 y aumentando su
expresion (Canonne-Hergaux F et al., 1999). El mecanismo de la regulacion de la
expresion de DMT1 mediado por la interaccion IRE-IRP podria explicar la marcada
expresion de DMT1 que hemos hallado en la Anemia, debido a que el anticuerpo que
hemos utilizado reconoce ambas isoformas de DMT1.

El Fe observado por nosotros en enterocitos en la anemia aguda, podria ser atribuido
a la conocida expansion de la superficie duodenal absortiva en la Anemia Hemolitica
como mecanismo adaptativo para incrementar la captaciéon de Fe en € borde en cepillo
(Latunde-Dada GO et a., 2006).

Es interesante analizar € perfil tempora de la expresion duodenal de DMT1 en
nuestro modelo de Anemia, ya que los principales cambios ocurrieron 5 dias después de
iniciada lainduccion de Anemia Hemolitica.

Estos resultados podrian ser explicados por el modelo de programacion de células de
la cripta descripto por Trinder D et a (2000). Segun este modelo, €l tiempo que tardan
en producirse los cambios en la expresion duodenal de DMT1 seria €l tiempo necesario
para que los enterocitos inmaduros de la cripta detecten bajos niveles de Fe (Weintraub
LR et a., 1964; Linder MC et a., 1977). Se postula que luego, estos enterocitos
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adquieren las proteinas necesarias para la absorcion de Fe y migran hacia la vellosidad
para diferenciarse en células capaces de absorber Fe (Trinder D et al., 2000).

Estudios posteriores aportan nuevas evidencias sobre la regulacion de la expresion de
proteinas del Fe, sefialando que las sefiales que modifican la absorcion de Fe estarian
mediadas por Hepcidina, afectando en forma directa a los enterocitos maduros (Frazer
DM et al., 2003). En este sentido, nuestros resultados sobre la expresion tempora de
DMT1 en la anemia hemolitica coinciden con lo reportado por Frazer DM et al (2004),
quienes han demostrado mayor expresion duodenal de DMT1 € dia 5 de la anemia,
evidenciando ademas bajos niveles de Hepcidina hepaticay baja absorcion de Fe.

Frazer DM et a (2004) han propuesto que el tiempo necesario para que se produzcan
cambios en la absorcion duodenal de Fe luego del tratamiento con FHZ, coincide con €l
tiempo necesario para alterar la expresion de Hepcidina. De este modo, una vez que los
niveles circulantes de Hepcidina se modifican, los cambios en la absorcion de Fe se
producen en forma rapida.

Esto da origen a un nuevo modelo para la absorcién de Fe, que explica los cambios
en la expresion de proteinas del metabolismo del Fe en dos etapas. por un lado, €l
transporte de Fe a través de la superficie duodenal apical seria modulado por e estado
del Fe del enterocito. Por otro lado, € flujo de Fe por la cara basolateral estaria regulado
por hormonas sistémicas como Hepcidina (Wessling-Resnick M 2006). Este modelo en
dos etapas ha sido avalado por la influencia que gerce el contenido luminal de Fe en la
expresion duodenal de DMT1, e cua es inhibido luego de la administracion
intragastrica de altas dosis de Fe, sin cambios en la expresion de Ferroportina'y de su
ARNmM (Frazer DM et al., 2003).

El bajo pH de la superficie de la mucosa de los enterocitos reportado previamente,
favoreceria la actividad de DMT1 en condiciones basales y en Anemia, dado que se ha
descripto que su funcionalidad es Optima a pH écidos (Gunshin H et al., 1997; Trinder
D et al., 2000).

Tejido Hepatico
En las Ultimas décadas se redlizaron importantes avances en e estudio del

metabolismo del Fe en el higado, que posibilitaron ampliar nuestro conocimiento sobre
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proteinas importadoras y exportadoras que conforman la ruta del Fe. Uno de los
principales tipos celulares del higado son las células de Kupffer pertenecientes a
Sistema Reticulo Endotelial. Estas células son el principal sitio de almacenamiento del
Fe (Graham RM et d., 2007), por lo que e higado es sin duda un 6rgano clave que
permite evaluar estados asociados a la disfuncion del balance de Fe, tanto en su déficit
como en la sobrecarga de este metal.

Se han descripto diversas proteinas asociadas a transporte y regulaciéon del Fe en
higado, siendo el Transportador de Metales Divalentes 1 una proteina clave en las vias
de ingreso de Fe (Trinder D et al., 2000). Si bien DMT1 ha sido estudiada en €l tegjido
hepético, no estan totalmente aclarados los cambios en la expresion hepatica de DMT1
en estados de alta demanda de Fe como la Anemia Aguda.

En este sentido, la identificacion hepética de DMT1 y la marcada expresién en
hepatocitos observada por nosotros en animales sin tratar, confirma la participacion del
este 6rgano en e mantenimiento de la homeostasis de Fe del organismo (Graham RM et
al., 2007).

Es sabido que existen dos isoformas del ARNm de DMTL1 originadas a partir del
corte alternativo en el extremo 3'del ARNm: la Isoforma |, que posee un Elemento de
Respuesta a Hierro (IRE), y la Isoforma Il carente de dicho elemento (Lee PL et al.,
1998). La presencia de la secuencia IRE favorece la interaccion de ARNm con una
proteina citoplasmatica Ilamada Proteina Reguladora de Hierro (IRP). Se ha postulado
que en deficiencia de Fe, la secuencia IRE se uniria a IRP, favoreciendo la
estabilizacion del transcripto y la transcripcion de la proteina (Gunshin H et al., 1997;
Oates PS et al., 2000).

La localizacién intracelular de DMT1, y su asociacion con la membrana plasmética
observada en algunos hepatocitos en condiciones basales, pueden explicarse teniendo en
cuenta las isoformas de DMT1. Estudios comparativos de las isoformas de DMT1
indican la localizacién diferencial del transportador. Se postulé que la isoforma IRE
estaria localizada principalmente en la membrana plasmaticay presentaria baja cinética
de internalizacion (Lam-Yuk-Tseung S 2006). En cambio, se ha descripto que la
isoforma no-1RE, asociada a compartimentos endosomalesy lisosomales, participariaen
la liberacién de Fe al citoplasma para satisfacer |as actividades metabdlicas de la célula
y/o para su amacenamiento en forma de Ferritina (Lam-Yuk-Tseung S 2006). Esta
descripcién sobre la localizacion de DMT1 dependiente de la isoforma, explicaria la
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distribucion subcelular hallada en nuestro estudio donde no solo observamos
localizacién intracelular sino también expresion en membrana. Este patrén de expresion
de DMTL1 podria deberse a las caracteristicas del anticuerpo primario utilizado, dado
que reconoce ambas isoformas del transportador.

Respecto a la distribucion de DMT1 en el parénquima hepatico en condiciones
basales, |a evidente localizacion de DMT1 asociada a las grandes venas observada en
condiciones basales, revela la estrecha relacion entre estructura y funcion de los
sistemas organicos. La estructuradel higado presenta caracteristicas hemodindmicas con
un flujo arterial y portal en contracorriente respecto a la vena central. Debido a esta
estructura, la vena central posiblemente reciba sangre con menos contenido de Fe y
oxigeno, ya gue estos nutrientes han sido captados en su trayectoria por 1os sinusoides
para satisfacer la actividad metabdlica de las células hepéticas (Graham RM et d.,
2007). Los bajos niveles de Fe sensados en hepatocitos cercanos a grandes venas como
lavena central, podrian ser un estimulo parala expresion de DM T1 en estas células.

Otra hipotesis respecto a la distribucion de DMT1 en el higado, esta relacionada con
la existencia de mecanismos regulatorios dependientes de los niveles de oxigeno. En
este sentido, es sabido que uno de los elementos méas importantes en respuesta a la
hipoxia es € factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF-1) (Semenza GL et al.,
2001). Se ha descripto que en condiciones de hipoxia se evita la degradacion de las
subunidades HIF-a y HIF-B, favoreciendo la formaén del complejo HIF -a/HIF-B,
quien se une a elementos de respuesta a la hipoxia (HRE) presentes en el gen de algunas
proteinas. Se ha determinado que el promotor de DMT1 posee dos potenciales sitios de
unién para HIF-1, lo que podria sugerir un aumento en la expresion de DMT1 cuando
los niveles de oxigeno son bajos (Lee PL et al., 1998). Los bajos niveles de oxigeno
sensados en hepatocitos cercanos a grandes venas como la vena central, podrian ser un
estimulo para la expresiéon de DMT1, lo que contribuiria a explicar la localizacion de
DMTL1 asociada a las grandes venas observada por nosotros. Las diferencias en la
intensidad de marcacion de DMT1 entre hepatocitos que identificamos en nuestros
estudios, podrian reflgjar diferencias intracelulares en los niveles de la proteina.

Un aporte interesante de nuestro estudio de DMT1 en higado, fue lo observado en
condiciones de Anemia Hemoliticaa Bao severa Anemia hemos observado una
disminucion en la inmunomarcacion hepatica de DMT1, que coincide con lo reportado
por Trinder D et al (2000) en ratas deficientes en Fe. La menor expresion de DMT1
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observada por nosotros en la anemia, podria deberse a aumento en la actividad
eritropoyética observado en nuestro modelo de induccién de Anemia Hemolitica (Roque
M et al., 2008), en €l que e Fe podria ser utilizado para la formacién de precursores
eritroides a expensas de una menor captacion hepética del metal para el mantenimiento
del metabolismo celular.

Debido a la existencia de una secuencia IRE en € extremo 3' del transcripto de
DMT1, bajos niveles de Fe favorecerian la union IRE-IRP, resultando en la estabilidad
del ARNmYy el posterior aumento en la expresion de la proteina (Canonne-Hergaux F et
al., 1999). S bien este mecanismo regulatorio no explicaria los cambios en la expresion
hepética de DM T1 observada por nosotros en la anemia aguda, la regulacion de DMT1
pareceria ser mas complegja. En este sentido, es posible que el extremo 5’ del transcripto
de DMTL1 o e dominio N-terminal de la proteina modifiquen e efecto regulatorio de
IRE en forma tegjido especifica (Hubert N et a., 2002), como asi también que la forma
predominante de DMT1 en tejido hepatico sea la isoforma no-IRE (Trinder D et a.,
2000).

En la evaluacion del Fe** en higado se deduce que la ausencia de pigmentos de Fe
de deposito en condiciones basales es un resultado esperable en un estado de balance
normal del Fe. Sin embargo, la presencia de algunos pigmentos de Fe * asociados a
células de Kupffer € dia 4 de la anemia podria deberse a elevado catabolismo del
Hemo realizado por estas células fagociticas como parte del mecanismo de remocién de
eritrocitos dafiados, actividad celular asociada a la masiva destruccion eritrocitaria
inducida por FHZ (Latunde-Dada GO et al. 2006; Rogque M et al., 2008).

Finalmente, el patrén de expresién hepatica de DMTL1 halado en la etapa de
recuperacion de la Anemia (dia 5), similar a observado en tgjido de animales sin tratar,
podria estar asociado a la menor demanda de Fe para la eritropoyesis, conduciendo a
restablecimiento de las condiciones basales. Por otro lado, la localizacion del
transportador en cercanias de grandes venas podria sugerir nuevamente la carencia de

Fe que posee esta zona con respecto al resto del tejido hepético.

Tejido Esplénico
El tgiido esplénico ha sido tradicionalmente asociado al balance de Fe por la

presencia de células del Sistema Reticulo Endotelial, que participan en los procesos de
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catabolismo, almacenamiento y reciclaje del Fe a partir de eritrocitos senescentes o
dafiados (Delaby C et al., 2005). La presencia de pigmentos de Fe * localizados
selectivamente en la pulpa roja esplénica en condiciones basales observada por
nosotros, coincide con la descripta por otros autores, y estaria asociada con la conocida
capacidad de las células del Sisterma Mononuclear Fagocitico para captar y almacenar €
Fe como mecanismo para mantener la homeostasis de este nutriente (Nicolas G et al.,
2002).

A partir de estas evidencias nos hemos planteado estudiar el compromiso de DMT1
en e mango esplénico del Fe en una situacion fisiopatologica como la Anemia
Hemolitica inducida por FHZ.

La identificacion de DMT1 en tejido esplénico en condiciones basales reaizada en
nuestro estudio coincide con lo reportado por Hubert N et al (2002), quienes observaron
expresion esplénica de ambas isoformas de DMT1 como asi también una de las
variantes originadas por €l corte alternativo en el extremo 5’ del ARNm.

Aunque se ha descripto la expresién esplénica de DMT1 en condiciones basales, los
cambios en DM T1 esplénico asociados ala Anemia han sido poco estudiados (L atunde-
Dada GO et al., 2006; Tchernitchko D et a., 2002). En este sentido, nuestros estudios
constituyen un gran aporte al conocimiento de los cambios en la expresién esplénica de
DMT1 bajo anemia severa.

La ausencia de cambios en la expresion de DM T1 observada por nosotros luego de la
induccion de Anemia Hemolitica, muestra similitud con trabajos previos que no han
detectado diferencias en la proteina y tampoco en ee ARNm de DMT1 en bazo de
roedores alimentados con dietas deficientes en Fe (Cannone-Hergaux F et al., 1999;
Kim D et a., 2007). Sin embargo, Tchernitchko D et a (2002) han reportado un
aumento en la isoforma no-IRE de DMT1 en tejido esplénico de animales tratados con
FHZ, resultados dificiles de comparar con los nuestros debido a la especificidad del
anticuerpo primario gue hemos utilizado.

Respecto a los cambios estructurales esplénicos y similar a lo observado por
Canonne-Hergaux F et a (2006), durante la Anemia detectamos una expansion en el
compartimento eritroide en tejido esplénico, y pérdida de la tipica organizacion del
bazo. Esta expansion eritroide esta intimamente relacionada con las atas demandas
eritropoyéticas inducidas en la Anemia aguda, donde es necesario disponer de Fe para
satisfacer las demandas eritroides. Coincidiendo con esta demanda, en nuestro estudio
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observamos una disminucién en los depésitos esplénicos de Fe ** durante la crisis
hemolitica. La marcada actividad eritroide podria sugerir laliberacién de Fe proveniente
de células eritrofagocitadas, con el objetivo de satisfacer las demandas del metal.
Podemos concluir que nuestros resultados podrian estar indicando que DMT1 no
desempefia un rol relevante en el bazo murino frente al estimulo hemoalitico. Esto podria
deberse a que los macréfagos esplénicos no actuarian como sitio de almacenamiento
frente a la Anemia, sino que su principa funcién seria e reciclamiento de Fe
proveniente de células dafiadas y senescentes (Delaby C et al. 2005; Knutson MD et al.
2005). Por este motivo, DMT1 podria no ser necesario, ya que € ingreso de Fe a las

células se produciria por mecanismos de fagocitosis.

Conclusion

En nuestros estudios hemos evaluado €l compromiso hepético, duodenal y esplénico
de DMTL1 y su relacion regulatoria con Prohepciding, en un estado de alta demanda
eritropoyética como la Anemia Hemolitica.

En el Diagrama 1 se integran las relaciones funcionales entre la eritropoyesis y
proteinas del metabolismo del Fe en la Anemia Hemolitica.

La hemdlisis severa inducida por FHZ descripta previamente se asociaria a un
aumento en las demandas de Fe para satisfacer la actividad eritroide (Roque M et al.,
2008). En respuesta a la demanda de Fe, DMT1 duodena se traslocara a la membrana
apical celular como mecanismo compensatorio para favorecer la absorcion de Fe. La
expresion apical de DMT1 en la anemia aguda pareceria responder a nuevo modelo
propuesto para absorcién de Fe, en e gue € transporte de Fe a través de la superficie
duodenal apical seriamodulado por el estado del Fe més que por sefiales sistémicas.

Prohepcidina, € regulador negativo de la absorcion de Fe, disminuira su expresion
en respuesta a las elevadas demandas de Fe. Es sabido que frente a elevados niveles de
Hepcidina se produce la interaccién Hepcidina-FPN, con la consecuente internalizacion
de FPN y e bloqueo de la transferencia de Fe a plasma. La baa expresion de
Prohepcidina en la Anemia sugiere la activa exportacién basolateral de Fe aumentando
el Fe biodisponible parala actividad eritropoyética.
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Para satisfacer las necesidades del Fe biodisponible también disminuira la expresion
hepética de DMT1. De esta forma disminuiria la captacion y e amacenamiento
hepético de Fe para aumentar la disponibilidad de Fey satisfacer |la demanda eritroide.

La conocida actividad eritrofagocitica esplénica es clave en la remocién de los
eritrocitos danados y la recuperacion del Fe proveniente de los eritrocitos, 10 que podria
sugerir escaso compromiso del importador de DMT1 en la captacion esplénica de Fe.

Podemos concluir que nuestros estudios nos permitieron profundizar el conocimiento
de los mecanismos involucrados en la homeostasis del Fe, indicando que frente a la
Anemia Hemoaliticainducida por FHZ, el balance del Fey larecuperacion de la anemia
serian regulados mediante la accion coordinada de Prohepcidinay DMT1 en diversos

sistemas organicos.
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Diagrama 1. Regulacion de Prohepcidinay DMT1 en Anemia Hemolitica. En respuestaala
Anemia Hemolitica, DMT1 duodenal se trasloca a membrana apical parafavorecer la absorcién
de Fe, mientras que en higado disminuye la expresion de DMT1 para disminuir la captacion
hepética de Fe. La débil expresion de Prohepcidina hepética favorece la disponibilidad de Fe

paralaeritropoyesis.
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La Sobrecarga de Fe es una condicion clinica de gran importancia que se asocia con
la acumulacién progresiva de Fe en células del Sistema Reticulo Endotelial (Hershko C
et a., 1998). Debido a la conocida capacidad del Fe para catalizar la formaciéon de
radicales libres, la acumulacion tisular de Fe conduce a dafio del tejido e incluso a la
falladel 6rgano (Halliwell B et al., 1992).

A partir de lo expuesto, consideramos de gran relevancia determinar €l patron de
expresion de proteinas del metabolismo del Fe como Prohepcidina y DMT1 en
Sobrecarga de Fe, estudiando tejidos relacionados con e balance de este nutriente. De
esta manera, nuestros estudios contribuiran al esclarecimiento de algunos interrogantes

sobre laregulacion del balance del Fe es estados de exceso del metal.

Prohepcidina en Sobrecarga de Fe

Pigeon C et a (2001) demostro por primera vez la expresion del gen de Hepcidina
(HAMP) en tegido hepético de raton, evidenciando ademés que su sintesis era
estimulada por exceso de Fe. Desde entonces, Hepcidina ha sido considerada un
regulador negativo de la absorcion de Fe y una molécula clave en diversas ateraciones
del metabolismo del Fe de importancia médica como la deficiencia y la sobrecarga de
Fe.

En este sentido, en los Ultimos afios ha habido profundos avances en el estudio de los
mecanismos involucrados en la regulacion de Hepcidina dependiendo del estado de Fe
del organismo. Recientemente Nemeth E et a. (2004) ha determinado que la Hepcidina
liberada desde el higado se uniria a Ferroportina duodenal induciendo la internalizacion
y degradacion lisosomal del exportador de Fe, blogueando asi la via de transferencia de
Fe desde el enterocito a plasma.

La marcada expresion hepatica de Prohepcidina hallada por nosotros en Sobrecarga
de Fe coincide con lo reportado inicialmente por Pigeon C et al (2001), quienes
demostraron elevados niveles hepéticos del ARNm de Hepcidina en un modelo murino
de Sobrecarga de Fe. En este sentido, nuestros resultados también son similares a los
reportados en ratones knock-out para la proteinaB32 -microglobulina, un modelo animal
similar a la hemocromatosis, donde se halaron elevados niveles del ARNm de
Hepcidina hepética (Pigeon C et al., 2001). Estos resultados reflgan claramente el
patréon de expresion esperado para una molécula conocida por su capacidad de regular
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negativamente la absorcion de Fe (Nicolas G et al., 2001; Ganz T et al., 2006; Nicolas G
et al., 2002c).

Por otro lado, si bien existen diversos estudios que muestran a higado como
principal sitio de sintesis de Hepcidina (Park CH et al., 2001; Nicolas G et a., 2002a),
poca informacion existe sobre la localizacion celular de este péptido frente a la
Sobrecarga de Fe. En este sentido, nuestro trabajo aporta novedosos resultados mediante
el uso de una técnica inmunohistoquimica, ya que la identificacion de la proteina en €l
interior celular observada por nosotros podria indicar su transito y participacion en €
manejo del Feintracelular.

S bien nuestros resultados sobre la expresion intracelular de Prohepcidina no
coinciden con lo reportado por Kulaksiz H et al (2004), son consistentes con o
descripto por Wallace et a (2006), quienes identificaron Prohepcidina en organelas de
los hepatocitos, principalmente en el aparato de Golgi, sugiriendo que la proteina seria
acumulada previamente a recibir la sefial para su liberacion. Por otro lado, las
diferencias en la densidad de la inmunomarcacion que hemos observado en diferentes
células hepéticas podrian reflgjar diferencias en los niveles de expresion de la proteina
(Kulaksiz H et a., 2004).

La regulacion de la expresion hepatica de Hepcidina ha sido profundamente
estudiada en la Ultima década. Si bien se han identificado vias directas e indirectas que
regulan la expresion de Hepcidina, alin no se conocen totalmente los mecanismos que
modulan la comunicacién celular en estados de Sobrecarga de Fe.

En este sentido, Nemeth E et al (2008) han propuesto que en exceso de Fe, cuando la
concentracion de Tf-diférrica es ata, el complgo Fe-Tf se uniria a RTf1y a RTf2.
Como resultado, €l RTF2 seria estabilizado y HFE se disociaria del RTf1 para unirse a
RTf2. De esta manera, el complejo HFE-RTf2 interaccionaria con la HJV, evitando €l
desprendimiento de HJV y disminuyendo los niveles de HJV soluble (HJVs), quien ha
sido descripta como antagonista de la via de sefiadlizacion mediada por la proteina
morfogenética 6sea (BMP) (Lin L et al., 2005; Zhang AS et al., 2005). De esta manera,
bajos niveles de HIV's resultarian en la activacion de la cascada de sefializacion mediada
por BMP. En este sentido, se postula que BMP se uniria a receptores serina-treonina
kinasa, lo que conduciria a la fosforilacion de RSmad. Esto favoreceria la unién de

RSmad con Smad4 formando un complejo que traslocaria a nicleo y activaria la
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transcripcion del gen de Hepcidina (Massague J et a, 2005; De Domenico | et al., 2007,
Babitt JL et al., 2007).

Sin embargo, aungue la mayoria de las hipétesis planteadas consideran que la
regulacion del gen HAMP se produce principalmente a nivel transcripcional, se han
realizado pocos estudios sobre la influencia del promotor del gen. En este contexto, se
ha determinado que C/EBPa, un factor de transcripcOn altamente expresado en higado,
tiene la capacidad de unirse al promotor de HAMP rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion. Los aumentos de C/EBPa hallados en Sobrecarga de Fe modularian los
niveles del ARNm de Hepcidina (Courselaud B et al., 2002).

S bien es conocida la relacion entre Hepcidina y Sobrecarga de Fe, hasta €
momento se han podido establecer pocas relaciones entre la proteina e indices claves de
la Sobrecarga de Fe. En este contexto, nuestro trabagjo muestra una fuerte relacion
directa entre la abundante expresion de Prohepcidina y los elevados niveles de Fe
plasmético y de Fe hepético total. Sin embargo, |a falta de relaciones contundentes entre
Hepcidina y otros parametros alterados en Sobrecarga de Fe dificultan alin més la
comprensién de los complegjos mecanismos involucrados en la regulacion de la
expresion de Hepcidina.

Podemos concluir que nuestros resultados no solo muestran elevada expresion de
Prohepcidina en Sobrecarga de Fe, sino que ademéas muestran el patron de distribucion
intracelular de la proteina mediante una técnica inmunohistoquimica, resultados
novedosos en un modelo con elevados depdsitos de Fe. De esta forma, nuestro trabajo
contribuye a estudio de la relevancia que posee la Hepcidina como mediador en la

regulacion del Fe en patologias que cursan con excesos del metal.

Transportador de Metales Divalentes 1 en Sobrecarga de Fe

Como se describio anteriormente, € Transportador de Metales Divalentes 1 es un
importador de Fe, conocido por su participacion en la captacion de Fe en la membrana
celular como asi también por su participacion en el manejo intracitoplasmatico del Fe
(Gunshin H et al., 1997; Gruenheid Set al., 1999).

En este sentido, en las Ultimas décadas ha crecido el interés por el conocimiento del

rol que DMT1 desempefia en patologias con alteraciones en el balance del Fe. Por este
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motivo nos propusimos determinar €l patron de expresion de DMT1 y su regulacion en

tgjidos con compromiso en el balance del Fe frente ala Sobrecarga de Fe.

Tejido Duodenal

Aunque algunos trabgjos han descripto la expresion duodenal de DMT1 en animales
alimentados con dietas suplementadas en Fe (Dupic F et al., 2002; Frazer DM et al.,
2003), nuestros resultados aportan informacién sobre la expresion del transportador
luego de lainduccién de sobrecarga de Fe por administracion parenteral de Fe-Dextran.

Dado que hasta € presente no se ha descripto € patrén de expresion de DMT1 en
vellosidades duodenales en Sobrecarga de Fe por técnica inmunohistoquimica, nuestros
resultados resultan interesantes ya que evidencian €l transportador en el interior celular.
La localizacion intracelular de DMT1 hallada en los enterocitos en Sobrecarga de Fe
podria explicarse por € modelo de absorcién de Fe, segin el cual € transporte de Fe a
través de la superficie duodenal apical seria modulado por € estado del Fe del
enterocito (Frazer DM et a., 2004). En este sentido, los elevados niveles de Fe
asociados a la Sobrecarga serian detectados por los enterocitos duodenales vy
constituirian una sefial para evitar la absorcion de Fe, por lo que DMTL1 selocalizariaen
el citoplasma celular.

La expresion intracelular de DM T1 podria explicar la ausencia de Fe ** en el interior
de los enterocitos que hemos observado en Sobrecarga de Fe, 1o que refuerza la
hipétesis de una baja tasa de absorcion intestinal de Fe debido a los elevados depdsitos

+

existentes. Por otro lado, los abundantes depdsitos de Fe ** observados en tejido
conectivo duodenal coinciden con lo reportado por otros autores; y podrian sugerir que
células de la ldmina propia actuarian como células fagociticas, almacenando el exceso
de Fe para su liberacién frente a aumentos en las demandas del metal (Makoto A et al.,
1984; Conte D et al., 1987).

Por otro lado, la ausencia de cambios en la expresion duodenal de DMT1 observada
por nosotros en Sobrecarga de Fe respecto a las condiciones basales, muestra
diferencias con lo reportado por otros autores, quienes han observado una disminucién
en la expresion duodenal de DM T1 en ratones alimentados con dietas suplementadas en
Fe (Canonne-Hergaux F et al., 1999). Se ha descripto ademas una disminucién en la

expresion génica de la isoforma +IRE de DMT1 en ratas con dosis intragastricas de Fe
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(Frazer DM et al., 2003). Las diferencias halladas en la expresion duodenal de DMT1
respecto a otros estudios, podrian deberse a diferencias metodoldgicas y |a especificidad
del anticuerpo primario utilizado, dado que en nuestros caso hemos trabajado con un
anticuerpo que reconoce laisoforma+IRE y - RE.

A partir de los resultados sobre la expresion duodenal de DMT1 en Sobrecarga de
Fe, podemos concluir que nuestros estudios contribuyen a conocimiento de las

relaciones regul atorias existentes entre DMT1 y el balance del Fe.

Tejido Hepatico

Debido a la respuesta regulatoria de la expresion hepética de DMT1 en balance
normal de Fe y en intensa demanda (Anemia Hemolitica), decidimos profundizar €l
estudio de la expresion hepéticade DMT1 en un model o de exceso de Fe.

Es sabido que en condiciones fisiologicas € Fe es transportado en el plasma por la
Tf, mientras que en sobrecarga de Fe la capacidad de union de Fe a Tf puede estar
totalmente saturada, de manera que existe exceso de Fe circulante en forma de Fe no
unido a Transferrina (NTBI) (Kohgo Y et al., 2008). Debido a la ata toxicidad que
posee el NTBI e higado seria un 6rgano clave en la captacion del metal (Britton RS et
al., 2002). Esto se produciria mediante e aumento en la tasa de captacion hepética de
Fe, que excederialatasa de liberacion (Randell EW et al., 1994: Trinder D et a., 2002).
En este sentido, se ha propuesto que una de las principales proteinas encargadas de
incorporar e NTBI a interior de los hepatocitos seriaDMT1 (Shindo M et al., 2006).

Los mecanismos descriptos anteriormente podrian explicar la elevada expresion
hepética de DMT1 que determinamos en la Sobrecarga de Fe, coincidente con la
reportada en estudios de otros autores (Trinder D et a., 2000). De esta manera
confirmamos la actividad importadora de DMT1, cuya funcién seria captar Fe como
mecanismo protector para evitar el dafio oxidativo que podria generar el exceso de Fe
libre.

3 identificados en

Por otro lado, los abundantes pigmentos hepéticos de Fe
Sobrecarga de Fe coinciden con lo reportado por Theurl | et a (2005) y ponen en
evidencia nuevamente la captacion hepética de Fe. Los pigmentos de Fe ** en el higado

sugieren la saturacion de Fe unido a Ferritina, incrementédndose asi 10s depdsitos de Fe
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no asociados a proteina, conocidos como Hemosiderina. Debido a la abundante
Hemosiderina hallada y a los elevados niveles de Fe circulantes asociados a la
Sobrecarga de Fe, los pigmentos de Fe ** hepéticos podrian provenir no sdlo del Fe
unido a Transferrina sino ademés de la captacion de Fe no unido a Transferrina, que es
abundante en estados de Sobrecargadel metal (Luizzi Jet al., 2006).

La localizacion intracelular de DMT1 en los hepatocitos podria sugerir € tréfico de
DMT1 entre el citosol y la superficie celular, favoreciendo la captaciéon de Fe en una
primera etapa y su posterior liberacion a interior celular para su amacenamiento. Esta
hipétesis coincidiria con las distintas vias de manejo del Fe en los hepatocitos en las que
DMT1 hasido involucrado (Graham RM et al., 2007).

La asociacion de DMT1 con hepatocitos cercanos a grandes venas como la vena
central, podria indicar un mecanismo regulatorio de DMT1 dependiente de Fe. En este
sentido, como se menciond anteriormente, debido a la organizacion estructural del
higado se ha sugerido gque €l Fe es distribuido en los hepatocitos en un gradiente que
disminuye desde la triada portal a la zona centrolobulillar. De esta forma, aun en estado
de Sobrecarga de Fe, la vena central recibiria sangre con menos contenido de Fe y
oxigeno, ya que la mayoria de los nutrientes habrian sido captados en su trayectoria por
los sinusoides (Graham RM et a., 2007). Por este motivo, las demandas de Fe
requeridas para satisfacer las necesidades metabdlicas de los hepatocitos probablemente
sean mayores en cercanias a las grandes venas, |0 que explicaria la marcada expresion
de DMT1 observada por nosotros en esas zonas, aln en estado de sobrecarga de Fe.

Tejido Esplénico

Aungue en nuestros estudios sobre la participacion de DMT1 en el manejo esplénico
del Fe no evidenciamos cambios frente a la Anemia Hemolitica, nos propusimos
estudiar la expresion esplénica de DMT1 en Sobrecarga de Fe debido a la conocida
capacidad de captacién y amacenamiento de Fe que poseen las células del Sistema
Reticulo Endotelial (Hershko C et al., 1998).

Nuestros estudios sobre el patron de expresion de DMT1 en bazo con Sobrecarga de

Fe resultan novedosos por ser los primeros en evidenciar la expresion esplénica de
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DMT1 mediante un técnica inmunohistoquimica, identificando con precision las células
gue expresan DMT1. En este sentido, previamente solo se ha reportado la presencia de
DMT1 en bazo por unatécnica cuantitativa (Hubert N et al., 2002).

La ausencia de cambios que hemos determinado en la expresién esplénica de DMT1
en Sobrecarga de Fe respecto ala condicion basal no coincide con la disminucion en los
niveles esplénicos del ARNm de DMT1 en sobrecarga de Fe reportada por Theurl | et al
(2005). En este sentido, las diferencias en la expresion de DM T1 halladas con respecto a
lo reportado por Theurl | et a (2005) podrian deberse a cuestiones metodol égicas, ya
gue en nuestros estudios hemos detectado la expresion de la proteinay no el ARNm.

La ausencia de cambios en la expresion esplénica de DM T1 observada por nosotros
en Sobrecarga de Fe con respecto ala condicion basal, podria sugerir poca actividad del
transportador frente a elevados niveles de Fe. En este sentido, la conocida capacidad de
los macrofagos espl énicos para captar el Fe por mecanismos de fagocitosis, podria ser la
causa del poco compromiso del importador de Fe en € bazo.

El aumento en los pigmentos de Fe ** hallado en e tejido esplénico de animales con
Sobrecarga de Fe respecto al tejido de animales sin tratar coincide con o reportado por
Theurl | et a (2005) y confirma el rol fundamental que desempefia el bazo en la
regulacion del balance del Fe. En este sentido es sabido que € bazo posee elevados
niveles de Ferriting, cuya sintesis es regul ada post-transcripcionamente (Kohgo Y et al.,
2008). Frente a una sobrecarga de Fe se produce la interaccion de IRE con IRP,
promoviendo la estabilidad del ARNm de Ferritina 'y la activacion de la sintesis de la
proteina, como mecanismo adaptativo para amacenar el Felibrey evitar el dafio celular
que causaria éste (Harrison PM et al., 1996). Sin embargo, cuando € exceso de Fe es
aln mayor, el metal no sélo se halla unido a Ferritina sino que ademas se deposita como
hemosiderina. Esto podria explicar los abundantes pigmentos esplénicos de
hemosiderina observado por nosotros en Sobrecarga de Fe respecto a lo observado en

condiciones basales.

Conclusion

En coincidencia con lo que hemos halado en e modelo de Anemia Hemoalitica, a

partir de nuestros resultados podemos sugerir que en la Sobrecarga de Fe también se
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evidencian mecanismos regulatorios gque modulan la expresion de DMT1 vy
Prohepcidina en tgjidos claves del balance del Fe.

En el Diagrama 2 se detallan |as relaciones regulatorias entre DMT1 y Prohepcidina
en Sobrecarga de Fe.

La induccidn de Sobrecarga de Fe produce elevados niveles de Fe circulante y de
depdsito. En respuesta al exceso de Fe, DMT1 duodenal mantendria expresion
intracelular, 1o que limitaria la absorcién intestinal de Fe. Los elevados niveles de Fe
también podrian ser detectados en el higado, donde aumentaré la expresion de DMT1,
lo que sugiere una elevada tasa de captacion de Fe para disminuir la toxicidad que
podria causar €l exceso de metal libre. El rol de DMT1 en higado seria confirmado por
los abundantes pigmentos hepéticos de Fe ** observados.

En el higado también aumentara la expresién de Prohepcidina. Es posible que en
Sobrecarga de Fe, Hepcidina se una a Ferroportina duodenal produciendo la
internalizacion y degradacion lisosomal del exportador de Fe. De esta forma, disminuira
la salida de Fe hacia la circulacion sistémica, con la consecuentemente menor captacion
de Fe desde la cara apical.

El bazo también sera clave en la captacion y e amacenamiento de Fe mediante
procesos de fagocitosis, |0 que podria sugerir escasa participacion de DMT1 en la
captacion esplénica de Fe.

Podemos concluir que €l efecto regulatorio de Prohepcidina, y la accion coordinada
de DMT1 en higado, duodeno y bazo, disminuiran la absorcién de Fe y aumentaran la
captacion y el almacenamiento hepéatico del metal, como una respuesta fisiol 6gica para

disminuir e exceso de Fe, intentando restabl ecer |as condiciones basal es.
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Diagrama 2. Regulacion de Prohepcidinay DMT1 en Sobrecarga de Fe. En respuesta &
exceso de Fe DMT1 duodenal mantiene expresién intracelular y DMT1 hepatico aumenta su
expresion. Esto produce baja absorcion duodenal de Fey elevada captacion hepética del metal.
El aumento en la expresion hepatica de Prohepcidina contribuye la regulacién negativa de la
absorcion de Fe.



330

Modelo de Acople: Induccion de Sobrecar ga de Fe seguida de Anemia

Hemolitica

En los estudios descriptos sobre la identificacion y regulacion de la expresion de
proteinas del metabolismo del Fe, hemos evidenciado DMT1 y Prohepcidina en la
regulacion del Fe en higado y duodeno. En este sentido, estimulos bien caracterizados
como la Anemia Hemoliticay la Sobrecarga de Fe han modulado la expresion de DMT1
y Prohepcidina, como mecanismo regulatorio para compensar €l desbalance de Fe.

En esta etapa, nos propusimos avanzar en e conocimiento de los mecanismos
regulatorios y funcionales entre Prohepcidina y DMT1 en una condicion de alta
demanda (Anemia Hemolitica), con exceso de Fe previo. Por otro lado, debido a la
conocida asociacion entre el balance del Fe y la actividad eritropoyética, también nos
propusimos establecer relaciones entre Eritropoyetinay Hepcidina, a fin de determinar
su compromiso en laregulacion del balance del Fe.

Para poder abordar este estudio, fue de gran utilidad € uso de nuestro modelo
acoplado de Sobrecarga de Fe seguido de Anemia Hemolitica. Este modelo nos permitio
interrelacionar las proteinas, reproduciendo un estado patoldgico en e que coexisten
elevados niveles de Fe con alta demanda del metal.

Nuestros estudios se focalizaron en la identificacion DMT1 y Prohepcidina cuando
existen en forma simultanea dos estimul os antagénicos para la expresion de Hepcidina:
Sobrecarga de Fe y Anemia. De esta manera, intentamos establecer relaciones

regulatorias entre Prohepcidina, DMT1y el estado del Fe del organismo.

Prohepcidina en Anemia con Sobrecarga de Fe

Antes de iniciar la discusion del modelo acoplado, introduciremos brevemente aspectos
claves del disefio experimenta de este modelo de disfuncién. La identificacion y
localizacién de Prohepcidina en este apartado, y de DMT1 en €l siguiente, se estudié en
dos estados de disfuncién: 1) Sobrecarga de Fe; 2) Sobrecarga de Fe mas Anemia. El
primer estado, Sobrecarga de Fe, se analiz6 en previamente en este capitulo. El segundo
estado, no analizado hasta el presente, se introduce a continuacion.
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A partir de los cambios de expresion de Prohepcidina observados en situaciones de
Sobrecarga de Fe y de Anemia Hemoalitica, nos planteamos determinar su patrén
regulatorio en condiciones fisiopatologicas definidas por la coexistencia de balance
normal de Fe, con alta demanda, y de exceso de Fe.

La expresion hepética de Prohepcidina en Anemia con Sobrecarga de Fe avala el rol
clave que desempefia Prohepcidina en la homeostasis del Fe descripto en otros estudios
previos (Nicolas G et a., 2001; Ganz T et a., 2006). La respuesta regulatoria de
Prohepcidina se reflgja claramente en los cambios de su expresion hepatica en Anemia
Hemolitica (moderada) y en Sobrecarga de Fe (intensa).

A partir de estos resultados, se podria postular que €l Fe en exceso seria la sefial
predominante que regula a Prohepcidina por un mecanismo a nivel transcripcional. En
este sentido, de acuerdo a lo descripto por Nemeth E et a (2008), la elevada
concentracion de Tf-diférrica favoreceria la union Fe-Tf a RTfl y RTf2. Como
consecuencia, RTF2 seria estabilizado y HFE se disociaria del RTf1 para unirse a
RTf2. De esta manera, el complejo HFE-RTf2 interaccionaria con la HJV, evitando el
desprendimiento de HJV y disminuyendo los niveles de HJVs. Esto seria el paso inicial
para la activacion de via intracelular mediada por BMP y la transcripcion de Hepcidina
(LinL etal., 2005; Zhang AS et a., 2005).

De la expresion de Prohepcidina hepética en el modelo acoplado surgirian aspectos
funcionales de importancia por su relacion regulatoria con Eritropoyetina. El disefio del
modelo de acople fue innovador porgue cred condiciones fisiopatol 6gicas adecuadas
para inducir e aumento simultéaneo de Prohepcidina y Epo, definiendo la siguiente
interrelacion funcional y regulatoria: en respuesta a la sefial “exceso de Fe’ aumentd la
expresion de Prohepcidina y en respuesta a la sefial “dta demanda’ de la anemia,
aumento la expresion de Epo.

Nuestros estudios permitieron identificar selectivamente los hepatocitos que
sintetizan Hepcidina, y mostraron que Prohepcidina no colocaliza con hemosiderina en
células de Kupffer. Por otro lado, la expresion intracelular Prohepcidina en hepatocitos,
en Anemia con Sobrecarga de Fe, fue similar a la reportada en condiciones basales.
Otros autores la identificaron principalmente en el aparato de Golgi (Wallace et al.,
2006). En este sentido, la localizacién de Prohepcidina intracelular que hemos
observado es consistente con lo esperado para una molécula que es sintetizada y
procesada en €l interior de los hepatocitos, previo asu liberacién al torrente sanguineo.
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Es importante destacar, que nuestros estudios reportan por primera vez una situacion
fisiopatologia donde coexisten elevados niveles de Epo y marcada expresion hepatica
de Prohepcidina.

Hasta € presente no se ha determinado con precision la relacién funciona entre
Prohepcidina y Hepcidina, su péptido activo. En la actualidad no hay evidencias que
indiquen que los niveles séricos de Hepcidina, €l péptido activo, no se relacionen en
forma directa con la Prohepcidinatisular.

Las publicaciones de los grupos de investigacion pioneros en este campo disciplinar
avalan la existencia de una relacion funcional estrecha entre Prohepcidina tisular y
Hepcidina sérica (Kulaksiz H et a., 2004; Kulaksiz H et al., 2005; Wallace DF et al.
2005).

Transportador de Metales Divalentes 1 -DM T 1- en Anemia con

Sobrecarga de Fe

Tejido Duodenal

Laexpresién de DMT1 en duodeno en hemdlisis aguda con Sobrecarga de Fe mostré
localizacion intracelular del transportador, reflggando sus funciones especificas en €l
movimiento citoplasmético de Fe. El perfil de distribucion de DMT1 en enterocitos
duodenales en la Anemia con exceso de Fe, se conservo en la etapa de recuperacion.
Mientras que en Anemia sin Sobrecarga, DMT1 se tradocd ala membrana apical de
enterocitos. De la relacion entre los cambios en la distribucién intracelular y la
funcionalidad de la proteina, se podria postular que € exceso de Fe fue la sefia que
modul 6 la expresion de DMT1 en Anemia con Sobrecarga. En cambio, en Anemia sin
Sobrecarga, la sefid que genera e estimulo de intensa demanda eritropoyética de Fe,
modularia la expresion duodenal de DMT1.

Esta hipdtesis seria avalada por |a abundante hemosiderina observada en duodeno en
Anemia con Sobrecarga de Fe, aln los dias de severa hemolisis, |0 que sugiere un
marcado exceso tisular de Fe alin cuando la demanda de Fe eritropoyético esintensa. La
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localizacion del Fe** en e tejido conectivo duodenal sugiere nuevamente la capacidad
de dichas células de fagocitar y almacenar €l Fe (Conte D et al., 1987).

Debido a que la sefia predominante seria € Fe en exceso, nuestros resultados
podrian indicar que los enterocitos sensarian los niveles locales de Fe, y de esta forma
regularian €l transporte apical de Fe, similar alo reportado por Frazer DM et a (2004).
En este sentido, frente al exceso de Fe se limitaria la absorcion duodena del metal
mediante lalocalizacion intracelular del importador de Fe DM T1.

También se ha propuesto que sefides sistémicas como Hepcidina controlarian la
absorciéon duodenal de Fe, mediante la regulacion de la transferencia basolateral del
metal. Se ha planteado que la Hepcidina hepética, cuando hay Fe en exceso, regularia
negativamente la absorcion intestinal de Fe mediante su unién a Ferroportina, causando
la degradacion del exportador de Fe 'y disminuyendo € egreso del Fe (Nemeth E et .,
2004).

La recuperacion tardia de la Anemia con Sobrecarga podria estar relacionada con la
ausencia de DMT1 en cara apical de enterocitos, que se interpreta como un mecanismo
que limita y retarda la absorcién duodena de Fe. Como el Fe®* del tejido conectivo
proveniente de la induccién de Sobrecarga, tiene limitada biodisponibilidad por ser Fe
no unido a proteinas, la recuperacién de la Anemia con Sobrecarga de Fe dependera de

la utilizacién del Fe de compartimientos funcionales.

Tejido Hepatico

La marcada expresion de DMT1 en tgiido hepético de animales con Anemia y
Sobrecarga de Fe pone de manifiesto una vez mas la relevancia de este tegjido en €l
balance del Fe.

Diversos estudios han demostrado que el exceso de Fe satura la capacidad de union
de FeaTf y aumentalaformade NTBI, altamente téxica (Kohgo Y et al., 2008).

De nuestros modelos de Sobrecarga y de Anemia, surgen cambios regulatorios y
funcionales mediados por DMT1 en higado. El aumento de la expresiéon de DMT1 con
Sobrecarga se puede interpretar como un mecanismo regulatorio para aumentar la tasa
de captacion hepatica de Fe. Mientras que en Anemia sin Sobrecarga, la baja expresion

hepatica de DM T1 responderia a un mecanismo de regulacion que limitaria la captacion
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hepética de Fe. Por |o expuesto se desprende un rol funcional antagénico de DMT1 en
Anemiay en Sobrecarga de Fe.

El perfil de distribucion similar de DMT1 hepético en Sobrecarga y en Anemia
Hemolitica con Sobrecarga, sugiere que €l exceso de Fe es la sefid que modula la
expresion de este importador de Fe en higado, aun en estado de intensa demanda
eritropoyética. Nuestra interpretacion funcional y regulatoria seria avalada por los
depdsitos de Fe ** observados en anemia con Anemia con Sobrecarga. Estos pigmentos
hepéticos de Fe ** podrian provenir de la captacion de Fe unido a Tf y del NTBI, una
forma circulante de Fe conocida por aumentar frente a excesos del metal (Luizzi J
2006).

Nuestras evidencias experimentales mostraron que DMT1 no se expresa en la
membrana basal; en todas las condiciones estudiadas su localizacién citoplasmatica fue
evidente. Sin embargo, a partir de estudios sobre la localizacion diferencial de las
isoformas +IRE y —IRE de DMT1 en lamembranay en citoplasma, respectivamente, no
descartamos el mismo comportamiento (Lam-Y uk-Tseung Set al., 2006, Gruenheid S et
al., 1999). En base alo descripto podriamos atribuirle un rol funcional en la movilidad
subcelular.

Otro aspecto a destacar es la identificacion de DMT1 en los hepatocitos cercanos a
grandes vasos sanguineos, que sugiere una estrecha relacion estructural y funcional en
la actividad importadora de Fe DMT1. Se conoce que las grandes venas del higado
reciben sangre con menor contenido de Fe, a pesar del exceso de este metal (Graham
RM et al., 2007). Por este motivo, las demandas de Fe serian mayores, favoreciendo la
expresion de DMT1 para la captacion del Fe necesario para la actividad metabdlica

celular.

Tejido esplénico

De nuestros estudios sobre la expresion de DMT1 en el bazo surge que este 6rgano
no cumple funciones relevantes en el proceso de captacién de Fe en Anemia con
Sobrecarga de Fe. Los abundantes depésitos de Fe ** identificados provienen de la
funcion hemocaterética de macréfagos esplénicos, mecanismo principal de captacion

eritrofagocitica para la reutilizacion o almacenamiento del Fe (Delaby C et al. 2005;
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Knutson MD et a. 2005). De esta manera, €l importador de Fe DMT1 no tendria un rol

relevante en laincorporacion de Fe en células esplénicas.

Conclusion

Nuestros estudios realizan un importante aporte sobre las relaciones regulatorias
entre la eritropoyesis y el metabolismo del Fe en un modelo de Sobrecarga de Fe
seguida de Anemia.

En el Diagrama 3 se integran los mecanismos regulatorios que permiten la
compensacion del cuadro hemolitico, estableciendo relaciones entre Epo, Prohepcidina
y DMTL.

En la Anemia con Sobrecarga de Fe, como mecanismo de compensacién a la baja
PO, generada por la intensa hemdlisis, se producird un aumento en la sintesis de Epo,
una hormona clave para la produccion eritroide. Ademas se generardn dos situaciones
opuestas y bien definidas de desbalance de Fe en forma simultanea: por un lado exceso
de Fey por otro lado alta demanda de Fe parala eritropoyesis.

En respuesta a exceso de Fe, DMT1 duodena mantendra expresion intracelular, o
gue limitara la absorcion intestinal de Fe. El exceso de Fe también sera detectado en €l
higado, donde aumentara la expresién hepatica de Prohepcidina, evidenciando un
comportamiento similar al hallado en Sobrecarga de Fe sin Anemia, lo que podria
indicar que &l exceso de Fe seria un estimulo més potente que la demanda eritroide. De
esta forma se ponen en evidencia dos puntos importantes. en primer término, la
coexistencia de marcada expresion de Prohepcidina con el evados niveles de Epo; y en
segundo término, que Prohepcidina hepdtica seria una sefial capaz de regular
negativamente la absorcién duodenal de Fe, aln en un estado de Anemia. Se podria
postular que Hepcidina se uniriaa FPN, el exportador basolateral de Fe, favoreciendo su
internalizacion y degradacion. De esta forma se limitaria la salida de Fe desde €l
enterocito, y en formaindirecta se regularia el ingreso de Fe por lacaraapical celular.

Como mecanismo adaptativo para la captacion y amacenamiento hepético del
exceso de Fe, se producird un aumento en la expresion hepética de DMTL, que

contribuird con la disminucion de los niveles circulantes del metal, altamente téxicos
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para el organismo. Estos cambios regulatorios evidencian nuevamente el predominio del
estimulo inducido por la Sobrecarga de Fe.

Se producird ademés, la acumulacion de Fe Hemosiderina en el tejido conectivo
duodenal, en bazo e higado. Sin embargo, e Fe hemosiderina es Fe no unido a proteinas
y por ello presenta baja biodisponibilidad. Por este motivo, aunque existe Sobrecarga de
Fe, la carencia de Fe disponible para la eritropoyesis explicaria la recuperacion tardia de
la Anemia observada en Anemia con Sobrecarga, respecto a Anemia sin Sobrecarga de
Fe.

Podemos concluir que los cambios regulatorios en la expresion de DMT1 en higado
y duodeno, y en la expresion hepatica de Prohepcidina, responden principalmente al
exceso de Fey no ala sefia Anemia. Se pone en evidencia ademas, que la participacion
coordinada de ambas proteinas es clave para la recuperacion de la eritropoyesis y €l

manteni miento de la homeostasis del Fe.
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Diagrama 3. Regulacion de Prohepcidinay DMT1 en Anemia con Sobrecarga de Fe. En
respuesta al exceso de Fe, DMT1 duodenal mantiene expresion intracelular y DMT1 hepético
aumenta su expresion, reduciendo la absorcion duodenal de Fe y aumentando la captacion
hepética del metal. Coexisten Prohepcidina y Epo elevadas en respuesta al Fe y a la anemia,
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CAPITULOIII:

ESTUDIO DEL METABOLISMO DEL HIERRO EN RINON
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El balance del Fe depende fundamentalmente de |os procesos de ingestion, captacion
gastrointestinal y excrecién renal. En este sentido, es sabido que en humanos solo un 10
% del Fe consumido en la dieta es absorbido, aproximadamente 2 mg Fe/dia, y que 0,08
mg Fe/dia son excretados por via renal (Smith LH et a., 1983). La funcién del rifion
como organo excretor de cationes ha sido ampliamente descripta por distintos estudios.
Entre ellos, se conoce que e transportador Na'/K*2Cl™ interviene en la eliminacion de
K*y e intercambiador Na'/Ca’ y la bomba Ca’-ATPasa participan en la excrecion de
calcio (Smith LH et al., 1983). En relacién a Fe aun no se han aclarado totalmente las
bases molecul ares que participan en su excrecion renal (Wareing M et al., 2000).

De una revision exhaustiva de la literatura, surge también que hasta € presente no
ha sido totalmente aclarada la funcion del rifidn como érgano que regula el metabolismo
del Fe. Como antecedente podemos citar estudios realizados en mamiferos que
reportaron la localizacion de Prohepcidina en rifion (Kulaksiz H et al., 2005; Veuthey T
et al., 2008).

Dentro del marco del conocimiento sobre la estrecha relacion entre la eritropoyesis y
la funcién endocrina del rifién como tejido productor de Eritropoyetina, nos planteamos
abordar € estudio de proteinas reguladoras del Fe como Prohepcidinay DMT1 en este
Organo.

Nuestros estudios sobre Prohepcidinay e transportador de Metales Divalentes 1 en
rifidn fueron realizados en condiciones basdes y en los modelos de disfuncidn
desarrollados en nuestro grupo, que ya fueron presentados y analizados.

Por lo tanto, en este capitulo se discutiran situaciones fisiopatologicas que
comprometen a la eritropoyesis y a metabolismo del Fe. Ellas son, en primer término,
estado de alta demanda de Fe con suficiencia de Fe, Anemia Hemolitica, y en segundo
término, estado de exceso de Fe.

Prohepcidina en Condiciones Basalesy en Anemia Hemolitica

En relacion a nuestros estudios que muestran claramente la expresion rena de
Prohepcidina en condicion basal, existe como antecedente un estudio realizado por
Kulaksiz H et al (2005), que comparte similitudesy diferencias con nuestros resultados.
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En nuestras condiciones experimentales descriptas, donde se especificaron los
criterios de inclusion gque definen la “condicién basal” (control) de los animales,
identificamos Prohepcidina en €l epitelio de tubulos corticales y medul ares.

En nuestro estudio sobre la expresion de Prohepcidina en la médula renal interna
pudimos comprobar una amplia distribucion en e Asa de Henle (descendente y
ascendente gruesa) y en los colectores. Sin embargo, no se identificd Prohepcidinaen la
médula externa. Este perfil de distribucion medular de Prohepcidina, fue similar a otros
estudios en lo que se refiere ala zonainterna; mientras que no existen coincidencias en
laidentificacion de Hepcidinala zona externa de la médula, donde se ha su reportado su
expresion (Kulaksiz H et al., 2005).

Lalocalizacion intracelular de Prohepcidina en € epitelio de segmentos tubulares de
la médula interna podria tener relevancia funcional, dado que presenta la misma
ubicacion descripta en los hepatocitos, principal sitio de sintesis de la proteina (Wallace
DF et al., 2006). De este modo podemos sugerir que € higado no seria €l Unico érgano
productor del péptido.

El patron de expresion cortical de Prohepcidina en nuestras condiciones basales,
identificada principalmente en el segmento S2 de tubulo proximal, presenta diferencias
con estudios que laidentifican principal mente en el tibulo contorneado distal cortical de
roedores (Kulaksiz H et a., 2005). En este sentido, las diferencias halladas con estos
estudios podrian deberse a diferencias entre especies estudiadas, y/o ala especificidad
de los anticuerpos utilizados.

Para la identificacion de estructuras tubulares corticales renales utilizamos un criterio
morfol 6gico basado en las caracteristicas del epitelio tubular. En este sentido, € tubulo
proximal seidentificd por su epitelio de células cubicas y su distribucion mayoritaria en
la corteza. La diferenciacion de los 3 segmentos de tdbulo proximal se basd en su
localizacion y su epitelio. Los segmentos S1y S2 se localizaron principamente en la
corteza, muy cercanos alos glomérulos; mientras que |os segmentos S3 se hallaron en €
limite entre la corteza y |a cara externa de la médula externa. Ademas, |os segmentos S1
y S3 se caracterizaron por poseer lumen més angosto que los segmentos S2.

Los estudios sobre la expresion de Prohepcidina en rifion en Anemia Hemolitica
fueron reportados por primera vez por nuestro grupo (Veuthey T et al., 2008). En
Anemia, la expresién de Prohepcidina en e segmento S2 de tUbulos proximales
evidencié el mismo patron de distribucion que en condicién basal. La disminucion de la
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expresion de Prohepcidina en la crisis hemolitica revela una correlacion funcional y
regulatoriainversa: a mayor demanda de Fe, menor expresion de Hepcidina.

Es importante destacar que en Anemia, Prohepcidina se asocid con la membrana
basolateral. Esta localizacion de Prohepcidina en rifibn podria ser la requerida para
interaccionar con Ferroportina, molécula exportadora de Fe, tal como se describi6 en
duodeno en balance normal de Fe (Nemeth E et a., 2004). De esta forma, luego de la
interaccién entre Hepcidina con FPN se produciria la internalizacion y degradacion de
FPN, regulando asi la captaciéon apica de Fe mediada por DMT1 (Nemeth E et al.,
2004).

Extrapolando este mecanismo al tejido renal y a la condicién Anemia, la expresion
moderada de Prohepcidina en la membrana basolateral de tUbulos proximales
disminuiria e grado de interaccion con FPN. En estas condiciones FPN no se
degradaria, 10 que favoreceria la liberacion celular de Fe, y por lo tanto, el aumento de
captacion renal de Fe mediada por DMT1, como mecanismo fisiolégico de
compensacion de la Anemia.

Sin bien otros autores proponen la liberacion lumina de Prohepciding, la
identificacion de esta proteina en cercanias de la membrana basolateral en nuestras
condiciones experimentales, sugiere que esta localizacion facilitaria la liberacién de
Prohepcidina alacirculacién sanguinea (Kulaksiz H et al., 2005).

En nuestro estudio sobre la expresion de Prohepcidina en la médula renal interna en
la Anemia aguda, la disminucion en la inmunomarcacion respecto a la condicion basal
podria sugerir baja expresion renal del regulador negativo de la absorcion del Fe, para
favorecer la captacion de Fe.

A partir de la disminucién de la expresion de Prohepcidina en médula internay en
corteza en Anemia severa, se puede sugerir que estariamos frente a la respuesta
fisiologica que favorece la captacion renal de Fe para satisfacer su demanda.

De la revisiéon bibliogréfica realizada para conocer los mecanismos moleculares
regulatorios de Hepcidina renal en Anemia, surge claramente que alin no han sido
suficientemente estudiados.

El rifidn es un 6rgano que recibe un flujo sanguineo adecuado (25% del gasto
cardiaco). Los fibroblastos peritubulares de la corteza renal producen Eritropoyetina en
respuesta a la hipoxia (baja PO,) (Lacombe C et al., 1988). Se ha reportado que la baja
PO, presente en la Anemia Hemolitica induce aumentos en HIF-1, que tienen un
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importante rol en la expansion y diferenciacion eritroide (Roque ME et al., 2001). En
este sentido, la asociacion entre hipoxia y la expresion de Hepcidina en higado ha sido
demostrada por otros autores (Nicolas G et al., 2002b). A partir de estos resultados,
podriamos postular que la expresién de Prohepcidina en rifion también podria explicarse
por un mecanismo dependiente de oxigeno. Considerando la condicion hipdxica
presente en la anemia severa en nuestros estudios in vivo, queda por dilucidar s €l
estimulo para regular la Hepcidina rena es reamente la PO, o alguna otra via
dependiente de Epo.

En este sentido, diversos estudios han reportado la disminucion de la expresion
hepética de Hepcidina por efecto de Epo (Nicolas G et al., 2002c). Basandonos en estos
resultados, la regulacion mediada por Epo podria ser el mecanismo que disminuya la
expresion renal de Hepcidina en Anemia Hemolitica.

A partir de la expresion de Hepcidina en rifién identificada en condiciones basales, y
de la reduccion en su expresion en condiciones de alta demanda de Fe, podriamos
aportar conclusiones relevantes. En primer término, que el regulador negativo central
del metabolismo del Fe es una proteina intrinseca de rifion. En segundo término, que
Prohepcidina renal tiene un rol regulatorio en el metabolismo del Fe. Asimismo, los
cambios de Prohepcidina renal en anemia significan un aporte innovador para el estudio
de larelacion funcional y regulatoria entre eritropoyesisy metabolismo del Fe. Queda
aun por profundizar e conocimiento de los mecanismos involucrados en la regulacion

de laexpresion rena de Prohepcidina.

Transportador de Metales Divalentes 1 -DMT1- en Condiciones Basalesy

en Anemia Hemolitica

Nuestros estudios sobre e transportador de Metales Divalentes 1 fueron realizados
en condiciones basales y de alta demanda de Fe, como ocurre en la Anemia Hemolitica.
En e primer caso, la identificacion cortical de marcada expresion de DMTL,

principalmente en el segmento S2 de tdbulos proximales, determind un potencial rol del
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rifon en la importacion de Fe. Similares resultados han sido reportados en ratones por
Canonne-Hergaux F et a (2002), quienes identificaron la isoforma +IRE de DMT1 en
tubulos con morfologia de tdbulo proximal en rifibn de ratones sanos. Asimismo,
nuestros resultados también coinciden con estudios en corteza de rifion de ratas en
condiciones basales, donde se ha identificado expresiéon de DMT1 en tdbulos
proximales (Ferguson CJ et a., 2001; Wareing M et a., 2003).

El perfil de distribucién cortical de DMT1 en condicion basal mostré localizacion
intracelular de DMT1 asociado ala membrana apical celular. A partir de lalocalizacion
celular de DMT1 podriamos postular la captacion apical de Fe, evidenciando la
participacion del rifién en e mangjo del Fe en condiciones de balance normal de Fe sin
demanda del metal, actuando en forma conjunta con € duodeno y e higado (Graham
RM et a., 2007; Mackenzie B et a., 2005).

El perfil de distribucion de DMT1 en medula interna y externa en condiciones
basales, identificada especialmente en € Asa de Henle y e conducto colector, es
apoyado por estudios de otros autores realizados en ratas normales (Ferguson CJ et al.,
2001; Gunshin H et al., 1997). Con referencia alalocalizacion de DMT1, no asociada a
la membrana plasmética y su colocalizacion con Transferrina en compartimientos
intracelulares descripta por otros autores, podriamos sugerir que su principal funcion
estaria asociada a transporte intracelular méas que a la captacién de Fe (Abouhamed M
et al., 2006).

Podemos concluir que en condicién basal, la localizacién apical de DMT1 en el
segmento S2 de tubulos proximales corticales evidenciaria su rol como importador de
Fe, contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis del Fe. Por otro lado, la
localizacién intracelular de DM T1 en la médula renal podria sugerir su participacion en
el mango intracelular de Fe para satisfacer la actividad metabdlica de las células
tubulares medul ares.

Los estudios en Anemia Hemolitica de la expresion renal de DMT1 constituyen un
aporte novedoso en este campo del conocimiento dado que hasta € presente no fueron
reportados. Los estudios en corteza rena de ratones anémicos, mostraron que la
expresion de DMT1 asociada a membrana apical es intensa en el segmento S2 del
tubulo proximal respecto a la condicion basal y que existe abundante hemosiderina. A

partir de estos resultados podemos sugerir por un lado, que DMT1 es una proteina
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intrinseca de rifidn; y por otro lado, que €l rifidn asume un rol metabdlico importante en
laregulacién del balance del Fe en la Anemia, mediado por €l importador DMT1.

La localizacion intracelular de DMT1 asociado a la membrana apical observada en
tubulos proximales corticales en la Anemia Hemolitica, fue coincidente con la hallada
en condiciones basales. Similar alo descripto previamente, este perfil de distribucién de
DMTL1 podria sugerir por un lado, su participacion € transporte intracelular de Fe,
similar a lo reportado por Abouhamed M et a (2006); y por otro lado, la actividad de
DMT1 en la captacion de Fe desde el ultrafiltrado glomerular. En este sentido, e Fe
observado en tubulo proximal confirmariala actividad importadora de Fe de DM T1.

A partir de nuestros estudios de identificacion de DMT1 y de los cambios en su
expresion determinados en la Anemia Hemolitica, se pueden establecer respuestas
regulatorias asociadas a su funcion en € transporte del Fe. La respuesta fisiologica
rena frente a estimulos hipéxicos y de alta demanda, como ocurre en la Anemia
Hemolitica, es andloga a la descripta por nuestro grupo y por otros autores en tejidos
como higado y duodeno (Frazer DM et al., 2004; Kong W et al., 2008).

Nuestros resultados sobre e aumento de expresion de DMT1 en anemia serian
apoyados por estudios moleculares realizados en enterocitos, que sugieren que en
presencia de bajos niveles de Fe se favoreceria la asociacion de IRE-IRP en e ARNm
de DMT1, estabilizando €l transcripto de DMT1 y aumentando asi |a expresion de la
proteina (Canonne-Hergaux F et a., 1999).

Otro estimulo importante para la expresion rena de DMT1 podria ser el nivel de
oxigeno, similar a lo descripto en higado. En este sentido, s €l gen de DMT1 expresado
en rifidn tuviera sitios de unién para HIF-1, como ocurre en otros tejidos, la hipoxia
favoreceria la transcripcion de DM T1, aumentando asi la expresion renal de la proteina
(LeePL et al., 1998),

En el andisis de los estudios en médula renal, la débil inmunolocalizacion de DMT1
observada durante la crisis hemolitica es coincidente con la descripta en animales
alimentados con una dieta deficiente en Fe, una condicion con alta demanda del metal
(Wareing M et al., 2003). Similar alo observado en condiciones basales, la localizacion
intracelular de DMT1 hallada en tubul os medulares en la Anemia sugiere poca actividad
de DMT1 en laimportacion de Fe en esta zona tubular renal.

En cuanto alafuncionalidad de DM T1, es ampliamente conocido que su actividad es
pH dependiente, siendo més activo apH &cido (Gunshin H et al., 1997). En este sentido,
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el pH acido del filtrado glomerular podria explicar la presenciay la actividad de DMT1
en tubulo proximal renal (Koeppen BM et al., 1983). A nivel medular, €l pH luminal de
conductos colectores posiblemente sea acidificado por la presencia de un transporte
acoplado a H" mediado por una H*-ATPasa (Brown D et al, 1988; Ferguson CJ et al.,
2001). De esta forma se generaria el medio acido necesario parala actividad de DMT1
en lamédula.

A partir de los cambios en la expresion cortical y medular de DMT1 en la Anemia,
podemos concluir que la marcada expresion de DMT1 en e segmento S2 del tdbulo
proximal en Anemia respecto a la condiciones basal, evidenciaria un mecanismo

fisioldgico parala adquisicion de Fe cuando las demandas del metal son intensas.

Conclusion

Nuestros estudios fueron los primeros en evaluar a rifibn como Organo
metabdlicamente activo en el balance del Fe en condiciones basaes y en Anemia
(Veuthey T et a., 2008).

Entre las conclusiones més relevantes podemos mencionar, en primer lugar, que
Prohepcidina y DMT1 son proteinas intrinsecas del rifion. En segundo lugar, que el
rifidn asume un rol metabdlico importante mediado por € principal regulador del Fe, la
Hepcidina, y por el importador DMT1.

En & Diagrama 4 se integran las relaciones funcionaes de la respuesta
eritropoyéticay de las proteinas del metabolismo del Fe en la Anemia Hemolitica

Cuando se induce Anemia Hemolitica con FHZ, como mecanismo de compensacion
ante la disminucion de la masa eritrocitaria se produce un aumento de la actividad
eritropoyética mediada por Epo, que causa gran demanda de Fe (Roque M et al., 2008).
En respuesta a la demanda de Fe la expresion rena de Prohepcidina disminuira en los
tubulos proximales corticales.

Para satisfacer las necesidades del Fe biodisponible, aumentara la expresion de
DMT1 en tubul os proximales cortical es. Podemos postular dos hipotesis para explicar el
aumento de DMTL1. La primera, que la gran demanda de Fe seria sensada por las células

proximales estimulando la expresion renal de DMT1, para aumentar la captacion de Fe
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desde el ultrafiltrado glomerular. La segunda hipétesis postula que el aumento de la
expresion de DMT1 estaria mediado por la baja PO,, basada en la existencia de dos
potenciales sitios de unién para HIF-1 en el promotor de DM TL1.

La funcion relevante del segmento S2 de tubulo proximal en laregulacion del Fe en
la eritropoyesis activa se basa principalmente en que fue la estructura tubular donde
identificamos los principales cambios en DMT1 y Prohepcidina. La presencia de
abundantes pigmentos de Fe identificados en el S2 proximal confirma la importancia de
este segmento tubular y sugiere que tendria implicancias funcionales, dado que estudios
previos han reportado activa sintesis de Hemo en esta estructura tubular (Ponka P,
1990).

Podemos concluir que la accién coordinada de DMT1 y Prohepcidina podria
favorecer la reabsorcion de Fe desde € ultrafiltrado glomerular para satisfacer las

demandas intrinsecas del rifion y para contribuir ala homeostasis del Fe del organismo.
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Diagrama 4. Regulacion renal de Prohepcidina y DMT1 en Anemia Hemolitica. En
respuesta a la Anemia Hemolitica disminuye Prohepcidinay aumenta DMT1. Esto favorece la
captacion apical de Fey contribuye a restablecer la eritropoyesisy el estado del Fe.
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Nuestros estudios aportan nuevos conocimientos sobre |as relaciones entre proteinas
del metabolismo del Fe, como DMT1 y Prohepcidina, en tejidos tradicionalmente
asociados a balance del Fe como higado y duodeno. En este sentido, los cambios en la
expresion de DMT1 y Prohepcidina en Sobrecarga de Fe evidenciaron la existencia de
precisos mecanismos de regulacion del balance de Fe en estos 6rganos.

Asimismo, a partir de la determinacion de la expresion de Prohepcidinay DMT1 en
rifidén y de su regulacién en la Anemia, este 6rgano mostré6 un compromiso con €l
balance del Fe regulando mecanismos de captacion y movilizacion.

Para continuar con el estudio de la participacion renal en e metabolismo del Fe, nos
propusimos evaluar 1os cambios en la expresion renal de DMT1 y Prohepcidina en una
condicion clinica como la Sobrecarga de Fe, donde € exceso del metal puede ser

altamente toxico para el organismo.

Prohepcidina en Sobrecarga de Fe

Nuestros estudios sobre la expresion de Prohepcidina en tejido renal en exceso de Fe
son los primeros reportados en este campo del metabolismo del Fe. Por lo tanto,
constituyen un avance en el conocimiento de la respuesta de Prohepcidina renal en
estados de disfuncién de laruta del Fe como es la Sobrecarga.

La marcada expresion de Prohepcidina observada en la corteza en Sobrecarga de Fe
es un importante hallazgo ya que confirma que es una proteina intrinseca del rifion.

El patrén de distribucion celular de Prohepcidina asociado a la membrana
basolateral, smilar a observado en condiciones basales y en Anemia, sugiere la
liberacién de Prohepcidina a la circulacion sanguinea. Ademas, la identificacion de
Prohepcidina cercana a la cara basolateral evidenciaria su localizacion en un sitio clave
paralainteraccion con Ferroporting, su receptor especifico (Nemeth E et al., 2004).

La mayor expresion de Prohepcidina observada en el segmento S2 de tubulo
proximal en Sobrecarga de Fe es otro aspecto importante destacar. Este perfil de
expresion destaca nuevamente laimportancia del segmento S2 de tdbulo proximal renal
como estructura involucrada en la regulacion del Fe del organismo, como ya fue
descripto condiciones basalesy en Anemia (Veuthey T et a., 2008).
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En cuanto a la intensidad de expresion de Prohepcidina, la mayor inmunomarcacion
observada en tdbulo proximal en Sobrecarga de Fe respecto a condiciones basales,
podria sugerir la existencia de un mecanismo que module la expresion de Prohepcidina.
Dado que Hepcidina es la proteina que regula negativamente la absorcién de Fe, la
regulacion de su expresion seria un mecanismo fisiologico para mantener la
homeostasis de este nutriente (Nicolas G et al., 2002b; Ganz T et al., 2005).

Si bien en las Ultimas décadas diversos estudios han intentado identificar las vias que
regularian la expresién hepatica de Hepcidina en Sobrecarga de Fe, no se han aclarado
totalmente los mecanismos que regulan la expresion renal de Hepcidina en exceso de Fe
(Nemeth et a., 2008; Viatte L et al., 2009).

Debido a la relacién directa que hemos hallado entre la marcada expresion rena de
Prohepcidinay el exceso de Fe, es posible que la regulacion de la expresion hepatica y
renal de Prohepcidina dependa de mecanismos moleculares similares. En este sentido,
similar alo reportado en higado, los elevados niveles de Fe circulantes existentes en la
Sobrecarga de Fe, podrian favorecer la estabilizacién del compleo HFE-RTf2-HJV,
activando la cascada de sefializacion intracelular dependiente de BMP. De esta manera
se favoreceria la transcripcion del gen de Hepcidina, incrementandose los niveles
renales de la proteina (Massague J et al., 2005; Babitt JL et a., 2007).

En el estudio de la médula renal, la intensa inmunomarcacion de Prohepcidina
observada en la médula interna en sobrecarga de Fe, sumada a la localizacion
intracelular, podrian indicar nuevamente la sintesis intrinseca de la proteina. En este
sentido, la identificacion de Prohepcidina en e citoplasma celular podria sugerir su
almacenamiento en € interior celular previo asu liberacion.

Por otro lado, la ausencia de cambios en la intensidad de expresiéon de Prohepcidina
en médula interna en Sobrecarga de Fe respecto a la condicion basal, podria indicar
poca actividad de esta zona rena en la regulacién de los niveles de Fe. Asimismo, la
débil expresion de Prohepcidina observada en la médula renal externa en Sobrecarga de
Fe, similar a lo observado en condiciones basales, también podria sugerir poco
compromiso de lamédularenal en e mantenimiento de la homeostasis del Fe.

Podemos concluir que existe sintesis intrinseca de Prohepcidina en la corteza rena y
gue su expresion es regulada por Fe. De esta manera, podriamos sugerir la presencia de
un mecanismo renal para mantener la homeostasis del Fe. Asimismo, nuestros

resultados indicarian e destacado compromiso de los tlbulos proximales corticales en
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el balance del Fe, de acuerdo alo reportado por otros autores (Ponka P, 1990; Wareing
M et a., 2000; Veuthey T et a., 2008).

Transportador de Metales Divalentes 1 en Sobrecarga de Fe

Hasta el presente no habia sido estudiada la respuesta regulatoria de la proteina
importadora DMT1 en tejido renal de raton en las condiciones fisiopatolOgicas
inducidas por la administracion parenteral de Fe en exceso. En este sentido, nuestros
estudios constituyen un aporte innovador sobre este campo del conocimiento, dado que
se han identificado las células del epitelio rena que expresan DMTL1. Otros autores han
reportado cambios en la expresion de DMT1 en ratas con exceso de Fe, que a diferencia
de nuestros estudios, fue producido por dietas suplementadas en Fe (Wareing M et a.,
2003).

La expresion cortical de DMT1 en Sobrecarga de Fe respecto a condiciones basales,
fue homogénea en la mayoria de los tdbulos corticales, evidenciandose expresion
moderada respecto a la condicion basal, similar a lo reportado por Wareing M et a
(2003).

Si bien en la actualidad no estd esclarecida la regulacion de la expresion rena de
DMTL1 en Sobrecarga de Fe, es posible que exista algin mecanismo similar al reportado
en tgjido hepético y duodenal. En este sentido, de nuestros resultados se desprende que
los elevados niveles de Fe sérico asociados a la Sobrecarga de Fe podrian regular
negativamente la expresion renal de DMT1, en coincidencia con lo reportado por
Wareing et a (2003). De estaforma, debido a que las células renales estarian repl etas de
Fe, la captacion rena de Fe mediada por DMT1 seria bgja, como mecanismo protector
contrala citotoxicidad que podria causar €l exceso de Fe.

Dado que se ha descripto que el ARNmM de DMT1 posee secuencias |RE, también es
posible que su regulacion en Sobrecarga de Fe sea opuesta a la reportada en deficiencia
de Fe (Gunshin H et a., 1997; Oates PS et a., 2000). En este sentido, los elevados
niveles de Fe podrian impedir la union de IRE-IRP, desestabilizando e transcripto de
DMTL1y disminuyendo los niveles de la proteina.

De la observacion cortical también se desprende que los principales cambios en la

expresion de DMT1 en Sobrecarga de Fe respecto al tgjido sin tratar ocurrieron en
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tdbulos proximales, similar a lo reportado en un estudio similar realizado en ratas
(Wareing M et a., 2003). Estos resultados son de gran importancia ya que destacan €l
compromiso de este segmento tubular en el balance del Fe, en coincidencia con lo
reportado por otros autores (Canonne-Hergaux F et al., 20002).

Por otro lado, la localizacion citoplasmatica de DMT1 que hemos observado en
tgjido renal con Sobrecarga de Fe podria indicar su participacion en e movimiento de
Fe intracelular, en coincidencia con lo reportado por Abouhamed M et a (2006),
quienes han evidenciado colocalizacion de DMT1 con la proteina lisosomal LAMP1 en
tdbulo proximal. De esta manera, la actividad de DMT1 se centraria en un mecanismo
diferente a la captacion apical de Fe como seria el manegjo del Fe dentro de la célula,
para satisfacer |as necesidades metabdlicas celulares.

En e estudio de la médula renal externa e interna, la ausencia de cambios en la
expresion de DM T1 observada por nosotros en Sobrecarga de Fe respecto ala condicion
basal, coincide con lo reportado por Wareing M et al (2003), quienes no evidenciaron
cambios en lainmunoreactividad de DMT1 en médulainternay externa de ratas frente a
variaciones en e contenido de Fe de ladieta.

La presencia de abundantes depdsitos de Fe * en tejido conectivo rena podria
deberse a la captacion del metal realizada por células de la lamina propia con
caracteristicas de células fagociticas, confirmando la presencia de un estado de
Sobrecarga de Fe. Por otro lado, la distribucién heterogénea de los pigmentos de Fe
observada a lo largo dd tejido renal podria deberse a la cantidad de tejido conectivo
presente en cortezay medula, 0 ala capacidad de almacenamiento del mismo.

A partir de nuestros resultados podemos concluir que la expresion renal de DMT1
seria modulada en respuesta a elevados niveles de Fe. En este sentido, € rifidn
modularia negativamente la captacion de Fe urinario cuando los niveles del metal son
elevados, como mecanismo protector contra la toxicidad que podria causar €l Fe. De
esta manera se pone de manifiesto la importancia de la fisiologia rena en €

mantenimiento de la homeostasis ddl Fe.
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Conclusion

Si bien ha sido descripta la expresion rena de Prohepcidina en condiciones basales y
en la Anemia, hasta €l presente no se hareportado en la literatura su expresion renal en
Sobrecarga de Fe, como asi tampoco su relacion con DMTL1 renal (Kulaksiz H et al.,
2005; Veuthey T et al., 2008). Por este motivo, nuestro trabajo realiza un importante
aporte sobre los cambios en € patron de distribucion de Prohepcidina renal en una
condicion con exceso de Fe.

Entre las conclusiones mas importantes de nuestro trabgjo podemos mencionar la
sintesis renal de Prohepcidinay DMT1, y laregulacion de su expresion en exceso de Fe
como mecanismo fisioldgico para mantener € balance del Fe.

En e Diagrama 5 se detalan las relaciones regulatorias entre proteinas del
metabolismo del Fe como DMT1 y Prohepcidina en Sobrecarga de Fe.

La induccién de Sobrecarga de Fe produce elevados niveles de Fe circulante y de
depdsito. En respuesta a esta situacion, las células tubulares detectarian el exceso de Fe
y aumentaria la sintesis de Prohepcidina en los tubulos proximales corticaes. La
marcada localizacion basolateral de Prohepcidina podria indicar su liberacion como
respuesta a la Sobrecarga de Fe y su localizacién en un sitio clave para su interaccion
con FPN

Para disminuir la captacion apica de Fe, disminuira la expresion de DMT1 en
tubulos proximales corticales. Podemos postular que &l exceso de Fe circulante asociado
ala Sobrecarga de Fe podria regular la expresion renal de DMT1. Seria posible que los
elevados niveles de Fe impidan la union de IRP con secuencias IRE del ARNm de
DMT1, evitando la estabilizacién del ARNm y disminuyendo la sintesis rena de
DMTL.

La funcion relevante del tdbulo proximal en la regulacion del Fe se basa
principamente en que fue la estructura tubular donde identificamos los principales
cambios en DMT1 y Prohepcidina, destacando nuevamente la implicancia funcional de
esta estructura tubular.

Podemos concluir gque frente a excesos de Fe, la accion coordinada de DMT1 y
Prohepcidina rena disminuirian la captacion de Fe desde € ultrafiltrado glomerular en
el tubulo proximal, evidenciando una respuesta adaptativa del rifion frente a la
Sobrecarga de Fe.
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Diagrama 5. Regulacion renal de Prohepcidinay DM T 1 en Sobrecarga de Fe. En respuesta
al exceso de Fe aumenta Prohepcidinay disminuye DMT1. Esto disminuye la captacion de Fe
en los thbulos proximales y contribuye a restablecer €l balance del Fe.
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MODELO DE ACOPLE: INDUCCION DE SOBRECARGA DE
HIERRO SEGUIDA DE ANEMIA HEMOLITICA

En nuestros estudios previos hemos podido determinar un claro compromiso del
tgjido rena en situaciones con demanda de Fe y con exceso de Fe. En este sentido,
hemos identificado proteinas claves del metabolismo del Fe como Prohepcidina y
DMTL1 en rifidn, cuya regulacion depende del estado del Fe. Asimismo, debemos
destacar €l rol preponderante del tdbulo proximal renal en la movilizacion y captacién
del Fe, en balance de Fe y en ladisfuncion metabdlica.

Por otro lado, nuestros estudios sobre DMT1 y Prohepcidina en el modelo acoplado
de Sobrecarga de Fe seguida de Anemia, aportaron novedosas conclusiones para
comprender mejor larelacion entre el metabolismo del Fey la eritropoyesis, destacando
el rol de érganos claves como higado y duodeno.

Debido a que no existian evidencias previas sobre la participacion de DMT1 renal
cuando coexiste exceso de Fe con alta demanda del metal, decidimos aplicar al estudio
del rifibn e modelo de “Sobrecarga de Fe seguido de Anemia‘. Nuestros estudios se
focalizaron en la identificacion DMT1 y Prohepcidina en rifion cuando coexisten dos
estimul os antagdnicos para la expresion de Hepcidina: Sobrecarga de Fe y Anemia. De
esta manera, intentamos establecer relaciones regulatorias entre Prohepcidina, DMT1 y
el estado del Fe del organismo.

Prohepcidina en Anemia con Sobrecarga de Fe

Antes de iniciar la discusion del modelo acoplado, introduciremos brevemente
aspectos claves ddl disefio experimental de este modelo de disfuncion.

Laidentificacion y localizacién de Prohepcidina en este apartado, y de DMT1 en €l
siguiente, se estudié en dos estados de disfuncién: 1) Sobrecarga de Fe; 2) Sobrecarga
de Fe mas Anemia. El primer estado, Sobrecarga de Fe, se analiz6 en previamente en
este capitulo. El segundo estado, no analizado hasta e presente, se introduce a
continuacion.

La identificacion de las células renaes que expresaron Prohepcidina en Anemia con
exceso de Fe constituye un aporte innovador a estudio del metabolismo del Fe, ya que

hasta el presente no existen publicaciones relacionadas en la literatura.
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Laidentificacion cortical de Prohepcidina en |a etapa que coexisten Anemiay exceso
de Fe, localizada principalmente en segmento S2 del proximal, coincide con el perfil
hallado en Sobrecarga de Fe (sin Anemia) ya descripto.

Respecto a la distribucion de Prohepcidina asociada a la membrana basolateral del
epitelio proximal en Anemia con Sobrecarga de Fe, observamos gque presenta e mismo
perfil de localizacion que en todas las condiciones experimentales estudiadas. La
expresion de Prohepcidina en la membrana basolateral del epitelio proximal tendria
implicancias funcional es dado que favoreceria su liberacidn ala circulacién sanguinea.

La identificacion de Prohepcidina en la zona medular, en Anemia con Sobrecarga,
sugeriria que es una proteinaintrinseca del rifion. Respecto alalocalizacion intracelular
de Prohepcidina en la médula en Anemia con exceso de Fe, ésta podria estar sugiriendo
que las células del Asa de Henle y del colector actuarian como sitio de reserva de
Prohepcidina. Una hipotesis similar fue descripta en las células hepaticas en condiciones
basales (Wallace DF et a., 2005). Quedan ain por dilucidar aspectos regulatorios y
funcionales entre Prohepcidinay proteinas del Fe.

De lo expuesto podemos concluir que en rifion existe un perfil de expresion de
Prohepcidina similar en los dos estados de disfuncion estudiados: Anemia con y sin
exceso de Fe.

Por lo expuesto podemos concluir que en rifion, a igual que en higado, Prohepcidina
responde principalmente al Fe como sefial regulatoria, constituyendo uno de los
mecanismos que contribuirian a la homeostasis del Fe, frente a estados suficiencia o
exceso de Fe. Al igual que en hepatocitos, las bases moleculares que mediarian este
mecanismo regulatorio dependerian del Fe como activador de mensajeros intracelulares
via Proteinas Morfogenéticas Osess, favoreciendo asi la transcripcion del gen de
Hepcidina (Nemeth E et al., 2008).

Transportador de Metales Divalentes 1 en Anemia con Sobrecarga de Fe

La identificacion cortical de DMT1 y su expresion en la etapa que coexisten exceso
de Fey Anemia, principalmente en el segmento S2 del proximal, coincide con € perfil
hallado en la condicién basal y en Anemia. Este perfil no se corresponde con lo hallado
en Sobrecarga de Fe, donde DMT1 se distribuy6 en forma homogénea en corteza 'y en
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meédula. Esto revelaria que para la relacion estructural y funcional de DMT1, el estado
de alta demanda fue preponderante frente al estado de exceso de Fe.

Respecto ala distribucion intracelular de DMT1 en lamédularenal en Sobrecarga de
Fe seguida de Anemia, este perfil también fue similar a observado en Anemia, lo que
pone en evidencia su funcion en la movilizacion intracelular del Fe y sugiere su
regul acion independiente del estado del Fe.

Por lo expuesto podemos concluir que DMT1 en rifidén responde principalmente al
estimulo de la Anemia independientemente del estado de Fe, como mecanismo
regulatorio para satisfacer las demandas de Fe parala produccion eritroide.

Una hipdtesis que explicaria e aumento de DMT1 en Anemia con exceso de Fe se
basa en destacar que €l rifién seria el 6rgano que asume un rol preponderante en captar
Fe por transporte tubular. En cambio, la biodisponibilidad del Fe hepético estaria
limitada, principalmente, por su reducida liberacion generada por la degradacion de
FPN (principal exportador celular) mediada por Prohepcidina. Ademas, € Fe hepético
no compensaria adecuadamente la intensa demanda porque estda en forma de
Hemosiderina. En el caso del duodeno, el proceso de absorcion Fe mediado por DMT1
no muy seria eficiente para compensar la intensa demanda de Fe debido a la
localizacién intracelular de la proteina.

Analizando la respuesta regulatoria de DMT1 frente a estimulo anémico, se podria
postular que estaria mediada por la sefial hipoxica. Si € gen de DMTL1 tuviera sitios de
union para HIF-1, como se report6 para DMT1 hepatico, la hipoxia favoreciera la
trascripcion y expresion renal de DMT1.

En nuestras condiciones experimentales, € Fe es una sefid regulatoria para la
expreson de DMT1 en higado y duodeno. Mientras que en rifién, la sefial
preponderante seria el estimulo de la anemia, que puede involucrar a la PO,, la Epo,
citoquinasy lademanda de Fe.

Una de las principales contribuciones que surgen del estudio del modelo acoplado
fue inducir una condicion fisiopatol 6gica sin analogia en otros model 0s animales como
es la coexistencia de atos niveles de Epo, por & estimulo de la anemia, y atos niveles

de Prohepcidina, por € estimulo del Fe en exceso.
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Conclusion

Nuestros estudios fueron los primeros en evaluar a rifibn como &rgano
metabdlicamente activo en e baance dd Fe y la eritropoyesis en un estado donde
coexisten exceso de Fey alta demanda de Fe.

Entre las conclusiones més relevantes obtenidas podemos mencionar: por un lado, la
coexistencia de Epo y Prohepcidina renal; y por otro lado, € aumento en la expresion
renal de DMT1, destacando € rol clave del rifion en el balance del Fe.

En el Diagrama 6 se integran las relaciones funcionales y regulatorias entre las
proteinas del metabolismo del Fe y la respuesta eritropoyética en Sobrecarga de Fe
seguida de Anemia Hemolitica.

En la Anemia con exceso de Fe, como mecanismo de compensacion a la baja PO,
generada por la intensa hemalisis, se producira un aumento en la sintesis rena de Epo,
una hormona clave parala produccion eritroide. Ademéas en la Anemia con exceso de Fe
se generaran dos situaciones opuestas y bien definidas de desbalance de Fe: por un lado
un marcado exceso de Fe 'y por otro lado alta demanda de Fe para la eritropoyesis.

Para satisfacer las demandas de Fe, aumentara la expresion rena de DMTL1
principalmente en tdbulo proximal, pese |a sobrecarga de Fe existente. Esto favorecera
la captacion de Fe desde € ultrafiltrado glomerular para € mantenimiento de balance
del Fe.

En respuesta a exceso de Fe aumentara la expresion rena de Prohepcidina,
evidenciando un comportamiento similar al hallado en Sobrecarga de Fe sin Anemia, |10
gue podria indicar que € exceso de Fe seria un estimulo mas potente que la demanda
eritroide.

Similar a lo observado en otras condiciones experimentales, en Anemia con
Sobrecarga de Fe evidenciamos la relevancia funcional del tdbulo proximal en €
balance del Fe, debido a que los principales cambios en Prohepcidinay DMT1 se
evidenciaron en esazonarenal.

Es importante mencionar dos aspectos claves de la regulacion funciona de
Prohepcidinay DMT1 en Anemia con exceso de Fe. Por un lado, que Prohepcidina
renal estaria modulada en forma similar a Prohepcidina hepética. Por otro lado, que la
regulacion de la expresion de DMT1 pareceria ser tejido especifica ya que € rifion
respondi6 ala demanda de Fe, mientras que el higado y duodeno respondieron al exceso
de Fe.
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Ademas se evidencio la coexistencia de marcada expresion de Prohepcidina renal
con elevados niveles plasméticos de Epo, |0 que sugeriria que Epo no pudo modular la
expresion de Prohepcidina. Este patrén regulatorio observado entre Epo y Prohepcidina
rena estaria reforzado por la coexistencia de elevada Epo y Prohepcidina hepatica que
hemos descripto anteriormente (Capitulo I1).

Podemos concluir que en Anemia con Sobrecarga de Fe, la captaciéon rena de Fe
mediada por DM T1 en tdbulos proximales contribuiria a satisfacer las demandas de Fe
para la recuperacion de la Anemia. La marcada expresion de Prohepcidina renal podria
sugerir su regulacion dependiente del exceso de Fe y su participacion en la regulacion

del Fe en otros tejidos como higado y duodeno.
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En la respuesta a la Anemia Hemolitica con exceso de Fe, coexisten Epo y Prohepcidina
elevadas. El aumento de la expresion de DMT1 favorece la captacion apical de Fe'y contribuye
arestablecer laeritropoyesisy €l estado de Fe.
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RATASBELGRADE

La utilidad del modelo de ratas Belgrade para nuestros estudios del Metabolismo del
Fe residié en la mutacion genética, autosomica recesiva, de DMT1, originada por la
substitucion de Glicina por Arginina en € cuarto segmento transmembrana de la
proteina (Fleming M et al., 1998).

Las bases etiopatol bgicas de las alteraciones genéticas son: fallas en la exportacion
del Fe endosomal durante el ciclo de la Transferrina, limitado transporte de Fe hacia
células eritroides indiferenciadas y reducida absorcion duodenal de Fe (Garrick MD et
al., 1993; Ferguson C et a., 2003). Las manifestaciones clinicas asociadas a este
genotipo son anemia microcitica e hipocromica, elevada Ferremia y altos depodsitos de
Fe hepético (Thompson K et al., 2006).

El metabolismo del Fe en las ratas Belgrade ha sido ampliamente estudiado en
distintos tejidos por € grupo de la Dra Wessling-Resnick. La caracterizacion funcional
de DMTL, Epo y Hepcidina en € rifion de las ratas, se abordd en colaboracion con el

grupo de la Dra Wessling-Resnick.

Transportador de Metales Divalentes 1 en Ratas Belgrade

El modelo de ratas Belgrade nos permitié continuar profundizando € estudio de
DMT1. El perfil de expresion de DMT1 en rifibn de ratas Belgrade homocigotos y
heterocigotas mostré moderada inmunomarcacion en la zona cortical en tabulos con
morfologiade distal y proximal, y en lazona medular, en el tibulo colector.

La débil expresion renal de DMT1 que hemos evidenciado en ratas Belgrade
homocigotas y la similar intensidad de expresion entre homocigotas y heterocigotas, no
coincide con lo reportado por Ferguson C et a (2003), quienes evidenciaron una
disminucion en la expreson de DMT1 en ratas homocigotas respecto a las
heterocigotas. En este sentido, es posible que las diferencias con nuestros estudios se
deban a las distintas condiciones experimentales. Por otro lado, nuestros resultados

podrian sugerir la existencia de una bagja actividad residual de DMT1 en rifidn.
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Prohepcidina en Ratas Belgrade

La identificacién de la expresion renal de Prohepcidina en ratas Belgrade constituye
un aporte en el campo del metabolismo del Fe, debido a que no ha sido reportada hasta
el momento. Estos estudios, realizados en Harvard School of Public Health, fueron las
primeras investigaciones sobre Prohepcidina en tejido renal de ratas knock-out para
DMTL.

En coincidencia con lo hallado en otros modelos animales, la identificacion de
Prohepcidina en los segmentos corticales y en segmentos medul ares externos sugeriria
que esta proteina es intrinseca del rifion de ratas Belgrade homocigotas y heterocigotas.

Las diferencias en Prohepcidina observadas en € rifion de ratas homocigotas y
heterocigotas en la médula interna sugieren una expresion selectiva de esta proteina que
responde arelacion estructural y funcional de este 6rgano.

Debido a que Hepcidina impide la absorcion de Fe, y dado que las ratas Belgrade
homocigotas presentan una marcada anemia, la baja expresion medular de Prohepcidina
hallada podria sugerir la existencia de una sefial que comunica la necesidad de Fe alas
células.

En todos los casos, |a expresion rena de Prohepcidina fue intracelular, o que podria
indicar su acumulacion en el citoplasma celular hasta recibir |a sefial para su secrecion,
similar alo descripto en tgido hepatico (Wallace DF et al., 2006).

De nuestros resultados surgen dos conclusiones. En primer termino, confirman que
Prohepcidina es una proteinaintrinseca del rifion de ratas Belgrade, en coincidencia con
lo descripto en otros modelos animales (Kulaksiz H et al., 2005; Veuthey T et a., 2008).
En segundo término, en anemia, Prohepcidina renal podria disminuir en respuesta a la
sefial de anemia.

A partir la ausencia de pigmentos de Fe ** en corteza y médula renal de ratas
heterocigotas y homocigotos, aun con la suplementacion de Fe en la dieta, podemos
concluir, que alin con baja expresiéon de Prohepcidina, no se capta Fe por la mutacién de

DMT1, proteinaimportadora de Fe.
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Eritropoyetina Tisular en Ratas Belgrade

Un aporte inédito de nuestros estudios ratas Belgrade fue la identificacion de la
expresion de Epo en rifion, dado que en la literatura no existen antecedentes previos.
Por primera vez se identificd € sitio de expresion de Epo por estudios
i nmunohi stoquimicos.

La expresion renal de Epo en ratas Belgrade se localizd en la zona cortico-medular
en ratas homocigotas y heterocigotas. Este patrén de distribucion fue similar a
descripto en ratas anémicas por Koury ST et a (1988) y en ratas hipdxicas por Lacombe
Ceta (1988).

De laidentificacion de Epo en los espacios intertubulares de la zona coértico-medul ar
se puede deducir unarelacién estructural y funcional estrecha dado gue es € sitio donde
se identifican abundantes fibroblastos intersticiales, células productoras de Epo
(Bachmann S et al., 1993). Asimismo, es importante destacar que la expresion de Epo
mostro especificidad de tejido, dado que no fue detectada en la estructura glomerular y
en el epitelio del sistematubular.

Eritropoyetina Sérica en Ratas Belgrade

De nuestros resultados sobre los niveles de Epo sérica en ratas heterocigotas y
homocigotos se puede concluir que fueron apropiados para €l grado de anemia. En
efecto, las homocigotas que tienen mayor grado anemia presentaron niveles de Epo mas

elevados que las heterocigotas.

Conclusion

Nuestros estudios fueron los primeros en evaluar a rifibn como Organo
metabdlicamente activo en €l balance del Fe en ratas Belgrade homocigotas.

En el Diagrama 7 se integran los mecanismos regulatorios que modulan la expresion
de Hepcidina y Epo en respuesta a la mutacion de DMT1 en rifidon, con estudios
similares realizados en higado y duodeno por otros autores (Ferguson C et al., 2003;
Thompson K et al., 2006).
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En respuesta a las alteraciones genéticas de DMT1, la exportacion de Fe endosomal

esta limitada y la absorcién duodenal disminuida, lo que produce en las ratas Belgrade

manifestaciones clinicas como anemia microcitica e hipocrémica, elevada Ferremia,
altos depositos de Fe hepético y elevada Hepcidina hepética.

Como mecanismo de compensacion a la anemia presentan niveles aumentados de

Epo sérica. Respeto a la baja expresién de Prohepcidina la respuesta seria paraddjica,

dado que se favoreceria la captacion de Fe para la eritropoyesis pero este mecanismo

regulatorio no seria efectivo por la mutacién de DMT1.
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Diagrama 7. Regulacién de la expresion renal de DMT1, Hepcidina y Epo en ratas
Belgrade homocigotas. Prohepcidina renal, como regulador negativo de la absorcién de Fe,
disminuye su expresion. Aumentan los niveles de Epo en respuesta a la Anemia, evidenciando

coexistencia de Epo con Hepcidina hepética.
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CONCLUSIONES

1- Seprofundizé €l estudio de la respuesta regenerativa eritropoyética murina luego de
la induccion de Anemia Hemolitica, identificando eritropoyesis extramedular en
bazo, higado y rifion. Los cambios observados sugieren que la recuperacion de la

Anemia depende de la accion coordinada de tejidos extramedul ares.

2- Se profundizo e estudio de la regulacion de la expresion de proteinas claves del
Metabolismo del Fe como Hepcidina y DMT1, en situaciones fisiologicas y

fisiopatol gicas con alteraciones en el balance del Fe.

e Enbalance normal de Fe con alta demanda del metal:

- DMT1 duodenal se traslocd a la membrana apical para favorecer la
absorcién de Fe, destacado su rol importador de Fe.

- DMT1 disminuyé su expresion en hepatocitos, para disminuir la
captacion hepédtica de Fe y aumentar el Fe disponible para la
eritropoyesis.

- Prohepcidina mostré débil expresion hepatica, un patron esperado para

un regulador negativo de la absorcién de Fe.

e EnexcesodeFe

- Enterocitos duodenales mostraron expresion intracelular de DMTL,
sugiriendo baja absorcién de Fe.

- Hepatocitos mostraron marcada expresion de DMT1, sugiriendo activa
participacion en la captacion de Fe. Esto sugiere la presencia de un
mecanismo para disminuir la citotoxicidad causada por los excesos del
metal.

- Prohepcidina mostré6 marcada expresion hepatica, evidenciando su rol

como regulador negativo de la absorcion de Fe.
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3- Se establecieron relaciones funcionales y regulatorias entre proteinas del

Metabolismo del Fey la Eritropoyesis.

e En Anemia con exceso de Fe identificamos marcada expresion hepatica de
Prohepcidina y elevados niveles de Epo, evidenciando la coexistencia de
ambas proteinas. Podriamos sugerir que Prohepcidina hepética estaria

regulada por el exceso de Fe.

4- Se identificod la sintesis renal intrinseca de Prohepcidina, sugiriendo la produccion
extra-hepatica de la proteina. Los cambios en la expresiéon renal de Prohepcidina
observados en situaciones con alteraciones en € balance del Fe, sugieren su
participacion en la comunicacién celular de las demandas de Fe, ya sea actuando

como una sefial autocrina o paracrina.

5- Se identificd a rifidn como 6rgano metabdlicamente activo en el balance del Fe,
sugiriendo un mecanismo regulatorio mediante el cua Hepcidinay DMT1 rena

podrian modular |a captacién tubular de Fe.
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e SERIELEUCOCITRIAY ERITROCITARIA

Tincion MayGrunwald-Giemsa

Aqgua destilada estabilizada

Estabilizador depH................. 1mi
Aguadestilada.......................50 ml

Giemsa diluido
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Azul Brillante de Cresilo 1%

Azul brillante Cresilo................ 10g
Citrato de sodio...................... 04¢g
Cloruro de sodio..................... 0.859g
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Formol 40 % (conservante).......... 0.2ml

e TINCION DE PERLS

Solucién Ferrocianuro Potasico al 10%

Ferrocianuro Potasico................ 10g

Aguadestilada.............cceeenennn. 100 mi
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Acido Clorhidrico 2%

HCI concentrado...................... 2ml
AguaDestilada.........................98 ml
Solucién de trabajo

Partes iguales de Solucién Ferrocianuro Potéasico al 10% y Acido Clorhidrico 2%.
Preparar inmediatamente antes de su uso.

Solucién Rojo Nuclear 0,1 %

Rojo Nuclear Sdlido.................... 01g
Sulfato Aluminico......................5¢0
AguaDedtilada. .........................100 ml

e EVALUACION CUANTITATIVA DEL HIERRO TISULAR

Standard stock (100 mM)
FeCls-6H0............................0,27030 g
Aguadesionizada..................... 10mi
Acido Nitrico 35 %.........ccccuene. 100 pL
Standard de trabajo

Standard stock..............ceoece.5m
Aguadesionizada..................... 5mi
Acido Nitrico 35 %.........ccccuenne.. 100 pL

Acido Nitrico 35 %

Partes iguales de Acido Nitrico 69 % y agua desionizada



Buffer Acetato de Sodio 0,2 M

Acetatodesodio..................ee. 829
Aguadesionizada..................... 500 ml
NaOH 10N

NaOH.............oevevieveieeeenn....400 g
Aguadesionizada..................... 1000 ml

e FIJACION

Solucién Formol tamponado

Formol puro.................ceee......200 Ml

Fosfato sddico monaobésico.......... 409
Fosfato sodico dibasico............... 6,59

Aguadestilada..........................900 m|
pH: 7,0-7,2

e INMUNOHISTOQUIMICA

Silane

SIHaNe. ..o 4 mi
Acetona......... 196 ml
Buffer Citrato

Acido citrico..........c.eevvvnen2,1g
Aguadestilada.............cceeenennn. 1000 ml

El pH debera ser gjustado a 6,0 con NaOH 1N
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PBS (Buffer fosfato salino)

NaCl.......coooiiii e, 70
KCl. oo, 029
KH2PO;.. 0439
NapHPO4
Puro................... 148¢g
2HoO.vvia, 1.679
THoO.oooiiiiin, 2779
14Hz0...e. 112 ¢

Aguadestilada.........................Cc.5p. 1000 ml
El pH debera ser gjustado a 7.0-7.2, con NaOH 1N o con HCI 1IN.

Solucién de revelador

Buffer.............cooeeeevneAml
DAB cromoOgeno..............oue. 50 pl
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